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Introduction

Parmi les grands défis de la recherche clinique figure en bonne place le développement
d’additifs bioactifs capables de réguler I’inflammation, I’hémostase et de favoriser la
cicatrisation. Toutes les disciplines chirurgicales, en faisant appel aux capacités
d’autoréparation des tissus doivent €tre capables d’appréhender et de gérer les différents
phénomenes de remodelage tissulaire. L’utilisation a cet effet de colles de fibrine est bien
documentée depuis 30 ans. L’avénement des concentrés plaquettaire en tant que colles
biologiques a ouvert une nouvelle voie prometteuse en permettant de simplifier et d’optimiser
le mode de production de ces colles de fibrine. Les concentrés plaquettaires ont été utilisés
d’abord dans des disciplines comme 1’ophtalmologie en application locale en tant qu’adjuvant
au traitement chirurgical des déchirures de la macula (33).

La premiére application clinique en dentisterie a été réalisée par Lynch et Coll en 1987
(14). La recherche sur les colles autologues de fibrine a abouti a la création entre autres du
PRF ou « Platelet Enriched Fibrin » ou encore « Platelet Rich Fibrin ». Cet adjuvant est trés
prometteur et devrait trouver sa place parmi I’arsenal thérapeutique du chirurgien dentiste,
mais, est t’il un gel aux effets biochimiques induits par les cytokines plaquettaires et
leucocytaires ou une simple colle biologique a base de fibrine comme tant d’autres avant lui ?

La chirurgie osseuse pré-implantaire s’est développée conjointement a I’implantologie.
Les inconvénients de ces chirurgies osseuses parfois lourdes sont des suites opératoires
délicates et des délais de cicatrisation souvent longs. Le PRF semble pouvoir minimiser ces
difficultés.

Cet exposé s’efforcera de présenter les différentes études disponibles a ce sujet et d’en
évaluer la pertinence scientifiqgue pour dégager les intéréts cliniques espérés, supposes et

avérés.



1. Le PRF : Définitions et généralités

1.1. historique

Les colles de fibrine furent décrites pour la premiére fois en 1970 (46). Elles font partie
au méme titre que les éponges de collagéne ou les colles cyanocrilates synthétiques des
nombreux agents hémostatiques développés comme autant de pistes de recherche. Elles sont
préparées alors par I’industrie pharmaceutique a partir de plasma collecté par les banques du
sang d’ou des risques faibles mais réels de transmission de pathologies infecticuses
principalement virales. (48). Leur mode de fonctionnement séduisant reproduit les derniéres
étapes des cascades enzymatiques de la coagulation : le fibrinogéne est converti en fibrine en
présence de thrombine, d’ions calcium, de facteur XIII et de fibronectine (36) Le melange des
différents constituants étant réalis¢ juste avant ’application.

Cependant, en 1978 les colles de fibrine commercialisées aux Etats-Unis sont interdites
a la vente face a ce risque infectieux. Fut alors mis en avant I’avantage de la création de
colles de fibrine autologues : celles-ci permettant de garder les avantages des précédentes en
annihilant les risques de transmission inter-individus. La complexité de production de ces
colles (codt, temps : prélevements sanguins préopeératoires...) (56) les rend cependant peu
attractives pour le praticien. Elles sont alors surtout utilisées en chirurgie cardiothoracique et
vasculaire, par exemple en chirurgie cardiaque pour le scellement des foyers de saignements
microvasculaires diffus. Ces colles font aussi leur entrée en chirurgie orale et maxillofaciale
principalement pour réduire le risque d’hématome post-opératoire. (47) Les promesses
entrevues sont testées finalement dans bon nombre de disciplines avec des résultats assez
hétérogenes et méme controversés comme en orthopedie ou en neurochirurgie ou le
scellement de dure-meére reste peu documenté. (27)

L’exemple de Tayapongsak (63) lorsqu’il décrit en 1994 son autologous fibrin
adhesive est intéressant car essayant alors de créer un plasma riche en fibrine la aussi dans le

but de créer une colle hémostatique mécaniquement fiable (pour maintenir les fragments de



greffe osseuse au sein d’une masse cohérente) il obtint le premier un plasma plus tard décrit
comme riche en plaquettes.

L’engouement récent des cliniciens pour la thérapie cellulaire (injection ou apposition
de cellules dans le but d’obtenir un effet biologique) par facteurs de croissance a relancé la
recherche sur les colles de fibrine autologues. Les technologies ainsi développées ont inspiré
de nombreux travaux sur la capacité réelle ou prétendue des cytokines (petites molécules
servant de messageres inter et intra-cellulaires) plaquettaires & promouvoir une cicatrisation
plus rapide et mieux coordonnée tant au niveau cutanéo-muqueux qu’au sein des tissus
osseux. Ainsi, en 1998, De Moraes et coll. expliquent que 1’utilisation de colles de fibrine
permet de diminuer le temps de I’intervention en favorisant I’hémostase (20).

Ce regain d’intérét concerne aussi les concentrés plaquettaires. Sur le plan strictement
hématologique, « le concentré plaquettaire standard est défini comme le surnageant enrichi en
plaquettes, obtenu apres centrifugation de sang total préleve sous anticoagulant », (27) c’est le
PRP (ou Platelet Rich Plasma ou plus exactement cPRP pour concentrated PRP). Jusqu’en
1997, ils restent cependant confinés aux domaines d’investigation de I’hématologie, surtout
dans le but d’améliorer les transfusions sanguines dans certaines situations chirurgicales
extrémes telles les greffes cardiaques. En 1999 (40) furent développés les premiers systemes
commerciaux permettant la production de concentrés plaquettaires en cabinet prive.

Man et coll. montrent en 2001 que I’utilisation des concentrés plaquettaires permet une
cicatrisation plus rapide dans le domaine de la chirurgie plastique (44).

Ils permettraient aussi d’aprés Crovetti et coll. (2004) de favoriser la réparation

tissulaire lors du traitement des ulcéres cutanés (19).

1.2. législation et controverses

Les chirurgiens dentistes américains et européens ont la possibilité de manipuler et de
modifier biochimiquement des produits sanguins. Ils utilisent entre autres le PRP qui rentre
dans cette catégorie des produits sanguins modifié¢s. Ce type de protocole n’est pas autorisé en
France (27). Les manipulations sanguines nécessaires a la production de PRP sont en effet
interdites en dehors des banques du sang et instituts de transfusion sanguine car celui —ci est
considéré comme un produit sanguin labile. De plus, la loi francaise interdit la réimplantation

de ce qu’elle considére comme un produit dérivé du sang (16).
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La situation est différente lorsqu’il s’agit de prélévement autologues extemporanés La
loi de bioéthique du 8 juin 2004 et I’accord conclus entre le ministére et le Syndicat National
des Paro-Implantologistes (SNPI) prévoient ainsi une dérogation quant au préléevement de
cellules et de tissus autologues en cabinet dentaire libéral.

Habituellement, « Les dispositifs médicaux ne peuvent étre fabriqués a partir d’un
produit d’origine humaine ni en contenir ». Mais « les directives 2000/70/CE et 2001/104/CE
du parlement européen et du conseil prévoient néanmoins la possibilité d’incorporer dans des
dispositifs médicaux des dérivés stables du sang ou du plasma humain. Dans ce cas, le risque
1ié a I’origine humaine de ces mati€res premieres est pris en compte lors du marquage CE. »

Ces prélévements autologues extemporanés, non conservés ne rentrent pas dans le
cadre de la Directive Européenne 2004/23/CE du 31 mars 2004 sur les normes européennes
de qualité et de sécurité relatives au nom et a 'utilisation de tissus et de cellules humaines
(49).

La centrifugeuse utilisée pour ces produits doit tout de méme étre agrée CE et n’étre
utilisée qu’en salle d’intervention. Il est aussi obligatoire de référencer les produits et
matériels utilisés pour la tragabilité de ceux-ci, tout comme il est bien évidemment nécessaire

de respecter les conditions d’asepsie requises pour tout type de chirurgie.

L’AFSSAPS précise le cadre médico-légal de ces adjuvants et considére que ces
protocoles « conduisent a 1’obtention de produits autologues définis, revendiquant des
propriétés thérapeutiques bien identifiées », donc « il convient de les considérer comme des
produits de santé ». Leur utilisation doit ainsi étre soumise a « des garanties de qualité,
sécurité et efficacité ». Ces produits autologues « contiennent des cellules humaines vivantes
(plaquettes et peut-étre quelques autres cellules et des dérivés de ces mémes cellules) et
I’activité thérapeutique revendiquée repose sur les propriétés physiologiques et
pharmacologiques de ces cellules ou de leurs dérivés qui se trouvent présents dans la
préparation finale a des concentrations que seule une préparation spécifique permet
d’atteindre »

L' AFSSAPS estime gu' « apres analyse du principe de ces procédeés, il apparait que
[leur] mise en ceuvre dans un cabinet médical présente des spécificités par rapport au régime
commun de la thérapie cellulaire ». Elle précise a ce titre que le projet de loi relatif a la
bioéthique prévoit « des dispositions dérogatoires qui pourraient permettre le préléevement de
cellules et l'utilisation de préparations de thérapie cellulaire dans ce cadre » Aucun de ces

procédés pratiqués en cabinet ne fait pour I'heure l'objet d'une autorisation ni d’une
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interdiction formelles. Donc en attendant la révision de la loi de bioéthique La plus grande

prudence quant a leur utilisation doit s'imposer (58).

Le protocole du PRF profite de ce flou juridique, et en rentrant dans cette catégorie de
prélevements autologues extemporanés, non conservés, il permet aux praticiens Francais de
suivre leurs collégues européens.

Le ministére de la santé a demandé I’édition d’un guide de bonnes pratiques
professionnelles quant aux prélévements en cabinet libéral au Syndicat national de paro-
implantologie (SNPI). Ce guide permet de préciser 1’environnement et le protocole
d’utilisation des PRF. Trois fiches sont ainsi nécessaires pour recueillir I’identification du
praticien utilisant du PRF (annexe 1), la tracabilité du PRF (annexe 2) et le consentement du
patient (annexe 3).

I1 était important de définir et préciser les conditions d’utilisation de ce biomatériau. Le
ministeére joue ici son rdle d’institut de veille sanitaire en réglementant I’usage d’un produit
dont on ne connait cependant pas la composition exacte. C’est un minimum pour un produit a
I’usage principalement empirique.

Le PRF n’échappe cependant pas a la loi Huriet de 1988 : le praticien doit recueillir le
consentement éclairé du patient avant 1’intervention, celui-ci doit également étre informé des

risques encourus par rapport aux bénéfices escomptés.

La conclusion émane de la Direction Générale de la Santé (DGS) qui publie en 2006 ce
qui constitue la position reglementaire la plus récente sur le sujet.
Elle conclut le paragraphe sur les produits d’origine humaine a visée thérapeutique ainsi :
« Parmi les produits d’origine humaine a visée thérapeutique utilisés en chirurgie dentaire,
certains protocoles thérapeutiques font appel a des concentrés plaguettaires autologues
(fibrine riche en plaquettes ou « PRF »). En I’état actuel des connaissances scientifiques, ces
protocoles restent encore a évaluer et des études complémentaires sont donc nécessaires. »
On sait tout de méme que « la réglementation s’appliquant a ces produits est appelée a évoluer
et le ministére en charge de la santé a entrepris de redéfinir I’encadrement juridique de

I’utilisation péri-opératoire de tissus et cellules autologues, dont le « PRF » »(49).

« En attendant que ces deux questions (cadre juridique, évaluation scientifique) soient
résolues, les praticiens médecins ou chirurgiens-dentistes qui utilisent ces concentrés

plaquettaires doivent rigoureusement se conformer aux obligations déontologiques : étre
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formés au prélévement sanguin, a la préparation extemporanée et a 1'utilisation du« PRF »
ainsi obtenu ; ils doivent en outre respecter les régles de bonnes pratiques de soins, en

particulier pour assurer la sécurité des patients vis a vis de risque infectieux » (49).

On peut relever aussi du coté médico-légal une controverse soulevée par un lecteur
sous forme de lettre ouverte apres publication d'un article sur le PRF. La réponse ne s'est pas
fait attendre, voici résumées les opinions des deux parties: le réquisitoire du lecteur (54)
s'articule en quatre points :

-Les tubes de prélevement utilisés ne répondent pas au standard 1ISO 10993,
celui-ci est habituellement utilisé pour la biocompatibilité des récipients pouvant recevoir du
sang en vue d'une utilisation clinique, il inclut des tests de cytotoxicité, de mutagénicité,
d'irritation cutanée, d'hémolyse... Le conteneur utilisé ici est un in vitrodiagnostic product
(IVDP) et non habilité a l'utilisation clinique sous ce standard.

-La notice du fabricant (Becton Dickinson; disponible a l'adresse suivante:

http://catalog.bd.com/ecat/msds/d01/vs60324-10.pdf) précise bien que le contenu de ses tubes

est irritant et qu'ils ne devraient pas rentrer en contact avec des tissus humains.

-Les particules de silice; assez denses pour sedimenter avec les globules
rouges, sont cependant suffisamment fines pour qu'au moins certaines d'entres elles s'intégrent
aux différents produits obtenus apres la centrifugation et les contaminent.

-L'utilisation du produit comme décrite dans la littérature est ouverte a
I'environnement et il faut plusieurs manipulations manuelles pour l'obtenir. Ce systéme ouvert

ajoute au risque de contamination microbienne et chimique.

La réponse est assez intéressante puisqu'elle a donné lieu a une étude plus approfondie
sur la cytotoxicité du PRF (23).

Deux types de tubes de prélevement sont utilisables: « dry glass tubes » (qui répondent
évidemment a tous les standards concernés) ou « glass-coated plastic tubes », intéressants
pour les dentistes francais; ceux-ci n'étant pas initialement formés pour des manipulations
sanguines, on diminue ainsi les risques de casse et donc de contamination. On ne pourrait pas
cependant utiliser des tubes uniquement en plastique, en effet la polymérisation du caillot est
initiée par la silice qui joue un réle d'activateur. Celle-ci est présente dans le verre sur les

parois des tubes. Les tubes commercialisés sont habituellement utilisés seulement, pour le
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diagnostic. La question est donc de savoir si nous pouvons les utiliser dans notre protocole de
production du PRF.

-Le standard décrit précédemment ne s'applique pas au PRF qui est classé
comme biomatériau autologue. Le protocole PRF n'est en effet pas considéré dans la
Iégislation frangaise comme une technique de transfusion pour des produits dérivés du sang.
Il suffirait finalement d'utiliser les tubes en verre pour régler ces problémes de standard et de
classification.

-La fiche technique des tubes de la firme Becton Dickinson rappelle que la
poussiére de silice est un agent toxique reconnu mais seulement inhalée et, a de tres hautes

concentrations. (effets observés sur des mineurs de fond entres autres) (12).

De plus on utilise en dentisterie beaucoup de matériaux a base de silice car ils sont
parmi ceux qui ont la meilleure biotolérance. Il faut aussi rappeler que la plupart des

biomatériaux dentaires sont auto-allergisants et toxiques (34,35).

Il est vrai qu'en théorie, les patients traités avec le PRF peuvent étre mis en contact avec
des particules de silice, mais il faut bien admettre que cette possible contamination par
quelques microparticules de poudre de silice ne donne lieu a aucun véritable danger sanitaire.
En chirurgie dentaire, de nombreux produits contenant de la silice sont mis en contact avec
des tissus humains : toutes les céramiques, les CVI, les implants en vitroceramique... Certains
matériaux de greffe osseuse (tels les bioverres) sont dans ce cas, et malgré tout approuvés par
la vigilante Food and Drug Administration (FDA). Le fait qu'un tube en plastique sec ne
permette pas la production d'un caillot de fibrine mais que ceci soit réalisable dans des tubes
en verre nous amene a la conclusion que les tubes en verre relarguent de la silice. On peut en
déduire en poussant le raisonnement plus loin que tous les tubes en verre utilisés dans les
dispositifs medicaux relarguent un minimum de silice. Ce relargage est assimilable au dépot
qui recouvre les tubes en plastique mentionnés plus haut, ce constat justifie le fait que la
plupart des fabricants aient remplacé leurs tubes en verre par des tubes en plastique recouvert
de verre, ceux-ci leur étant équivalents d'un point de vue biochimique.

Peut-on alors considérer que tous les produits stockés dans des tubes de verre sont

cancérigenes ou toxiques?



Mr O'Conell ; le lecteur, critique aussi le fait que les tubes soient ouverts pendant la
collecte du PRF, provoquant ainsi un risque de contamination important. Ce risque existe
mais il n'est pas plus important que dans n’importe quelle procédure chirurgicale d'autogreffe.
Doit- on alors considérer par exemple une greffe de menton sous I'angle de cette notion de
systeme ouvert a risques importants de contamination?

Non.

Les auteurs ont procédé a une étude de cytotoxicité dont voici le compte rendu:

Les membranes de PRF, produites dans les fameux tubes plastiques cités précédemment
ont été mises en contact avec 4 types de cellules prélevées chez des volontaires sains
masculins de 25 a 60 ans. Pour des raisons immunologiques évidentes, les préadipocytes,
fibroblastes gingivaux, kératinocytes et ostéoblastes furent mis en contact avec les membranes
de PRF des donneurs correspondants. Toutes les cultures cellulaires furent traitées de maniere
conventionnelle.

Pour chaque type de cellule, 8 milieux de culture furent realisés, la moitié servit de
groupe contréle et I'autre moitié recut une membrane de PRF. Un milieu de chaque groupe fut
récupéré a 12h, 24h, 3 jours, et 7 jours. Fut ensuite utilisé le test « MTT ASSAY » qui se base
sur la capacité d'une enzyme mitochondriale a transformer un soluté donné en un produit bien
connu ( ndlr: des cristaux de formazan bleu). On peut considérer qu'il évalue la respiration
mitochondriale.

Les résultats sont lus par un spectrophotomeétre, avec pour réference la densité optique

du groupe contrdle définie comme correspondant a une viabilité de 100% pour la cellule.

Les résultats confirment l'absence de cytotoxicité du PRF, on peut méme considerer que
les kératinocytes et les préadipocytes ont une respiration mitochondriale améliorée.

Pour conclure, on peut dire que le PRF produit dans les tubes plastiques ne présente pas
de risque de cytotoxicite.

Il a été calculé que le PRF avait été utilisé dans au moins 100000 protocoles
chirurgicaux ces 6 derniéres années; a ce jour, aucun accident concernant la cytotoxicité du
produit n'a été rapporté au ministere de la santé.

La seule contre-indication a 1'usage du PRF connue et acceptée aujourd’hui est plus
d’ordre biologique que sanitaire. On proscrira évidemment cette technique en cas de

thrombocytopénie qu’elle soit acquise ou congénitale. En effet, cette maladie provoque une
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diminution notable du nombre de plaquettes dans le sang, or le concept du PRF repose .entre

autres sur les propriétés biologiques de ces plaquettes.

Se pose aussi la question de la neutralit¢ du PRF dans I’évolution des processus
tumoraux : I’ajout ponctuel d’une colle de fibrine, surtout si elle est enrichie en cytokines
plaquettaires peut-il déclencher ou raviver la conversion tumorale d’une cellule ?

La fibrine peut étre considérée, en tant que promotrice du développement cellulaire
comme un milieu potentiel de prolifération initiale de cellules immortalisées par un processus
tumoral. Le nombre de sécurités antitumorales rend le phénomene peu probable. Le systéme
immunitaire humain est, il est vrai capable d’une forme de veille sanitaire anticancéreuse. Le
délai nécessaire a la reconstitution du réseau vasculaire convoyant son lot de cellules
antitumorales (tels les lymphocytes, les macrophages et les polynucléaires) peut malgré tout
étre suffisant pour permettre a un reste de cellules cancéreuses de proliférer avec une
virulence amplifiée par la qualité de la matrice fournie. (29)

Les cytokines, en quantité importante, ont une durée de vie faible au sein d’un tissu en
plein remaniement : elles seront absorbées et détruites avant méme la remise en place
compléte du systéme de drainage vasculaire. Toutefois, malgré un temps d’action limité, on
peut considérer que ces facteurs de croissance sont capables de raviver violemment la
prolifération tumorale : on sait effectivement que les cellules immortalisees sont plus
sensibles que les autres aux signaux de croissance cellulaire. (9, 65)

Pour ces différentes raisons associées au principe de précaution ; il parait préférable

dans 1’état actuel de nos connaissances de limiter les techniques du PRF a des sites sains.

1.3. Mode de production

La premiére méthode développée pour obtenir des concentrés plaquettaires fut la
plasmaphérése. Mais, que le patient reste connecté a la machine qui filtre son sang pour en
isoler les plaquettes ou que celles-ci soient obtenues a partir d’une poche de sang de 500 ml
prélevé sous anticoagulant ; cette technique reste lourde et laborieuse, c¢’est pourquoi elle est

rarement utilisée cliniguement.
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Le mode de production du PRF est beaucoup moins élaboré. Ce procédé relativement
récent n’a été développé qu’en France (de cette fagon tout du moins), de surcroit par une seule
société ; le modus operandi tres simple est donc unique :

Aprés la prise de sang par un personnel autorisé, une simple centrifugation (3000
tours/minute pendant 10 minutes) est pratiquée. Cette technique développée par Choukroun et
al (14) ne nécessite aucun ajout (ce pourquoi elle est permise en France) que ce soit de la
thrombine bovine ou des anticoagulants. Les échantillons sont alors centrifugés
immédiatement apres prélevement dans des tubes de 10 ml a 3000 tours/min.

Le sang est composé de plasma, constituant la phase aqueuse et des éléments dits
figurés : les globules rouges ou hématies, les globules blancs ou leucocytes et les plaquettes
ou thrombocytes. Le principe de la centrifugation repose sur la décantation de particules
contenues dans une solution liquide. Celles-ci, de taille et de masse différentes vont se
déposer a des distances différentes du fond du tube. On obtient alors une sorte de caillot dont
on peut séparer la portion qui nous intéresse avec des ciseaux. Ce coagulum peut étre utilisé
tel quel ou modifié pour obtenir la forme idoine a la procédure clinique en cours.

Contrairement au mode de prélévement utilisé¢ pour la production du PRP, on n’utilise
pas ici d’anticoagulants, ce qui induit en quelques minutes 1’activation de la plupart des
plaquettes et donc le relargage de leur contenu dont le fibrinogéne. « Cette molécule soluble
fibrillaire est massivement présente a la fois dans le plasma et dans les granules alpha des
plaquettes, car elle joue un role déterminant dans 1’agrégation des plaquettes entres elles au
cours de I’hémostase » (27).

Le fibrinogene, d’abord concentré dans la partie haute du tube, se transforme en fibrine
sous I’effet de la thrombine circulante. Un caillot de fibrine se forme alors au milieu du tube,
entre le plasma acellulaire au dessus et la fraction rouge en dessous. C'est en chassant les
fluides de cette trame de fibrine (habituellement en la pressant entre deux compresses stériles)
gu'on obtient la forme membranaire a base de fibrine pontée. La concentration du fibrinogéene
dans la partie haute et médiane du tube ; préalable nécessaire a la constitution d’un caillot de
fibrine chargé de plaquettes et utilisable cliniquement n’est possible qu’avec une période de
transfert réduite entre le prélevement et la centrifugation. Si ce laps de temps est trop
important, la fibrine polymérisera de fagon diffuse (on n’obtiendrait alors qu'un amas flasque
et sans consistance de sang centrifugé) ; ceci car il faut quelques minutes pour concentrer le
fibrinogéne et que ; sans I’ajout d’anti-coagulant, la coagulation débute dés le contact sang -

Verre.
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Le PRF n’est utilisé presque qu’exclusivement en France car la plupart des autres
nations autorisent l’utilisation des cPRP. Leur usage est interdit dans 1’hexagone ou les
praticiens ont du s’adapter a cette 1égislation spécifique et développer un produit utilisable tel
quel, a savoir sans modification ni manipulation sanguine. Le principe de la centrifugation
pour augmenter la concentration en plaquettes d’un composé vient de la technologie utilisée
pour obtenir le cPRP. Ou les cPRP ; car il existe de nombreux protocoles de production
différents. Le plus abouti et automatisé est développé avec une machine, la Harvest
smartPrep ou machine a faire du cPRP, centrifugeuse si élaborée qu’elle ne sert qu’a cela
(27). Le concept biologique reste globalement le méme selon les différents protocoles : du
sang veineux est prélevé sous anticoagulant pour éviter ’activation et donc la dégranulation
des plaquettes. Une premicre centrifugation est opérée, on aspire a 1’aide d’une seringue la
strate désirée qu’on soumet alors a une seconde centrifugation plus rapide que la précédente.
Le cPRP devient alors aisé a prélever, il sera mélangé en per-operatoire peu avant son
application a un agent coagulant comme par exemple de la thrombine bovine et du chlorure
de calcium. Grace a I’activation des plaquettes et aux réactions provoquées, on obtient un gel
utilisable cliniquement. Le type d’élaboration des cPRP justifie le fait que ceux-ci ne soient
pas utilisables par les praticiens francais, en effet: la manipulation et la modification

biochimique de produits sanguins ne leur est pas permise.

1.4. Effets biologiques et constituants du PRF

Des que lexistence d'un défaut tissulaire, quel qu'il soit (chirurgical, post -
extractionnel, traumatique...) est détecté, le processus complexe de la cicatrisation se
déclenche. Le préalable a toute reconstruction est la colonisation du site par le caillot sanguin.
Suite a cette phase vasculaire, toutes les autres phases se mettent en place et réalisent un
processus complexe comprenant la régénération des cellules épithélio-conjonctives et
osseuses, la migration des fibroblastes, l'angiogénese, la synthése des composants de la
matrice extra-cellulaire et le remodelage du tissu cicatriciel. Cette cascade de réactions est
sous la dépendance de nombreux médiateurs qui communiquent entre eux par I’intermédiaire

de facteurs de croissance (14)
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1.4.1. facteurs de croissance

Les facteurs de croissance sont des polypeptides de poids moléculaire peu élevé (6-
30kDa) qui régulent la croissance et les fonctions des cellules, grace & une fixation sur des
récepteurs spécifiques cellulaires de grande affinité. Nombre d’entre eux sont des cytokines.
Ces petites molécules protéiques ont pour fonction primordiale la communication inter-
cellulaire. Leur mode d’action est donc principalement autocrine (agissant sur le type
cellulaire méme qui les sécréte) ou paracrine (i.e. qu’elles agissent sur des types cellulaires
différents mais situés a proximité). Elles constituent « les mots et les syllabes du langage
biochimique inter et intra cellulaire ». Le réle des facteurs de croissance dans la cicatrisation
est fondamental, ils sont responsables d’une activation cellulaire indispensable a la
régénération d’un site opératoire (47). Il est tentant de penser que la majorité des cytokines

sont piégées au sein des mailles du réseau de fibrine (25,26)

Cette théorie n’a pas ¢été réfutée mais pas non plus étayée par un nombre suffisant
d’¢tudes par dosage comparatif, pour I’avancer comme un argument recevable
scientifiguement. On sait cependant que le gel de fibrine est imbibé de glycoaminoglycanes
circulants et plaquettaires (acide hyaluronique, héparine...). En effet, leur aspect en histologie
au bleu alcyan suit l'architecture fibrillaire de la fibrine, ce qui laisse présager que ces
chainons glycaniques sont incorporés au sein méme des polymeéres de fibrine (8,32). Or, les
glycoaminoglycanes ont une forte affinité pour les petits peptides circulants (tels que les
cytokines plaquettaires...) et présentent une grande capacité a guider les migrations cellulaires

et I'ensemble des phénomenes de cicatrisation. (27)

Une étude sur la mandibule de 88 patients a démontré une densité osseuse accrue et une
maturation plus rapide des greffes osseuses lorsque des concentrés plaquettaires étaient
combinés a l'os (45).

Rosenberg en 1999 arrive a la conclusion que ces facteurs de croissance permettent une
régénération plus rapide du tissu osseux mais qu’en plus on obtient une amélioration notable

de sa qualité (59).

14



Une autre étude, intéressante car comparative arrive a la conclusion que des sites
d'extraction traités avec des concentrés plaquettaires cicatrisent plus vite que ceux qui n'ont

pas bénéficié de ce traitement (2).

Selon Koskievic et all. :« Le PRF semblerait contenir des facteurs de croissance et des
cytokines ayant une activité ostéogeéne et anti-inflammatoire »(39)

Le fait de receler en son sein de nombreuses cytokines est important dans I’optique pro-
cicatricielle du PRF. Cette notion reste cependant & moduler car chaque réaction tissulaire
dépend d’un grand nombre de facteurs. De nombreuses combinaisons de facteurs de
croissance ont été essayées aussi bien in vitro qu’in vivo (63).

Les résultats sont cependant variables selon les facteurs de croissance associés et la
matrice utilisée (52). La cellule doit en effet faire la synthese des différentes informations
qu’elle recoit selon son degré de différenciation, son état ainsi que son environnement
matriciel et cellulaire. Ainsi, un apport brutal et massif de cytokines ne peut engendrer qu’un
repli des cellules cibles sur une information plus stable tel que leur environnement matriciel.
Une cytokine peut alors au sein de milieux différents aussi bien orienter une cellule vers la
mitose que vers I’apoptose. Ceci est d’autant plus vrai pour des cellules differenciées, qui,
étudiees in vitro engendrent des reactions cellulaires qui pourraient paraitre contradictoires.
(57)

Cependant, quand il s’agit de cellules indifférenciées mises en contact avec des
cytokines extraites de concentrés plaquettaires, elles proliférent. Toutefois, seul un support a
base de gel de fibrine permet leur différenciation en un phénotype ostéoblastique puissant.
(37, 55)

Cet aspect des concentrés plaquettaires reste donc a préciser selon le milieu dans lequel
ils sont utilisés. 11 semblerait finalement, dans le cadre de ces études que si les cytokines sont
suffisantes pour obtenir des effets locaux temporaires sur des types cellulaires primitifs, elles
ne pourraient cependant pas avoir d’effet notable a long terme a 1’échelle d’un remodelage
tissulaire. (29)

Il faut aussi préciser que finalement, la quantité de cytokines est peu importante, car in
Vvivo, sur un site en cours de cicatrisation, le pool de facteurs de croissance est utilisé et détruit
trés rapidement. Le parameétre le plus important reste la synergie entre les cytokines et leur

support: ici la matrice de fibrine (18).
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Le schéma suivant illustre bien la complexité de ce langage biochimique et la
multiplicité des messages échangés entre les différents acteurs du processus de régénération

osseuse.

synthése

MATRICE = CELLULES
ostéoconduction

ostéotransduction ostécinduction

réserve synthése
Facteurs deo
Croissance cellules
échafaudage endothéliales

A
angiogénése plaquettes
échange
plasma
liquide interstitiel nutrition
v
Vascularisation

Figure 1: Les relations entre les facteurs de la régénération osseuse selon Diss A et coll.
(21)

1.4.2. La fibrine

La fibrine est la forme activée d'une molécule plasmatique : le fibrinogéne, présent a la
fois dans le plasma mais aussi dans les granules alpha des plaquettes. Il joue un réle
déterminant dans l'agrégation plaquettaire durant I'némostase, il se transformera en une
véritable colle capable de consolider I'amas plaquettaire en premier lieu, puis de constituer
une protection le long d'une breche vasculaire pendant la coagulation. Il est transformé en
fibrine insoluble par la thrombine circulante. Le gel ainsi formé constitue la premiere matrice

cicatricielle du site lésé.
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Le réseau obtenu est déja tres intéressant, en effet, sa constitution se fait de fagon
presque physiologique. Contrairement a nombre d’autres adjuvants de la cicatrisation, tel le
PRP auquel on ajoute un anticoagulant lors du prélevement puis un agent coagulant lors de
I’application, la constitution du maillage de fibrine du PRF se fait naturellement, provoquant
une agrégation beaucoup moins rapide et brutale du réseau. Il en résulterait une réticulation
plus harmonieuse proche de la fibrine obtenue naturellement. Ce mode de polymérisation lent
permettrait 1’incorporation de glycoaminoglicanes et de cytokines au sein méme du polymére

de fibrine, ce qui rapproche la structure de notre gel PRF des thrombi de fibrine naturelle. (24)

Cytokine piégée de mankéro
HINNSAQUSe U Sein des
horkles da hbrine (en Diey)

Chaines glycaniques
assuciées aux fibrilles)
de hbrine (en verd)

Figure 2: Modélisation théorique en image de synthese d'une fibrille constituée selon une
technique platelet rich fibrin selon Dohan S et coll. (24)

On sait que le mode de polymérisation influence les propriétés biologiques et
mécaniques du réseau final (51).

La fibrine est considérée comme un support de culture supérieur en termes
d’attachement et de colonisation cellulaire. (37, 55, 57)

La fibrine posséde aussi I’avantage d’avoir la capacité a se charger d’importantes

quantités de cytokines (29)
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Mais on s’est aussi apergu qu’elle diffusait 90 % de son contenu au cours des trois
premiers jours de culture (60). Le caillot de fibrine ne semble pas alors en mesure d’assurer

un role de diffuseur a long terme.

1.4.3. fibrine et hémostase

L'hémostase ou littéralement «arrét du saignement » se résume finalement au
colmatage d'une bréche vasculaire, qui s‘opere grace a la constitution d'un lit de fibrine in situ.
La coagulation se divise en 2 voies: extrinséque et intrinseque, elles se rejoignent au
niveau de l'activation du facteur X. Ce facteur s'integre ensuite a un complexe qui permettra

la formation de thrombine et ainsi indirectement la polymérisation de gel de fibrine (27).

1.4.4. fibrine et cicatrisation

Le caillot de fibrine va étre colonisé par des cellules inflammatoires, des fibroblastes et
des cellules endothéliales qui vont le remodeler en tissu de granulation puis en tissu conjonctif
mature. (18) La matrice de fibrine permet en effet le recrutement, la migration, I'adhésion et
d'orienter la différenciation des cellules nécessaires a la reconstruction tissulaire (monocytes,
fibroblastes,...). (8,42) Elle permet aussi d'un point de vue immunitaire, la protection du site
(neutrophiles, monocytes). (32)

On sait également que la colonisation de la plaie par les macrophages est contrélée par
la fibronectine, les propriétés physicochimiques de la matrice tridimensionnelle de fibrine et
par les agents chémo-attractants qu’elle enserre en ses mailles. (42) L’étude réalisée en 2004
par DOHAN et coll. (26) tend a montrer que les plaquettes ne sont pas les seuls élements
figurés du sang a étre activés lors de la centrifugation. Le test compare les concentrations
respectives (a ’instar de I’étude sur les cytokines plaquettaires) de 5 cytokines sécrétées par
les leucocytes et adjuvantes de I’inflammation et de la cicatrisation au sein du PRF et du sang

total, activé ou non. Les résultats montrent une concentration accrue de ces cytokines dans les
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échantillons PRF. Cette constatation semble intéressante du point de vue immunitaire et
inflammatoire mais il faudrait objectiver la biodisponibilité de ces cytokines. On sait de plus
que le milieu joue un réle au moins aussi important que celles-ci dans les voies complexes de

la réparation tissulaire.

1.4.5. fibrine et angiogéneése

La néoformation vasculaire est une étape fondamentale pour tout phénomeéne de
cicatrisation. Le fait qu’une matrice de fibrine mene directement a 1’angiogénese est
aujourd’hui accepté et clairement démontré (30).

On s'apercoit in vitro que la structure spatiale de la fibrine est un élément déterminant
de la progression de I’angiogénése (53); en effet, elle détermine la sensibilité du caillot a la

proteolyse mais elle permet aussi de moduler la croissance des cellules endotheliales.

1.4.6. fibrine et cellules épithéliomésenchymateuses

La trame de fibrine permet une colonisation plus rapide par les fibroblastes et les
cellules endothéliales guidés par les grands axes du réseau de fibrine du site 1ésé (43).

Le lit de fibrine a ainsi été reconnu comme le récipiendaire optimal pour les transplants de
cellules mésenchymateuses in vitro, en vue de régénération de défauts osseux (3, 6, 65)

Ces cellules ; apres cette premiére étape d’expansion passent au remodelage de leur
matrice extracellulaire et remplacer la fibrine par des éléments matriciels plus classiques
(collagene I, glycoaminoglycanes, protéoglycanes, glycoprotéines de structure). (42)

La reconstitution du réseau endothélial s’opére parallélement, permettant un apport
suffisant de plasmine pour dégrader ce qui reste du caillot de fibrine. Ceci explique
I’accélération des phénomeénes de cicatrisation observée sur des tissus mous couplés a
différentes colles de fibrine.

Une étude a exploré in vitro le mode d’action du PRF ajouté a de l'os allogéne
minéralisé lyophilisé (TBF), il semblerait que la fibrine puisse orienter la conversion des

cellules souches mésenchymateuses en cellules ostéogéniques. (38)
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1.4.7. fibrine et cellules osseuses

Les phénoménes bio-cellulaires difféerent au niveau des sites intra-osseux : le réseau de
fibrine permet la colonisation du site par les ostéoblastes du greffon et les cellules
endothéliales des rameaux vasculaires adjacents mais il permet aussi d’obtenir une réponse
ostéogénique tres cohérente (Gurevich (37)). Gurevich a effectivement montré in vitro mais
aussi in vivo que des cellules mésenchymateuses mises préalablement en contact avec des
lattis de fibrine et ayant ainsi obtenu un phénotype ostéogénique marqué sont capables de
produire et d’organiser spontanément des structures osseuses. Cela dans un site de greffe aussi
1solé qu’une capsule rénale. Les cellules souches mésenchymateuses peuvent s’intégrer dans
des tissus trés variés, grace a leur capacité d’adaptation phénotypique en fonction du site.

Les rares occasions d’un contact prolongé de ces cellules avec de la fibrine ne se
présentent qu’en cas de fracture osseuse, avec bréche vasculaire. Car dans tous les autres cas,
nécessitant la formation d’un caillot de fibrine, la plasmine véhiculée jusqu’au site 1€sé par le
flux vasculaire se charge de dégrader le caillot. Or, en cas de Iésion osseuse importante, une
partie du réseau de fibrine constitué se trouve plus ou moins pris au piége au sein des éclats
0sseux avec un acces trées limité au flux vasculaire. La durée de vie du caillot de fibrine et du
contact qu’il entretient avec les cellules ostéogéniques est dans ce cas précis augmentée.

On peut conclure de fagon positive sur le pouvoir ostéogénique de la fibrine, méme si il

reste a approfondir. (29)

1.5. Indications et formes d’utilisation pré-implantaires

En théorie le PRF est tres séduisant, il associe en effet une matrice de fibrine dont
I’intérét n’est plus a prouver a des facteurs de croissance (dont la présence reste a préciser)
régulateurs de I’inflammation donc de la cicatrisation.

Le réseau de fibrine constitutif du PRF est prélevé dans le tube de centrifugation a I’aide
d’une pince plate puis séparé de la fraction basse avec des ciseaux. Ce caillot fibrino-
plaquettaire peut étre utilisé tel quel ou modifié pour lui donner la forme idoine au protocole

chirurgical en cours de réalisation. On peut effectivement 1’utiliser sous sa forme de caillot
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par exemple pour le maintien de volume osseux post-extractionnel, et broyé ou coupé pour

étre mélangé a des greffons autogénes ou exogeénes.

Figure 3: copeaux de PRF seuls (sur I'image de gauche) et avant mélange avec de la
poudre d'os allogéne (a droite) selon Zerah (67)

Sous sa forme de gel, on peut le considérer comme un support de culture tissulaire in
vivo ; comme tel, il doit étre utilisé sur des sites sujets a des remaniements importants ou sa
matrice de fibrine pourra orienter le développement tissulaire et faciliter le remodelage du
site. Le probleme majeur de la -biotechnologie du PRF découle de son inconvénient clinique
principal : en raison de sa consistance massive de caillot, il ne possede pas les avantages
mécaniques admis et démontrés des colles biologiques.

Il est aussi possible de le comprimer entre 2 compresses de fagon a obtenir une

membrane qui permet une premiére protection du site en cours de cicatrisation.

Figure 4: Caillot de PRF avant et apres ecrasement entre 2 compresses afin d'obtenir la
forme membranaire d’aprés Chavrier (11).

On peut ainsi protéger les sites opératoires et favoriser la cicatrisation en plans
superposés donc principalement la cicatrisation des tissus mous. Cette forme membranaire est
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aussi utilisée dans un rdle de rustine pour traiter les perforations accidentelles de la muqueuse

sinusienne lors de comblements de sinus.

Ci-contre un cas d’utilisation mixte : broyé puis recouvert de membranes.

Figure 5: Cas proposé par Choukroun et coll. (15)
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2. Sélection et résultats des cas et études les plus pertinents

La recherche bibliographique effectuée a donné beaucoup de résultats, du moins en ce
qui concerne le domaine de la biologie. Les références se rapportant au PRF lui-méme sont au
contraire plutdt rares; ceci s’explique par le fait que ce protocole clinique est peu voire non
utilisé par les praticiens non francais. La littérature internationale sur le sujet est donc presque
inexistante.

La premiére distinction a été réalisée entre les cas cliniques et les études.

Toutes les études rentrant dans le cadre de ce travail ont été retenues vu leur faible
nombre. Par contre, plusieurs études présentant des protocoles d’extraction-implantation
immédiate ont été laissees de cOté). Les travaux choisis seront analysées et jugés selon les
critéres actuellement reconnus par la communauté scientifique internationale quant a la fagon
de conduire une étude (randomisée, controlée, prospective, en double aveugle). Ceux —ci sont

reprécisés par 1’ Afssaps (1) dans le tableau ci-joint :

Force des recommandations

Niveau de preuve scientifique des études (grade)
Niveau 1:
- Essais comparatifs randomisés de forie puissance A
Méta-analyse d'essais comparatifs randomisés Preuve scientifique établie
Analyse de décision basee sur des éludes bien menees
Niveau 2 : 8

Essais comparatifs randomisés de faible puissance
Eludes comparatives non randomisées bien menees
Etudes de cohorte

Présomption scientifique

Etudes cas-témoin

C
Faible niveau de preuve scientifique

Niveau 4 .

- Etudes comparatives comportant des biais importanis
Etudes rétrospectives
- Sénes de cas
Etudes épidémiologiques descriptives (transversale, longitudinale)

Figure 6: tableau récapitulatif des niveaux de preuve scientifique des études selon
I'Afssaps (1)

23



L’idéal étant évidemment d’avoir aussi un grand nombre de sujets avec des critéres
d’inclusion et d’exclusion bien définis. Le recul clinique est aussi un élément a prendre en
compte.

On a tout de méme retenu quelques cas cliniques malgré la faible valeur scientifique

qu’ils ont de par leur statut. Ceux sélectionnés I’ont été selon la rigueur de leur protocole

Marx en 1998 (45) évalue l'action des facteurs de croissance sur la reconstruction
osseuse mandibulaire aprés exérése de tumeurs malignes sans radiothérapie.

METHODE: 88 patients sont répartis en 2 groupes, des greffes osseuses autologues sont
effectuées sur les défauts mandibulaires. On ajoute du PRP aux greffons dans un groupe,
l'autre groupe ne regoit que I'os autogéne. On analyse la vitesse de formation osseuse mais
aussi la densité (ou qualité) du tissu obtenu. La méthode d'analyse est triple;
histomorphométrique, radiologique et histologique par I'utilisation d’anticorps monoclonaux.
Deux analystes indépendants sont sollicités pour étudier le matériel fourni et permettre aux
opérateurs de conclure.

RESULTATS: L'etude valide la présence de nombreuses plaquettes au sein du PRP
mais aussi de facteurs de croissance; ici PAGF et TGF en les objectivant au microscope a
l'aide d'anticorps monoclonaux. La qualité et la quantité d’os formé semblent améliorées par

la présence des facteurs de croissance contenus au sein du PRP.

Dohan et coll. en 2004 (25) réalisent une étude in vitro qui a pour but d’évaluer la
distribution de trois cytokines (PDGF-BB, TGF-B1 et IGF-1) au sein des trois différentes
couches observées suite a la centrifugation réalisée en vu d’obtenir du PRF: le plasma pauvre
en plaquettes ou plasma acellulaire (PPP), le caillot de PRF lui-méme et la fraction rouge
contenant les hématies.

METHODE : lls évaluent par dosage Elisa la quantité de cytokines au sein du PPP et au
sein de I’exsudat obtenu a partir d’un caillot de PRF reposant 10 minutes dans une cupule
métallique stérile. Ces mesures sont effectuées sur des prélevements sanguins issus d’une
quinzaine de patients. Les valeurs sont ensuite comparées aux valeurs obtenues avec
différents protocoles de PRP (données acquises dans la littérature) ainsi qu’aux valeurs
mesurées respectivement au sein de plasma de sang non activé et sur le sérum d’un sang
activé (c'est-a-dire apres coagulation donc dégranulation plaquettaire).

RESULTATS : On ne trouve pas de différence statistiquement significative entre les

concentrations respectives au sein du PPP et de ’exsudat du PRF.
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Les quantités de PDGF-BB et de TGF-B1 sont supéricures dans les différentes
préparations de PRP, alors que I’'IGF-1 est lui retrouvé en quantité supérieure dans les 2
prélevements issus de la méthode PRF.

Se basant sur la faible concentration en facteurs de croissance retrouvée au sein du PPP
et de I’exsudat ; les auteurs concluent que les cytokines plaquettaires sont probablement
restées piégées au sein des mailles de fibrine, ce qui permettrait ensuite une libération lente et
progressive avec toutes les promesses que cela implique. (25)

La méme équipe a publié une étude in vitro (26) a la méthodologie similaire mais en
visant cette fois des cytokines inflammatoires et cicatricielles a savoir : IL-1p, IL6, TNF-a,
(cytokines inflammatoires) ainsi que IL-4et Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) qui
sont plutdt elles adjuvantes de la cicatrisation.

METHODE : Sont calculées a 1’aide d’un test Elisa, les concentrations de ces cytokines,
la aussi au sein du PPP et de I’exsudat de PRF a partir des prélevements sanguins de 15
volontaires. Elles sont comparées entre elles puis aux moyennes calculées respectivement a
partir du sérum (reflétant le sang complet activé) et du plasma ( pour du sang non active).

RESULTATS : Les auteurs n’obtiennent pas de différence significative entre les valeurs
PPP et exsudat PRF. L’autre comparaison donne des concentrations plus élevées de cytokines
au sein de I’exsudat que les moyennes obtenues. Seul le VEGF fait exception avec des
concentrations sérologiques particulierement élevées (plus élevées que celles des couches de
PRF). Comparaison est faite avec les cytokines plaquettaires testées précédemment, pour
supposer que leurs homologues leucocytaires puissent étre elles aussi piegées au sein du
caillot de fibrine puis relarguées lentement. La conclusion de 1’étude est la suivante: « Avec
une telle teneur en cytokines clés de I’immunité (pro ou anti-inflammatoires) et de

I’angiogeneése, le caillot de fibrine PRF peut tenir lieu de noeud immunitaire. »(26)

La premiére étude clinique ; publiée en 2004 par Choukroun et coll. (17) expose un cas
de comblement de cavité kystique apres exérése. La premiére partie de ’article explique que
la matrice de fibrine demeure sans conteste 1’élément déterminant a prendre en compte pour
tenter d’évaluer le potentiel thérapeutique réel du PRF. Pour ceci, les auteurs dégagent 4
étapes principales de la cicatrisation : I’angiogenése, le controle immunitaire, la captation des
cellules souches circulantes et I’épithélialisation de couverture de la plaie. Etapes dans

lesquelles la fibrine donc le PRF joue un réle important. Dans la seconde partie, clinique, les
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opérateurs concluent que I’ajout de PRF au caillot formé naturellement dans toute cavité

osseuse en cours de cicatrisation, permet un gain de temps de 8 a 10 mois.

Choukroun et coll. (16) proposent ensuite d’évaluer I’efficience du PRF lors d’une prise
en charge pré-implantaire de 9 patients devant recevoir une greffe osseuse dite de
comblement sinusien. Il a ainsi été procédé a 1’analyse histologique des prélévements osseux
issus des comblements sinusiens réalisés avec de 1’os allogénique Phoenix de TBF ; avec ou

sans PRF. L’apposition endosinusienne sous-mugueuse a été choisie pour plusieurs raisons :

o onaun vrai phénoméne de remodelage et de cicatrisation osseux simple a
observer,

o le site est fermé donc protégé des contraintes extérieures mécaniques ou
biochimiques,

o enfin, le prélévement d’un fragment analysable ne pose aucun probleme
éthique ou technique car celui-ci est inclus dans le second temps
chirurgical existant de toute facon.

Le but de I’étude est d’évaluer la quantité d’os néoformé au sein du greffon sous

P’action du PRF.

MATERIEL ET METHODE : L’os (allogene) de banque humain choisi ici prend alors
toute son importance ; les greffes autogénes n’autorisent en effet pas la différenciation entre
I’0s néo-formé et 1’os greffé. Les xénogreffes (tel le Bio-Oss® par exemple) sont elles aussi
proscrites car on ne connait pas le degré d’interférence exacte d’un collagéne bovin au sein
d’un processus humain de cicatrisation osseuse. Six des neufs patients greffés le furent avec
du PRF, ceux-ci furent prélevés et implantés 4 mois plus tard. Les 3 restants, a la maturation
osseuse jugée alors radiologiquement insuffisante le furent a 8 mois. L’os allogénique
possede nécessairement une structure collageénique proche de celle de 1’0os néo-formé, on ne
peut donc différencier les 2 que sur des criteres de vitalité. A savoir, les logettes ostéocytaires
sont elles vides (donc au sein d’un os inerte) ou pleines (donc dans un os vivant) ? Cette
évaluation fondée sur des criteres qualificatifs est forcément opérateur-dépendante ; ces
travaux d’analyse histomorphométrique ont été réalisés par trois laboratoires différents pour
neutraliser au mieux ce biais technique.

Un deuxiéme élément est comparé entre les fragments PRF a 4 mois et les fragments sans

PRF a 8 mois: la composition du tissu osseux ; c’est-a-dire les pourcentages respectifs
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d’espaces médullaires, de travées osseuses et de bordures ostéoides. Ces différents
constituants sont objectives selon deux protocoles de coloration histologique différents
RESULTATS : Ces biopsies ont en commun une certaine richesse en tissu ostéoide, ce
qui témoigne d’un remaniement dont I’importance est évaluée par le ratio os vivant/os inerte
au sein des travées osseuses: on observe environ 1/3 d’os inerte greffé pour 2/3 d’os vivant
néoformé. L’os obtenu a 8§ mois est histomorphométriquement (donc ici en termes de
pourcentage de ses différents constituants et selon le ratio os inerte-os vivant) trés proche de
celui a 4 mois avec le PRF. Les résultats sont interprétés comme satisfaisants, au vu de la

réduction du délai nécessaire a I’obtention d’un os implantable avec le PRF,

Bettach présente ses conclusions (4) quant a I’utilisation du PRF utilisé en greffe de
comblement associ¢ a de 1’os autogeéne prélevé et a de I'os allogéne minéralisé lyophilisé
(TBF), le tout étant recouvert d’une membrane résorbable de collageéne. 11 explique qu’il a
choisi cette technique car I’os de greffe autogene est 1’os de référence pour tous (7).

Et que l’allogreffe d’os minéralisé lyophilisé associé a une membrane en gore-tex (donc non
résorbable) a prouvé son intérét comme dans I’étude de Feuille en 2003 dans 1I’augmentation
du volume crestal osseux en pre-implantaire. (32)

Bettach explique utiliser un protocole éprouvé, fiable et reproductible. Il prépare des
sites implantaires, en corrigeant les défauts osseux a I’aide de greffes mélangeant de 1’os
autogene et allogéne ; le tout étant recouvert par une membrane de ROG..Un scanner est
pratiqué a 3 mois, soit 15 jours avant la mise en place des implants.

RESULTATS : L’insertion de PRF au sein de ce protocole éprouvé permettrait la
réduction du temps d’attente pré-implantaire. La diminution du temps de cicatrisation obtenue

est donc selon lui validée et permise par le PRF.

Morioussef en 2003 publie des cas de comblements de défauts osseux a I’aide du PRF
seul: en post extractionnel et en apical apres curetage d’une 1ésion. Le PRF est aussi utilisé
associé a du TBF en greffe de comblement aprés un sinus lift. L’auteur explique pour
conclure que tout ceci permet « de prouver cliniquement I’efficacité du PRF, si le résultat

s’avere positif, puisque il est le seul matériau mis en ccuvre »(50)

Zerah présente en 2004 (67) plusieurs cas cliniques d’utilisation du PRF avec succeés

lors de greffes parietales.
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MATERIEL ET METHODE : Le site a greffer est systematiqguement examiné a I’aide
d’une radiographie panoramique dentaire et d’un scanner, en pré-opératoire puis 3 ou 4 mois
aprés la greffe pour évaluer la quantité et la qualité de I’assise osseuse obtenue. Le premier
cas rapporte une technique de surélévation sinusienne avec comblement permettant un gain
osseux satisfaisant pour une chirurgie implantaire. Le PRF est exploité broyé et mélangé a
I’0s autogene utilisé mais aussi sous sa forme membranaire en protection du site greffé. Un
autre cas témoigne de la réussite d’une reconstruction du massif osseux incisif maxillaire en
largeur mais aussi en hauteur. Le PRF est la aussi utilisé sous 2 formes différentes. (67)

RESULTATS : Les cas présentés valident le succés de chirurgies de greffes osseuses
pariétales pré-implantaires. Puis dans un second temps de reconstructions prothétiques
implantoportées. L’auteur explique de plus obtenir des réductions des dé€lais de cicatrisation

de 6 a 3 mois lors de comblements sinusiens incluant de 1’os autogéne ainsi que du PRF.

Diss (22) et son équipe présentent en décembre 2004 une technique de comblement de
sinus apres soulévement de la membrane de schneider.

MATERIEL ET METHODE : Ceci a I’aide d’un mélange phosphate tricalcique en
phase béta (cerasorb®) et PRF. Le mélange est utilisé en greffe de comblement et le tout
protegé avec des membranes de PRF pour permettre une cicatrisation muqueuse plus rapide.
Le gain osseux est objectivé et validé par un scanner a 6 mois. L’implantation est alors
réalisée, la mise en charge est elle gérée trois mois plus tard.

RESULTATS : Cette technique permet selon ses opérateurs une réduction des délais de
cicatrisation (6 mois au lieu de 9 pour le comblement de sinus et 3 au lieu de 6 pour la mise

en charge)

Chavrier en 2001 (11) présente les différentes indications du PRF selon la forme
d’utilisation choisie : en cylindre, dans les alvéoles afin d’en accélérer la cicatrisation ; en
parodontologie, appliqué aprés débridement de poches infra-osseuses, associé ou non a un
quelconque matériau ; en implantologie, placé dans la néo-alvéole osseuse avant la mise en
place de la fixture pour favoriser la cicatrisation péri-implantaire, mais aussi sous forme
membranaire autour des implants. Le PRF est également utilisé lors de greffe d’apposition
ou de comblement pré-implantaire sous forme particulaire ou membranaire. Ce caillot de
fibrine peut aussi étre mis directement au contact de la membrane sinusienne apres extraction.

L’ajout de PRF permettrait des améliorations dans tous ces cas..
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Le reste des études cliniques ne sont que des rapports de cas, ne permettant pas de
trancher scientifiguement méme si selon Diss et coll. en 2003, (21) les concentrés en facteurs
de croissance d’origine autogene, tels le PRF ou le PRP sont actuellement dans les données de

la littérature, les plus adaptés a une utilisation clinique.
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3. Analyses

L'étude de Dohan et coll. (23) sur la cytotoxicité du PRF remplit-elle les criteres définis
par ’Afssaps ? Le nombre de participants aux tests est inconnu, elle n'est de plus ni
randomisée, ni en double aveugle. Des tests complémentaires léveraient un certain nombre
d’incertitudes.

L'étude avait pour but de tester la cytotoxicité du PRF lui-méme ou de la quantité de
silice statistiguement relarguée par les tubes. Malheureusement, seule la forme « membrane »
du PRF a été testée et sa cytotoxicité n’a pas été prouvée. Les résultats sont minimisés par le
fait que les effets secondaires des produits dentaires peuvent mettre plusieurs annees avant de
se manifester (34). Il parait donc utile d’évaluer le ratio bénéfices/risques pour chaque
patient ;

Le fait qu'aucun incident n'ait été rapporté malgré une utilisation a grande échelle ne
prouve rien non plus; I'histoire abonde d'exemples dans ce sens et pas seulement dans le
domaine medical.

La méthodologie de I’étude de Marx (45) citée plus haut ne remplit pas tous les criteres
de I’Afssaps mais le nombre de cas commence a étre satisfaisant et I'étude est prospective et
menée en double aveugle par 2 analystes indépendants. De plus le fait que cet article s'ajoute
a une longue liste sur le sujet incite a prendre en compte les conclusions qu'il apporte: la
régenération et l'assimilation osseuses suite a une greffe post exérése tumorale seraient
améliorées en vitesse et en qualité par l'ajout de cytokines plaquettaires (ici apportées par le
PRP).

L’étude de Dohan et coll. en 2004 (25) portant sur la répartition de 3 cytokines au sein
du PRF a pour but d’objectiver la concentration des facteurs de croissance. Mais il parait
étonnant en premier lieu de choisir d’analyser le surnageant et I’exsudat plutdt que le caillot
lui-méme (ou au moins le surnageant du caillot des la fin de la centrifugation). On ne peut de
plus, au vu de I’étude présentée que conclure sur la concentration inférieure du PRF en

cytokines plaguettaires par rapport au PRP. Le processus de libération lente espéré ; aussi
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attractif soit il, doit étre confirmé par des tests in vitro évaluant le contenu précis du caillot et
ses capacités réelles de relargage.

Dans la publication suivante, (26) les mémes auteurs concluent & une sécrétion accrue
de cytokines leucocytaires lors du protocole de production du PRF et ; comme précédemment
a leur picgeage puis relargage progressif. Ces conclusions sont basées sur 1’hypothése et
I’extrapolation De plus, les quantités importantes de cytokines retrouvées au sein de 1’exsudat
suggérent une réduction conséquente de leur concentration dans un caillot débarrassé de sa
phase liquide comme par exemple au sein d’une membrane de PRF. En effet ; celle-ci est
obtenue apres expression entre 2 compresses donc perte de I’exsudat. La capacité
immunitaire est supposée. Le raisonnement par analogie a d’autres procédés qui permet cette

supposition n’est pas suffisant.

Choukroun et son équipe rappellent en plusieurs points les intéréts indéniables de la
fibrine pour le processus de cicatrisation. L auteur fait ensuite une analogie entre les capacites
biologiques de la fibrine et celles du PRF. Un cas clinique de comblement osseux post exérese
kystique est ensuite présenté, le délai de cicatrisation observé se révele plus court que ce qui
est observe habituellement (c’est-a-dire sans PRF). Cette comparaison pour étre valable
scientifiquement, ¢’est-a-dire selon les critéres définis entres autres par 1’ Afssaps devrait étre
faite de facon prospective, en double aveugle et randomisée. Il faudrait alors idéalement un

nombre de cas plus important et 2 groupes bien distincts un sans PRF et un avec. (17)

L’¢étude venant ensuite est menée selon un protocole plus 8 méme de permettre de
dégager I’action réelle du caillot de fibrine car elle permet 1’étude d’un groupe PRF et d’un
groupe sans. Cependant, et malgré le choix délibéré d’utiliser de 1’os de banque humain afin
d’identifier la néoformation osseuse ; les auteurs précisent bien qu’il n’existe pas de protocole
fiable permettant de déterminer la quantité d’os néoformé. Particulierement s’il s’agit d’un
greffon allogénique. Il aurait été logique de faire une comparaison inter-groupes a 4 et 8 mois.
Le seul élément d’évaluation est basé sur une analyse histomorphometrique qui en ’absence
de techniques histologiques standardisees et parfaitement reproductibles ne permet pas de
conclure de facon formelle.

Les similitudes structurelles osseuses observées entre les 2 protocoles peuvent permettre
d’espérer un raccourcissement des délais avec le PRF pour ’obtention d’un os aux qualités

histologiques comparables. Le nombre réduit d’échantillons et le manque de criteéres biens
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définis d’évaluation n’autorise cependant pas a considérer ces resultats comme

statistiquement satisfaisants. (16)

Dans I’article publié par Bettach, (4) le fait de se baser sur un protocole déja éprouvé
permet de minimiser le risque de fautes opératoires donc de biais mais trop de raccourcis sont
faits entre les différentes études citées pour arriver au protocole final. L’ajout de PRF
réduirait les temps de cicatrisation ? L’évaluation est réalisée au scanner par un seul
opérateur ; en ’absence de critéres d’évaluation bien définis Il n’y a pas de comparaison avec
des cas témoins.

Bref; si les résultats obtenus semblent cliniquement satisfaisants, les conclusions

retenues restent critiquables.

Les cas cliniques proposes par Morioussef et coll. (50) présentent le succés acquis grace
a des protocoles bien maitrisés. L auteur précise tout de méme en conclusion que ce sont des
« résultats qui reposent sur peu de cas et sur peu de praticiens » et qu’on attend toujours « des
preuves scientifiques qui doivent étre apportées dans ce domaine des facteurs de croissance ».
Il faudrait effectivement pour conclure sur I’efficacité réelle du PRF, comparer ces cas a des

comblements de défauts semblables mais sans PRF, soit ni plus ni moins que des cas témoins.

Le PRF est aussi utilisé sous 2 formes différentes pour la méme chirurgie (22) ; en
association a des greffes d’os pariétal. Les délais de 6 mois utilisés pour la comparaison sont
pris dans la littérature. Alors qu’une étude comparative, prospective et en double aveugle avec
des critéres d’exclusion, d’inclusion et plus important encore d’évaluation parait aisée a
réaliser dans ce cas au moins.

Ces résultats restent donc a valider par d’autres études, se basant sur des faits établis et
sur une véritable confrontation de 2 groupes pour trouver une différence significative (ou pas)

avec et sans PRF.

Les conclusions de I’article de Chavrier (11) : « les facteurs de croissance plaquettaires
contenus dans le PRF activent considérablement la cicatrisation et améliorent les suites
opératoires » ne sont basés que sur quelques cas cliniques. Il s’appuie sur des références mais
souvent de fagon erronée. Par exemple en citant I’étude de Giannobile et coll. en 1996 pour

affirmer que « le PRF associé ou non a un gquelconque matériau, favorise la cicatrisation des
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tissus mous et minéralisés ». Or cette étude ne s’intéresse pas au PRF mais a certains facteurs
de croissance dont la présence au sein de celui-ci n’a jamais été prouvée formellement. Cet
« avis d’expert » illustre bien les diverses utilisations cliniques du PRF mais n’apporte aucune
preuve scientifiquement tangible de ce qu’il présente.

Finalement la méme question se pose une fois de plus : les résultats auraient-ils été

semblables en 1’absence de PRF.

On peut aussi reprocher au PRF, son manque de quantification globale, méme si cet
acronyme représente finalement plus un protocole opératoire qu’un produit fini. On s’apercoit
en effet a ’analyse de la littérature qu’aucune étude n’a pour but de définir les quantités
exactes respectives des différents constituants du PRF. Les raisons en sont cependant
logiques ; la composition précise en termes de constituants n’est pas véritablement connue et
reconnue au sein de la communauté scientifique internationale. De plus on sait que les
proportions des produits constitutifs du caillot obtenu apres centrifugation présentent des
variations importantes, inter-individuelles, intra-individuelles et aussi selon le protocole
opératoire. (d’ou I’intérét de le définir précisément et de le standardiser). La centrifugation
n’est de toute facon pas une méthode de séparation précise et fiable ; elle agit selon un
gradient de sédimentation des différents elements figurés du sang. Ainsi et pour prendre
I’exemple des plaquettes, leur concentration sera simplement statistiquement plus ¢levée dans
la zone tampon entre la masse des héematies (éléments les plus lourds et volumineux) et le
plasma acellulaire (chargé de molécules plasmatiques, donc plus petites et plus légéres). Le
nombre de plaquettes dans un sang humain total sain varie de 150000 a 450000 par mL. Les
variations sont probablement aussi importantes pour les cytokines. La solution pour
augmenter cette concentration statistique, serait d’affiner la séparation des différents
éléments. 1l faudrait alors augmenter la force de centrifugation (comme par exemple les
séparateurs de cellule utilisés en hématologie et qui centrifugent en moyenne a 3000G), cet
impératif technique se heurte cependant a la réalité biologique du PRF et a la fragilité de
certains de ses constituants (28).

Quelle que soit finalement la concentration voulue et obtenue dans le produit final, il est
actuellement impossible de corréler une concentration d’un composant du PRF quel qu’il soit

avec le ou les effets biologiques espérés.
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Il n’existe pour I’instant aucune étude fiable scientifiquement sur les intéréts cliniques

réels du PRF ; c'est-a-dire contrdlée, randomisée, prospective et en double aveugle.
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Conclusions

Le but de I'utilisation du PRF est finalement d’obtenir un « super » caillot sanguin
constitué de fibrine, de leucocytes, de plaquettes et des facteurs de croissance des 2 derniers
éléments. Le premier r6le de cet adjuvant a la cicatrisation est d’agir sur la premiere phase de
la régénération osseuse soit la dégranulation plaquettaire et la formation de I’hématome ;

suppléant ainsi le processus habituel de reconstruction physiologique (21)

Tout I’engouement pour le PRF repose sur sa composition supposée : fibrine active dans
le processus de cicatrisation, facteurs de croissance plaquettaires actifs dans la régénération
0sseuse, et cytokines leucocytaires actives sur le phénoméne inflammatoire).

Selon Choukroun, (13) « I’intégralité des cytokines [...] et 100% des plaquettes et des
leucocytes sont présents dans une membrane de PRF. ». De telles affirmations restent a
prouver. Le role réel des cytokines dans I’action du PRF doit étre précisé car si chacune parait
intéressante a 1’énumération de ses qualités connues ; la cellule cible peut élaborer des
réponses opposées selon les éléments qu’elle détient et en accord avec la logique biologique
propre codée dans son ADN. Ainsi, les répercussions d’un ajout massif de cytokines
plaquettaires au sein de systemes de régulation aussi sensibles semblent assez difficiles a
prévoir.

D’autres questions demeurent: ’aptitude réelle du PRF a libérer ces facteurs de
croissance ainsi que leur veéritable capacité a stimuler les cellules souches
meésenchymateuses. Et quelle est leur véritable action sur les cellules ostéoprogénitrices ?

On ne peut pas en tous cas enlever a cet adjuvant ses qualités, mémes faibles, de colle
biologique qui sont en effet utiles pour solidariser les fragments composant les greffes (47,63)
et comme 1’a démontré Bonucci E en 1997, (5) I’apport de fibrine dans des défauts osseux
maxillo-faciaux est déja connue pour stimuler la colonisation osseuse du site.

Le champ d’utilisation de ce concentré plaquettaire s’élargit déja : Charrier et coll. (10)
en 2005 présentent une étude ou le PRF est utilisé sur 4 patients comme matériau de

comblement aprés parotidectomie subtotale pour 1’exérése d’un adénome pleiomorphe. Selon
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les auteurs, «les résultats préliminaires sont encourageants ». Il semble quand méme
judicieux de justifier et d’objectiver les avantages réels du PRF en odontologie avant de
songer a en élargir les indications.

L’ Afssaps produit en 2003 (1) ce document permettant d’évaluer la pertinence des
publications scientifiques :

Force des recommandations

Niveau de preuve scientifique des études (grade)
Niveau 1 :
- Essais comparatifs randomisés de forie puissance A
Méta-analyse d'essais comparatifs randomisés Preuve scientifique établie
Analyse de décision basee sur des éludes bien menees
Niveau 2 : B

Essais comparatifs randomisés de faible puissance
Eludes comparatives non randomisées bien menees
Eludes de cohorte

Présomption scientifique

Etudes cas-témoin

C

Niveau 4 .
Faible niveau de preuve scientifique

- Etudes comparatives comportant des biais importanis
Etudes rétrospectives
- Sénes de cas
Etudes épidémiologiques descriptives (transversale, longitudinale)

On confirme a la lumiére de ce tableau qu’aucune publication sur I’intérét du PRF en
chirurgie osseuse pré-implantaire ne répond a ces critéres. Il n’y a donc pas a ce jour de
preuve scientifique établie de son utilité.

Selon Koskievic et coll. (39), le PRF parait plus intéressant sur les tissus mous que durs
et il faudrait préciser le volume nécessaire de concentrés plaquettaires permettant de libérer
des facteurs de croissance en quantité suffisante.

Le cas des tissus mous semble en effet mieux documenté, le PRF faciliterait la
cicatrisation a court terme en facilitant le rapprochement des berges de la plaie. Il améliorerait
alors la cicatrisation osseuse ou du moins I’intégration des greffons en optimisant leur
étanchéité.

On trouve trace dans la littérature d’un autre adjuvant de cicatrisation appelé PRF,
Vivostat (62) du nom de la firme qui le développe. Celui-ci ne serait cependant pas utilisable
dans les cabinets dentaires francais car son protocole de production plus complexe le classe de

facto dans la catégorie des produits sanguins manipulés.
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Le PRF ne fait pour I’instant pas I"'unanimité ; ni son efficacité, ni son intérét clinique.
n’ont été prouvés Ainsi, et pour citer la Société Francaise de Parodontologie et
d’Implantologie Orale (sfpio ) (61): « L’absence totale de publications cliniques objectives et
donc de preuves scientifiques avérées, conjuguée a la faiblesse méthodologique des rares
études fondamentales suggére que de nouvelles études parfaitement structurées sont
absolument nécessaires pour pouvoir justifier 1’utilisation pratique d’un tel protocole » ou du
moins pour en prouver 1’efficacité et pouvoir définir alors des indications cliniques précises et

un cadre d’utilisation légal.
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Annexe 1

Fiche d’identification des praticiens réalisant du PRF

A renvoyer diment complétée au SNPI

S NPI 7, rue de Serre 54000 Nancy
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Parodontologistes
Implantologistes

Les renseignements de cette fiche sont strictement confidentiels et ne peuvent étre
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NOM : Prénom :

Adresse Professionnelle:
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o Si Autre, lequel : marquage CE: 0O OUI 0O NON

Pratique la technique du PRF depuis

2000
2001
2002
2003
2004
2005
20060 2007 Signature et cachet du praticien
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Annexe 2

/

FICHE DE TRACABILITE PRF

(a conserver dans la dossier du patient)

S NPi Cabinet du Dr :
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Parodontologistes

Implantologistes
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NOM et QUAIILE dU PrEIEVEULN & ...
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[ Si oui lesquelles :
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Annexe 3

SNPi1

Syndicat Naviooal des
Parodontologistes

FICHE DE CONSENTEMENT

Implantologistes

NOM: Prénom:
Date de naissance: Profession:
Adresse :

Téléph

Date :

Je soussigné(e) :

Certifie avoir été informé par le DOCteUr ...

1)

2)
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Qu’il souhaitait procéder pendant l'intervention chirurgicale prévue le :

a un prélevement de mon propre sang afin de le centrifuger.

Cette centrifugation permet de récupérer un concentré de plaquettes
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Cicatrisation des tissus.
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J'ai été informé sur la nature de la procédure et notamment :

- Le matériel de prélevement est stérile et a usage unique
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O Médecin ou Biologiste

O Infirmiere

O Préleveur de laboratoire

Signature : précédée de la mention manuscrite « lu et approuvé »
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ALLARD Pierre. De l’interét de I’utilisation du PRF en chirurgie osseuse pré-implantaire. 62f. ; ill. ;
tabl. ; 67 ref. ; 30 cm (Thése : Chir. Dent. ; Nantes ; 2009). N°

Résumé de la thése :

La chirurgie est une science médicale bien maitrisée ; elle implique cependant une vigilance
particuliére quant aux suites opératoires, qu’elles soient hémorragiques, infectieuses ou douloureuses.

De nombreux adjuvants a la cicatrisation ont alors été élaboré. En odontologie, la technologie
du PRF ou Platelet Rich Fibrin, a été développée récemment dans le but de réguler I’inflammation, pour
favoriser ainsi la cicatrisation et diminuer les suites opératoires.
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francais les mémes gestes que leurs homologues étrangers, le PRF est venu combler ce manque.

Les constituants de ce concentré plaquettaire et leurs roles biologiques seront détaillés et
expliqués.

On procédera ensuite a une évaluation de la littérature sur le sujet en présentant les différents cas
et études disponibles.

On conclut finalement sur I’absence de publications démontrant I’intérét de 1’utilisation de cet
adjuvant en chirurgie osseuse pré-implantaire.

Rubrigue classement : Implantologie

Domaine Bibliodent : Implantologie
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croissance plaquettes/Platelet-derived growth factor, Inflammation/ Inflammation.
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