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Liste des principales abréviations 

(Par ordre alphabétique) 

 

 

AT : Acide Tranexamique 

 

CaCl2 : Chlorure de Calcium 

 

BM-CSM : Cellules Stromales Mésenchymateuses issues de la moelle osseuse 

 

CSM : Cellules Stromales Mésenchymateuses 

 

DRX : Analyse par Diffraction des Rayons X 

 

EDX : Analyse Dispersive en Energie 

 

FTIR : Spectrométrie Infrarouge à Transformée de Fourier 

 

LP : Lysat Plaquettaire 

 

MEB : Microscope Electronique à Balayage 

 

NaCl : Chlorure de Sodium 

 

PRF : Plasma Riche en Fibrine 

 

PRGF : Plasma Riche en Facteurs de Croissance 

 

PRP : Plasma Riche en Plaquettes 

 

scCO2 : Dioxyde de Carbone Supercritique 

 

VEGF : Vascular Endothelium Growth Factor 
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La régénération est un terme générique dérivé du latin « regeneratio », qui signifie « le retour 

à la vie », et aujourd’hui défini par le Larousse dans le domaine courant comme étant, d’un 

point de vue biologique, «  la reconstitution des tissus organiques lésés chez les êtres 

vivants » [1]. Elle se distingue de la réparation tissulaire qui s’avère être un comblement 

cicatriciel sans restauration ad integrum de la structure des tissus initiaux. La complexité de la 

régénération fonctionnelle et structurelle repose sur la multitude de tissus différents qu’il faut 

parfois gérer en parallèle, chacun ayant des cellules avec des potentiels de prolifération et de 

différenciation propres. Si une compétition cellulaire a lieu, les plus rapides à coloniser le site 

de cicatrisation risquent d’occuper la place au lieu de respecter l’organisation telle qu’elle 

prévalait à l’origine. Le modèle sur lequel se base la recherche en régénération tissulaire pour 

contrer ces phénomènes est décrit comme étant l’embryon humain parce qu’il présente des 

capacités de croissance et de formation tissulaires très importantes, dans le respect de 

l’architecture la plus fonctionnelle [2]. Cela passe par l’action de multiples molécules, les plus 

connues étant regroupées sous le terme de « facteurs de croissance » qui influencent des 

cellules sur le site et à distance pour engendrer une réponse sécrétoire, proliférative, 

différenciatrice ou même motrice [3]. 

 

Si recréer le modèle embryonnaire représente l’objectif ultime de la régénération tissulaire, 

c’est entre autres parce que chez l’individu plus âgé, les mécanismes de reconstruction sont 

moins efficaces [4]. Ils peuvent même se trouver défaillants en cas de pathologies chroniques 

ou de vieillissement avancé en raison de l’entretien d’une inflammation chronique [5]. Les 

défauts de cicatrisation représentent un enjeu majeur en médecine car ils constituent une 

complication fréquente dans de nombreuses maladies, certaines présentant une prévalence 

importante. C’est le cas notamment du diabète dont une des complications est la micro-

angiopathie diabétique, c’est-à-dire un défaut d’irrigation et de réparation des micro-vaisseaux 
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sanguins dans l’organisme, rendant compliqué l’afflux sanguin sur les sites de cicatrisation et 

conduisant à la chronicisation des plaies [6]. Mais les retards de cicatrisation peuvent toucher 

tous les tissus, mous et durs, et provenir de lésions d’origines variées : traumatisme, cancer, 

complication de pathologies générales, effets indésirables de médicaments…  

 

Dans certaines conditions, la régénération tissulaire peut être rendue d’autant plus complexe 

que des contraintes mécaniques et microbiologiques peuvent entrer en jeu.  

Les sollicitations mécaniques peuvent favoriser tout particulièrement la régénération 

du cartilage ou du tissu osseux qui doivent rester fonctionnels [7], mais s’ils sont soumis à des 

mouvements de trop grande ampleur et de force trop importante en permanence, l’effet 

devient néfaste et il faut alors stabiliser l’os le temps de la cicatrisation. A une plus petite 

échelle, il apparaît que de petites contraintes appliquées sur les cellules responsables de la 

cicatrisation ont des propriétés bénéfiques sur la stimulation de leur activité et de leur motilité 

surtout si leur matrice présente un caractère élastique [8]. Le compromis mécanique est 

difficile à trouver entre sollicitations suffisantes positives et sollicitations exagérées néfastes. 

La présence de microorganismes est une problématique à gérer pour les praticiens qui 

travaillent sur l’ensemble des voies digestives par exemple. Pour le chirurgien-dentiste 

confronté au traitement de la parodontite, une pathologie inflammatoire d’origine infectieuse 

qui détruit les tissus de soutien des dents [9], les enjeux de la régénération de tous les tissus en 

compétition [10] doivent se concevoir en présence des bactéries présentes en bouche dont 

certaines sont particulièrement virulentes [11,12].  

 

L’optimisation de la réussite des recherches menées dans le cadre de la régénération tissulaire 

au vu des contraintes et des impératifs détaillés ci-dessus passe par le développement de 

biomatériaux capables d’accueillir des cellules [2], que ce soit avant leur implantation ou par 
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colonisation une fois qu’ils sont implantés. En régénération osseuse par exemple, la liste des 

biomatériaux qualifiés de « substituts osseux » qui sont déjà disponibles sur le marché est très 

fournie [13,14] mais les résultats cliniques sont inconstants. Cela dépend notamment du 

métabolisme et de l’état de santé propre à chaque patient [13,15,16] mais également des 

caractéristiques propres à chaque matériau. Ils possèdent en effet tous leur propre porosité, 

une composition chimique particulière ou même une galénique différente qui influencent leur 

capacité à être colonisé par les cellules et les vaisseaux sanguins. La majorité de ces 

matériaux sont dépourvus de bioactivité, c’est-à-dire qu’ils ne servent que de support passif 

sur lequel les cellules de l’hôte peuvent adhérer et proliférer mais rien ne les encourage à 

initier une différenciation ou une activité de production de protéines particulière [17]. La 

fonctionnalisation de ces biomatériaux est ainsi indispensable, soit par leur association à des 

cellules, soit par leur association avec des molécules bioactives comme des facteurs de 

croissance ou des ions bioactifs capables de stimuler l’activité des cellules responsables de la 

régénération. La réussite d’un tel processus sera encore renforcée si le biomatériau créé peut 

être utilisé pour la régénération de plusieurs tissus différents. Cela lui confèrera des 

indications dans le cadre de pathologies variées, affectant plusieurs types de tissus.   
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L’objectif des travaux présentés dans ce manuscrit est ainsi de développer un 

biomatériau d’origine biologique, à base de lysat plaquettaire, qui réponde aux critères 

déjà énoncés ainsi qu’au cahier des charges des structures optimisées pour la 

régénération tissulaire. La suite du manuscrit s’organise autour de cinq parties : 

1) un état de l’art sur le sujet dans la littérature,  

2) le protocole de conception du biomatériau,  

3) sa caractérisation in vitro et in vivo,  

4) les modifications qui peuvent lui être apportées pour optimiser ses performances  

5) enfin le cadre légal et règlementaire de son utilisation future. 
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Les thrombocytes, ou plaquettes, sont des cellules dépourvues de noyau, formées suite à la 

fragmentation dans la moelle osseuse de cellules appelées mégacaryocytes [1]. Leur 

cytoplasme est riche en protéines comme le fibrinogène (capable d’être assemblé en 

polymères de fibrine), ou encore de nombreux facteurs de croissances détaillés plus bas. Elles 

ont pour rôle principal de participer aux phénomènes de la coagulation sanguine dont les 

mécanismes moléculaires, cellulaires et tissulaires sont complexes et mènent à la réparation 

voire à la régénération du tissu.  

 

 

I. Principes généraux de la coagulation sanguine 

 

Les processus complets de l’hémostase et de la coagulation aboutissent à la formation et à la 

stabilisation d’un caillot de fibrine [2,3] après que différents mécanismes de clivages aient 

conduit à la transformation de molécules de fibrinogène en monomères de fibrine [4–6]. En 

cas de blessure, les plaquettes sont activées, ce qui entraine la libération de molécules 

trophiques participant à la stimulation d’événements physiologiques complexes menant à la 

réparation et à la régénération des tissus.  

De façon simple, les phénomènes sont initiés lors de la création d’une brèche vasculaire car le 

flux sanguin se retrouve au contact du sous-endothélium. Les plaquettes en circulation se 

fixent aux fibres de collagène exposées car elles présentent des récepteurs glycoprotéiques 

spécifiques pour ces fibres et les liens créés sont renforcés par la fixation du facteur de Von 

Willebrand préalablement libéré par les plaquettes et les cellules endothéliales [7]. Les 

thrombocytes ainsi fixés sont activés et prennent une forme plus étoilée [8].  

Cette activation conduit à une dégranulation des plaquettes dont le contenu est libéré dans le 

plasma. Parmi les molécules ainsi libérées se trouvent notamment le facteur d’activation 
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plaquettaire et le facteur de Von Willebrand qui vont entrainer une adhésion et une activation 

en cascade de davantage de cellules, mais également le facteur IV de la coagulation qui n’est 

autre que le calcium. Celui-ci va participer à l’activation de multiples autres facteurs de la 

coagulation détaillés plus loin.  

Une protéine nommée Facteur Tissulaire (FT), exprimée à la surface de cellules comme les 

fibroblastes et les leucocytes (appelées en l’occurrence cellules porteuses du Facteur 

Tissulaire), va former un complexe avec le facteur VIIa (« a » pour « activé »). L’ensemble se 

lie avec le facteur plaquettaire XIa, préalablement activé si du calcium avait bien été libéré 

par le processus décrit précédemment. Ce complexe active, toujours sous l’influence du 

calcium, les facteurs IX et X (facteur de Stuart) présents sur les membranes cellulaires [9–13]. 

Le facteur X activé (Xa) se lie au facteur Va (activé par ailleurs), ce qui forme le complexe 

appelé pro-thrombinase responsable en présence de calcium de l’activation du facteur II (la 

prothrombine). La molécule IIa nouvellement formée correspond à la thrombine, dont le rôle 

est entre autres d’assurer la conversion du fibrinogène en fibrine selon plusieurs mécanismes 

en chaîne de clivages [4–6].  

Le fibrinogène est une molécule soluble de dimensions 450 Ångström et de poids 350kDa qui 

est composée d’une paire de trois polypeptides Aα, Bβ et γ. Ils sont assemblés entre eux par 

leurs extrémités N-terminales [4] et par l’existence de vingt-neuf ponts disulfures [14]. Les 

extrémités C-terminales des chaines Aα sont localisées au cœur de la molécule, alors que 

celles des chaines Bβ et γ sont davantage orientées vers l’extérieur [4]. La thrombine 

intervient en clivant les extrémités N-terminales des chaines Aα et Bβ [15]. Cela aboutit à la 

formation de monomères de fibrine et de courts peptides appelés fibrinopeptides A et B (FPA, 

FPB), le premier étant clivé plus rapidement que le second par la thrombine [15]. De 

nouveaux liens peuvent alors être créés entre les extrémités N-terminales nouvellement 

apparues sur les chaines Aα et Bβ et les séquences voisines des autres polymères [14,15]. Les 
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extrémités des chaines Aα se lient à une séquence des chaines γ et celles des chaines Bβ se 

connectent à une autre séquence sur Bβ mais appartenant à une chaine différente [4] : c’est là 

la formation du polymère de fibrine.  

La thrombine active également le facteur XIII qui devient une enzyme du type 

transglutaminase capable de créer des liaisons covalentes entre les chaines γ et divers 

monomères, entre les chaines Aα de plusieurs monomères et de lier le caillot à des protéines 

du sous-endothélium. L’activation de cette enzyme est très dépendante de la présence de 

calcium dont le rôle est majeur dans la formation des complexes de coagulation et la 

génération de thrombine [16].  

L’ensemble des mécanismes impliqués dans le processus de coagulation et que nous avons 

résumé ci-dessus aboutit in fine à la stabilisation d’un caillot [2], [12]. Un bref schéma des 

voies aboutissant à la formation des polymères de fibrine est présenté dans la Figure 1.  

 

 

Figure 1 : Représentation schématique d’une partie de la cascade de coagulation qui aboutit à la stabilisation du 

caillot de fibrine [2]. La pro-accélérine, appelée aussi facteur labile ou facteur V, se lie au facteur Xa lorsqu’elle 

est activée pour former un complexe dont le rôle est de favoriser, en présence de calcium, la formation de 

thrombine (facteur IIa) à partir de pro-thrombine (facteur II). C’est cette thrombine qui joue un double rôle dans 

la formation du caillot de fibrine en permettant d’une part la transformation des molécules de fibrinogène en 

monomères de fibrine, et d’autre part l’activation du facteur stabilisant les polymères de fibrine : le facteur XIIIa. 

Ce dernier, dont le nom parle de lui-même, permet la stabilisation des polymères de fibrine 
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La compréhension de la cascade de coagulation sanguine et du rôle des plaquettes menant à la 

régénération tissulaire après un traumatisme permet de mieux comprendre l'action 

thérapeutique des produits appelés concentrés/dérivés plaquettaires. Il s’agit en effet de 

différentes fractions sanguines obtenues à partir de prélèvements sanguins humains et qui 

contiennent tout ou partie du plasma, du sérum et des fractions plaquettaires [17]. La 

différence entre le plasma et le sérum est leur contenu en protéines de la coagulation. Le 

plasma est préparé par centrifugation du sang dans des tubes contenant des anticoagulants 

alors que les tubes utilisés pour la préparation du sérum n’en contiennent pas et un caillot se 

forme donc durant la centrifugation. De nos jours il existe de nombreuses techniques de 

préparations des concentrés plaquettaires (CP) [17] car plusieurs institutions ont conçu leurs 

propres protocoles permettant d’obtenir des résultats reproductibles [18–20]. En réalité la 

première procédure développée datait du début des années 1970 [21] mais les principales 

évolutions concernant les méthodes de préparation et les applications des CP datent plutôt de 

la fin des années 1990 [22].  

 

 

II. Les principaux Concentrés Plaquettaires 

 

1. Le Plasma Riche en Plaquettes (PRP) 

 

Le PRP, comme la plupart des autres CP, contient les plaquettes de l’échantillon prélevé et 

une partie de ses globules blancs [23]. Il contient en moyenne 3 à 5 fois plus de plaquettes et 

de facteurs de croissance que le sang périphérique [24]. Il s’agit d’un plasma liquide qui est 

dérivé du sang prélevé dans des tubes enrichis en anticoagulants (tubes citratés, à EDTA, 

héparinés…) et isolé selon un protocole de centrifugation en deux étapes (Tableau 1, Figures 

2 et 3). La première centrifugation se fait à basse vitesse (200 g, 7 min) afin d'obtenir un 
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surnageant plasmatique pauvre en cellules, une phase intermédiaire riche en éléments 

cellulaires et une phase inférieure de globules rouges. Ensuite, la deuxième centrifugation, 

plus rapide (2000g, 10min), est menée sur le surnageant plasmatique et la phase intermédiaire 

riche en cellules. Elle permet d’isoler un caillot inférieur de globules rouges résiduels et deux 

autres phases : le plasma pauvre en plaquettes (PPP) en haut et le plasma riche en plaquettes 

(PRP) au milieu [23]. Le PPP est pauvre en éléments permettant d’envisager son utilisation en 

régénération tissulaire [17], en revanche le PRP possède lui des propriétés bioactives 

importantes. Utilisé en chirurgie, le PRP peut libérer rapidement les facteurs de croissance au 

niveau du site d’implantation, et ce pendant une durée pouvant aller jusqu’à 24 heures (le 

temps que les membranes cellulaires soient détruites) [25]. 

 

 

Figure 2 : Technique de préparation du PRP [26]. L’abréviation PPP signifie « Plasma Pauvre en Plaquettes » et 

GR signifie « Globules Rouges ». 
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Figure 3 : Obtention du PRP en bloc opératoire (reproduit de [27]). 

 

 

Selon que son contenu est épuré des globules blancs ou pas il sera appelé P-PRP (Pure-PRP) 

ou L-PRP (Leucocytes-PRP) [23]. Pour aller plus loin dans l’utilisation du PRP et modifier sa 

consistance jusqu’alors liquide, une dernière étape consistant à activer la gélification de la 

préparation peut être menée (Figure 4). L’addition de chlorure de calcium ou de thrombine 

permet en effet de lancer la cascade de coagulation  (le calcium et la thrombine étant, comme 

détaillé précédemment, deux éléments clés de la formation du caillot de fibrine chez 

l’Homme). Par exemple, la thrombine permet la transformation du fibrinogène en un réseau 

de fibrine qui possède des propriétés hémostatiques et adhésives et entraine la gélification du 

composé. Le procédé d’utilisation de la thrombine a déjà mené à la production d’un matériau 

qui est aujourd’hui commercialisé (notamment sous la marque TISSUCOL®, traitement sous 

forme de poudre de fibrinogène et de facteurs de la coagulation à reconstituer et destiné à 

favoriser l'hémostase locale). 
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Figure 4 : PRP gélifié par ajout de CaCl2 (reproduit de [28]). 

 

 

2. Le Plasma Riche en Facteurs de Croissance (PRGF) 

 

C’est une méthode plus simple de préparation de PRP. Une centrifugation de l’échantillon 

sanguin pendant 8 minutes à 770 g dans un contenant enrichi en anticoagulant permet d’isoler 

cinq phases différentes. On retrouve de haut en bas (Figure 5) :  

- le plasma pauvre en facteurs de croissance (Plasma Poor in Growth Factors PPGF),  

- le plasma contenant des facteurs de croissance (Plasma with Growth Factors PGF),  

- le plasma riche en facteurs de croissance (Plasma Rich in Growth Factors PRGF),  

- le plasma très riche en facteurs de croissance (Plasma Very Rich in Growth Factors 

PVRGF)  

Contrairement à ce que son nom pourrait laisser croire, le PRGF à lui seul ne contient pas une 

quantité très importante de facteurs de croissance (environ 1ng/mL de PDGF contre 8 dans le 

PRP et moins de 100pg/mL de VEGF contre 500 dans le PRP d’après les dosages publiés par 

Masuki et al. [29]). La particularité de ces phases est en réalité de constituer un gradient de 

concentration en plaquettes et en facteurs de croissance. A la différence du PRP elles ne 

contiennent pas ou presque pas de globules blancs (moins de 500/µL pour le PRGF contre 

plus de 30 000/µL pour le PRP [30,31]). 



Première partie : Du phénomène de coagulation aux dérivés plaquettaires 

20 

 

 

Figure 5 : Méthode de préparation du PRGF [26].  

 

 

Les quatre premières phases représentent la totalité du plasma ; seules les trois phases PGF, 

PRGF et PVRGF sont prélevées à l’aide d’une pipette car elles revêtent un intérêt majeur en 

ce qui concerne la disponibilité des facteurs de croissance. Elles ont déjà été utilisées en 

chirurgie, notamment orale, pour favoriser la cicatrisation des tissus durs et des tissus mous 

après une intervention [32]. Une fois recueillies, du chlorure de calcium peut être ajouté à ces 

phases pour obtenir, en quelques minutes, un gel prêt à être utilisé [32] (Figure 6). 

 

 

 

Figure 6 :  Différents aspects du PRGF selon qu’il est gélifié par ajout de chlorure de calcium (A, B, C) ou 

liquide (D) (reproduit de [30]).  
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3. Le Plasma Riche en Fibrine (PRF) et ses déclinaisons 

 

Le PRF (également appelé L-PRF pour Leucocytes-Plasma Riche en Fibrine) est un caillot de 

fibrine formé en l'absence d'anticoagulant lors du protocole de centrifugation [33]. Il 

représente aujourd’hui le concentré de choix en chirurgie. Un seul passage dans la 

centrifugeuse est nécessaire pour sa préparation (2000 g, 10min) immédiatement après le 

prélèvement sanguin [33,34]. Le caillot de PRF se forme au milieu du tube entre les phases de 

PPP et de globules rouges [33] (Figure 7).  

La fibrine extracellulaire naturellement présente dans le sang a polymérisé pour créer un 

réseau tridimensionnel de fibres, servant de guide à l’angiogenèse et donc à la régénération 

tissulaire (Figure 8). La matrice de fibrine va libérer progressivement les plaquettes, les 

leucocytes et les facteurs de croissance. Le taux est maintenu constant pendant environ 10 

jours [35]. Le PRF est utilisé sous forme de caillot ou de membrane. La méthode a 

progressivement été préférée à celle du PRP en chirurgie orale pour des raisons évidentes de 

simplification du protocole et de la manipulation [22]. Le PRF possède également les 

propriétés bénéfiques favorisant l'angiogenèse, la prolifération, la différenciation ou la 

migration cellulaire [22]. Les contenus du PRF et du PRP sont de fait très similaires et la 

principale différence entre eux est leur consistance. Leurs indications sont également assez 

similaires, du comblement osseux [36] à la gestion des tissus mous [22]. En odontologie, chez 

des patients souffrant de retard de cicatrisation potentiel ou avéré, une membrane peut être 

appliquée par-dessus la lésion osseuse pour aider à stabiliser le caillot, favoriser le maintien 

d’un greffon et limiter l’exposition du site chirurgical au milieu buccal. Cette membrane peut 

être réalisée en PRF en positionnant un des caillots de fibrine obtenus entre deux plaques de 

verre pour le réduire en un film plus fin. La résistance et les propriétés mécaniques de ces 

membranes sont toutefois inférieures à celles de membranes résorbables disponibles sur le 
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marché (manque de rigidité, dégradation trop rapide) [37]. En revanche, sous forme de caillot, 

le PRF a des propriétés mécaniques plus intéressantes et sa résorption est plus lente et 

similaire à celle d’un caillot sanguin [35].  

 

 

Figure 7 : Technique d’obtention du PRF [26]. Il est à noter que la procédure est réalisée dans un tube dépourvu 

d’anticoagulant. 

 

 

 

Figure 8 : Photographie de trois caillots de PRF obtenus au cours d’une intervention de chirurgie orale après 

prélèvements sanguins chez une patiente puis centrifugation (iconographie personnelle). 

 

Depuis le développement du protocole de constitution du PRF, certaines adaptations ont été 

proposées pour élargir la gamme des PRF disponibles, avec comme principales modifications 

des changements au niveau de la vitesse et du temps de centrifugation. Si l’échantillon 
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sanguin est centrifugé à très faible vitesse et pendant un laps de temps très court (110 g, 3 

min), le caillot de fibrine n’a pas complètement le temps de se former et la phase récupérée au 

centre du tube devient injectable : on parle de PRF injectable (ou I-PRF) [38]. Si la 

centrifugation est légèrement plus rapide (500 g, 10 minutes), le caillot commence à se 

former. Il est plus petit que celui du PRF conventionnel mais englobe davantage de globules 

blancs : c’est le A-PRF (Advanced-PRF) [29,38]. Enfin, une centrifugation encore plus rapide 

mais brève (1400 g, 4 min) permet de générer un concentré de facteurs de croissance appelé 

CGF (Concentrated Growth Factors) qui appartient aussi à la famille des PRF [29]. 

 

 

4. L’isolation plaquettaire par la technique du Buffy Coat 

 

La méthode du Buffy Coat représente davantage une technique de préparation et d’isolation 

des plaquettes qu’un dérivé en tant que tel (Figure 9). Une première centrifugation à haute 

vitesse et en présence d’anticoagulant permet l’obtention de trois phases : un culot de globules 

rouges, une phase intermédiaire contenant les plaquettes et les globules blancs (phase appelée 

Buffy Coat) et une phase de PPP en haut [39]. Après isolation de la couche intermédiaire, une 

centrifugation à plus faible vitesse est appliquée pour isoler les plaquettes [39]. Une étape de 

déleucocytation par filtration peut être entreprise sur le concentré final pour terminer 

d’éliminer toute trace de globules blancs avant l’utilisation en biomédecine car le taux de 

globules blancs résiduels est plus important avec la technique du Buffy Coat qu’avec celle du 

PRP par exemple [17]. Grâce à la filtration, ainsi qu’à d’autres mécanismes qui peuvent être 

mis en place comme l’irradiation, il est aussi possible de s’assurer que le dérivé plaquettaire 

ne contienne plus d’agent pathogène qui aurait pu le coloniser [40]. 
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Figure 9 : Technique de préparation dite du Buffy Coat [26].  

 

 

Les méthodes de préparation des différents concentrés plaquettaires sont regroupées dans le 

Tableau 1.  

 

Tableau 1 : Protocoles de préparation des principaux concentrés plaquettaires   

 Anticoagulant 
Force de 

centrifugation (g) 
Temps (min) 

PRP Oui 
1) 200 

2) 2000 

1) 7 

2) 10 

PRGF Oui 770 8 

L-PRF Non 2000 10 

A-PRF Non 500 10 

I-PRF Non 110 3 

CGF Non 1400 4 

 

 

 

5. Le Lysat Plaquettaire  

 

Le terme de lysat plaquettaire (LP) fait référence au contenu du cytoplasme des plaquettes qui 

se trouve libéré dans le milieu quand la membrane plasmique est détruite. Il s’agit donc d’un 

dérivé plaquettaire (DP) plus que d’un concentré plaquettaire au sens propre du terme dans la 

mesure où les plaquettes sont détruites.  
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Il est obtenu à partir des CP précédemment décrits. Pour générer du lysat plaquettaire, 

différentes méthodes existent : une supplémentation en thrombine pour initier la 

dégranulation des thrombocytes, des cycles d’ultrasons ou des congélations-décongélations 

successives pour lyser les membranes cellulaires [17]. Aucune séparation n'est nécessaire 

avant l'utilisation du lysat, même si une nouvelle centrifugation (220 g, 10 min) est possible 

pour éliminer les débris cellulaires [41]. 

 

Le contenu du cytoplasme, c’est-à-dire les facteurs de croissance, les molécules de 

fibrinogène, les cytokines, les autres protéines et les ions, est libéré et directement accessible. 

En moyenne, la concentration totale en protéine dans le LP est comprise entre 52 et 60mg/mL 

[42]. Le calcium, primordial dans les phénomènes de coagulation décrits plus haut, est 

retrouvé à une concentration d’environ 7,92mg/dL [42]. 

 

Le fibrinogène, déjà retrouvé dans les concentrés plaquettaires avant la lyse des thrombocytes, 

peut voir sa concentration atteindre 3mg/mL, car une importante quantité était enfermée dans 

les cellules [17]. Les facteurs de croissance sont également libérés après la destruction des 

cellules et de hautes concentrations par exemple de VEGF (Vascular Endothelium Growth 

Factor), de PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), d’EGF (Epidermal Growth Factor) ou 

encore de TGF-β (Transforming Growth Factor-beta) vont être retrouvées [23] (Figure 10).  

- Le VEGF est une protéine notamment impliquée dans la formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins et dans la migration et la prolifération des cellules endothéliales 

[43]. Elle stimule aussi la perméabilité des micro-vaisseaux et semble enfin impliquée 

dans la migration des monocytes-macrophages [44]. 
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- Le PDGF est lui aussi impliqué dans la croissance et la prolifération cellulaire au 

cours de l’angiogenèse, la formation des structures de la peau ou même le 

développement rénal [45,46]. 

- L’EGF promeut la prolifération, la migration et la différenciation cellulaire durant la 

formation du système nerveux, du système cardiovasculaire ou encore des épithéliums 

[47]. 

- Le TGF-β est classé parmi les cytokines et trouve une implication majeure à la fois 

dans la résolution de l’inflammation et dans la croissance tissulaire [48,49].  

- Le FGF-2 (pour Fibroblast Growth Factor-2) appartient à la grande famille des 23 

FGF identifiés. Il agit en favorisant la prolifération, la migration et l’activité de 

synthèse de protéines de la matrice extracellulaire par les cellules cibles [50]. 

- L’IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) est, comme son nom l’indique, un facteur de 

croissance de structure semblable à celle de l’insuline. Il est en effet constitué de 4 

domaines dont deux similaires à ceux de l’insuline. Il est impliqué principalement 

dans le développement des cartilages de conjugaison au niveau des os longs en 

stimulant la prolifération des chrondrocytes [51]. L’apparition de retards du 

développement mental et moteur chez des patients déficients en IGF-1 laisse 

apparaître en réalité son implication dans la croissance de davantage de tissus. 
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Figure 10 : Concentrations moyennes des 6 principaux facteurs de croissance retrouvés dans les lysats 

plaquettaires (TGF-β, PDGF, IGF-1, FGF-2, VEGF et EGF) et calculées d’après les dosages rapportés dans la 

littérature [17,52–55]. 

 

 

Les rôles de ces molécules, notamment impliquées dans la formation des tissus et des organes, 

constituent un argument supplémentaire en faveur de l’utilisation biomédicale des lysats 

plaquettaires dans le domaine de la régénération tissulaire. L’enjeu majeur est d’obtenir un 

produit dérivé du sang qui puisse être utilisé en toute sécurité, disponible en quantité 

suffisante et dont le contenu en protéines soit reproductible selon les pools de donneurs 

[33,56]. En effet, pour optimiser les qualités de ces DP, les fractions plaquettaires de 

différents individus sont regroupées. L’Etablissement Français du Sang (EFS) rassemble les 

prélèvements issus de 5 donneurs différents ; ce sont ceux de 100 donneurs qui sont 

rassemblés en Allemagne (il existe en Allemagne deux systèmes en parallèle qui gèrent les 

prélèvement sanguins : celui gouvernemental et celui de la Croix-Rouge [57], et qui 

fournissent les sociétés détaillées plus loin comme MacoPharma (France) ou PL Biosciences 

(Allemagne)). 
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Au vu des propriétés prometteuses des lysats plaquettaires, nous avons entrepris de 

réaliser une revue de la littérature pour référencer les études déjà publiées et ayant eu 

recours, en laboratoire ou en clinique, à du LP. Leur méthodologie, l’intérêt d’utiliser 

du lysat et les domaines d’application ciblés feront l’objet d’une synthèse. 

 

 

a. Méthodes pour la revue de la littérature sur les applications 

biomédicales des lysats plaquettaires 

 
L’intérêt porté aux lysats plaquettaires ne cesse de croître au cours du temps, comme en 

témoigne le nombre d’études publiées sur le sujet (Figure 11). Une procédure de recherche 

avancée sur PubMed pour référencer le recours aux LP dans les publications scientifiques 

biomédicales a été menée le 30 mars 2020 (Annexe 1). Les études pouvaient être incluses s’il 

s’agissait : 

- D’études in vitro dans lesquelles le LP était utilisé en tant qu’adjuvant à des milieux 

de culture cellulaire ; 

- D’études in vitro dans lesquelles le LP était utilisé seul ou en association avec d’autres 

biomatériaux pour la conception de biomatériaux destinés à une utilisation 

biomédicale ; 

- D’essais in vivo chez l’animal dans lesquels le LP était utilisé seul ou en association 

avec d’autres biomatériaux et/ou des éléments cellulaires pour une utilisation 

biomédicale ; 

- D’études cliniques chez l’Homme quel qu’en soit leur type (case report, étude 

observationnelle – transversale, prospective ou rétrospective –, essai clinique…) dans 

lesquelles le LP était utilisé seul ou en association avec d’autres biomatériaux et/ou 

des éléments cellulaires pour une utilisation biomédicale. 
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Figure 11 : Evolution dans le temps du nombre d’études référencées sur PubMed dans lesquelles du lysat 

plaquettaire est utilisé. Les publications ont été identifiées grâce à une procédure de recherche avancée menée le 

30 mars 2020 sur le moteur de recherche. L’année 2020 (n = 18), représentée par ses trois premiers mois 

seulement, a été masquée du graphe. 

 

La majorité des équipes de recherches (91%) ont recours à des lysats plaquettaires d’origine 

humaine (Figure 12). Toutefois, d’autres origines peuvent être envisagées. Ainsi 4% des 

études mises en évidence utilisent du LP d’origine équine [58–60], 2% du LP de rat [61], 1% 

du LP canin [62], ou encore moins de 1% d’entre elles du LP bovin [63], porcin [64], de lapin 

[65,66], ou de mouton [67]. L’intérêt de recourir à des lysats humains est de préparer le cadre 

règlementaire à de futurs essais cliniques dans lesquels le LP humain serait le seul toléré par 

les comités d’éthique. 
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Figure 12 : Infographie présentant les origines des lysats plaquettaires utilisés dans les études 

expérimentales, pré-cliniques et cliniques (371 études au total). Tous les types d’utilisation du LP ont 

été retenus (comme adjuvant pour milieu de culture cellulaire, comme composant de biomatériaux 

synthétisés in vitro et éventuellement implantés in vivo chez l’animal, ou même en régénération 

tissulaire chez l’Homme). 

 

 

Les publications relevées au cours de l’analyse seront classées dans la suite de ce travail 

dans trois grandes catégories selon que les lysats plaquettaires aient été utilisés en tant 

qu’adjuvants pour milieu de culture cellulaire, en application (directe ou associés à des 

biomatériaux) in vivo chez l’animal ou cliniquement chez l’Homme. 
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b. Culture cellulaire et lysat plaquettaire 

 
La culture cellulaire consiste à maintenir des cellules humaines ou animales dans un milieu 

riche en facteurs de croissance et en nutriments de façon à ce qu’elles puissent survivre, 

proliférer, se multiplier et éventuellement se différencier. Parmi les milieux de culture 

disponibles, trois types différents existent : les milieux contenant du sérum, les milieux 

pauvres en sérum et les milieux dépourvus de sérum [68].  

- Les premiers contiennent habituellement 10% de Sérum de Veau Fœtal (SVF) [68], 

élément communément utilisé pour la culture cellulaire car il est largement disponible 

et qu’il contient un taux important de protéines, notamment l’albumine [69]. Un tel 

produit (ou ses assimilés comme le sérum bovin par exemple) peut être utilisé pour les 

études in vitro et précliniques, éventuellement pour les essais de phase I mais ne peut 

pas être utilisé dans des stades plus avancés d’essais cliniques [69].  

- Les milieux pauvres en sérum comme le milieu de croissance endothéliale 

(Endothelial Growth Medium-2 (EGM-2)) contiennent moins de 5% de SVF [68,70].  

- Les milieux dépourvus de sérum sont détaillés ci-après. 

 

Les tendances actuelles en biomédecine tendent plutôt à favoriser les produits humains – 

autologues ou allogéniques – et à limiter le recours à des produits xénogènes à cause du 

possible risque de transmission d’agents pathogènes [71]. Ainsi, les milieux dépourvus de 

sérum représentent une solution intéressante. Ils nécessitent cependant un apport exogène en 

facteurs de croissance car ils n’en contiennent pas non plus [72]. C’est là l’intérêt du recours 

aux lysats plaquettaires en tant qu’adjuvants pour milieux de culture puisque les LP sont 

naturellement riches en facteurs de croissance d’origine humaine. Les premières études 

décrivant une telle utilisation remontent aux années 1980 [73,74] ; elle est devenue depuis une 

pratique courante [69,75]. Il est à noter qu’en cas de recours à du lysat dans le milieu de 



Première partie : Du phénomène de coagulation aux dérivés plaquettaires 

32 

 

culture, celui-ci devra également être enrichi en anticoagulants comme l’héparine [76] afin 

d’éviter tout phénomène de coagulation dans les plaques de culture du fait de la 

polymérisation des molécules de fibrinogène en un réseau final de fibrine [77,78]. Une 

concentration minimale de 0,61 UI/mL pour de l’héparine non-fractionnée (ou de 0,024 

mg/mL pour de l’héparine de bas poids moléculaire) est nécessaire pour inhiber la 

polymérisation spontanée du lysat plaquettaire dans le milieu. Cependant il est difficile 

d’augmenter les doses car cela influence négativement la prolifération des cellules cultivées 

dans le milieu, notamment les CSM (cellules stromales mésenchymateuses) [79]. L’ajout 

d’antibiotiques au milieu de culture, comme c’est le cas lors de l’utilisation de sérum de veau 

fœtal, est inévitable parce que le LP seul ne présente pas de propriétés antibactériennes 

suffisantes pour protéger la culture cellulaire [80].  

Les compositions courantes des milieux de culture ainsi retrouvées dans la littérature sont 

résumées plus bas dans le Tableau 2. Il est à noter que l’ajout d’héparine au milieu de culture 

pour éviter la polymérisation de fibres de fibrine, pourtant recommandé par les entreprises 

commercialisant des lysats plaquettaires et plusieurs publications, n’est pas systématique. 

 

Connaissant ces propriétés, plusieurs études ont été menées sur l’utilisation des LP pour la 

culture notamment de cellules stromales mésenchymateuses (CSM) isolées à partir de 

plusieurs tissus humains (moelle osseuse [81,82], cordon ombilical [83,84], tissu adipeux 

[85–87], pulpe dentaire [88], muscle [89], liquide amniotique [90]…) et qui constituent une 

source prometteuse de progrès en médecine régénérative [91,92]. Les résultats démontrent 

clairement que les lysats plaquettaires adjoints aux milieux de culture favorisent l’activité 

métabolique de ces cellules, favorisent leur prolifération [81,93,94] et leur permettent de 

conserver leur potentiel de différenciation [78,95–99] sans créer d’aberrations 

chromosomiques [100,101]. Des essais de différenciation ont justement été entrepris avec 
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succès vers les lignées chondrocytaires [102], tendineuses [103], osseuses [104,105], 

adipeuses [106] ou encore musculaires [106] pour diverses CSM cultivées en milieu enrichi 

de lysat plaquettaire. La senescence des CSM issues du tissu adipeux s’avère réduite lorsque 

celles-ci sont cultivées en présence de LP plutôt que de SVF [107] et de telles conditions de 

culture peuvent mener certaines de ces cellules à sortir de leur état de quiescence [108].  

L’ensemble de ces résultats encourageants ont été obtenus en cultures sur plaques mais sont 

également confirmés lorsque les cultures sont réalisées en trois dimensions. Le LP peut en 

effet être adjoint au milieu pour des cellules mises en culture sur diverses matrices à base par 

exemple de collagène [109], d’acide hyaluronique [110], de PLGA (pour poly(lactic-co-

glycolic acid) en anglais) [111,112], de polycaprolactone [62,113,114] ou encore de 

polysaccharides d’alginate-chitosan [115]. 

  

Cependant certaines études ont plus de difficultés à mettre en évidence des résultats 

permettant de recommander le recours plutôt à du LP ou du SVF pour enrichir le milieu de 

culture des CSM [55,116]. Les résultats semblent en réalité très dépendants du(des) 

donneur(s) [117] et de la technique de préparation du lysat plaquettaire [17], ce qui pose le 

double soucis de l’efficacité et de la reproductibilité des procédés d’obtention [17]. Du lysat 

canin par exemple est moins efficace que le SVF en adjuvant de milieu de culture de CSM 

issues de la moelle osseuse [118], alors que du lysat équin, sans apporter de meilleurs 

résultats que le SVF, présente un potentiel au moins comparable [119]. Chez l’Homme, 

Lohmann et al. en 2012 ont démontré que l’enrichissement de milieux de culture cellulaire 

avec du LP issu de donneurs jeunes tend à favoriser davantage la prolifération et la 

différenciation ostéoblastique des CSM qu’un LP issu de donneurs plus âgés [120].  



Première partie : Du phénomène de coagulation aux dérivés plaquettaires 

34 

 

Les paramètres utilisés pour la préparation des LP [121,122] (notamment les vitesses et les 

temps de centrifugation) affectent particulièrement la quantité de plaquettes isolées et donc 

l’enrichissement en facteurs de croissance qui en découlera dans le produit [121].  

Enfin, il a toutefois été montré que la présence de LP dans le milieu de culture cellulaire avait 

un inconvénient, à savoir qu’elle pouvait affecter négativement les propriétés 

immunomodulatrices des CSM parce qu’elle semble associée à une réduction de l’influence 

inhibitrice des CSM sur la prolifération des lymphocytes T et natural killer [123,124]. Cela 

pourrait s’expliquer comme la conséquence de l’interaction entre les cellules et le fibrinogène 

qui conduit à une augmentation significative de l’expression de cytokines pro-inflammatoires 

et chimiotactiques (IL-6 et MCP-1) [125]. Cette notion a pu être confirmée avec le 

rétablissement de fonctions immunomodulatrices correctes des CSM lorsque du lysat 

plaquettaire dépourvu de fibrinogène est utilisé dans le milieu de culture [125] d’autant que 

cela ne semble pas influencer négativement la culture des cellules [126]. 

 

Malgré ces quelques limites que peut présenter le LP lors de la culture de CSM en laboratoire, 

il reste un produit de choix notamment pour réaliser in vitro de l’expansion cellulaire en 

amont de leur implantation chez l’Homme [95,127] et de façon très sûre car les protéines du 

LP n'induisent pas d'expression de molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (HLA) 

dans les CSM par rapport à des facteurs de croissance exogènes [128]. Il a également été 

montré sa capacité à promouvoir l’expansion de cellules stromales mésenchymateuses à plus 

grande échelle dans des bio-réacteurs [129,130], très étudiés pour leur capacité à fournir en un 

temps relativement court d’importantes quantités de cellules dont les propriétés structurelles 

et fonctionnelles sont similaires à celles cultivées manuellement en deux dimensions [131].  
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Au-delà de la famille des CSM, il est également possible d’utiliser le lysat plaquettaire pour 

développer des cultures de multiples autres types cellulaires comme les fibroblastes [132–

136], les cellules endothéliales [75,137,138], les ostéoblastes [139], les myoblastes [140], les 

ténocytes [141], les kératinocytes [142] et certains lymphocytes [143]. Il participe au maintien 

de leurs hauts potentiels de survie et de prolifération.  

Un résumé des conditions de culture de toutes les cellules précédemment citées est présenté 

dans le Tableau 2. 

 

Le phénotype de certaines de ces cellules (notamment les chondrocytes [144–146], les 

ostéoblastes [139], les myoblastes [140], les kératinocytes [142] ou encore les monocytes 

[147]) peut même être orienté in-vitro vers une voie anti-inflammatoire lorsqu’elles sont 

cultivées dans un milieu enrichi en LP. Ces caractéristiques présentent des perspectives 

intéressantes pour des applications dans le domaine de la cicatrisation [136,148]. Il est juste 

important que le protocole de culture stipule dès le départ le temps d’exposition au milieu car 

ce paramètre a une influence sur les propriétés finales des cellules. Par exemple, une 

exposition au long cours peut réduire le potentiel ostéogène de cellules osseuses en culture 

alors qu’une exposition de faible durée va plutôt favoriser les fonctions chimiotactiques et de 

prolifération de ces mêmes cellules [149]. 
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Tableau 2 : Exemples, dans la littérature, de milieux de culture enrichis en lysat plaquettaire pour la culture de 

divers types cellulaires. Les proportions de LP sont variables entre les études mais ne dépassent pas 20%. Il est à 

noter que tous les auteurs ne rapportent pas d’utilisation d’héparine pour limiter la coagulation spontanée des 

milieux de culture en présence de LP, malgré les recommandations souvent claires des entreprises qui le 

commercialisent.    

 

Types cellulaires Proportion de LP dans le milieu Autres composants possibles du milieu de culture 

BM-MSC 

(CSM de moelle 

osseuse) 

[81,150,151] 

5 à 10% 

- Milieu α-MEM 

- Héparine (2UI/mL de lysat) 

- Antibiotiques (pénicilline, streptomycine) 

- HEPES (pouvoir tampon) (25mmol/L) 

- L-glutamine (2mmol/L) 

- Human serum (AB type) (10%) 

ASC 

(CSM issues du 

tissu adipeux) 

[150,152,153] 

3 à 10% 

- Milieu α-MEM ou  DMEM 

- Héparine (2UI/mL de lysat) 

- Antibiotiques (pénicilline, streptomycine) 

- (N2)-l-Alanyl-l-Glutamin (5mM) 

UC-MSC 

(MSC issues de 

cordon ombilical) 

[102] 

10% 
- Milieu DMEM 

- Antibiotiques (pénicilline, streptomycine) 

Fibroblastes 
[154] 

1 à 5% 

- Milieu RPMI 1640 

- Antibiotiques (pénicilline, streptomycine) 

- L-glutamine (2mmol/L) 

Tenocytes 

[141] 
20% 

- Milieu α-MEM 

- Antibiotiques (pénicilline, streptomycine) 

- L-glutamine (2mmol/L) 

Cellules 

endothéliales 

[155–157] 

2% à 10% 

- Milieu DMEM ou EBM ou EGM-2 (EBM 

modifié avec des cytokines) 

- Héparine (2UI/mL de lysat) 

- Antibiotiques (pénicilline, streptomycine) 

- L-glutamine (2mmol/L) 

Ostéoblastes 

[139]  
5% 

- Milieu Iscove (adapté aux ostéoblastes) 

- Antibiotiques (pénicilline, streptomycine) 

- L-glutamine (2mmol/L) 

Kératinocytes 

[158] 
5 à 10% 

- Milieu DMEM 

- L-glutamine (2mmol/L) 

Myoblastes 

 [159] 
20% 

- Milieu DMEM 

- Antibiotiques (pénicilline, streptomycine) 

 

 

 



Première partie : Du phénomène de coagulation aux dérivés plaquettaires 

37 

 

Pour conclure, la culture de diverses lignées cellulaires dans des milieux enrichis en lysat 

plaquettaire humain (hLP) est déjà largement décrite dans la littérature et leurs 

résultats justifient la poursuite des expérimentations concernant la croissance et 

l’expansion cellulaire in vitro [63,160–162]. Les perspectives offertes par ces produits 

s’orientent vers l’évaluation des propriétés de biocompatibilité et de bioactivité de 

biomatériaux conçus de/avec du lysat plaquettaire, ouvrant ensuite la voie aux essais in 

vivo chez l’animal.  

 

La forme liquide du LP compromet cependant l’utilisation du produit dans de 

nombreuses situations cliniques et sa conservation dans le temps. Son association à 

d’autres biomatériaux porteurs (comme les céramiques biphasiques de phosphate de 

calcium par exemple pour la régénération osseuse) permet de compenser en partie ses 

mauvaises propriétés mécaniques. 

 

 

c. Conception de biomatériaux contenant du lysat plaquettaire et résultats 

in vivo 

 

Le principe de conception de biomatériaux à partir de LP repose sur la propriété du LP de 

pouvoir polymériser en un réseau fibreux [163] capable aussi bien de se mêler à d’autres 

structures fibreuses que d’être encapsulé pour être ensuite libéré. En laboratoire, des 

particules d’alginate de calcium [164] ou d’acide hyaluronique [165–167], du collagène 

[168], du chondroïtine sulfate (CS) [169,170], du glutamate de chitosan associé à du 

hyaluronate de sodium [171] ou des solutions de sérine-glycine [172], des microparticules de 

silice [173] ou encore des micelles ioniques de chitosan et d’acide oléique chargées en 



Première partie : Du phénomène de coagulation aux dérivés plaquettaires 

38 

 

sulfadiazine argentique [174] ont ainsi déjà été associées à du lysat plaquettaire. Dans une 

optique future d’application sur des plaies chroniques de la cornée, il a également été combiné 

avec un antibiotique (la vancomycine) dans des particules d’alginate de calcium et d’acide 

hyaluronique [175], mais également avec du chitosan, de l’acide polyglycolique (PGA) [176] 

ou même du CS [177], cette dernière combinaison permettant notamment la stabilisation des 

facteurs de croissance du LP du fait de la présence de charges positives sur les molécules de 

CS [178]. Outre ces diverses associations, le lysat peut aussi être utilisé sous la forme d’un 

patch, contenant également de la génipine pour renforcer sa stabilité, qui permet sa libération 

progressive [41] ou même comme revêtement de fils de suture pour en améliorer la 

biocompatibilité [179]. 

L’ensemble des biomatériaux cités ci-dessus permettent une libération des facteurs de 

croissance au cours du temps. Les propriétés angiogéniques du LP, ainsi que son potentiel à 

favoriser le remodelage de la matrice extracellulaire [180] et les mécanismes pro-

inflammatoires [181,182], contribuent à orienter la recherche vers les domaines généraux de 

la cicatrisation des plaies chroniques [183] (notamment les plaies cornéennes chroniques et 

les ulcères chroniques de peau) et tendineuses [184]. La création d’un environnement fibreux 

tridimensionnel est favorable à la formation d’un réseau microvasculaire et l’association du 

LP avec des cellules progénitrices endothéliales [163] ou des CSM [185,186] ne pourra que 

renforcer ses propriétés pro-angiogéniques [187,188]. 

 

Ainsi, les résultats obtenus in vitro avec les lysats plaquettaires confirment la nécessité de 

poursuivre les investigations dans le monde du vivant chez l’animal. Selon les indications 

choisies, il pourra être utilisé en combinaison avec d’autres matériaux, comme un biomatériau 

à part entière ou simplement comme adjuvant de milieu de culture cellulaire. 
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La cicatrisation, notamment cutanée, est un domaine majeur vers lequel sont orientées les 

études menées sur le lysat plaquettaire. Chez un individu sain, le processus suit son cours de 

façon normale et régulée sans nécessiter systématiquement d’intervention, mais chez certaines 

personnes, il s’avère plus compliqué et il entre dans la chronicité. C’est à ce moment-là que la 

mise en contact d’un biomatériau avec la plaie peut trouver son intérêt pour : 

- ré-initier le processus de cicatrisation via la stimulation des cellules concernées, 

- guider la migration cellulaire et la synthèse de fibres, 

- favoriser la restauration d’un contexte immunologique correct. 

Plusieurs biomatériaux incluant du lysat plaquettaire ont ainsi déjà été testés chez l’animal. 

Leurs types et les modèles utilisés sont résumés dans le tableau 3. Seul il peut être appliqué 

directement sur une plaie cutanée [189] mais il peut aussi être combiné à des matrices de 

collagène +/- gélatine [190–192], des particules de pectine-chitosan [193], du glutamate de 

chitosan [171] ou encore des implants en polyéthylène [194]. Tous sont capables de libérer 

progressivement le lysat.  

Outre l’application cutanée, d’autres formes galéniques d’utilisation du lysat plaquettaire ont 

déjà été élaborées comme les injections sur des modèles d’accidents vasculaires cérébraux 

(AVC) ischémiques [195,196] ou même des sprays nasaux sur des modèles murins de la 

maladie de Parkinson [197].  

Le potentiel ostéogénique du LP seul ayant été évalué avec des taux de succès variables dans 

la littérature [65,66], plusieurs associations avec des substituts osseux minéralisés ont 

également été envisagées [198] afin d’améliorer les propriétés mécaniques du réseau fibreux 

constitué à partir de LP et de constituer un environnement plus proche de la structure osseuse 

que ne l’est le lysat seul.  
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Le recours au LP s’avère également prometteur dans le contexte de pathologies ostéo-

articulaires comme le sont l’ostéoarthrite [199] ou encore la parodontite qui touche les tissus 

de soutien des dents  [200,201]. 
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Tableau 3 : Etudes précliniques in vivo ayant évalué l’utilisation du lysat plaquettaire pour le traitement de diverses pathologies. La mention ―Oui‖ dans la colonne de droite 

indique la validation de la formulation à base de LP pour de futures études ; alors que la mention « A confirmer » indique la nécessité de réaliser davantage d’études 

expérimentales et précliniques pour valider le recours à la formulation en question. Les études dans lesquelles le LP a uniquement été utilisé comme adjuvant pour milieu de 

culture pour des cellules ensuite injectées n’ont pas été listées ici.  

 

Auteurs Date Pays Animal 
Origine 

du LP 
Pathologie Mode d’utilisation du LP Contrôles 

Conclut à 

l’intérêt du LP 

Seker et al. [202] 2020 Turquie Rat Humain 
Régénération 

tissulaire au sens large 
Cryogels de LP et de dextran oxydés 

Différentes 

concentrations 
Oui 

Yousefi-

Ahmadipour et al. 

[203] 

2020 Iran Rat Rat Colite 
Injections intra-péritonéales avec ou sans 

Sulfasalazine 
Multiples Oui 

Bolte et al. [204] 2019 Allemagne Souris Humain Formation osseuse Seul ou associé à des CSM Contrôle négatif Mitigé 

Gupta et al. [205] 2019 Belgique Souris Humain Formation osseuse 
Avec cellules (progéniteurs osseux) et 

scaffold de phosphate de calcium (PC) 
Scaffold seul Oui 

Huang et al. [206] 2019 Taïwan Rat Humain 
Lésion du nerf de la 

cornée 
Application directe 

Larmes 

artificielles 
Oui 

Najafi et al. [207] 2019 Iran Hamster Humain Mycose sous-cutané Injection sous-cutanée 
PRP 

Contrôle négatif 
Oui 

Notodihardjo et al. 

[192] 
2019 Japon Souris Humain Plaie cutanée 

LP lyophilisé imprégné dans des disques 

de gélatine 

Plusieurs 

concentrations 
Oui 

Notodihardjo et al. 

[191] 
2019 Japon Souris Humain Plaie cutanée 

LP lyophilisé imprégné dans des disques 

de gélatine 
LP congelé Oui 

Silva-Cote et al. 

[208] 
2019 Colombie Souris Humain Formation osseuse Avec CSM sur matrice de collagène Sans CSM Indirectement 

Bonferoni et al. 

[209] 
2018 Italie Rat Humain Plaie cutanée 

Avec du glutamate de chitosan désséché 

par congélation 

Structure seule 

Solution saline 
Oui 

Chen et al. [210] 2018 Taïwan Rat Humain Plaie de la cornée Application directe LP lyophilisé LP liquide Oui 

Babo et al. [200] 2017 Portugal Rat Humain Parodontite Avec un ciment de PC CPC seul Oui 
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Huang et al. [211] 2017 Taïwan Rat Humain Plaie de la cornée Application directe 
Human serum 

SVF 
Oui 

Babo et al. [212] 2016 Portugal Rat Humain Formation osseuse 

Avec un CPC et des microsphères d’acide 

hyaluroniques cross-linkées avec de 

l’hydrazide 

Matériau seul 

Défaut vide 
A confirmer 

Babo et al. [201] 2016 Portugal Rat Humain Parodontite 
Avec ciment de PC, PLGA microsphères, 

cellules 
Sans cellules Oui 

Ozturk et al. [194] 2016 Turquie Rat Rat Echec implantaire Injection sous-cutanée 
Colle 

Contrôle négatif 
A confirmer 

Sergeeva et al. 

[189] 
2016 Russie Rat Rat Plaie cutanée Application directe Solution saline Oui 

Tenci et al. [193] 2016 Italie Rat Humain 
Ulcères chroniques de 

peau 

Encapsulé dans des particules de pectine-

chitosan 

Particules avec 

du miel 

Solution saline 

Oui 

Tyrnenopoulou et 

al. [199] 
2016 Grèce Cheval Equine Ostéoarthrite Injections intra-articulaires Solution saline Oui 

Chakar et al. [66] 2015 France Lapin Lapin Formation osseuse Seul ou associé avec divers substituts Solution saline Oui 

Zhang et al. [195] 2015 Chine Rat Humain AVC Injections locales 

Albumine 

Solution saline 

Sans traitement 

Oui 

Chakar et al. [65] 2014 France Lapin Lapin Formation osseuse Associé avec divers substituts Solution saline Non 

Ito et al. [190] 2013 Japon Souris Humain Plaie cutanée 
Encapsulé dans une structure de collagène 

et de gélatine 
Solution saline Oui 

Dozza et al. [67] 2011 Italie Mouton Mouton Prothèse de hanche 
Avec des cellules stromales 

mésenchymateuses dans divers matériaux 
Prothèse seule Oui 
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d. Applications cliniques chez l’Homme du lysat plaquettaire 

 

Parmi toutes les études cliniques déjà menées sur le sujet (Tableau 4), le site anatomique pour 

lequel l’utilisation de LP a été le plus étudié s’avère être l’œil, et plus particulièrement la 

cornée. Sous la forme d’une lotion oculaire, le lysat est en effet préconisé par certains auteurs 

pour une application quotidienne chez des patients atteints de complications de la maladie du 

greffon contre l’hôte (GvHD) [213–215], du syndrome de Sjögren [216] ou même d’ulcères 

chroniques de la cornée [217]. L’application répétée de gouttes de LP n’a pas eu d’effet 

néfaste sur la structure oculaire et s’avère bien tolérée d’après les auteurs qui l’ont étudiée 

[218]. Le traitement doit s’envisager sur plusieurs mois [219]. 

 

Par ailleurs, les pathologies inflammatoires chroniques, qui affectent considérablement la 

qualité de vie des patients, représentent également des candidates potentielles à des 

traitements à base de LP. A l’heure actuelle, les thérapies qui existent sont souvent destinées à 

soulager les symptômes sans résoudre les mécanismes physiopathologiques eux-mêmes. Le 

recours au LP a ainsi été envisagé sous la forme d’injections ostéo-musculo-articulaires en cas 

d’arthrose, d’ostéoarthrite ou même de pseudo-arthrose aseptique (dans ce cas des CSM ont 

été injectées de façon concomitante) avec des résultats très encourageants [220–223]. Des 

patients atteints d’épicondylite (ou « tennis elbow ») ont par exemple décrit une réduction 

rapide des symptômes douloureux lors du traitement et avaient retrouvé une fonction correcte 

lors de la réévaluation à un an [224,225]. Au niveau muqueux, Del Fante et al. ont proposé 

une formulation muco-adhésive riche en LP pour lutter contre l’érosion épithéliale et 

l’ulcération sous-jacente du conjonctif dans le cadre de phénomènes inflammatoires tels que 

la mucosite [226]. Pour l’instant aucune de ces formulations n’a encore fait son apparition sur 

le marché, la faute certainement à des résultats encore non reproductibles comme un succès 
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inconstant chez des patients souffrant de mucosite liée au GvHD [226] ou d’ulcères veineux 

chroniques [227]. 

 

Enfin, d’autres études ont encore été entreprises pour évaluer le potentiel effet curatif du lysat 

plaquettaire sur les douleurs lombaires grâce à des injections péridurales [228] ou sur 

l’alopécie [229] car le lysat serait susceptible d’activer des voies cellulaires favorisant la 

repousse des cheveux [230,231]. 
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Tableau 4 : Résumé des études cliniques rapportant l’utilisation de lysat plaquettaire pour le traitement de diverses pathologies. La mention « A confirmer » indique que 

davantage d’études sont nécessaires pour permettre de conclure à un effet positif du traitement à base de LP. L’abréviation « GvHD » indique un syndrome du greffon contre 

l’hôte. Les études de thérapie cellulaire exclusive pour lesquelles des cellules cultivées en milieu enrichi en LP étaient réinjectées chez le patient n’ont pas été présentées. 

Auteurs Date Pays Pathologie Mode d’utilisation du LP Traitement contrôle 
Nombre de 

patients 

Conclut à 

l’intérêt du LP 

Protogerou et al. 

[232] 
2020 Grèce Troubles de l’érection Injection de LP et d’ASC Pas présenté ici 5 Oui 

Rawson et al. [233] 2020 Etats-Unis Hernie discale Injections Aucun 2 Oui 

Ahmed et al. [234] 2019 Egypte 
Ulcères de la muqueuse orale chez 

patients sous méthotrexate 
Formulation muco-adhésive Clobetasol 30 Oui 

Protogerou et al. 

[235] 
2019 Grèce Troubles de l’érection Injection de LP +/- ASC Aucun 8 Oui 

Centeno et al. [228] 2017 Etats-Unis Douleurs du rachis lombaire Injections épidurales Aucun 470 Oui 

Cole et al. [229] 2017 Etats-Unis Alopécie Application directe PRP, sol. Saline 3 Oui 

Pezzotta et al. [218] 2017 Italie GvHD oculaire réfractaire Lotion oculaire Aucun 31 Oui 

Fea et al. [216] 2016 Italie Sècheresse oculaire (Synd. Sjögren) Lotion oculaire Larmes artificielles 30 Oui 

Tan et al. [224] 2016 Chine Tennis-elbow Injections Aucun 56 Oui 

Valentini et al. 

[214] 
2016 Italie GvHD oculaire réfractaire Lotion oculaire Aucun 6 Oui 

Zallio et al. [213] 2016 Italie GvHD oculaire réfractaire Lotion oculaire Aucun 26 Oui 

Al-Ajlouni et al. 

[220] 
2015 Jordanie Ostéoarthrite du genou Injections intra-articulaires Aucun 48 Oui 
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Rizzo et al. [221] 2014 Italie Désordres musculo-squelettiques Injections (+ thrombine) Aucun 140 A confirmer 

Pezzotta et al. [215] 2012 Italie GvHD oculaire réfractaire Lotion oculaire Aucun 23 Oui 

Del Fante et al. 

[226] 
2011 Italie Mucosite orale liée au GvHD Formulation mucoadhésive Aucun 7 Oui 

Scudeller et al. 

[225] 
2011 Italie Tennis-elbow Injections Sans traitement 1 A confirmer 

Geremicca et al. 

[217] 
2010 Italie Ulcères de la cornée Lotion oculaire Aucun 103 Oui 

Stacey et al. [227] 2000 Australie Ulcères veineux chroniques Application directe Placebo 86 Non 
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III. Discussion générale sur le recours aux lysats plaquettaires 

 

Le lysat plaquettaire est ainsi un dérivé sanguin riche en facteurs de croissance et capable de 

promouvoir la cicatrisation de tissus biologiques [33,56]. Il est utilisé de façon connue et 

validée pour la culture de cellules stromales mésenchymateuses [236] avec l’avantage 

principal par rapport au sérum de veau fœtal de ne pas être d’origine xénogène. Le recours à 

ce dernier type de produit est en effet très restreint et peut bloquer nombre de projets d’un 

point de vue règlementaire. Divers protocoles ont déjà été validés pour s’assurer de la 

reproductibilité et de la qualité des cultures de CSM dans des milieux enrichis en LP avant 

une implantation par exemple pour de la régénération osseuse [91,237,238].  

 

Le recours au LP en tant que tel chez l’Homme montre des résultats prometteurs dans 

l’évolution des phénomènes inflammatoires. Les taux de succès sont meilleurs pour les 

traitements des tissus mous plutôt que ceux des tissus durs mais ils sont à nuancer selon la 

façon dont le lysat est administré. Des injections permettent de délivrer des facteurs de 

croissance sur le site de la pathologie mais ne permettent pas de constituer une structure sur 

laquelle les cellules engagées dans la cicatrisation pourront se développer et se différencier 

comme cela est le cas avec des hydrogels. L’avenir de leur utilisation semble donc résider 

dans une combinaison du LP avec des matrices fibreuses ou minéralisées, certaines ayant déjà 

montré des résultats intéressants in vitro et in vivo sur la migration cellulaire, la formation de 

nouveaux tissus et la néoangiogenèse.  

Sous certaines conditions expérimentales, le lysat plaquettaire peut être préparé comme un 

hydrogel au sein duquel un réseau de fibres de fibrine a polymérisé, mimant une matrice 

extracellulaire [163]. Dans l’optique d’une implantation in vivo, cette matrice constituerait un 

environnement favorable à la survie et au développement des cellules de l’hôte [71]. Ce type 
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de gel de LP est décrit dans la littérature comme une « matrice naturelle temporaire » qui est 

destinée à être remplacée par une nouvelle matrice extracellulaire naturelle une fois le réseau 

implanté résorbé [239].  

L’étude des réseaux de fibres d’origine naturelle n’est pas récente [240,241], et la liste des 

polymères pouvant constituer ces réseaux ne cesse de s’allonger avec le temps, le plus connu 

d’entre eux étant le collagène [242]. Devant l’intérêt croissant pour ce type de structure, leur 

cahier des charges pour une utilisation à visée régénératrice a été dressé petit à petit [243]. La 

matrice fibreuse doit ainsi être :  

- Biocompatible, 

- Dégradable avec une vitesse de dégradation compatible avec la formation d’un 

nouveau tissu naturel, 

- Résistante aux contraintes mécaniques, 

- Capable de transmettre les contraintes aux tissus environnants de la même façon qu’un 

tissu naturel (il est question de biomimétisme mécanique), 

- Poreuse et rugueuse pour que son état de surface soit compatible avec la colonisation 

et l’adhésion cellulaire ainsi qu’avec la diffusion d’ions et de molécules. 

Pour Gomes et al. en 2012, le développement de nouvelles générations de matrices selon 

l’ensemble des critères de performance listés ci-dessus permettrait d’outrepasser les limites de 

tous les matériaux déjà existants aujourd’hui [244].  

Toutefois, le lysat plaquettaire sous sa forme d’hydrogel ne remplit pas tous les critères du 

cahier des charges. En effet, outre sa faible résistance mécanique, il est très rapidement 

colonisé par les cellules environnantes une fois implanté et sa résorption est initiée trop 

rapidement [240]. Des améliorations sont à envisager pour s’affranchir de ces problèmes car 

d’un point de vue biologique en revanche le recours au LP est pleinement justifié. L’ensemble 

des effets positifs sur la cicatrisation est intrinsèquement lié à la présence des facteurs de 
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croissance qui stimulent la prolifération et l’activité de cellules comme les cellules 

endothéliales pour le VEGF [43]. Cependant, ces facteurs de croissance sont également 

retrouvés dans les autres concentrés plaquettaires comme le PRF et le PRP qui sont eux déjà 

couramment utilisés en laboratoire mais aussi et surtout en clinique, avec des indications tout 

à fait similaires à celles décrites précédemment pour le LP à savoir la culture de cellules 

stromales mésenchymateuses [245,246] et la régénération tissulaire chez l’Homme 

[22,247,248]. La principale différence entre ces différents concentrés repose sur la 

disponibilité des facteurs de croissance et des protéines au sens large dans leur composition. 

En effet, il n’y a que dans le lysat plaquettaire que les membranes cellulaires sont détruites et 

que le contenu du cytoplasme est accessible directement au sein du produit. Dans le PRF et le 

PRP, les cellules sont encore intactes et un délai s’avèrera nécessaire après l’implantation 

pour que les facteurs d’intérêts soient libérés, avec un risque possible de nécrose de certaines 

cellules durant ce laps de temps. Un PRF particulier a en outre récemment vu le jour sous une 

forme plus liquide (les auteurs parlent de PRF injectable, ou iPRF) grâce à une rapide 

centrifugation à faible vitesse [249]. Son contenu ne semble pour autant pas diffèrent du PRF 

classique et les cellules ne subissent pas non plus de procédure destinée à les lyser.  

 

L’objectif clinique du recours à ces biomatériaux dérivés du sang reste la régénération ad 

integrum des tissus c’est-à-dire la restauration de leur structure et de leur(s) fonction(s) telles 

qu’elles existaient avant leur destruction. Toutefois dans certaines conditions pathologiques, 

cet objectif doit être nuancé pour privilégier la stabilisation de cette pathologie avant de 

penser à la régénération tissulaire. Les thérapies régénératrices comme celles-ci rentrent dans 

la grande famille de l’ingénierie tissulaire et leur succès est intrinsèquement lié au potentiel de 

réaction des cellules de l’hôte. En effet, les biomatériaux implantés devront optimiser la 

réponse des cellules environnantes (éventuellement également celle des cellules greffées si tel 
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est le cas) pour reprendre un processus menant à la cicatrisation et à la formation de nouveaux 

tissus. Si une telle stimulation se produit, le biomatériau est considéré comme bioactif. Cela 

étant le cas pour une structure enrichie en facteurs de croissance [250], le lysat plaquettaire y 

trouve sa place.  

Cliniquement, son utilisation se cantonne pour l’instant à des études chez l’Homme pour des 

pathologies inflammatoires chroniques, par exemple sur des plaies cutanées et tissulaires 

[33,56] ou même des mucosites [226]. Dans ce dernier cas, sept patients ont été traités pour 

une inflammation gingivale à l’aide d’une formulation muco-adhésive à base de lysat 

plaquettaire et six d’entre eux ont montré une réponse favorable au traitement. L’intérêt du 

recours au LP réside dans la disponibilité immédiate des protéines et facteurs de croissance 

sur le site où ils sont appliqués. 

 

Devant la difficulté à manipuler et à conserver les lysats plaquettaires sous forme 

liquide, mais également sous forme gélifiée, nous nous proposons dans la suite de ce 

travail de présenter un procédé permettant de concevoir un biomatériau sec et poreux à 

base de LP, qui soit plus aisément manipulable par les praticiens. 
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I. Le CO2 supercritique 

 

Les procédés permettant de répondre à l’objectif précédemment énoncé en fin de première 

partie sont rares car le séchage d’un hydrogel s’accompagne souvent d’une perte de son 

volume. Or la conservation d’un réseau poreux interconnecté au sein du biomatériau final est 

essentielle à la colonisation par les cellules de l’hôte et à la pénétration et la diffusion des 

fluides biologiques.  

Le « séchage au CO2 supercritique » permet de conserver voire de contrôler la porosité d’une 

telle structure. L’état supercritique correspond au 4
ème

 état de la matière, qui vient s’ajouter 

aux trois autres états thermodynamiques : solide, liquide et gazeux. Les changements d’états 

dépendent de la pression et de la température. Il existe pour chaque corps, des conditions 

particulières de température et de pression pour lesquelles les phases liquide et gazeuse ont la 

même densité : c’est ce qu’on appelle le point critique [1,2]. Il correspond au point de la 

courbe température/pression où se termine le tracé d'équilibre liquide-gaz (Figures 13 et 14). 

A ce stade, les propriétés des deux phases sont similaires. L’état supercritique est atteint au-

delà de ce point. Dans le cas du CO2, cet état est atteint au-delà d’une pression de 74 Bar et 

d’une température de 31°C. Ainsi, le comportement du fluide (CO2) est à la croisée entre celui 

d’un gaz et celui d’un liquide avec un coefficient de pénétration particulièrement élevé. 
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Figure 13 : Diagramme température/pression du dioxyde de carbone indiquant ses différents états selon les 

conditions de température et de pression [1]. Le point rouge indique le point critique, extrémité de la courbe où 

se termine le tracé d’équilibre liquide-gaz. 

 

 

Figure 14 : Changements d’états du dioxyde de carbone visibles dans un sécheur à CO2 supercritique lors d’une 

augmentation de la pression et de la température. 

 

 

1. Applications médicales 

 

A l’état supercritique, le CO2 possède de remarquables propriétés de solubilité de substances 

organiques. De plus, contrairement à d’autres solvants organiques non polaires, il est non 

toxique et non inflammable, ce qui le rend très prisé pour de nombreuses applications [1,2]. Il 

peut servir comme solvant pour l’extraction de composés de bas poids moléculaire (type 

acides gras, huiles essentielles, hydrocarbures et petits polymères) [3]. En présence d’eau, le 

CO2 supercritique est utilisé également comme agent réactionnel capable d’induire des 

phénomènes de dissolution/reprécipitation qui permettent la précipitation de nanocristaux 

apatitiques hautement réactifs à la surface de céramiques [4] et, depuis le milieu des années 
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1990 [5,6], comme procédé de mise en forme capable d’induire la formation à partir d’un gel 

– comme celui de lysat plaquettaire – d’une mousse sèche [1,7]. Les organogels, qui sont 

composés d’un réseau fibreux contenant un liquide organique comme l’éthanol ou l’acétone 

[8], sont les plus à même d’être séchés par CO2 supercritique du fait de la miscibilité du 

solvant organique dans le dioxyde de carbone. C’est la raison pour laquelle, lorsqu’il s’agit 

d’hydrogels, la phase aqueuse doit être substituée par un de ces solvants pour retrouver les 

conditions d’un organogel.  

 

La mousse obtenue à l’issue du procédé de séchage présente un réseau poreux percolant dont 

la porosité est modulable en modifiant les conditions de séchage sous dioxyde de carbone. En 

effet, les paramètres du procédé qui influencent les propriétés physico-chimiques et la 

morphologie du matériau sont le temps, la température, la pression d’incubation [5], et la 

vitesse de dépressurisation : une dépressurisation rapide permet d’augmenter la porosité au 

sein du matériau [9]. Cela est lié à l’instabilité thermodynamique du CO2 en cas de chute de 

pression qui conduit à une augmentation des phénomènes dits de nucléation à l’intérieur de la 

matrice [6].  

Les limites du recours au CO2 supercritique pour sécher les hydrogels de lysat plaquettaire 

sont toutefois liées à la nécessité de substituer la phase aqueuse par un solvant organique 

miscible au CO2 en effectuant des trempages en bains de solvants (acétone ou éthanol par 

exemple) [1] avec de possibles conséquences sur le réseau de fibrine. 

 

Hile et al. ont décrit dans la littérature lors du séchage au CO2 supercritique d’hydrogels 

enrichis en protéines comme le FGF2 une précipitation de ces molécules à la surface des 

fibres [10], d’autant plus importante si la dépressurisation est rapide [11]. La rétention des 

protéines dans la mousse autorisera leur libération une fois la structure implantée dans un 
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milieu [10]. Leur libération est alors prolongée dans le temps contrairement aux profils de 

libération retrouvés avec des mousses obtenues par lessivage d’agents porogènes solubles 

[10]. Cette propriété rend attractif le séchage d’un hydrogel de lysat plaquettaire riche en 

facteurs de croissance [12] lorsqu’une action prolongée est recherchée. 

 

 

2. Fibrine et CO2 supercritique 

 

Les capacités de séchage du dioxyde de carbone à l’état supercritique permettent d’imaginer 

un réseau tridimensionnel de fibrine d’origine naturelle, poreux et facilement manipulable, qui 

puisse servir de matrice à la colonisation cellulaire et vasculaire dans le cadre de la 

régénération tissulaire au sens large. Ce biomatériau pourra comporter une double fonction 

thérapeutique (en favorisant la cicatrisation et la régénération des tissus) et préventive (par 

une action sur les complications post-opératoires en limitant la chronicisation des plaies et les 

surinfections qui pourraient en découler).  

 

 

II. Mise au point du procédé de séchage et conception des 

biomatériaux 

 

1. Constitution des hydrogels de lysat plaquettaire 

 

Note : l’optimisation de la formulation et la caractérisation biologique des gels a été réalisée 

au préalable lors de mon stage de Master 2 au laboratoire StromaLab (Toulouse, France) 

sous la direction du Docteur Valérie PLANAT-BENARD, du Professeur Philippe KEMOUN 

et du Docteur Paul MONSARRAT. Ces expérimentations ne faisant pas partie de la mise au 
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point du procédé de séchage à proprement parler, elles ne seront que succinctement décrites 

ici et seront accompagnées de la référence du poster présenté en 2017 à l’issue du Master 2 

au Congrès International de la Société Francophone de Biomatériaux Dentaires [13]. 

 

Des matrices fibreuses de fibrine peuvent être obtenues en laboratoire par l’utilisation de 

molécules favorisant la polymérisation du fibrinogène. Plusieurs agents peuvent être associés 

pour initier la formation du réseau de fibres, accélérer la coagulation ou encore stabiliser les 

polymères de fibrine obtenus. Ainsi, le dérivé plaquettaire initial (ici le lysat plaquettaire est 

utilisé, mais cela fonctionnerait également avec du PRP par exemple ou même du fibrinogène 

soluble) peut être combiné avec au moins un élément choisi parmi : 

- un initiateur de la polymérisation (exemples : le CaCl2, la thrombine [14–20], la 

genepine [21]),  

- un facteur favorisant la polymérisation (exemples : le facteur XIII [20], le 1-éthyl-3-

(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide [22]),  

- un stabilisateur de la coagulation (exemples : l’acide tranexamique qui est un 

stabilisateur de la coagulation par action anti-fibrinolytique, l’acide amino-caproique 

[15] qui est un stabilisateur par action anti-dégradation du réseau de fibres, la 

fibronectine [20] qui est un stabilisateur de la coagulation par adhésion des cellules à 

la matrice extracellulaire),  

- un agent permettant le maintien de l’osmolarité (exemple : le NaCl),  

- un agent favorisant les liaisons dans le réseau (exemple : le N-hydroxysuccinimide 

[22]). 
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Nous avons constitué des hydrogels à partir de lysats plaquettaires humains (hLP) obtenus soit 

auprès de l’Etablissement Français du Sang (EFS) [23], soit auprès de la société MACO 

PHARMA (produit MultiPL’ 100®, MACO PHARMA, Tourcoing, France).  

Quatre constituants, utilisés à différentes concentrations, entrent dans la constitution de ces 

gels :  

- du lysat plaquettaire, naturellement riche en facteurs de croissance ; 

- du chlorure de calcium utilisé sous forme de solution de CaCl2 à 10% (CaCl2 

1g/10mL, solution injectable en ampoule, Renaudin®) capable grâce à son contenu en 

calcium d’initier la polymérisation du réseau de fibres dans le gel ; 

- du chlorure de sodium utilisé sous forme de solution de NaCl à 0,9% (Chlorure de 

Sodium PROAMP 0,9%, ampoules 20mL, Aguettant®), solution isotonique 

permettant également d’augmenter la porosité de l’hydrogel ;  

- et de l’acide tranexamique utilisé sous forme de solution à 10% (Exacyl, solution 

buvable à 1g/10mL, Sanofi-Aventis®) qui est un agent stabilisateur de la coagulation 

et un inhibiteur de l’action fibrinolytique de la plasmine plasmatique [24]). 

 

Grâce à une méthodologie statistique de « mixture experiment » [25], nous avons étudié 

l’influence des différents constituants et de leur proportion sur la vitesse de polymérisation. 

21 essais ont été réalisés en faisant varier le taux des différents constituants. Le suivi de la 

polymérisation a été mené par mesure de la densité optique à 640nm du gel dans un lecteur de 

plaque universel (Varioskan, ThermoFisher®) à une température de 37°C. Lors de la 

transition sol-gel, la formation des liaisons covalentes entre les extrémités N et C-terminales 

de deux monomères de fibrines engendre une modification de la turbidité du milieu [26]. De 

Cristofaro et al. ont montré que l’évolution de la turbidité était quantifiable par suivi de 

l’absorbance à une longueur d’onde comprise entre 350 et 650nm (le choix de la longueur 
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d’onde n’influence pas négativement les résultats tant qu’elle est choisie dans l’intervalle 

indiqué) [27]. Dans notre cas, une augmentation de la densité optique mesurée à 640 nm était 

observée au moment de la polymérisation (Figure 15) [13]. Le profil de la courbe obtenue est 

similaire à celui de la courbe décrite par De Cristofaro et al. pour un caillot de fibrine 

constitué in vitro par adjonction de thrombine [27]. 

 

 

Figure 15 : Cinétique de polymérisation obtenue par suivi de la densité optique (DO) à 640nm [13] à une 

température de 37°C. Une brusque augmentation de la DO est observée au moment de la polymérisation. Le 

temps de polymérisation est défini comme le temps relevé à l’intersection de la tangente à la phase de croissance 

exponentielle avec l’asymptote (ici t=22min). 

 

Il avait été relevé au cours de ces expérimentations qu’une proportion trop importante de 

CaCl2 inhibait la polymérisation du gel (Figure 16) et affectait négativement sa vitesse de 

polymérisation. En effet, l’ajout de chlorure de calcium au lysat plaquettaire initie la 

polymérisation des fibres de fibrines dans le gel mais Yeromonahos et al. ont démontré que la 

concentration ionique était un facteur clé dans la formation du réseau, la taille des fibres et la 

structure de celles-ci [28]. Si elle dépasse 400 mOsm, les fibres adoptent une structure unique 

torsadée moins résistante que l’agencement en échelle normalement retrouvé [28]. 
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Figure 16 : Modélisation de la probabilité d’obtenir une polymérisation des hydrogels après une heure à 37°C en 

fonction des différentes proportions des constituants [13]. Les zones les plus rouges correspondent aux plus 

faibles probabilités. 

 

Ainsi, des concentrations compatibles avec une polymérisation reproductible des hydrogels 

ont pu être définies. A l’issue des expérimentations – non détaillées dans cette thèse – menées 

sur les hydrogels (leur cinétique de polymérisation, leur utilisation comme matrice pour la 

prolifération, la migration et la différenciation de cellules stromales mésenchymateuses issues 

du tissu adipeux…), une formulation de gel en particulier a présenté les résultats les plus 

intéressants [13]. Cette formule, présentée dans le tableau 5, a été conservée puisqu’elle 

permet d’obtenir un gel qui offre des conditions propices à la survie, la multiplication et la 

migration des cellules testées. Cette composition a été utilisée pour la conception des 

hydrogels utilisés dans l’étude présentée ci-après.   

 

Tableau 5 : Composition retenue pour la constitution des hydrogels à sécher dans le cadre de ce travail de thèse. 

Constituants % en volume Mol/mL 

Lysat plaquettaire 68,7%  

Solution de CaCl2 à 10% 2,5% 2,25.10
-5 

Solution de NaCl à 0,9% 28,6% 4,40.10
-3 

Solution d’acide 

tranexamique à 10% 
0,2% 1,27.10

-6 
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Le mélange des constituants est réalisé dans des récipients en verre capables de résister aux 

bains de trempage dans l’acétone. La polymérisation est effectuée à température ambiante. 

 

Lors de la formation du gel, un réseau tridimensionnel similaire à ceux décrits dans la 

Première Partie du document est ainsi formé (Figure 17). Weigandt et al. puis Yeromonahos 

et al. ont évalué par technique SANS (« Small-Angle Neutron Scattering ») que le diamètre 

moyen des fibres de fibrine dans un caillot était approximativement de 120 nm [28,29]. Cette 

valeur varie avec la concentration en fibrinogène (le diamètre est plus faible si la 

concentration diminue) [28,29]. 

 

 

Figure 17 : Observation au Microscope Electronique à Balayage Environnemental (après congélation) du réseau 

de fibres de fibrine ayant polymérisé dans le gel. 

 

 

2. Séchage des hydrogels au CO2 supercritique 

 

Le procédé de séchage d’hydrogels à l’aide d’un solvant porté à l’état supercritique a été 

décrit pour la première fois en 1932 et conduit à la formation de structures appelées aérogels 

[30]. La plupart des solvants organiques courants (acétone, méthanol, éthanol…) nécessitent 

des montées en température plus importantes pour dépasser leur point critique en comparaison 
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avec la température du point critique du dioxyde de carbone (235 °C pour l’acétone contre 

31°C pour le CO2). Cependant l’eau est très peu miscible dans le CO2, qu’il soit à l’état 

liquide ou supercritique, et c’est la raison pour laquelle, le séchage direct de l’hydrogel dans 

une atmosphère de CO2 à l’état supercritique ne peut pas être envisagée [31]. Il est donc 

nécessaire de rajouter une étape au cours de laquelle l’eau est substituée par un solvant 

miscible dans le CO2. Les solvants utilisés pour réaliser cet échange sont l’acétone, le 

benzène, le butane, le dioxane, l’éthane, l’éthylacétoacétate ou encore l’éthanol sachant que 

les plus classiquement utilisés sont l’éthanol et l’acétone.  

Ainsi, après avoir substitué l’eau contenue dans le réseau tridimentionnel de l’hydrogel par un 

solvant organique, ce dernier est à son tour substitué par le CO2 à l’état liquide puis à l’état 

supercritique. Les différentes étapes du séchage sont représentées de manière simplifiées dans 

la figure 18. 

 

 
Figure 18 : Grandes étapes du procédé de séchage par CO2 supercritique. L’étape de substitution de la phase 

aqueuse par un solvant organique est indispensable car cette phase n’est pas miscible dans le dioxyde de 

carbone. 

 

 

Outre le temps de polymérisation du gel, quatre autres paramètres critiques ont été identifiés 

pour réussir la séquence de séchage : 

- Le récipient utilisé pour effectuer le premier échange de solvant : eau/solvant 

organique ; 

- Le nombre de rinçages effectués pour réaliser le second échange de solvant : solvant 

organique/CO2 liquide ; 
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- Le temps passé en atmosphère supercritique (temps incubation) ; 

- Le gradient de dépressurisation.  

Ces différents points seront discutés par la suite. 

 

 

a. Substitution de la phase aqueuse par un solvant 

 

Note : une partie de ces travaux a été réalisée avec l’aide précieuse de M. Nicolas 

GANGNANT, stagiaire de Master 1 que nous avons co-encadré avec Mme. Sophie 

CAZALBOU entre avril et mai 2019. 

 

Les gels de lysat plaquettaire sont constitués à plus de 95% de phase aqueuse (d’après les 

données détaillées plus loin dans la troisième partie) qui provient des différents éléments 

entrant dans sa constitution : le plasma sanguin et les solutions de NaCl,  de CaCl2 et d’acide 

tranexamique. La substitution de cette phase aqueuse par un solvant nécessite d’étudier plus 

précisément les phénomènes d’inter-diffusion qui se déroulent au sein du réseau fibreux. En 

effet la substitution de l’eau par le solvant organique nécessite d’une part la diffusion vers 

l’extérieur du matériau de la phase aqueuse accompagnée par la pénétration simultanée du 

solvant organique à l’intérieur du réseau poreux du matériau.  

  

Cette cinétique (résumée dans la figure 19) dépend des concentrations en solvants organiques 

dans le bain de trempage et dans le réseau de fibres :  

- Au début du trempage, le solvant est pur dans le bain de trempage. L’eau présente 

dans le gel est quant à elle un soluté : le solvant vient la diluer au cœur du matériau. 
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- Ensuite, le bain de trempage, n’est plus constitué de solvant pur mais d’un mélange 

eau/acétone très concentré en solvant. L’intérieur du réseau de fibres contient lui un 

milieu aqueux peu concentré en solvant. La concentration en solvant étant différente 

de part et d’autres du réseau (qui prend fonction de membrane perméable), l’eau est 

attirée vers le compartiment le plus concentré, c’est-à-dire en direction du bain de 

trempage, hors du matériau. A volume constant, l’acétone prend sa place dans le 

réseau.  

     

 
Figure 19 : Représentation schématique de la cinétique de la pénétration du solvant organique dans le réseau 

fibreux. 

 

 

Dans ce travail, nous avons choisi d’utiliser l’acétone et l’éthanol pour substituer la 

phase aqueuse contenue dans les hydrogels. Il s’agit des deux solvants organiques 

miscibles dans le CO2 les plus utilisés. Nous comparons ici les propriétés de diffusion de 

ces deux solvants pour choisir le solvant le plus approprié pour développer le protocole 

de séchage final. 
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La vitesse à laquelle se produit la diffusion du solvant dans le matériau est liée à la 

concentration en solvant et au flux molaire, elle est régie par la loi de Fick [32] : 

         
  

  
 

Où :  

- F est le flux de substance, soit la vitesse de diffusion, (en mol/s) 

- Dab est le coefficient de diffusion de a dans b (ici de l’eau (a) dans le solvant (b)) (en 

cm²/s)* 

- S est la section de passage entre les deux solutions (en cm²) 

- 
  

  
 est le gradient de concentration (en mol/cm²). 

* D est calculé à partir de la formule de Wilke et Chang [33] : 

             
 

  
 

√  

  
    

Où : 

- T est la température en °C 

- µb est la viscosité du solvant (en centipoise) 

- Va est le volume molaire du soluté à sa température d’ébullition (en cm
3
/mol) 

- Mb est la masse molaire du solvant (en g/mol). 

 

Les coefficients de diffusion Deau-acétone et Deau-éthanol sont respectivement de 4,56.10
-5 

cm²/s et 

de 1,24.10
-5 

cm²/s [32]. Il est ainsi attendu que l’acétone permettra d’obtenir un échange 

eau/solvant organique plus rapide que celui obtenu avec l’éthanol. 

 

Pour vérifier expérimentalement cette hypothèse, nous avons appliqué un modèle théorique 

basé sur l’évolution d’un front de concentration entre les deux substances. La finalité attendue 

est une uniformisation des concentrations dans tout le milieu. 1mL de gel est placé dans un 
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récipient cylindrique en verre de 7 mm de diamètre. Les récipients sont ensuite placés dans 

250 mL de solvant (acétone ou éthanol). Des photos ont été prises à différents temps (t=0, 1h, 

10h, 15h, 24h, 48h, 72h) pour évaluer numériquement à l’aide du logiciel Image J (Wayne 

Rasband, NIH, Etats-Unis) la distance de pénétration des solvants. Celle-ci était observée par 

un changement de couleur progressif du gel qui devient blanc au cours du temps, d’autant que 

la diffusion ne se fait que dans une seule direction puisque seule la face supérieure du gel est 

laissée libre et au contact du solvant. Les autres surfaces sont accolées à la paroi du récipient 

en verre (Figures 20 et 21). Une substitution complète de la phase aqueuse est considérée 

comme acquise à partir du moment où l’intégralité du gel est blanc.  

 

 

 

Figure 20 : Evolution de la diffusion de solvant (éthanol vs. acétone) dans les gels de lysat plaquettaire. L’eau 

contenue dans le gel est substituée par le solvant ce qui a pour effet de blanchir le gel. 
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Figure 21 : Détermination du front de diffusion à l’aide du logiciel image J. 

 

 

La diffusion de l’acétone dans les gels est, comme attendu, plus rapide que celle obtenue avec 

l’éthanol (Figure 22). En effet, 48h suffisent pour que l’acétone diffuse totalement et de façon 

reproductible dans le gel alors qu’il faut compter près de 72h pour l’éthanol.  
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Diffusion des solvants dans les hydrogels de LP
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Figure 22 : Graphe représentant le ratio de diffusion des solvants acétone vs. éthanol par rapport au volume total 

des gels de lysat plaquettaire (n=12). Un astérisque (*) indique une p-value inférieure ou égale à 0,01. 

 

 

L’acétone est ainsi retenu comme solvant pour la suite du protocole de séchage. 

 

 

Une fois la formation du gel achevée, un temps de trempage minimal de 48h dans des bains 

de solvant est nécessaire avant de passer à la suite des étapes. 250 mL de solution d’acétone 

sont utilisés pour le trempage de 10 mL de gels afin que le solvant soit largement en excès et 

qu’un état d’équilibre 50%/50% entre l’eau et l’acétone ne puisse pas être atteint. Un 

changement de bain ou un renouvellement de l’acétone dans le bain après 24h de trempage 

permet en outre de maintenir une concentration du bain de trempage élevée en acétone et de 

s’affranchir ainsi des problèmes liés à la dilution du bain par l’eau libérée par l’hydrogel.  

L’étape de substitution eau-acétone est conditionnée par la vitesse de percolation du solvant 

organique à l’intérieur du réseau fibreux du matériau et par conséquent par les phénomènes de 

diffusion. La porosité du matériau et les solvants qui constituent le système restant inchangés, 

cette étape de substitution est donc conditionnée par la surface du matériau mise à disposition 

du solvant organique. Afin de ne pas endommager la structure fibreuse de l’hydrogel au cours 

de sa manipulation, le récipient en verre contenant l’hydrogel est transféré directement dans le 
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bain d’acétone. Seule la face supérieure du cylindre gélifié est ainsi en contact avec la 

solution organique engendrant une progression lente de ce dernier de haut en bas dans le gel. 

Afin de finaliser la pénétration de la nouvelle solution de substitution à l’intérieur du réseau 

fibreux, l’organogel obtenu est extrait du récipient en verre pour être transféré dans un support 

métallique grillagé (en acier inoxydable) qui est à son tour plongé dans un nouveau bain de 

rinçage. De nouveaux phénomènes de diffusion, cette fois-ci multidirectionnels s’engagent 

sur la totalité de la surface externe du gel.  

En conclusion, une première phase de trempage en acétone d’au moins 24h se réalise dans le 

récipient en verre, puis le gel partiellement imbibé d’acétone est transféré dans un récipient 

métallique grillagé qui permet d’achever plus rapidement la substitution eau-acétone sans 

risquer de fragiliser la structure du gel. Ces temps de trempage ont été calculés sur des gels de 

1 mL constitués dans des récipients en verre de diamètre 0,7 cm. Comme la loi de Fick 

développée plus tôt le précisait, la diffusion est directement proportionnelle à la surface 

d’échange entre les milieux. Des échantillons de volumes deux fois supérieurs doivent être 

réalisés dans des récipients de diamètre deux fois supérieur et ainsi de suite. Cela a été 

confirmé expérimentalement avec des gels de 4 mL constitués dans des récipients de 2,8 cm 

de diamètre. 

 

 

 

b. Substitution du solvant par le CO2 liquide 

 

Avant de procéder au séchage des gels en CO2 à l’état supercritique, il convient de réaliser 

une dernière étape de lavage qui consiste à substituer le solvant organique contenu dans le 

réseau poreux du gel par du CO2 liquide. Ainsi les hydrogels sont sortis des bains d’acétone et 
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placés avec leurs contenants métalliques dans l’enceinte du sécheur dont la température a 

préalablement été réglée sur 5 °C. Du CO2 liquide est alors introduit dans la chambre jusqu’à 

ce que la pression atteigne 35 bar (correspondant au remplissage de la moitié du réacteur) 

(Figure 23). 

 

 
Figure 23 : Photographie de la chambre du sécheur dont la partie inférieure est occupée de CO2 liquide et la 

partie supérieure par du CO2 gazeux. 

 

 

Deux phénomènes concomitants se produisent alors : la diffusion de l’acétone hors du 

matériau et la pénétration du CO2 liquide à l’intérieur celui-ci. Il convient alors de remplacer 

le CO2 dilué par l’acétone de l’aérogel par du CO2 liquide pur de manière à s’éloigner de 

l’état d’équilibre et favoriser les échanges acétone-CO2 liquide. Le renouvellement du CO2 

liquide dilué peut s’effectuer de deux manières :  

- Soit de façon à ce que du CO2 entre dans l’enceinte en permanence en même temps 

qu’un flux équivalent en est évacué ; 

- Soit selon une alternance de périodes de vidange, de remplissage et d’incubation. 

Nous avons choisi la seconde méthode, moins consommatrice en dioxyde de carbone et moins 

agressive pour le réseau de fibres qui n’est ainsi pas soumis à un flux vertical continu de CO2 

qui circulerait depuis la vanne d’entrée supérieure jusqu’à la vanne de sortie en bas de 

l’appareil. 
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Les travaux de Wawrzyniak et al. et de Andersson et al. repris par Yasmine Masmoudi dans 

le cadre d’une étude sur le séchage de gels de silice mettent en évidence que la phase de 

lavage au CO2 supercritique sur des structures poreuses qui présentent des pores de taille 

nanométrique peut prendre plusieurs heures [34]. La diffusion du solvant au travers des pores 

est en effet ralentie s’il s’agit de pores de petite taille. 

Rogacki et al. en 1995, toujours sur des gels de silice, ont évalué qu’il fallait entre 60 et 75 

minutes d’incubation à 20 °C dans du CO2 liquide pour que celui-ci ait correctement diffusé 

dans la structure [35]. 

En l’absence de données dans la littérature sur le lavage de gels de lysat plaquettaire, nous 

nous sommes appuyés sur les données précédentes afin d’anticiper des temps d’incubation de 

60 minutes pour nos gels de LP qui présentent, comme cela sera détaillé dans la Troisième 

partie, des pores dont les diamètres sont compris entre 7 nm et 100 µm. Après 1 heure 

d’incubation, nous avons réalisé une vidange de la chambre de l’appareil puis nous avons 

ajouté de nouveau du CO2 liquide. Cette séquence de « lavage » a été effectuée de 1 à 5 fois 

pour évaluer le nombre de lavage minimal à réaliser pour substituer la totalité de l’acétone. La 

répétition de trois rinçages au minimum avec intervalle de 1 heure entre chacun s’est avérée 

être la solution de choix. 

 

 

c. Séchage en atmosphère supercritique 

 

Suite à la vidange du troisième rinçage en CO2 liquide, un quatrième remplissage est effectué. 

Le thermostat est alors réglé de façon à modifier les conditions d’incubation et à permettre le 

passage du dioxyde de carbone vers son état supercritique. La température est ainsi 

augmentée à 43 °C et la pression à 90 bar (Figure 24).  
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Figure 24 : Photographie de la chambre du sécheur une fois l’état supercritique atteint. L’interface liquide/gaz 

du CO2 n’est plus visible.  

 

 

Au-delà du point critique, le CO2 présente un coefficient de pénétration très élevé dans les 

réseaux de polymères comme le nôtre [36]. Le séchage est qualifié de monophasique [37,38] 

car le CO2 est maintenu à l’état supercritique tout au long du temps de traitement. S’il 

retrouve une forme différente liquide et/ou gazeuse à cause d’une baisse de température ou 

d’une chute de la pression, une interface liquide/vapeur réapparaît dans l’appareil et conduit à 

une condensation au contact des fibres et donc à un échec du séchage [39].  

 

Ces conditions sont maintenues 1, 2, 3, 4 ou 5 heures (selon les essais réalisés dans le cadre de 

l’optimisation du procédé) puis une dépressurisation est effectuée. L’objectif est de conserver 

la structure séchée du réseau tridimensionnel du gel fibreux au cours du séchage sans réduire 

sa porosité ou créer un effondrement de la structure lié à une dilatation excessive et rapide du 

réseau poreux avec déstructuration des parois des parois du réseau. 

 

Contrairement à la vitesse de dépressurisation, le temps passé en atmosphère supercritique ne 

semble pas influencer l’état final du matériau.  
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En effet, la vitesse de dépressurisation influence définitivement le volume, la structure et la 

porosité du matériau obtenu. Lors de la phase de dépressurisation, le CO2 à l’état 

supercritique repasse à l’état gazeux entrainant une augmentation de son propre volume. Si la 

dépressurisation est trop rapide, le dioxyde de carbone qui avait pénétré au cœur du réseau de 

fibres reste piégé dans le matériau sans avoir le temps de s’en extraire via le réseau poreux. 

Les contraintes mécaniques induites par le changement d’état sont alors très importantes [40] 

et entraînent la dislocation de la structure non élastique. Scherer et al. ont établi les équations 

permettant de prédire les contraintes appliquées sur un gel sec de silice lors de la 

dépressurisation [41]. Théoriquement, ces contraintes doivent rester inférieures aux 

contraintes maximales que le matériau peut subir avant de se rompre même si en pratique il 

est compliqué de les mesurer. Les contraintes subies durant la dépressurisation (σco exprimé 

en Pa) sont ainsi exprimées de la sorte : 

                 

Où : 

- [PF] est la pression moyenne du fluide dans le matériau (exprimée en Pa). Son calcul 

sera détaillé ci-après ; 

- PA est la pression dans l’appareil de séchage (en Pa) ; 

- Cυ est calculé grâce à la formule suivante (avec υ le coefficient de Poisson dont la 

valeur est estimée approximativement à 0,4 (elle est de 0,25 pour des matrices 

gélifiées de fibrine [42] mais bien de 0,4 en moyenne pour les polymères secs [43]) : 

   
      

     
 

 

Le calcul de [PF] suit la formule suivante : 

     

 

√ 
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Où :  

- e est la fonction exponentielle ; 

- erfc est la fonction d’erreur ; 

- PA est ici encore la pression dans l’appareil de séchage (en Pa) ; 

- la constante α (exprimée en Pa) est calculée selon l’équation : 

  √ 
 

 
   

  

  
   

         

  
   √ 

 

 
   

  

  
   

     

  
  

Où :  

- k est une constante dont la valeur est égale à 3 si le matériau est plat, 8 s’il est 

cylindrique et 15 s’il est sphérique [41] ; 

- P0 est la pression initiale dans l’appareil (similaire à PA) (en Pa) ; 

- τD est le temps de dépressurisation (en secondes) ; 

- ρ est la proportion de solide dans le matériau, donc 1-ρ la proportion de vide (ou taux 

de porosité ou ε) (en %), 

- ηF est la viscosité du fluide donc du CO2 (égale à 70. µPa.s) ; 

- DF est la perméabilité du matériau au fluide (approchée à 5,033.10
-12

 m² [44]) ; 

- L est la dimension caractéristique du matériau (en m) telle qu’elle a déjà été définie 

précédemment. 

 

La formule de σco désormais développée :  

                    ( 

 

√ 

 (
  
 

)
 

     (
  
 

)

    ) 

peut, selon Woignier et al., être simplifiée de la sorte [40] : 

    
   √    
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Afin de déterminer le gradient de pression optimal qui permet de maintenir la structure du gel 

intacte, différents gradients de dépressurisation calculés par l’intermédiaire du temps 

nécessaire pour diminuer la pression de l’enceinte de 90 bar à la pression atmosphérique, ont 

été testés : 30 secondes (P=3 bar.s
-1

), 1 minute (P=1,5 bar.s
-1

), 2 minutes (P=0,75 bar.s
-1

), 

4 minutes (P=0,375 bar.s
-1

), 5 minutes (P=0,3 bar.s
-1

), 8 minutes (P=0,19 bar.s
-1

) et 10 

minutes (P=0,15 bar.s
-1

). 

Il apparaît que l’échantillon subit davantage de contraintes si la dépressurisation est rapide 

(Tableau 6). A l’issue des différents séchages, une dépressurisation de 30 secondes conduit à 

une perte considérable du volume de la mousse qui a partiellement éclaté.   

 

Tableau 6 : Contraintes appliquées sur les matrices cylindriques de fibrine de différents volumes à la fin du 

procédé de séchage au CO2 supercritique. La pression initiale dans l’appareil est de 90 bars soit 9.10
6
 Pa. La 

porosité des matrices est présentée dans la troisième partie de ce travail et est considérée de 83,42% dans les 

calculs. 

Volume du 

matériau et 

grandeur 

caractéristique 

Temps de dépressurisation (vitesse 

de dépressurisation) 
Valeur de α 

Contrainte 

maximale que 

subit le 

matériau : σco 

1 mL / 7mm 30 s (P=3.10
5
 Pa.s

-1
) 20,65 Pa 1,01.10

-3
 Pa 

1 mL / 7mm 60s (P=1,5.10
5
 Pa.s

-1
) 14,6 Pa 5,04.10

-4
 Pa 

1 mL / 7mm 120s (P=7,5.10
4
 Pa.s

-1
) 10,32 Pa 2,52.10

-4
 Pa 

1 mL / 7mm 240s (P=3,75.10
4
 Pa.s

-1
) 7,3 Pa 1,26.10

-4
 Pa 

1 mL / 7mm 300s (P=3.10
4
 Pa.s

-1
) 6,53 Pa 1,01.10

-4
 Pa 

1 mL / 7mm 480s (P=1,9.10
4
 Pa.s

-1
) 5,16 Pa 6,3.10

-5
 Pa 

1 mL / 7mm 600s (P=1,5.10
4
 Pa.s

-1
) 4,62 Pa 5,04.10

-5
 Pa 

 

Nous en déduisons qu’une fibre dans le matériau ne peut pas subir de contraintes en 

dépressurisation de plus de 5,04.10
-4

Pa (valeur obtenue pour un dégazage de 60 secondes qui 

a conduit à la réussite du procédé de séchage). 

 

Il existe un autre phénomène qui peut être observé au cours de la dépressurisation : la 

condensation capillaire. Il s’agit du remplissage de la structure poreuse par un fluide à l’état 
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liquide. Les conditions de pression sont inférieures à l’équilibre liquide/gaz de ce fluide donc 

il reste à l’état liquide et conduit à un échec du séchage. [45,46]. La condensation capillaire 

survient dans deux situations : 

- si la dépressurisation se fait trop lentement et que le CO2 retrouve une forme liquide 

avant la fin de la séquence de séchage ; 

- ou si la substitution de l’acétone par le CO2 liquide s’est avérée incomplète car le 

solvant organique reste liquide même lors de la montée en température et en pression 

(qui n’est destinée qu’à atteindre le point critique du dioxyde de carbone). 

La première situation peut difficilement survenir dans les conditions de températures utilisées 

dans notre protocole. La seconde situation est en revanche possible. 

 

L’étude de l’influence des paramètres du procédé sur l’état du gel sec a donc été réalisée. Un 

séchage était considéré comme réussi si le biomatériau obtenu réunissait les trois conditions 

suivantes (Figure 25) : 

1. Pas de perte de 

volume 

2. Conservation de la 

couleur blanche 

3. Consistance de 

mousse sèche 

 

La perte de volume signifie un effondrement de la structure fibreuse alors que la persistance 

d’une coloration jaune sur le matériau et/ou la présence d’une humidité résiduelle indiquaient 

une substitution incomplète de la phase aqueuse ou du solvant lors du procédé de séchage. 
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Figure 25 : Exemples de résultats obtenus à l’issue du processus de séchage. La photographie de gauche 

présente une mousse ayant perdu de son volume à cause d’une substitution insuffisante de la phase aqueuse par 

les solvants au préalable du passage en atmosphère dioxyde de carbone. La photographie de droite représente un 

cas de succès. 

 

 

L’ensemble des paramètres évalués a permis de définir les conditions de séchage optimales 

(Figure 26). Nous retiendrons pour la suite des expérimentations le protocole reproductible 

suivant (résumé sur la Figure 27) appliqué à des gels de 1mL de volume : 

- Trempage pendant 48 h en bains d’acétone ; 

- Répétition de 3 rinçages en CO2 liquide (5 °C, 35 bar) d’une durée d’1 heure chacun ; 

- Incubation en atmosphère supercritique (43 °C, 90 bar) pendant 4 heures ; 

- Dépressurisation à la vitesse de 1,5 bar/s. 
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Figure 26 : Diagramme présentant l’influence des cinq paramètres majeurs sur la qualité du séchage des 

hydrogels de lysats plaquettaires par l’utilisation de CO2 supercritique. La zone délimitée par le cadre vert 

représente les conditions dans lesquelles le séchage s’effectue de manière optimale, sans perte de volume ni 

résidu d’humidité. Les conditions retrouvées dans la zone orange conduisent à un séchage de qualité inconstante. 

Les conditions en rouge mènent à un échec. 

 

 

Figure 27 : Protocole complet de la conception des mousses sèches de lysat plaquettaire depuis la constitution 

des hydrogels jusqu’à l’obtention du biomatériau sec. 
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L’enchainement des étapes du processus ne diffère pas sur des hydrogels de plus grands 

volumes si un rapport de proportionnalité a été respecté entre l’augmentation de volume et le 

changement de diamètre du récipient en verre.  

De façon plus précise, les dimensions de l’échantillon sont prises en compte dans un modèle 

mathématique de diffusion basé sur l’extrapolation non thermique de l’équation de Fourier 

[34,47]. Cette équation découle en effet de la théorie de la pénétration et permet de déterminer 

le temps d’incubation nécessaire lors de notre protocole : 

  
      

  
 

Où :  

- F est le nombre de Fourier (calculé à 195 avec les gels réalisés en récipients de 0,7 cm 

de diamètre). Si F est grand, cela signifie que la diffusion a lieu profondément dans la 

structure ; 

- Deff est le coefficient de diffusion effectif à travers les gels (m
2
.s

-1
) c’est-à-dire le 

coefficient de diffusion du liquide étudié dans le CO2 [48]. D’après l’équation de 

Wilke et Chang présentée plus haut, ce coefficient pour la diffusion de l’acétone dans 

le dioxyde de carbone est calculé à 2,65.10
-6

 m².s
-1 

; 

- t est la durée du lavage (s) ; 

- L est la dimension de l’hydrogel (il s’agit du rapport entre son volume (en m
3
) et la 

surface d’échange (en m²) mais de façon simple si c’est un parallélépipède, L est son 

épaisseur ; si c’est un cylindre ou une sphère, L est son diamètre) (m).  

 

La réalisation d’échantillons plus volumineux de diamètre 1,8 cm (volume 10mL) mène à un 

calcul du temps de trempage à 6 heures et 40 minutes.  
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L'incubation en atmosphère supercritique ne sera en revanche pas modifiée car la transition de 

phase du CO2 est uniquement sous la dépendance des conditions de pression et de température 

[49] et n’est pas influencée par la forme ou la taille du biomatériau. 

 

 

Pour conclure le protocole de séchage des hydrogels de lysat plaquettaire par CO2 

supercritique a été mis au point et validé. Les étapes suivantes permettent l’obtention 

d’une mousse sèche de lysat plaquettaire : 

 - Constitution d’hydrogels de lysat plaquettaire ; 

 - Trempage pendant 48h en bains d’acétone ; 

 - Répétition de 3 rinçages en CO2 liquide (5°C, 35bars) d’une durée d’1h chacun ; 

 - Incubation en atmosphère supercritique (43°C, 90bars) pendant 4 heures ; 

 - Dépressurisation à la vitesse minimale de 1,5bar/s. 

La caractérisation complète de ces mousses pour définir leurs propriétés, leurs 

indications et les modifications éventuelles à leur apporter sera développée dans la 

Troisième Partie de ce travail. 
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L’hydrogel composé de lysat plaquettaire, de chlorure de calcium, d’acide tranexamique et de 

chlorure de sodium a pu être séché par CO2 supercritique avec succès. Le procédé complet 

ayant été validé, la suite de ce travail décrit la caractérisation in vitro et in vivo de la mousse 

obtenue. L’élaboration de ce matériau a pour objectifs de rendre l’utilisation du lysat 

plaquettaire plus facile du point de vue de sa manipulation et de permettre sa conservation 

dans le temps. Les premières caractérisations entreprises sur la structure de la mousse et ses 

propriétés physico-chimiques sont destinées à étudier particulièrement ces propriétés de 

manipulation et de conservation. 

 

Les échantillons produits pour les expérimentations décrites ci-après (sauf mention contraire) 

ont été conçus à partir de gels de 1 mL constitués dans des récipients en verre cylindriques. 

Les échantillons séchés conservent la forme de cylindres de 7 mm de diamètre. 

 

 

 

I. Matériels et méthodes 

 

1. Caractérisation de la structure interne du matériau 

 

Microscopie Electronique à Balayage 

Les échantillons ont été analysés au Microscope Electronique à Balayage (Quanta 250 FEG 

FEI, Thermo Scientific®, Etats-Unis) sans et avec métallisation pour observer le réseau de 

fibres de fibrine créé ainsi que l’état de surface. Avant analyse, les échantillons ont été collés 

sur un scotch carbone double face et la métallisation réalisée à l’or grâce à un évaporateur 

SI50B Sputter Coater (Edwards, UK). 
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Analyse dispersive en énergie (EDX) et Analyse par Diffraction des Rayons X (DRX) 

Une analyse dispersive en énergie (EDX pour « Energy Dispersive X-ray ») a été conduite 

pendant les observations au Microscope Electronique à Balayage (MEB) sans métallisation, 

sous une atmosphère à pression 90 Pa (X Flash 6 | 13, Bruker®, Etats-Unis). Les analyses 

réalisées par spectromètre des rayons-X (EDX) permettent d’obtenir la composition 

élémentaire qualitative ou semi-quantitative de très petites zones. 

D’autre part, la diffractométrie de rayons X (DRX), qui consiste à mesurer l’angulation et 

l’énergie des rayons diffractés suite à l’envoi sur un échantillon (préparé sous la forme d'une 

poudre aplanie) d’un faisceau de rayons X, a été effectuée sur un diffractomètre INEL 

Equinox 1000 en utilisant une anticathode au cobalt (Kα = 1,788970 Å) sous 40 mA et 40 kV. 

Les spectres ont été enregistrés en mode rasant sur une gamme d’angles 2θ de 3 à 80°, avec 

un pas de 0,02° et un temps de comptage de 2s (des artefacts à 8° et 14° sont parfois notés du 

fait de la présence du porte échantillon en silicium adapté aux faibles quantités de poudre). 

Bien que les résultats obtenus sur les structures amorphes ne permettent pas leur 

identification, la DRX servira à l’identification des cristaux formés, même s’ils ne le sont que 

partiellement. 

 

Analyse spectroscopique FTIR 

La Spectrométrie Infrarouge à Transformée de Fourier (FTIR) a été réalisée sur les 

échantillons et comparée au spectre du principal constituant de l’hydrogel : le lysat 

plaquettaire. Cette technique permet d’obtenir le spectre d’absorption de rayons infrarouges 

qui avaient été envoyés au travers de l’échantillon [1]. Des pastilles ont été élaborées avec 1 

mg de poudre de la mousse à analyser et 350 mg de KBr puis mises en forme sous 8 tonnes de 

pression. Les analyses ont été réalisées dans une gamme de 400 à 4000 cm
-1

 (appareil Perkin 
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Elmer Spectrum One) et les données analysées à l’aide des logiciels Omnic 9.6 

(ThermoFisher) et Excel 2010 (Microsoft Office). 

 

Analyse de la porosité par porosimétrie à mercure 

6 mousses sèches de lysat plaquettaire ont été placées dans une cellule de conductance d’un 

porosimètre à mercure (Autopore III, Micromeritics®, Etats-Unis). La cellule ensuite remplie 

de mercure subit une augmentation de pression qui induit l’intrusion du mercure à l’intérieur 

du réseau poreux. Le taux d’intrusion du mercure permet de déterminer la porosité totale de 

l’échantillon tandis que le rapport intrusion/pression permet d’obtenir la distribution de la 

taille des pores. L’appareil utilisé permet une caractérisation de pores dont les diamètres sont 

compris entre 3 nm et 360 µm. 

 

Ici comme dans plusieurs autres tests effectués dans ce travail, les résultats obtenus sur les 

mousses ont été comparés à ceux obtenus sur des hydrogels imprégnés d’acétone mais laissés 

à sécher sous une hotte à flux laminaire sans passage en atmosphère CO2. Le procédé, appelé 

« séchage évaporatif », est déjà validé dans la littérature et permet l’obtention d’un matériau 

appelé « xérogel » [2].  

 

 

2. Humidité résiduelle 

 

La mesure de l’humidité résiduelle des échantillons permet d’anticiper la conservation du 

matériau en évitant sa déformation liée à l’évaporation d’une phase aqueuse résiduelle ou les 

risques liés au développement bactérien. 
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Taux d’humidité résiduelle 

Le taux d’humidité résiduelle a été mesuré avec une balance à infrarouges (Moisture Analyzer 

IR-60, Denver Instrument®, Etats-Unis) chauffant à 105 °C. Il correspond à la différence 

entre la masse mesurée à température ambiante et celle obtenue après chauffage de 

l’échantillon. 

 

Analyse Thermogravimétrique (ATG) 

6 mg de mousse sèche de LP ont été soumis à une analyse thermogravimétrique (TGAQ50 

(TA Instruments, New Castle, DE) en atmosphère Argon sur une gamme de températures 

comprises entre 25 et 600 °C au rythme de 5 °C par minute. La perte de masse en fonction de 

la température permet de déterminer le taux d’humidité résiduelle des échantillons [3]. 

 

 

3. La cinétique d’hydratation et le taux d’imprégnation hydrique 

 

Le taux de réhydratation ou d’imprégnation hydrique détermine la capacité du matériau à se 

ré-imprégner de liquide après avoir été séché.  

 

La cinétique de réhydratation des mousses a été suivie selon le protocole détaillé dans la 

Figure 28. De façon simplifiée, l’échantillon est trempé dans 20 mL d’eau distillée et pesé à 

intervalles réguliers après élimination de la solution aqueuse de trempage grâce à une pompe 

à vide.  
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Figure 28 : Représentation schématique du dispositif mis en œuvre pour suivre la cinétique de réhydratation 

d’une mousse sèche de lysat plaquettaire.   

 

La différence entre le poids initial (du matériau sec) et le poids final (du matériau imbibé) a 

permis de calculer le taux de réhydratation grâce à la formule suivante : 

                               
                           

             
     

 

Le suivi de l’évolution du taux de réhydratation au cours du temps nous permettra de 

déterminer la cinétique d’hydratation. Le taux d’hydratation maximal obtenu a été comparé à 

celui d’échantillons témoins séchés par évaporation sous hotte à flux laminaire. 

 

 

4. Résistance mécanique : essais de compression 

 

16 échantillons cylindriques de 8 mm de haut et 7 mm de diamètre ont été testés en 

compression sur un texturomètre (TA.XT Plus Texture Analyzer, Texture Technologies®, 

Etats-Unis) avec une mise en charge constante à 2 mm/min jusqu’à obtenir une compression 

de 60 % du volume initial [4]. Afin de témoigner de la meilleure maniabilité des mousses 

sèches, celles-ci ont été comparées aux hydrogels initiaux qui n’ont pas été séchés par quelque 
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moyen que ce soit et à des mousses réhydratées par trempage pendant 24 h dans 1000 µL 

d’eau distillée. 

 

 

5. CO2 supercritique et stérilisation 

 

Note : les tests d’évaluation de la stérilité ont été réalisés sous contrat par Mme Cathy 

FEUILLOLAY, responsable des essais dans le secteur Microbiologie au sein de la 

FONDEREPHAR (35 chemin des Maraîchers, 31062 Toulouse Cedex 09). 

 

Avant d’envisager toute évaluation biologique de la biocompatibilité et de la bioactivité du 

matériau, des essais d’évaluation de sa stérilité ont été entrepris. 

Le recours au CO2 supercritique est un procédé de stérilisation déjà proposé dans la littérature 

sur plusieurs dispositifs médicaux implantables allogènes [5]. Un effet stérilisant a en effet 

déjà été démontré notamment sur des matrices dermiques porcines [6], des membranes 

amniotiques humaines [7], des extraits pulmonaires de rats [8], ou encore des valves aortiques 

porcines [5].  

Cependant les conditions déjà évaluées sont différentes de celles appliquées dans le protocole 

de séchage des mousses sèches [9,10] : aucun des protocoles n’est destiné à sécher le 

biomatériau en même temps qu’il est stérilisé. Il est ainsi systématiquement ajouté dans 

l’enceinte du stérilisateur un récipient contenant une solution décontaminante à base d’acide 

péracétique et/ou éventuellement du peroxyde d’hydrogène. Les Bacillus Atropheus et 

Staphylococcus Epidermidis y sont notamment sensibles. 

La norme ISO 11737-2 concernant les « contrôles de stérilité pratiqués au moment de la 

définition, de la validation et de la maintenance d'un procédé de stérilisation » stipule 

notamment que ledit procédé doit avoir un effet sur les spores de Bacillus stearothermophilus 
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(microorganisme de choix pour établir une comparaison avec la stérilisation par autoclave), de 

Bacillus pumilus (microorganisme de choix pour établir une comparaison avec la stérilisation 

par irradiation) et de Bacillus atrophaeus (microorganisme de choix pour établir une 

comparaison avec la stérilisation par oxyde d’éthylène). Une réduction significative et 

suffisante de la présence de ces espèces a été démontrée par exemple avec un procédé utilisant 

le CO2 supercritique sous 8,5 MPa de pression (soit 85 bar) pendant 40 minutes à une 

température de 38 °C, en présence de 0,25 % d’H2O, de 0,15 % de H2O2 et de 0,5 % d’acide 

péracétique [11]. Il apparaît en effet dans la littérature que la présence d’un récipient dans le 

sécheur à CO2 contenant du peroxyde d’hydrogène et de l’acide péracétique est largement 

retrouvée [5]. Toutefois, la présence d’une telle solution est incompatible avec l’utilisation du 

CO2 supercritique comme moyen de séchage en plus de la stérilisation. Qu’en est-il alors des 

conditions appliquées pour le séchage des mousses de lysat plaquettaire sous 90 bar de 

pression à 43 °C pendant 4 heures ?          

 

La première étape en vue d’évaluer la stérilité des mousses sèches a été de valider la future 

méthode d’évaluation. Pour cela, des mousses (n=18) conçues plusieurs mois auparavant, 

éventuellement déjà utilisées pour divers essais, et stockées dans des contenants non stériles 

ont été utilisées. L’analyse préalable de la biocharge présente naturellement sur les 

échantillons n’ayant pas été réalisée, les choix des milieux de culture et des conditions 

d’incubation ont été faits sur la base des indications du chapitre 2.6.1 de la Pharmacopée 

Européenne 9
ème

 Edition (PE9E) (2019) afin de permettre la croissance de l’ensemble des 

microorganismes (flore aérobie et anaérobie). L’ensemble des expérimentations présentées ci-

dessous a été réalisé sous hotte à flux laminaire, après décontamination des surfaces et des 

contenants des échantillons, et par des opérateurs portant des gants stériles. Trois groupes de 
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microorganismes représentatifs des populations totales d’espèces ont été sélectionnés 

(toujours selon les préconisations de la PE9E) :  

- Groupe des bactéries aérobies : Staphylococcus aureus CIP 4.83, Pseudomonas 

aeruginosa CIP 82.118, Bacillus subtilis CIP 52.62 ; 

- Groupe des bactéries anaérobies : Clostridium sporogenes CIP 79.3 ; 

- Groupe des moisissures et levures : Candida albicans DSM 13.86, Aspergillus 

brasiliensis CBS 733.88. 

Les cultures ont été effectuées selon un système de lot de semence, tels que les 

microorganismes utilisés pour l’inoculation n’aient pas subi plus de 5 passages à partir du lot 

de semence primaire. Ce système répond aux exigences de la norme NF EN 12353 :2013. Les 

suspensions ont été préparées extemporanément dans du tryptone-sel, à 108 UFC/mL pour les 

bactéries, à l’exception de B. subtilis, et à 107 UFC/mL pour les levures et moisissures. Pour 

B. subtilis, une suspension de spores préparées au laboratoire, titrée et conservée à -20 °C a 

été utilisée. Des dilutions au 1/10
ème

 ont ensuite été réalisées afin d’obtenir des concentrations 

à 103 UFC/mL pour chacun des microorganismes. Des témoins de comptage ont été réalisés 

afin de contrôler l’inoculum utilisé. 

Le dénombrement des bactéries aérobies a été mené sur gélose Trypcase-soja, par étalement 

de 100μL de la suspension à 103 UFC/mL (incubation des boites à 32,5 ± 2,5 °C pendant 24 à 

48 heures). Le dénombrement de Clostridium sporogenes a été réalisé sur gélose Columbia + 

5% de sang de mouton, par étalement de 100 μL de la suspension à 103 UFC/mL (incubation 

des boîtes à 32,5 ± 2,5 °C pendant 24 à 48 heures). Le dénombrement des levures et 

moisissures a été réalisé sur gélose de Sabouraud, par étalement de 100 μL de la suspension à 

103 UFC/mL (incubation des boîtes à 22,5 ± 2,5 °C pendant 48 à 72 heures). 

La compatibilité des échantillons avec cette méthode d’évaluation a été évaluée par la 

méthode de l’immersion directe dans des bouillons nutritifs (Annexe A de la norme NF EN 
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ISO 11737-2 : Janvier 2010, Paragraphe A.6.1). Ces bouillons nutritifs utilisés ont été 

introduits en quantité suffisante (100mL) pour assurer un contact optimal avec les 

échantillons soumis à l’essai et des pools de 3 échantillons par type de bouillon ont été 

constitués. Pour chaque microorganisme-test, deux flacons (un de bouillon Trypcase-soja et 

un de bouillon thioglycolate) ont été inoculés à l’aide de 10 à 100 UFC du microorganisme en 

question (=100 μL d’une suspension à 103 UFC/mL). Un témoin positif pour chaque 

microorganisme-test ainsi qu’un témoin négatif (bouillon seul) ont été constitués. Une fois 

l’inoculation réalisée, les flacons ont été placés dans les conditions présentées dans le Tableau 

7. Après 3 ou 5 jours d’incubation selon les microorganismes, les différents bouillons ont été 

examinés afin de détecter la présence d’une turbidité, démontrant la croissance des inoculi 

introduits et donc permettant la validation des conditions d’essai. 

 

Tableau 7 : Flacons nutritifs contenant les microorganismes d’essai. 

Microorganisme 

d’essai 
Milieu nutritif 

Température 

d’incubation 

Temps maximum 

d’incubation 

S. aureus Bouillon Thioglycolate 32,5°C 3 jours 

P. aeruginosa Bouillon Thioglycolate 32,5°C 3 jours 

C. sporogenes Bouillon Thioglycolate 32,5°C 3 jours 

A. brasiliensis Bouillon Trypcase-soja 22,5°C 5 jours 

C. albicans Bouillon Trypcase-soja 22,5°C 5 jours 

B. subtilis Bouillon Trypcase-soja 22,5°C 5 jours 

 

Les résultats de la phase d’inoculum et de l’incorporation des échantillons dans les bouillons 

sont présentés respectivement dans les Tableaux 8 et 9. Pour l’ensemble des 6 

microorganismes-tests ainsi que pour chaque témoin positif réalisé, une croissance a été 

observée. Le contrôle de la stérilité a donc été validé comme réalisable par la technique 

d’immersion directe. Lors des évaluations, l’incubation des bouillons nutritifs est prévue pour 

être allongée à 14 jours comme préconisé dans l’annexe A de la norme NF EN ISO 11737-2 : 

Janvier 2010, paragraphe A.6.7. 
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Tableau 8 : Résultats de l’inoculum présentés selon la moyenne des dénombrements réalisés en duplicat pour 

chaque microorganisme test. 

Microorganisme-test SLC N°101 Moyenne des dénombrements 

S. aureus 90 

P. aeruginosa 64 

C. sporogenes 74 

A. brasiliensis 26 

C. albicans 72 

B. subtilis 74 

 

Tableau 9 : Résultats de l’incorporation des échantillons dans les bouillons pour valider la méthode d’évaluation 

de la stérilité. 

 Bouillon + échantillon Témoin positif Témoin négatif 

S. aureus + + - 

P. aeruginosa + + - 

C. sporogenes + + - 

A. brasiliensis + + - 

C. albicans + + - 

B. subtilis + + - 

 

Les échantillons ont été sortis de l’enceinte du sécheur en présence d’un bec bunzen. La 

méthode par immersion directe décrite précédemment a été appliquée pour l’évaluation de la 

stérilité avec deux bouillons nutritifs (Trypocase-soja maintenu à 22,5 ± 2,5 °C et 

Thioglycolate + rézasurine maintenu à 32,5 ± 2,5 °C). Un pool de trois échantillons par type 

de bouillon a été systématiquement constitué. La stérilité et la fertilité de chaque bouillon 

nutritif ont été soumises à contrôle, de même que la stérilité de la hotte à flux laminaire qui a 

été contrôlée par la réalisation de prélèvement et sédimentation sur géloses. 
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6. Suivi de la dégradation en milieu aqueux 

 

Spectrométrie ultraviolet-visible (UV) 

La dégradation des mousses en milieu aqueux a été suivie par trempage dans une solution de 

25 mL de NaCl à 0,9% et quantification régulière des protéines libérées à l’aide d’un 

spectromètre UV (7315 Spectrophotometer, Jenway). Pour cela, 3mL de la solution de 

trempage ont été prélevés à des temps réguliers, déposés dans la cuve quartz du spectromètre 

pour réalisation de l’analyse puis remis dans le bain de trempage. Nous avons lancé à chaque 

temps une mesure d’absorbance sur une gamme de longueurs d’ondes allant de 200 à 500 nm 

et relevé la valeur du pic d’absorbance à 280 nm. Bernal et al. ont en effet validé qu’aucun 

autre élément que des protéines contenues dans le lysat plaquettaire n’était détectable à cette 

longueur d’onde [12]. Le blanc était réalisé sur la machine avant chaque mesure avec du NaCl 

à 0,9 % identique à celui utilisé dans la solution de trempage. 

Les intensités obtenues sur des gels et des mousses totalement dégradés (par action 

mécanique) sont considérées comme correspondantes à une dégradation totale de 100%. Les 

taux de dégradation obtenus pour chacun des matériaux seront représentés par rapport à la 

capacité de dégradation finale de 100% présentée précédemment. 

 

7. Propriétés biologiques : bioactivité et biocompatibilité 

 

Cinétique de libération des facteurs de croissance en milieu aqueux 

8 mousses et 2 hydrogels de lysat plaquettaire ont été trempés dans 1200 µL de PBS durant 

trois semaines et les volumes de surnageant ont été collectés et renouvelés à différents temps. 

Les prélèvements ont été congelés à -20 °C jusqu’à analyse. Des tests ELISA (méthode 

immuno-enzymatique en anglais « Enzyme-Liked Immunosorbent Assay ») avec mesure de 

l’absorbance à 450 nm ont été menés sur chaque échantillon en duplicat pour doser la 
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libération du VEGF au cours du temps (Human VEGF Pre-Coated ELISA Kit, PeproTech®, 

Etats-Unis). En parallèle, les échantillons ont été pesés sur balance de précision pour suivre 

l’évolution de leur dégradation dans le milieu. 

Le principe de la méthode d’analyse par ELISA repose sur la reconnaissance d’antigènes par 

des anticorps [13]. La procédure comprend en réalité deux anticorps : le premier est 

spécifique de l’antigène à reconnaître et le second est spécifique du complexe formé par le 

premier anticorps et son antigène. Ce second étant lié à une enzyme responsable de 

fluorescence, il pourra en être révélé la présence par la mise en contact d’un agent fluorogène 

activé par ladite enzyme. Le protocole est réalisé sur plaque de 96 puits et débute par le 

remplissage des puits avec les solutions dans lesquelles se trouve le VEGF. Le kit étant 

spécifique au dosage de ce facteur de croissance, la surface du fond des puits est déjà 

recouverte des anticorps anti-VEGF humain et il n’y a donc pas besoin de réaliser la fixation 

préalable de ces anticorps avant le début de l’expérimentation. Une gamme étalon est prévue 

sur la plaque. Tous les puits sont testés en duplicat. Après un temps de repos défini permettant 

la formation des complexes antigène/anticorps, une vidange des puits est entreprise puis la 

plaque est rincée pour éliminer les débris non retenus qui risqueraient de fausser l’analyse 

spectrale finale. Les solutions riches en anticorps couplés aux enzymes sont ensuite déposées 

dans les puits et un temps de contact défini par le fabricant est respecté. Les puits sont de 

nouveau rincés et une dernière solution contenant le fluorochrome substrat de l’enzyme est 

ajoutée dans chaque puit. Le signal est visible à l’œil nu (Figure 29) mais sa quantification 

nécessite un lecteur d’absorbance. 

 

 
 

Figure 29 : Réalisation de la gamme étalon du dosage du VEGF par technique ELISA. Chaque puit est réalisé 

en duplicat (A1 et E1 ici par exemple correspondent aux puits les plus concentrés à 500 pg/mL). 



Troisième partie : Caractérisation des mousses sèches de LP in vitro et in vivo 

125 

 

Biocompatibilité du matériau 

Note : Ces tests ont été réalisés par le laboratoire PHY-OS (UMR 1238, Université de 

Nantes), sous la responsabilité de M. Pierre LAYROLLE. L’intégralité des résultats ne peut 

pas être présentée dans ce travail en raison des contraintes imposées par l’épidémie de 

Covid-19 sur la poursuite des activités du laboratoire.  

 

Des mousses sèches de lysat plaquettaire ont été produites sous forme rectangulaire et 

découpées de façon à être réparties dans des plaques de culture cellulaire de 24 (n=4) ou de 96 

puits (n=4). 

Pour les essais de biocompatibilité, 200 000 cellules stromales mésenchymateuses dérivées de 

moelle osseuse humaine (BM-CSM) ont été déposées dans chaque puits pour les plaques de 

24 puits, ainsi que 600 µL de milieu (α-MEM, 10% sérum de veau fœtal, 1% pénicilline-

streptomycine). Après la première nuit d’adhésion, 1mL de milieu a été rajouté dans chaque 

puit et la culture s’est poursuivie durant 21 jours avec changement de milieu tous les 3 jours. 

Des plaques sans mousses ont été prévues en guise de contrôle. La viabilité et la prolifération 

des cellules a été observée en microscopie à l’aide de tests LIVE&DEAD. Pour cela les 

milieux de culture sont remplacés par une solution de PBS avec 0,2 µM de calcéine et 0,2µM 

de bromure d’éthidium homodimère. Une incubation à 37°C pendant 30 minutes précède 

l’observation au microscope confocal. La détection des émissions des deux fluorophores du 

marquage LIVE&DEAD se fait de façon simultanée.  

 

Implantations in vivo 

Les tests préliminaires ont été réalisés avec l’aide du Dr. Paul MONSARRAT du laboratoire 

STROMALab (Toulouse, France). Les coupes histologiques ont été réalisées par Mme Marie-

Paule LACOMBLET et leur interprétation avec les aides précieuses du Dr. Paul 

MONSARRAT et du Pr. Philippe KEMOUN.  
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Après séchage au CO2 supercritique, 2 mousses sèches de lysat plaquettaire ainsi que 2 

contrôles séchés par évaporation ont été implantés sous anesthésie générale chez 2 souris 

« nude » dépourvues de système immunitaire (étant donné l’origine humaine du lysat 

plaquettaire). Deux incisions cutanées (une de chaque côté de la colonne vertébrale) ont été 

réalisées chez les souris anesthésiées au protoxyde d’azote puis les tissus sous-cutanés ont été 

disséqués. Les biomatériaux ont ensuite été placés sous le fascia musculaire sous-cutané et les 

plaies suturées.  Chaque souris a ainsi reçu une mousse séchée par CO2 supercritique et un 

contrôle (Figure 30). 

 

 
Figure 30 : Schéma résumant les implantations sous-cutanées chez les deux souris « nude ». Les matériaux verts 

correspondent aux mousses sèches de lysat plaquettaire ; les contrôles sont représentés en bleu.   

 

 

Les souris ont ensuite été sacrifiées deux semaines après l’implantation et des analyses 

histologiques ont été menées avec des colorations au trichrome de Masson et à l’hémalun-

éosine pour mettre en évidence l’importance des réactions inflammatoires et l’évolution de la 

vascularisation sur les sites de greffe. 

 

 

8. Analyses statistiques 

 

Les données de l’ensemble de ces expérimentations ont été collectées et traitées à l’aide des 

logiciels Microsoft Excel 2010® (Microsoft, Etats-Unis), Stata v.13® (Stata Corp, Etats-
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Unis) et Prism 5® (GraphPad, Etats-Unis). Les variables qualitatives ont été analysées à 

l’aide de tests de Fisher et les variables quantitatives à l’aide de t-tests de Student ou des tests 

non-paramétriques de Mann-Whitney Wilcoxon si les conditions d’application des t-tests 

n’étaient pas respectées (distribution normale et égalité des variances).   

 

 

II. Résultats 

 

1. Caractérisation de la structure interne du matériau 

 

Microscopie Electronique à Balayage 

Le réseau de fibrine conserve une organisation tridimensionnelle poreuse après séchage au 

CO2 supercritique (Figure 31 – gauche). La Microscopie Electronique à Balayage permet 

d’observer les polymères de fibrine qui sont séparés par des espaces interconnectés dont la 

porosité est observable en surface (Figure 31 – droite). 

 

    

Figure 31 : Observations des mousses sèches de lysat plaquettaire au microscope électronique à balayage avec 

métallisation. L’image de gauche (grossissement x4955) est une observation du réseau de fibrine contenu dans 

un échantillon. L’image de droite (grossissement x737) met en évidence les pores du matériau en surface. 
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Analyse EDX et analyses DRX 

L’analyse des mousses sèches de lysat plaquettaire effectuée par EDX montre qu’elles 

contiennent essentiellement du sodium, du chlore, et du calcium (Figure 32, Tableau 10). La 

détection de soufre provient de l’héparine (de formule C12H19NO20S3) ajoutée par les 

distributeurs de lysat plaquettaire pour limiter sa polymérisation spontanée. Une faible 

proportion d’aluminium est retrouvée sur les spectres mais provient en réalité de la chambre 

de l’appareil d’après les analyses réalisées sans échantillon. Ce spectre servira de référence 

pour étudier les modifications apportées au matériau dans la Quatrième Partie de ce travail. 

 

 
Figure 32 : Analyse dispersive en énergie (EDX) réalisée sur une mousse sèche de lysat plaquettaire. L’appareil 

(Bruker X Flash 613) détecte les pics correspondant aux différents éléments qui constituent le biomatériau.  

 

Tableau 10 : Proportions des principaux éléments retrouvés dans les mousses sèches de lysat plaquettaire 

d’après les analyses EDX. 

Eléments Proportions (cps/eV) 

Na 2,03 ± 0,77 

Cl 0,91 ± 0,53 

Ca 0,61 ± 0,34 

S 0,28 ± 0,08 
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L’analyse EDX (Figure 33), confirmée par les analyses effectuées par DRX (Figure 34), a 

permis de révéler que les cristaux dispersés dans la structure fibreuse sont des cristaux de 

NaCl provenant de la recristallisation des sels de départ introduits dans la composition des 

hydrogels. Ils ne revêtent pas de réel intérêt pour une utilisation du matériau sec d’autant 

qu’ils seront facilement dissous lors de la réhydratation de la mousse en laboratoire ou après 

implantation in vivo. La formation de ces cristaux de NaCl pourra être limitée voire supprimée 

en substituant dans la composition du gel, la solution de NaCl par d’autres solutions riches en 

espèces actives différentes. Les expérimentations préliminaires consistant à substituer la 

solution de NaCl par une solution de CaCl2 seront présentées dans la Quatrième Partie. 

 

 
Figure 33 : Analyse dispersive en énergie (EDX) menée sur les cristaux présents dans le réseau de fibres.  
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Figure 34 : Spectre DRX confirmant la présence de cristaux de NaCl dans le réseau de fibres. Les bandes 

associées à la présence de cristaux de NaCl sur la DRX ont été identifiées à l’aide de marqueurs  issus de la 

fiche JCPDS 00-005-0628 (NaCl Halite). 

 

 

 

Analyse Spectroscopique FTIR 

Le spectre obtenu sur la mousse sèche de lysat plaquettaire présente des bandes semblables à 

celles obtenues avec le lysat plaquettaire seul (Figure 35). Les bandes correspondent aux 

amides de type I, II et III, respectivement positionnées dans les domaines 1600-1690cm
-1

 

(correspondant aux amides I, étirement C = O), 1480-1575cm
-1

 (correspondant aux amides II, 

étirement CN, flexion NH) et 1229-1301cm
-1

 (correspondant aux amides III, étirement CN, 

flexion NH) [14].  

Aucune différence significative des bandes n’est observée sur le spectre des mousses par 

rapport à celui obtenu avec le lysat plaquettaire.  
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Figure 35 : Spectroscopie Infrarouge à Transformée de Fourier menée sur la mousse sèche de lysat plaquettaire 

(LP) (courbe du haut) et comparée au spectre du lysat plaquettaire (courbe du bas) (données issues de la  

référence [15]). 
 

 

Analyse de la porosité 

Les mousses sèches de lysat présentent un taux de porosité total moyen de 83,42 ± 4,85 %. 

Les contrôles obtenus par séchage à l’air présentent en revanche un taux bien plus faible et 

plus variable de 5,93 ± 2,78 %. Cela confirme la densification de la structure du gel lorsque ce 

dernier est séché à l’air libre. 

La contribution de chaque taille de pore est représentée dans le tableau 11. La distribution de 

la porosité en fonction de la taille des pores met en évidence une porosité majoritairement 

comprise entre 100 nm et 5 µm et une porosité comprise entre 5 µm et 100 µm. Les mousses 

sèches de lysat plaquettaire présentent en effet des pores dont les dimensions varient de 7 nm 

à 100 µm (Figure 36), mais la répartition des pores n’est pas homogène. 65,81 % du volume 

de la porosité dans les mousses est représenté par des pores dont le diamètre est compris entre 

100 nm et 5 µm, c’est-à-dire des pores capables de laisser diffuser les fluides dans le matériau 

mais pas les éléments cellulaires et vasculaires (dont les diamètres dépassent les 10µm). Près 
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d’un tiers de la porosité totale (29,91 %) est en revanche représentée par des pores de 

diamètre compris entre 5 et 100 µm susceptibles de servir de voie d’accès aux cellules et aux 

néo-vaisseaux dans la structure du réseau de fibres. 

 

Tableau 11 : Taux de porosité et répartition de la taille des pores par rapport à la porosité totale. 

 

 Taux de porosité 

totale (%) 
360µm>>100 

µm 

100µm>>5 

µm 

5µm>>100 

nm 
100nm>>3nm 

Moyenne 83,42 2,46 29,91 65,81 1,83 

Ecart-type 4,85 0,66 3,92 3,79 0,37 

 

 

 

Figure 36 : Représentation graphique de la distribution des pores dans un échantillon de matériau séché au CO2 

supercritique. 

 

Nous avons également souhaité évaluer les modifications de porosité engendrées par un 

changement dans la vitesse de dépressurisation lors du processus de séchage. Les résultats 

confirment qu’une dépressurisation lente (selon un gradient de 0,15 bar.s
-1

) conduit à une 

réduction du diamètre des pores au sein du réseau de fibres (Figure 37). 
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Figure 37 : Représentation graphique de la distribution des pores dans les mousses sèches de lysat plaquettaire 

obtenues selon deux gradients de dépressurisation différents (1,5 bar.s
-1

en rouge ou plus lent 0,15 bar.s
-1

 en 

bleu). 

 

 

Si la distribution de la taille des pores est intéressante pour anticiper et contrôler la diffusion 

des fluides et des cellules à l’intérieur du matériau, la distribution des volumes et surfaces 

accessibles pour une taille de porosité donnée est intéressante pour déterminer les volumes et 

les surfaces disponibles pour la croissance et la prolifération cellulaire (Tableau 12). Ainsi, 

l’ensemble du réseau poreux représente 5,35 cm
3
 en volume et 94,1 m

2
 en surface par gramme 

de mousse. A titre indicatif, les volumes et surfaces disponibles correspondant aux pores de 

diamètres 1 µm et 10 µm sont aussi présentés dans le tableau 12 mais il faut tenir compte du 

fait que l’accessibilité à ces pores par les cellules dépend aussi de l’élasticité des parois qui 

autorise la pénétration des cellules dans des pores de dimensions inférieures à leur taille. Des 

observations de microscopie électronique à balayage menées sur des hydrogels de LP dans 

lesquels des cellules stromales mésenchymateuses issues de tissu adipeux humain (ASC) 
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avaient été mises en culture ont montré la capacité de ces cellules à s’inclure dans le réseau de 

fibrine malgré une porosité inférieure au diamètre de la cellule (Figure 38).  

 

Tableau 12 : Volumes et surfaces disponibles pour la croissance et la prolifération cellulaire selon le diamètre 

des pores dans les mousses sèches de lysat plaquettaire. 

 

Diamètre des pores Volume (cm
3
/g) Surface (m²/g) 

10µm 0,96 ± 0,25 0,18 ± 0,04 

1µm 4,52 ± 0,28 5,66 ± 0,32 

Total (360µm-3nm) 5,35 ± 0,31 94,1 ± 14,5 

 

 

 
Figure 38 : Observation d’un hydrogel de lysat plaquettaire (à gauche) support de culture de cellules stromales 

mésenchymateuses issues de tissu adipeux (à droite) au microscope électronique à balayage environnemental 

après cryofixation. 

 

 

La porosité de nos mousses sèches de LP ainsi que les surfaces disponibles pour la 

prolifération des CSM mises en culture sur le matériau ouvrent la voie à l’utilisation de 

la mousse en support d’expansion cellulaire dans le cadre de la thérapie cellulaire. Ce 

point sera discuté dans la Cinquième partie.  
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2. Humidité résiduelle 

 

Taux d’humidité 

Le procédé de séchage au CO2 supercritique permet d’éliminer la phase liquide du gel 

(représentée par l’acétone), ce qui correspond à plus de 95 % du poids des matériaux (97,9 ± 1 

%, n=20).  

La qualité du séchage est semblable à celle d’une dessiccation à l’air. Les échantillons séchés 

au CO2 supercritique présentent un taux d’humidité résiduel moyen de 4,11 ± 0,62 % qui ne 

diffère pas du taux d’humidité résiduel obtenu sur les échantillons contrôles conçus par 

séchage à l’air (4,24 ± 1,62 % (p=0,78)).  

 

Les différences entre les deux méthodes de séchage concernent le volume et la porosité des 

échantillons. Les mesures réalisées au porosimètre à mercure sur les échantillons séchés à 

l’air et les échantillons séchés par CO2 supercritique ont permis de montrer que le séchage par 

évaporation a mené à l’obtention d’un matériau de volume 8,25 fois inférieur à celui séché par 

CO2 supercritique (Tableau 13). 

 

Tableau 13 : Volume apparent déterminé sur 6 échantillons à l’aide du porosimètre à mercure sous vide (0,52 

psi). 

 

 Volume massique  (cm
3
/g) 

Gel séché à l’air (séchage par évaporation) 0,77 

Gel séché en atmosphère CO2 supercritique 6,35 

 

 

Cela est dû à l’apparition de fortes tensions capillaires qui rapprochent les fibres les unes des 

autres. Elles sont liées à la présence d’une interface liquide-vapeur sur le site même de 

l’évaporation (Figure 39) (ces tensions sont modélisées par l’équation de Laplace-Young [16] 

mais ne seront pas détaillés dans ce travail). Les fissurations sont liées aux flux de solvant qui 
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se créent dans la matrice lors de l’évaporation. Ces flux diffèrent selon les sites plus ou moins 

externes ou internes du réseau poreux, sachant qu’ils peuvent eux-mêmes être modifiés 

lorsque des tensions capillaires ont déjà commencé à apparaître. Des contraintes sont ainsi 

appliquées sur les fibres du fait des flux de solvant et des réorganisations engendrées par les 

phénomènes de tension capillaire. L’architecture initiale du réseau est condensée, les 

polymères se rapprochent les uns des autres, se rompent sous l’effet des contraintes et la 

porosité s’en trouve réduite. 

 

 

 
Figure 39 : Schématisation de la tension capillaire qui se crée à l’interface liquide vapeur. 

 

 

 

Analyse Thermogravimétrique 

Le taux d’humidité de la mousse sèche de LP déterminé par ATG est approximativement de 

4,5% (Figure 40). Cela est concordant avec les données précédentes issues des mesures à la 

balance à infrarouge.  



Troisième partie : Caractérisation des mousses sèches de LP in vitro et in vivo 

137 

 

 

Figure 40 : Courbe de dégradation thermique (en violet) de la mousse sèche de lysat plaquettaire et sa dérivée 

(en vert). 

 

 

Les résultats montrent également que la dégradation principale du matériau survient entre 200 

et 500 °C avec un pic à 294,67 °C. Cela nous permet de confirmer qu’il n’y a pas de 

dégradation majeure du réseau de fibres lors de la soumission des échantillons à une 

température de 105 °C dans la balance à infrarouges.  

 

 

3. Taux d’imprégnation hydrique 

 

Les échantillons séchés au CO2 supercritique ont atteint une capacité à se réhydrater de 

l’ordre de 1798 ± 40,2 % à 24h, c’est à dire qu’ils possèdent un potentiel très important à 

s’imbiber lorsqu’ils sont placés en milieu aqueux (Figure 41). Les témoins séchés à l’air ne 

présentent un taux de réhydratation à 24h que de 273,3 ± 30,11 % (p<0,001) du fait de leur 
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importante perte de volume, donc du collapsus des fibres et de la perte de la porosité qui en 

découlent. 
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Figure 41 : Cinétique d’hydratation d’une mousse sèche de lysat plaquettaire lors de son trempage dans 20mL 

d’eau distillée. La ligne en pointillés indique la valeur maximale de réhydratation des témoins séchés par 

évaporation (n=8). 

 

 

 

4. Résistance mécanique : essais de compression 

 

Comme attendu, les mousses sèches s’avèrent plus facilement manipulables que les hydrogels 

étant donné leurs propriétés mécaniques globales qui sont supérieures à ces derniers (Tableau 

14). En effet, les matériaux séchés présentent une résistance à la compression plus de 200 fois 

supérieure (p<0,001) et un module de compression 10 fois supérieur (p=<0,001) à ceux des 

gels. Les profils de déformation en compression du matériau indiquent une plus grande 

capacité à se déformer sous la contrainte sans se rompre par rapport aux hydrogels très 

fragiles. 
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La résistance à la compression, bien que difficile à mesurer, des mousses réhydratées par 

trempage durant 24 h dans de l’eau distillée se rapproche de celle des gels de départ. 

 

 
Tableau 14 : Résistance mécanique des mousses de lysat plaquettaire en compression par rapport aux hydrogels 

de lysat plaquettaire. Les résultats sont présentés sous la forme Moyenne ± Ecart type. La comparaison entre les 

mousses et les hydrogels a été réalisée à l’aide d’un test non paramétrique de Mann-Whitney Wilcoxon. 

 Résistance à la compression (MPa) Module de compression 

Mousses sèches (n=16) 0,15 ± 0,05 0,003 ± 0,001 

Hydrogels (n=13) 0,0007 ± 0,0002 0,0003 ± 0,0007 

Mousses réhydratées (n=6) 0,001 ± 0,0004 0,0001 ± 0,00004 
p mousses vs. gels <0,001 <0,001 

p mousses vs. réhydratées 0,004 0,0003 

p gels vs. réhydratées 0,06 0,015 

 

 

Les profils en compression des trois matériaux (mousses sèches, hydrogels et mousses 

réhydratées) sont différents. Les mousses sont plus résistantes et présentent une rigidité plus 

importante du fait de leur module de compression plus élevé que les gels et mousses 

réhydratées. Celles-ci s’avèrent être les moins rigides. 

 

 

5. CO2 supercritique et stérilisation 

 

Le procédé de séchage a démontré, sur six échantillons, sa capacité à stériliser (selon la norme 

NF EN ISO 11737-2 :2010). Cela signifie que l’utilisation de CO2 supercritique à de faibles 

pressions et de températures (90 bar et 42 °C) pourrait être considéré comme un procédé 

stérilisant et ce, sans adjonction dans l’appareil d’agents antimicrobiens et/ou antibactériens 

(tels que les dérivés oxygénés).  

Deux pools d’échantillons traités dans le cadre de notre travail ont présenté une contamination 

identifiée comme Bacilles à Gram+ du type Bacillus species et un pool a présenté une 
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contamination par Coques à Gram + en tétrade. Ces Bacilles sont des organismes non 

pathogènes particulièrement retrouvés dans les sols et utilisés dans des procédés de 

fermentation [17] et ces Coques sur la peau humaine [18], ce qui soulève l’importance des 

précautions à prendre dans la manipulation des échantillons par l’opérateur.    

Ces résultats soulignent la nécessité de manipuler les échantillons avec une grande rigueur 

pour conserver leur stérilité à la sortie du sécheur. 

 

 

6. Suivi de la dégradation en milieu aqueux 

 

Spectrométrie ultraviolet-visible (UV) 

La dégradation de la mousse sèche de lysat plaquettaire est suivie grâce à la libération de 

protéines dans la solution de trempage au cours du temps. La cinétique de dégradation 

présentée sur la figure 42 met en évidence une dégradation plus lente pour la mousse 

comparée à celle obtenue pour le gel. Ainsi, au 5
ème

 jour, le gel présente un taux de 

dégradation 10 fois supérieur à celui observé pour la mousse.  
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Figure 42 : Suivi de la dégradation d’une mousse sèche et d’un hydrogel de lysat plaquettaire au cours du temps 

par dosage de l’intensité du pic d’absorbance à 280 nm (longueur d’ondes caractéristique de protéines du lysat 

plaquettaire) au spectromètre UV. 

 

 

7. Propriétés biologiques : bioactivité et biocompatibilité 

 

Cinétique de libération des facteurs de croissance en milieu aqueux 

Les études de libération menées sur le gel polymérisé et les mousses sèches de lysat 

permettent de mettre en évidence l’impact de la forme galénique sur les profils de libération 

du VEGF (Figure 43). Le VEGF sert ici de marqueur de libération des facteurs de croissance. 

Ainsi, quelle que soit la forme galénique, aucun temps de latence n’est enregistré et la 

libération du VEGF débute immédiatement après la mise en contact du matériau avec le 

milieu aqueux. En revanche, les vitesses de libération et donc la durée d’activité thérapeutique 

dépendent considérablement de la forme galénique du matériau. En effet, les vitesses de 

libération peuvent être classées de manière décroissance de la manière suivante : 

Vlysat liquide > Vhydrogel de lysat > Vmousse de lysat 
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Afin de comparer les profils de libération, les valeurs des temps nécessaires pour libérer 50%, 

75% et 100% du VEGF contenu dans les matériaux sont présentées dans le tableau 15. 

Ces valeurs mettent en évidence des différences significatives puisque : 

- le lysat liquide libère quasi-instantanément la totalité du VEGF qu’il contient (et c’est 

d’ailleurs la raison pour laquelle son efficacité en clinique est limitée et mérite d’être 

améliorée) ; 

- l’hydrogel libère dès les trois premières heures 50% du VEGF et la quasi-totalité est 

libérée au bout de 3 jours ; 

- la mousse de lysat met 24 heures à libérer la moitié du VEGF qu’elle contient et une 

libération prolongée est observée au-delà du 14
ème

 jour.  

Ces résultats démontrent la capacité des hydrogels à obtenir une action rapide mais fugace 

liée à l’épuisement rapide de la structure gélifiée en facteurs de croissance au cours du temps 

en comparaison avec les mousses sèches qui sont capables d’obtenir une action rapide dès les 

premiers instants de leur utilisation puis une action prolongée liée à leur capacité à libérer 

lentement les facteurs de croissance au cours du temps.  

Un dosage comparatif du contenu en VEGF dans une mousse sèche (362,67pg/mL) et dans le 

lot de LP ayant servi à la constituer (358,43 ± 69,59pg/mL, dosage en duplicat) montre que la 

totalité du VEGF est libérée au cours du temps. 
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Figure 43 : Cinétique de libération du VEGF dans le milieu au cours du temps par des mousses sèches (en vert, 

n=8), des hydrogels de lysat plaquettaire (en bleu, n=4) et du lysat plaquettaire liquide en guise de contrôle (en 

orange, n=2).   

 

 

Tableau 15 : Temps de libération du VEGF déterminés à partir des courbes pour les mousses sèches, les 

hydrogels de lysat plaquettaire et le lysat liquide. T50% indique le temps de libération de 50% de la quantité 

maximale. 

 
Lysat plaquettaire 

liquide 

Hydrogels de lysat 

plaquettaire 

Mousses sèches de 

LP 

T50% 
Libération  

quasi-immédiate 

3h 24h 

T75% 12h 2,5 jours 

T100% 4 jours 20 jours 

 

 

Biocompatibilité du matériau 

Les mousses de lysat plaquettaire sont compatibles avec la prolifération des BM-CSM comme 

en témoignent les marquages LIVE&DEAD (Figure 44). Les cellules ont proliféré sur les 

mousses, démontrant leur capacité à servir de matrice extracellulaire tridimensionnelle 

favorable à l’expansion cellulaire. Les observations en microscopie confocale montrent la 
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forte présence de cellules dans le réseau de fibres (cellules marquées en vert) et la très faible 

proportion de cellules mortes (cellules marquées en rouge). 

 

 

 
Figure 44 : Observations en microscopie optique avec marquage LIVE&DEAD de BM-CSM mises en culture 

sur les mousses de lysat plaquettaire en plaques de 24 puits. Les temps d’observation correspondent de haut en 

bas aux jours 3, 7 et 17.    

 

 

 

500 µm 

500 µm 

500 µm 
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Une quantification de la prolifération cellulaire par ALAMAR BLUE devait être entreprise 

par le laboratoire ayant réalisé les premières cultures de BM-CSM mais les expérimentations 

n’ont pas pu être réalisées en raison de l’épidémie de Covid-19 et ne peuvent donc pas être 

présentées ici. 

En parallèle, de la même façon, des expérimentations prévues sur cellules endothéliales n’ont 

pas pu être réalisées. L’objectif était d’ensemencer, sur des plaques différentes de celles des 

cultures de BM-CSM, 200 000 cellules endothéliales dérivées de cordons ombilicaux humains 

(HUVEC). Leur adhésion aux mousses sur la première nuit devait se faire en présence de 

600µL d’un milieu spécifique aux cellules endothéliales (Vascular cell basal medium) enrichi 

en VEGF (Endothelial cell growth kit-VEGF). Selon le même mode opératoire que pour les 

BM-CSM, 1mL de milieu devait être rajouté une fois l’adhésion terminée puis la culture était 

censée se poursuivre sur 21 jours avec changement des milieux tous les 3 jours. Des plaques 

sans mousses avaient été prévues en guise de contrôle. La viabilité et la prolifération des 

cellules auraient été observées comme pour les cellules stromales mésenchymateuses en 

microscopie à l’aide de tests LIVE&DEAD et  quantifiés par ALAMAR BLUE. 

 

 

Implantations in vivo 

Les analyses histologiques montrent la réussite de l’implantation sous-cutanée des greffons 

chez la souris, avec absence de réaction immunitaire disproportionnée (Figures 45 à 47). A 15 

jours, un important niveau d’inflammation est encore retrouvé autour des biomatériaux, quel 

que soit le type d’échantillon observé. Le biomatériau séché par CO2 supercritique apparaît 

davantage colonisé par les cellules (Figure 45) que celui séché par évaporation sous hotte à 

flux laminaire (Figure 47). La coloration à l’hémalun-éosine permet de mettre en évidence la 

présence de néo-vaisseaux dans les deux structures (Figure 46). 
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Les animaux greffés n’avaient pas montré de signes cliniques indiquant une souffrance suite à 

l’implantation. 

 

 

 

Figure 45 : Coupes histologiques colorées au Trichrome de Masson des mousses sèches de lysat plaquettaire 

implantées en sous-cutané chez la souris (temps = 15 jours). () indique la surface externe de la peau, (#) le 

fascia musculaire sous-cutané, (*) la coque fibreuse formée autour du greffon, (¤) les inclusions résiduelles de 

biomatériau et (>) les cellules de l’inflammation.    
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Figure 46 : Coupes histologiques colorées à l’hémalun-éosine des mousses sèches de lysat plaquettaire 

implantées en sous-cutané chez la souris (temps = 15 jours). Les flèches indiquent les nombreux globules rouges 

extravasés et les néo-vaisseaux.    

 

 

Figure 47 : Coupes histologiques colorées au Trichrome de Masson des biomatériaux laissés à sécher sous hotte 

à flux laminaire et implantées en sous-cutané chez la souris (temps = 15 jours). () indique la surface externe de 

la peau, (#) le fascia musculaire sous-cutané, (*) la coque fibreuse formée autour du greffon, (¤) les inclusions 
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résiduelles de biomatériau et (>) les cellules de l’inflammation. Les cellules ont moins colonisé le matériau dont 

le volume et la porosité étaient réduits du fait de son mode de séchage.    

 

In vivo, le modèle murin nous a donc permis de valider la biocompatibilité des mousses de 

lysat plaquettaire, malgré l’origine humaine des lysats utilisés. Les souris nude utilisées, 

dépourvues de système immunitaire efficace, présentent une réponse normale aux antigènes 

indépendants des lymphocytes T [19] mais seulement un vestige de thymus incapable de 

produire des lymphocytes T matures. Le bon comportement de ces animaux confirme la 

compatibilité du biomatériau avec la survie animale, d’autant que le degré d’inflammation 

relevé d’après les analyses histologiques ne diffère pas de celui retrouvé chez des souris 

témoins greffées en parallèle (données internes au laboratoire StromaLAB) et qu’une 

néovascularisation est visible à 15 jours sur les sites d’implantation.  

 

Ces résultats servent de préalable indispensable à la conduite de nouvelles implantations. Tout 

d’abord de nouvelles greffes sous-cutanées sur des temps différents pourront aider à 

développer la séquence de dégradation du biomatériau par l’organisme au cours du temps.  

Ensuite, le choix de modèles de cicatrisation permettra d’étayer la bioactivité de la mousse 

sèche de lysat plaquettaire riche en facteurs de croissance. La cicatrisation des plaies 

chroniques au niveau cutané est un modèle largement développé chez l’animal et constitue un 

champ d’application des lysats plaquettaires comme nous l’avons développé dans la Première 

Partie. Cela en fait un modèle valable pour étudier l’influence de l’utilisation du biomatériau 

sur les tissus mous. En ce qui concerne les tissus durs, le modèle de défaut de la calvaria chez 

le rat est particulièrement indiqué pour observer la capacité du biomatériau à favoriser la 

régénération osseuse [20]. Il pourrait être envisagé après la modification de la structure du 

matériau pour le rapprocher de la structure du tissu osseux naturel (incorporation de 

phosphates de calcium…). Cette fonctionnalisation du biomatériau sera présentée dans la 

Quatrième Partie. 
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III. Discussion 

 

Les résultats obtenus démontrent que l’architecture des fibres de fibrine est conservée ainsi 

que leur agencement tridimensionnel après séchage au CO2 supercritique. Cela laisse à penser 

que le trempage en acétone avant les étapes de séchage à proprement parler a permis de 

substituer complètement la phase aqueuse des hydrogels, puis que le dioxyde de carbone a pu 

occuper l’ensemble des espaces du matériau initialement remplis par l’acétone. Une telle 

pénétration du CO2 au cœur de la structure est prometteuse pour envisager, notamment via 

l’étape de dépressurisation, des modifications de la porosité du matériau final [21]. Le taux de 

porosité est en effet également reproductible entre les échantillons et s’avère supérieur pour 

les mousses séchées au CO2 supercritique par rapport à celles séchées à l’air. La dessiccation 

entraîne une perte de volume du biomatériau par tassement des fibres, ce qui explique ces 

différences de porosité [22]. Les modifications que nous pourrons apporter au taux de porosité 

devront être pensées en évaluant le ratio avantages/inconvénients : 

- Augmenter le diamètre des pores du biomatériau serait un bon moyen d’améliorer sa 

colonisation par les cellules et les vaisseaux sanguins ;  

- Cependant cela affecte les propriétés mécaniques de l’ensemble [23] et une telle 

modification doit être entreprise avec beaucoup de précautions sur des réseaux de 

fibres, tels que celui de fibrine, qui s’avèrent relativement fragiles. En effet, même si 

les propriétés mécaniques des mousses obtenues s’avèrent bien supérieures à celles 

des hydrogels de départ, elles ne seraient pour autant pas comparables à celles de 

substituts osseux du type céramiques biphasiques de phosphate de calcium 

(Hydroxyapatite/β-TCP).  
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En l’état actuel, les mousses de lysat plaquettaire présentent l’avantage de conserver leur 

contenu protéique après passage dans les différentes solutions de solvant puis contact avec le 

dioxyde de carbone. Deux phénomènes permettraient d’expliquer le maintien de ces protéines 

dans le matériau malgré les étapes de trempage :  

- D’une part, les facteurs de croissance étant des protéines au même titre que la fibrine, 

des liaisons pourraient s’établir entre ces différents éléments. Les fibres d’un réseau de 

fibrine s’assemblent en effet grâce à des liaisons covalentes entre les monomères de 

fibrine [24] et l’ensemble du réseau est stabilisé par la formation de liaisons là aussi 

covalentes entre des éléments Glutamine et Lysine particuliers [25]. Ces réactions sont 

régies par une transglutaminase plus connue sous le nom de Facteur XIII [24,25]. Ce 

phénomène de liaison entre les fibres et les autres protéines contenues dans le lysat 

plaquettaire a été décrit par Fortunato et al. comme un « coating » des protéines le 

long des fibres de fibrine, protéines qui sont ensuite libérées dans l’environnement au 

cours du temps  [26].  

- D’autre part, la mise au contact du gel imprégné d’acétone avec le CO2 peut accentuer 

les phénomènes de collapsus des facteurs de croissance dans le réseau de fibres de 

fibrine. Ce phénomène est confirmé dans notre cas par l’analogie entre les 

observations de microscopie électronique publiées par Fortunato et al. sur les 

hydrogels de LP [26] et celles que nous avons obtenues sur nos mousses après 

séchage. Elles montrent des fibres épaisses et globuleuses après polymérisation du 

lysat plaquettaire du fait de la présence des protéines sur les fibres (Figure 48). Diaz-

Gomez et al. ont également déjà évoqué la possibilité pour des protéines d’interagir 

avec les fibres lors du passage en atmosphère supercritique [27]. Une hypothèse 

pourrait être soulevée sur le potentiel de ces protéines à créer des liaisons 

supplémentaires avec le réseau matriciel lors du processus de séchage.  
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Figure 48 : Observations en Microscopie Electronique à Balayage des réseaux de fibrine et du « coating » de 

protéines sur les fibres. L’image du haut a été reproduite de [26] et correspond à un gel de lysat plaquettaire 

après polymérisation. Les deux images du bas correspondent à nos mousses sèches de LP (deux échantillons 

différents).     

 

 

Quoi qu’il en soit la comparaison de la dégradation du réseau au cours du temps avec le profil 

de relargage du VEGF illustre bien que les premières protéines sont libérées lorsque le 

matériau, dépourvu de récipient, est placé dans un milieu aqueux et que ce phénomène de 

détachement des facteurs de croissance des fibres s’accentue lorsque le matériau est 

complètement réhydraté. Les mousses de lysat plaquettaire mettent en effet 24 heures à 

s’hydrater en milieu aqueux puis leur désagrégation commence. Les quantités de VEGF 

dosées à l’issue de la dégradation du matériau et à l’issue de la dégradation des hydrogels 

5 µm 5 µm 
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contrôles sont en outre similaires, ce qui confirme l’absence de perte de matériel protéique au 

cours des étapes de production du biomatériau.  

 

Ces données permettent de conclure que la mousse sèche de lysat plaquettaire libère des 

facteurs de croissance de façon prolongée dans le temps en comparaison avec les autres 

formes galéniques du lysat plaquettaire. Cela constitue un argument clé pour une future 

utilisation en thérapeutique humaine parce que le dispositif pourra agir durant plusieurs 

semaines pour favoriser les mécanismes de cicatrisation. Comme il ne sera pas uniquement 

actif sur ses premières heures d’application, il pourra s’avérer inutile de renouveler son 

application contrairement au lysat liquide par exemple.  

 

La présence des protéines dans le matériau ayant été confirmée, se posait la question de leur 

activité. En effet, si tant est que leur présence soit validée d’un point de vue structural, deux 

éléments pouvaient créer un doute quant à leur potentiel à rester actives :  

- leur conformation d’une part qui aurait pu être modifiée lors des multiples étapes du 

procédé de fabrication, avec pour effet de rendre les protéines incapables de se lier à 

leurs récepteurs sur les cellules cibles et donc de les rendre inactives,  

- et l’origine du LP d’autre part. En effet, le lysat obtenu auprès de sociétés comme 

Macopharma en France (utilisé ici) ou PL Bioscience en Allemagne est généré à partir 

de prélèvements sanguins dont la date limite de consommation a expiré. Cependant 

des études ont déjà montré que ce paramètre ne semblait pas avoir d’influence ne 

serait-ce que sur la capacité de ces LP à promouvoir la prolifération de CSM en 

culture [28,29].  

Dans la littérature, la bioactivité de facteurs de croissance après incubation dans un sécheur à 

CO2 supercritique a déjà été confirmée grâce à la culture de cellules stromales 
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mésenchymateuses sur des matrices de poly(-ε-)caprolactone enrichies en facteurs de 

croissance et séchées dans une atmosphère CO2 supercritique similaire à celle appliquée ici 

(37°C, 100bars, 30 minutes) [27].  

L’activité des facteurs de croissance dans notre biomatériau pourra être étudiée lors de la 

réalisation des cultures de cellules endothéliales dont nous avons déjà précisé le protocole 

plus haut. En cas de prolifération de ces cellules et de stimulation de leur activité de 

néoangiogenèse, le VEGF pourra être considéré comme toujours actif, susceptible 

d’engendrer une réponse cellulaire. .  

Ex vivo, la réalisation de western blots spécifiquement orientés vers le récepteur tyrosine 

kinase VEGF-R1 [30,31] par exemple permettrait de confirmer la correcte liaison entre le 

facteur de croissance et son récepteur. Cependant l’absence d’éléments cellulaires dans cette 

technique limiterait l’observation des cascades de signalisation de ce récepteur et donc l’effet 

réel de la liaison du VEGF. 

 

D’un point de vue mécanique, Liu et al. ainsi que Brown et al. ont démontré que les gels à 

base de fibrine constituaient des gels parmi les plus résistants et déformables puisqu’ils 

seraient susceptibles de résister à des mises en tension de plus de 300% [32,33]. Leur 

résistance à la rupture augmenterait d’ailleurs avec la concentration en fibrine dans leur 

composition [34]. Nos résultats montrent que la résistance initiale des hydrogels est améliorée 

dans les mousses que nous avons produites. Une augmentation de l’élasticité du réseau de 

fibres par l’adjonction d’éléments dans sa structure pourra encore être envisagée. Il existe 

plusieurs protéines naturelles qui pourraient aider à l’amélioration de cette élasticité, comme 

l’élastine ou le collagène, qui constituent une fois polymérisées de véritables réseaux 

élastiques. Dans le corps humain, ce sont en effet essentiellement les fibres de collagène, 

largement développées dans les tissus mous comme dans les tissus durs [35], qui confèrent 
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une certaine élasticité à la matrice extracellulaire [36]. Leur association à la fibrine contenue 

dans les mousses pourrait ainsi résoudre le manque d’élasticité du biomatériau. 

En 2018, Mendes et al. ont montré que l’incorporation de cellulose nanocristalline (CNC) à 

une matrice de fibrine jouait également un rôle dans la cohésion du réseau. En effet, la CNC 

est modifiée par adjonction de groupes aldéhydes en surface selon une réaction d’oxydation 

aux ions periodates et ces groupements servent à créer des liaisons covalentes entre la 

cellulose nanocristalline d’une part et les protéines du lysat plaquettaire d’autre part [37]. 

L’ensemble CNC modifiée + lysat plaquettaire constitue un hydrogel lorsque la 

polymérisation des fibres de fibrine provenant du lysat est enclenchée avec de la thrombine et 

du calcium. Ce procédé de gélification est même adaptable à une forme d’impression 3D par 

dépôt de couches successives du mélange à gélifier grâce à des seringues auto-mélangeuses 

[38]. 

D’autres procédés de mise en forme adaptés au traitement des polymères pourraient 

également être employés pour concevoir ces réseaux mixtes. C’est le cas notamment de 

l’électrofilage (ou « electrospinning » en anglais) qui consiste à construire un réseau de 

polymères, initialement contenus dans une solution, grâce à un courant électrique [39]. Ce 

procédé a récemment été appliqué à des polymères de fibroïne extraits de cocons de 

lépidoptères asiatiques (le Bombyx mori) pour former une matrice imprégnée par la suite de 

lysat plaquettaire [40], et également à des polysaccharides de pullulane mêlés à des polymères 

d’alginate de sodium là encore imprégnés de LP une fois le réseau fibreux constitué [41] 

C’est également le cas de la fonctionnalisation par réaction à l’anhydride méthacrylique. Au 

contact des protéines du lysat plaquettaire, ce composé réagit avec les extrémités OH et NH2 

pour conduire à la formation de groupements méthacrylates et méthacrylamides, rendant la 

solution photopolymérisable. Les propriétés mécaniques de la matrice obtenue sont 

améliorées grâce à ce procédé [42]. 
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Pour conclure, la conception du nouveau matériau ouvre de nombreuses perspectives en 

vue de ses utilisations biomédicales (nous les détaillerons dans la Cinquième Partie) :  

- Ses propriétés lui permettront en effet d’être implanté directement chez les 

patients pour favoriser ou ré-initier les mécanismes de cicatrisation ;  

- Dans l’attente de la validation des différentes étapes règlementaires 

indispensables à son utilisation en médecine (détaillées dans la Cinquième 

Partie), la structure du biomatériau pourra être rendue disponible pour une 

utilisation in vitro par les laboratoires de recherche afin de servir de matrice de 

culture pour de multiples lignées cellulaires. 
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Il apparaît au vu des résultats présentés précédemment que le lysat plaquettaire, sous forme de 

gel [1,2] comme de mousse sèche, forme un réseau de fibrine tridimensionnel mimant une 

matrice extracellulaire dans laquelle les cellules trouvent un environnement favorable à leur 

survie et leur développement.  

Dans l’objectif d’une implantation chez l’Homme, Mano et al. décrivent ce type de réseaux 

de fibres formés à partir de lysat plaquettaire comme des matrices temporaires naturellement 

destinées à être remplacées par une véritable matrice extracellulaire [3]. En effet, la 

biocompatibilité du lysat plaquettaire, la capacité du réseau de fibrine à être colonisé par les 

cellules et son potentiel de dégradation sont autant d’arguments qui permettent d’anticiper sa 

résorption une fois implanté dans un organisme vivant. Les facteurs de croissance contenus 

naturellement dans le LP permettront de stimuler les mécanismes cellulaires et tissulaires de 

l’hôte en vue de permettre la cicatrisation du site greffé. Cependant, les chirurgiens ont besoin 

de matrices dédiées à la régénération de tissus spécifiques. Dans cet objectif, il est possible 

d’envisager de fonctionnaliser les mousses sèches de LP et d’apporter des éléments 

complémentaires susceptibles de favoriser la réparation de certains tissus et d’éventuellement 

modifier leurs propriétés mécaniques de manière à adapter les propriétés mécaniques au tissu 

hôte. C’est ce que nous proposons de faire dans le présent chapitre.  

 

 

I. Enrichissement de la structure en éléments actifs 

 

1. Précipitation de cristaux de phosphate de calcium 

 

En se basant sur le principe du biomimétisme, c’est-à-dire la « démarche […] qui consiste à 

transférer et à adapter à l’espèce humaine les solutions déjà élaborées par la nature » [4], nous 

avons souhaité introduire dans le réseau fibreux des nanocristaux de phosphates de calcium 
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analogues au minéral osseux. L’objectif était de fonctionnaliser les mousses fibreuses 

similaires à la matrice extracellulaire avec des nanocristaux similaires à la matrice minérale 

osseuse de manière à optimiser leur utilisation pour la régénération osseuse. 

 

 

a. Précipitation par trempage dans une solution de Na2HPO4 

 

Du fait de la composition des gels contenant des ions Ca
2+

, nous avons dans un premier temps 

voulu induire la précipitation des nanocristaux en faisant réagir les ions Ca
2+

 libres (ceux qui 

n’ont pas réagi avec les facteurs de la coagulation présents dans le lysat plaquettaire pour 

induire la formation du réseau de fibrine) avec des ions phosphates contenus dans une 

solution de trempage à base de Na2HPO4. La diffusion de la solution de phosphate à 

l’intérieur du réseau de fibrine gélifié devrait induire une réaction entre les ions PO4
3-

 et 

HPO4
2-

 de la solution de trempage et les ions Ca
2+

 libres du gel [5,6]. Pour assurer une 

réaction totale des ions Ca
2+

, la concentration de la solution de Na2HPO4 est choisie en excès.  

Après polymérisation des gels, 8 mL de gel sont placés dans 250 mL d’une solution à 1,02 

mmol.L
-1

 de Na2HPO4 durant 24 heures et à température ambiante.  

 

Les étapes suivantes du procédé de fabrication des mousses n’ont pas été modifiées après les 

24 heures passées dans la solution de Na2HPO4. De façon succincte, les échantillons ont 

ensuite été trempés 48h dans l’acétone avant d’être placés dans l’enceinte du sécheur à CO2 

pour y être incubés en présence de dioxyde de carbone liquide dans un premier temps puis 

supercritique à la fin du procédé.  

Une fois le séchage terminé, les échantillons ont été analysés par le même procédé d’analyse 

dispersive en énergie que celui décrit dans la Troisième Partie. Les résultats obtenus sur trois 
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échantillons différents montrent l’absence d’incorporation de phosphate dans le réseau de 

fibres (Figure 49). L’observation concomitante du réseau de fibres en microscopie 

électronique à balayage sans métallisation montre la présence exclusive de cristaux de NaCl 

(Figure 50). 

 

 

Figure 49 : Analyse dispersive en énergie réalisée sur une mousse sèche de lysat plaquettaire dont l’hydrogel 

initial avait été trempé dans une solution riche en Na2HPO4. L’appareil (Bruker X Flash 613) n’a pas mis en 

évidence la présence d’ions phosphate dans les matériaux. 
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Figure 50 : Observations au microscope électronique à balayage sans métallisation d’une mousse sèche de lysat 

plaquettaire dont l’hydrogel avait été trempé au préalable dans une solution de Na2HPO4 (grossissements x2000 

(en haut) et x5000 (en bas)). Les cristaux visibles sur les acquisitions sont des cristaux de NaCl. 

 

 

L’absence de cristaux de phosphate de calcium à la surface ou au sein de la structure poreuse 

du gel après trempage de ce dernier dans la solution de Na2HPO4 pourrait être expliquée par 

le fait que les ions Ca
2+

 susceptibles de réagir avec les ions HPO4
2-

 et/ou PO4
3-

 de la solution 

de trempage ne sont plus disponibles car ils sont mobilisés par les facteurs de coagulation du 

lysat plaquettaire pour induire la polymérisation de ce dernier. 
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b. Précipitation par incorporation directe de Na2HPO4 

 
Protocole de la précipitation des cristaux 

La précipitation par trempage n’ayant pas donné de résultats satisfaisants, nous avons dans un 

second temps décidé d’incorporer le phosphate disodique parmi les constituants du gel initial 

avant sa polymérisation, de manière à induire la précipitation instantanée de phosphate de 

calcium au cœur du réseau de fibres en formation et avec les ions Ca
2+

 encore disponibles. La 

quantité d’ions phosphates introduits dans la composition du gel est choisie en excès par 

rapport à la quantité qui correspondrait à la précipitation d’hydroxyapatite (Ca/P=1,667) de 

manière à favoriser la réaction de la totalité des ions calcium. Ainsi la quantité de Na2HPO4 

introduit dans le gel est choisie de manière à respecter un rapport Ca/P=1,16 correspondant à 

1,1 mg de Na2HPO4 par mg de CaCl2 (soit 0,86 mol de Na2HPO4 par mol de CaCl2). 

Sachant qu’un mL de gel contient 2,5.10
-8

 g de Cacl2, 2,75 10
-8

 g de Na2HPO4 par mL de gel 

sont ajoutés sous forme de poudre dans la composition initiale et énergiquement mélangés de 

manière à dissoudre le plus rapidement possible la poudre dans le milieu encore liquide. 

Les hydrogels n’ayant pas polymérisé après 4h, ils ont été laissés à température ambiante et 

nous avons observé une polymérisation à 12h après leur constitution. Le retard de 

polymérisation observé par rapport au temps obtenu avec le gel de référence (sans Na2HPO4) 

s’explique par : 

- La moindre disponibilité du calcium pour initier et amplifier le processus de 

polymérisation ; 

- Et la mise en jeu d’autres mécanismes moins rapides impliquant par exemple les 

pyrophosphates (espèces anioniques constituées de résidus orthophosphates) retrouvés 

dans les granules plaquettaires. Ces derniers jouent notamment un rôle dans 

l’activation des facteurs XIII et V de la coagulation [7]. 



Quatrième partie : Fonctionnalisation des mousses de LP par incorporation d’éléments actifs 

166 

 

Une fois la polymérisation terminée, le protocole appliqué pour aboutir au séchage du 

matériau au CO2 supercritique reste inchangé. Les mêmes analyses que celles précédemment 

décrites pour les échantillons trempés dans la solution de Na2HPO4 ont été réalisées (EDX et 

observation concomitante au microscope électronique à balayage sans métallisation). Les 

résultats mettent en évidence la réussite de la réaction de précipitation avec l’apparition claire 

d’une bande correspondant à la présence de groupements phosphates sur le spectre EDX 

(Figure 51) et l’apparition de nouveaux cristaux de morphologie irrégulière observés au MEB 

(Figure 52). De plus, le réseau fibreux semble non affecté par l’introduction de Na2HPO4 dans 

la composition du gel. 

 

 
Figure 51 : Analyse dispersive en énergie orientée sur les nouveaux cristaux observés au microscope 

électronique à balayage sur les échantillons dans lesquels de la poudre de Na2HPO4 avait été incorporée. Les 

bandes du phosphate et du calcium apparaissent clairement. 
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Figure 52 : Observations au microscope électronique à balayage sans métallisation d’une mousse sèche de lysat 

plaquettaire dans laquelle une poudre de Na2HPO4 avait été incorporée dans la composition du gel avant 

polymérisation (grossissements x2000 (en haut) et x2500 (en bas)). De nouveaux cristaux à morphologie plus 

irrégulière et correspondant à des cristaux de phosphate de calcium sont visibles. 

 

 

Influence sur la porosité des mousses 

Les analyses de porosité réalisées sur les mousses qui contiennent  des cristaux de phosphate 

de calcium ne révèlent pas de modification significative du taux de porosité. En effet, les 

mousses composites chargées de phosphate de calcium présentent une porosité de 85,01% 

contre une porosité de 83,42 ± 4,85% pour les mousses de référence. En revanche, la 

répartition de la taille des pores semble être légèrement modifiée par la présence des cristaux 

minéraux (Figure 53). Ainsi, on observe une très légère augmentation de la taille des pores 

notamment de la porosité située à 10 µm de la mousse de référence qui passe à 14 µm pour la 
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mousse composite. De plus, on observe une diminution du nombre de pores de 2, 7 et 14 µm 

pour la mousse chargée en particules minérales comparée au nombre observé pour la mousse 

de référence. Cette diminution peut être expliquée par la précipitation des phases 

phosphocalciques à l’intérieur de ces porosités.  

 

 
Figure 53 : Diagramme de distribution de la taille des pores contenus dans les mousses de référence (ne 

contenant pas de Na2HPO4) (en bleu) vs. les mousse contenant du Na2HPO4 (en orange). 

 

 

 

Influence sur les propriétés mécaniques 

Les nanocristaux minéraux ont été introduits dans la phase organique de la mousse de manière 

à favoriser l’ostéointégration [8,9] et améliorer leurs propriétés mécaniques. 

Nous avons ainsi analysé la résistance à la compression des mousses enrichies en cristaux de 

phosphate de calcium en appliquant le même protocole que celui décrit dans la Troisième 

Partie du manuscrit. Les résultats montrent qu’il n’y a pas de différence significative 
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concernant la résistance à la compression des mousses de lysat plaquettaire (0,15 ± 0,06MPa) 

par rapport à celles enrichies en phosphate (0,15 ± 0,06 ; p=0,9) (Figure 54), mais leur module 

de compression est légèrement augmenté en présence de nanocristaux (p=0,003, n=5). 
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Figure 54 : Evaluation des propriétés mécaniques des mousses sèches de lysat plaquettaire enrichies ou non de 

phosphate. Le graphe du haut correspond à la comparaison des contraintes maximales appliquées en compression 

et celui du bas aux modules de compression des deux matériaux. 

 

 

La présence de cristaux de phosphate de calcium n’entraîne donc pas de modification réelle 

de la résistance des mousses en compression. La taille des cristaux est trop petite et leur 

nombre trop clairsemé dans le réseau de fibres pour engendrer une modification conséquente 

des propriétés mécaniques de la structure.  
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L’amélioration des propriétés mécaniques de la mousse demandera donc de trouver de 

nouvelles stratégies que nous développerons plus loin comme l’association du réseau de 

fibrine à des céramiques phosphocalciques. 

 

 

Précipitation dans les conditions Ca/P=1,16 en l’absence de NaCl 

Afin d’augmenter la quantité de nanocristaux précipités dans la structure fibreuse et 

d’éliminer la présence de cristaux « parasites » de chlorure de sodium, nous avons souhaité 

remplacer le NaCl présent dans la composition de départ du gel et dont le rôle est uniquement 

de maintenir l’osmolarité de l’hydrogel, par du CaCl2. 1 mL de gel contenant 4,43.10
-8

 moles 

de NaCl, pour maintenir les quantités de chlore constantes, 24,6 µL de solution de CaCl2 à 

10% ont été ajoutés aux 25 µL initiaux, portant le volume de cette solution à 49,6 µL par 

millilitre de gel soit 4,96.10
-8 

g ou 4,47.10
-8

 mol de CaCl2. 

5,46.10
-8

 g de Na2HPO4 sont ensuite ajoutés de manière à respecter comme précédemment le 

ratio 1,1 mg de Na2HPO4 par mg de CaCl2. 

Pour maintenir le volume de liquide constant, 261,4 µL d'eau distillée ont été ajoutées lors de 

la fabrication des gels afin de compenser la quantité d’eau perdue par l’élimination de la 

solution de NaCl (Tableau 16). 

 

Tableau 16 : Composition des hydrogels (pour 1mL de volume) constitués avec adjonction de poudres de 

Na2HPO4. 

Composition des gels contenant du  

Na2HPO4 et du NaCl 

Composition des gels contenant du  

Na2HPO4 en l’absence de NaCl 

 687 µL de Lysat Plaquettaire 

 25 µL de CaCl2 

 286 µL de NaCl, solution enrichie en 

Na2HPO4 

 2µ L d’Acide Tranexamique 

 687 µL de Lysat Plaquettaire 

 49,6 µL de CaCl2 

 261,4 µL d’eau distillée riche en 

Na2HPO4 

 2 µL d’Acide Tranexamique 
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Les hydrogels ont été laissés à température ambiante 12h pour s’assurer de la polymérisation 

puis le protocole appliqué pour aboutir au séchage du matériau au CO2 supercritique est resté 

inchangé. Les mêmes analyses que celles précédemment décrites ont été réalisées (EDX et 

observation concomitante au microscope électronique à balayage sans métallisation). Les 

résultats mettent en évidence la réussite de la précipitation de cristaux de phosphate de 

calcium (Figures 55 et 56). 

 

 

 
 

Figure 55 : Analyse dispersive en énergie orientée sur les nouveaux cristaux observés au microscope 

électronique à balayage sur les échantillons sans solution de NaCl. Les bandes du phosphate et du calcium 

apparaissent clairement. 
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Figure 56 : Observations au microscope électronique à balayage sans métallisation d’une mousse sèche de lysat 

plaquettaire constituée sans la solution de NaCl (grossissement x1500). 

 

 

Caractérisation des cristaux précipités 

Après avoir démontré la possibilité d’intégrer des nanocristaux phosphocalciques à l’intérieur 

du réseau fibreux organique, il convient de caractériser ces derniers de manière à déterminer 

quelles sont les phases minérales en présence. Pour caractériser précisément les cristaux, il 

convient de les isoler du réseau fibreux et d’en retirer une quantité suffisante pour réaliser les 

analyses FTIR et DRX. 

Malheureusement, la quantité de nanocristaux précipités dans les gels et présente dans les 

mousses est insuffisante pour réaliser la caractérisation des cristaux directement sur les 

matériaux. 

Nous avons donc décidé de caractériser les cristaux en réalisant la précipitation en l’absence 

de lysat plaquettaire et en l’absence ou en présence d’acide tranexamique de manière à 

évaluer son influence sur la précipitation. 
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Afin d’amplifier la réaction de précipitation, nous avons choisi de réaliser deux solutions 

d’eau distillée contenant chacune une des deux espèces CaCl2 et Na2HPO4. Les solutions sont 

préparées de manière à ce que 1,24 g de CaCl2 soient dissous dans 250 mL d’eau distillée 

constituant ainsi la solution A tandis que la solution B est constituée de 1,36 g de Na2HPO4 

dissous dans 500 mL d’eau distillée. 

La solution A est versée rapidement dans la solution B sous agitation puis le mélange A+B est 

maintenu sous agitation durant une dizaine de secondes pour assurer l’homogénéisation de la 

suspension obtenue au cours de la réaction de précipitation (Figure 57). La suspension est 

ensuite filtrée à l’aide de filtres à 0,45 µm sous pompe à vide puis rincée à 3 reprises avec de 

l’eau distillée et placée à sécher dans une étuve à 37 °C durant 24 heures. La phase minérale 

récupérée sera nommée dans la suite du manuscrit « Min-CaP1,16 ». 

 

La même procédure est entreprise en rajoutant 500 µL d’acide tranexamique (AT) à la 

solution de CaCl2 pour évaluer l’influence de l’AT sur la formation des cristaux. Les 

particules minérales récupérées seront nommées dans la suite du manuscrit « Min-CaP1,16-

AT ». 

 

 
 

Figure 57 : Précipitation des cristaux de phosphate de calcium en extemporané pour analyser leur composition 

et leur structure. 
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Les phases minérales recueillies sont par la suite analysées par FTIR et DRX afin d’en 

déterminer la nature.  

Les spectres FTIR représentés sur la figure 58 réalisés sur les cristaux obtenus en présence ou 

en l’absence d’acide tranexamique semblent correspondre au spectre d’une apatite mal 

cristallisée [10]. On observe en effet la présence de ses bandes apatitiques caractéristiques à 

1081 et 1030 cm
-1

 (ν3 PO4
3-

), 960 cm
-1

 (ν1 PO4
3-

), 601 et 570 cm
-1

 (ν4 PO4
3-

), 474 cm
-1

 (ν2 

PO4
3-

) ainsi que des bandes attribuables aux ions HPO4
2-

 à 1180, 1250 et 875 cm
-1

 [10]. 

Les diagrammes DRX représentés sur la figure 59 montrent un recoupement de phases 

minérales constituées d’hydroxyapatite (fiche JCPDS 09-0432) auxquels s’ajoutent une phase 

de phosphate octocalcique (OCP) (Fiche JCPDS 00-026-1056) [10]. La présence d’une petite 

raie à 11.6 ° (2) est aussi caractéristique de la présence en très faible quantité de phosphate 

dicalcique dihydraté (DCPD) (Fiche JCPDS 00-011-0293). 
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Figure 58 : Analyse FTIR des cristaux ayant précipité lors du mélange des solutions à base de CaCl2 et de 

Na2HPO4 et en présence (courbe orange) ou en l’absence (courbe bleue) d’acide tranexamique. Les courbes de 

références correspondent en haut à l’OCP [11] et en bas à une apatite mal cristallisée [10]. 

 

 
Figure 59 : Analyse DRX des cristaux ayant précipité lors du mélange des solutions à base de CaCl2 et de 

Na2HPO4 et en présence (courbe orange) ou en l’absence (courbe bleue) d’acide tranexamique. Les pics de 

référence de l’OCP sont indiqués par des cercles (PDF 00-026-1056) et ceux des apatites mal cristallisées par des 

triangles (PDF 00-0009-0432 et PDF 00-009-0077). 
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2. Création de biomatériaux composites à base de mousses sèches de lysat 

plaquettaire 

 

a. Association à des phosphates de calcium pulvérulents 

 

Dans l’objectif d’augmenter la quantité de phase minérale biomimétique à l’intérieur du gel, 

nous avons ensuite décidé d’incorporer des poudres d’hydroxyapatite directement dans la 

composition du gel avant sa polymérisation. 

La poudre introduite est une poudre d’hydroxyapatite stœchiométrique fournie par la société 

Teknimed (Toulouse, France). La poudre a été calcinée à 750°C avant d’être finement broyée 

et tamisée de manière à sélectionner les particules de diamètre compris entre 90 µm et 125 

µm correspondant ainsi d’après la définition de la Pharmacopée Européenne à une poudre dite 

« très fine ».  

Dans un premier temps, le mélange habituel des constituants a été réalisé pour obtenir 1 mL 

de gel et 0,5 g de la poudre précédemment citée a été dispersée à la surface de la solution de 

manière à ce que sa sédimentation progressive soit freinée par l’augmentation de la viscosité 

du gel durant la phase de polymérisation (Figure 60-gauche).  

Cependant, la vitesse de polymérisation du gel étant plus lente que la vitesse de sédimentation 

de la poudre, l’intégralité des particules a eu le temps de se déposer au fond du récipient avant 

que l’hydrogel ne soit constitué.  

Dans un second temps, un dispositif rotatif a été conçu et les constituants du matériau 

composite ont tous été mélangés dans un eppendorf hermétique de 1,5 mL compatible avec le 

dispositif ; l’objectif étant d’assurer une répartition homogène de la poudre dans la solution 

finale durant la durée de la prise du gel (Figure 60-droite). Toutefois les mouvements liés à la 

rotation du récipient ont entrainé la formation d’un caillot fibreux de petit volume au milieu 
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du tube sans que ni les particules de poudre, ni la phase liquide ne s’y soient spécifiquement 

liés. 

 

 
Figure 60 : Procédures mises en œuvre utilisé pour ajouter les poudres de phosphate de calcium aux hydrogels 

de lysat plaquettaire. 

 

 

 

 

b. Association à des céramiques biphasiques HA/TCP poreuses 

 

Comme nous l’avons vu précédemment, l’introduction de nanocristaux biomimétiques n’a pas 

permis d’augmenter de manière significative les propriétés mécaniques du composite et 

l’introduction directe de particules phosphocalciques n’a pas permis d’obtenir des composites 

homogènes. C’est la raison pour laquelle une alternative proposée est d’élaborer un 

biomatériau composite rigide en intégrant la mousse à l’intérieur d’un squelette minéral 

phosphocalcique. 

La combinaison d’un réseau de fibrine riche en facteurs de croissance et d’une phase minérale 

à base de phosphate de calcium constituerait un biomatériau composite bioactif capable de 

libérer de manière prolongée les facteurs de croissance naturellement contenus dans la mousse 
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de lysat plaquettaire et capable de présenter des propriétés mécaniques compatibles avec le 

tissu osseux hôte.  

Pour réaliser ce composite, nous avons choisi comme squelette minéral, des céramiques 

biphasiques constituées de 35% d’hydroxyapatite et 65% de phosphate tricalcique β. Ces 

céramiques commercialisées par la société Teknimed (Cubes Ceraform®, Teknimed, 

Toulouse, France) se présentent sous forme de cube poreux de 3mm de côté et présentent 

environ 28 ± 1% de porosité interconnectée distribuée suivant 3 tailles de pores : 190 µm, 10 

µm et 190 nm (Figure 61). 

 

 

Figure 61 : Représentation graphique de la distribution des pores dans les cubes Ceraform® de céramique 

biphasique (35%HA et 65% β-TCP). 

 

 

10 cubes de 3 mm d’arête (correspondant à une masse moyenne de 0,03 ± 0,001 g) ont été 

déposés dans le récipient en verre puis 1 mL de solution habituelle (lysat plaquettaire + 

chlorure de calcium + chlorure de sodium + acide tranexamique) préparée extemporanément 
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ont été ajoutées dans le récipient de manière à recouvrir tous les cubes. L’ensemble a ensuite 

été placé sous vide pendant 5 min pour favoriser la pénétration de la solution dans les pores 

des cubes puis laissé au repos pour permettre la polymérisation du réseau de fibrine. Les 

différentes expérimentations ont montré qu’un temps de repos de 24 heures suffisait à une 

gélification complète des gels. Suite à cela, les récipients ont été mis à tremper dans une 

solution d’acétone durant 40 heures, puis pour les 8 dernières heures de trempage, les cubes 

ont été sortis et positionnés dans les paniers métalliques selon une séquence similaire à celle 

détaillée dans la Deuxième partie. Les étapes de séchage n’ont pas été modifiées par rapport à 

celles déjà rapportées dans ce travail.  

Les observations en microscopie électronique à balayage des cubes ainsi modifiés montrent la 

présence d’un réseau fibreux à la surface et à l’intérieur des pores du cube de céramique 

biphasique (Figure 62).  

De plus, les mesures effectuées au porosimètre à mercure mettent en évidence d’une part une 

diminution de la taille des pores de la céramique due à l’introduction de la mouse de lysat 

plaquettaire dans le réseau poreux de la céramique et d’autre part l’apparition d’une porosité 

secondaire correspondant à la porosité du réseau organique fibreux (Figure 63). 

Il est intéressant de noter que les modifications observées sur la taille des pores sont d’autant 

plus importantes que la taille des pores de la céramique est importante. Ces modifications sont 

présentées dans le tableau 17. 
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Figure 62 : Observations en microscopie électronique à balayage sans métallisation des cubes de céramiques de 

phosphates de calcium biphasiques enrichis d’un réseau sec de fibrine. L’observation de gauche montre la 

surface d’un cube et les fibres qui occupent les pores du matériau minéralisé. L’observation de droite est un 

grossissement d’un des pores du cube. 

 

 

  

Figure 63 : Distribution de la taille des pores obtenue au porosimètre à mercure sur les composés de référence : 

cubes Ceraform® et mousse sèche de lysat plaquettaire, ainsi que sur les cubes dans lesquels nous avons 

introduit la mousse de lysat. 
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Tableau 17 : Modifications de la taille des pores des cubes Ceraform® et des mousses sèches de LP lors de leur 

association au sein d’un biomatériau composite.. 

Taille des pores initiale des 

composés (provenance) 

Porosité du composite 

« Céramique + mousse » 
Commentaires 

190 µm (céramique) 60 µm et 45 µm 

La diminution d’environ 70% de 

la taille des pores de la céramique 

est liée à la capacité du gel à 

pénétrer les pores de diamètre 

important 

10 µm (céramique) 9,5 µm 

La diminution de la taille des 

pores de 10 µm de diamètre n’est 

pas significative. Ce qui signifie 

que la viscosité du liquide qui 

compose le gel avant 

polymérisation ne permet pas à ce 

dernier de pénétrer dans cette 

partie du réseau poreux   

7 µm (Mousse de lysat) 7 µm 

Les dimensions du réseau poreux 

de la mousse ne semblent pas 

affectées par son positionnement 

au sein du réseau de la céramique 

3,5 µm (Mousse de lysat)  3,2 µm 
Les différences de taille de pores 

ne sont pas significatives 

1,5 µm (Mousse de lysat) 1,4 µm 
Les différences de taille de pores 

ne sont pas significatives 

190 nm (céramique) 180 nm 

Les différences de taille de pores 

ne sont pas significatives mettant 

en évidence le fait que le liquide 

ne pénètre pas dans les pores de 

cette dimension 

 

 

c. Perspective : fonctionnalisation des mousses par incorporation d’espèces 

ioniques actives 

 

Il est avéré que les tissus de l’organisme contiennent des ions, ce qui implique que les lysats 

plaquettaires en contiennent. Chen et al. ont d’ailleurs récemment dosé le contenu des LP en 

ions sodium (155,25 ± 5,06 mEq/L), chlore (68,75 ± 2,06 mEq/L), potassium (4,48 ± 0,22 

mEq/L), calcium (8,38 ± 0,21 mg/dL), phosphate (4,08 ± 0,61 mg/dL), magnésium (2 ± 0,08 

mg/dL) et fer (88,5 ± 22,78 µg/dL) [12].  

D’autres espèces ioniques dotées de propriétés biologiques pourraient être ajoutées à la 

solution de lysat plaquettaire pour être incorporées dans la future mousse sèche apportant 

ainsi d’autres propriétés biologiques intéressantes. En effet, l’utilisation récente d’ions 
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bioactifs ouvre de nouvelles perspectives dans le domaine des biomatériaux en leur 

permettant d’élargir l’arsenal thérapeutique des chirurgiens tout en évitant certains traitements 

au long court qui apparaissent souvent inefficaces pour traiter des infections locales liées à 

l’implantation. Quelques ions connus pour leur activité biologiques sont référencés dans le 

tableau 18. 

 

Tableau 18 : Espèces ioniques qui, du fait de leurs propriétés biologiques, pourraient être utilisées pour 

fonctionnaliser encore davantage les mousses sèches de lysat plaquettaire et les biomatériaux composites 

associant ces mousses à des céramiques de phosphate de calcium. 

Elément / Espèce 

ionique 

Naturellement 

présent dans 

l’organisme 

Principales propriétés d’intérêt 

Cuivre / Cu
2+ Oui 

- Favorise l’angiogenèse [13] 

- Promeut la production d’ostéoblastes [14,15] 

- Antibactérien par son action perméabilisante sur les 

membranes plasmiques bactériennes [16,17] 

- Bactériostatique par le blocage de la réplication de 

l’ADN bactérien [18,19] 

- Action particulièrement efficace contre les bactéries 

Gram positif [14] 

Magnésium / Mg
2+ Oui - Stimule la formation osseuse [20,21] 

Strontium / Sr
2+ Oui - Stimule l’activité des ostéoblastes, notamment leur 

synthèse de collagène [22,23] 

Zinc / Zn
2+ Oui - Aide à la différenciation des cellules stromales 

mésenchymateuses vers les lignées osseuses [24] 

- Limite la résorption osseuse par une inactivation des 

ostéoclastes [25] 

- Stimule l’activité des ostéoblastes [26,27] 

- Anti-inflammatoire par son action sur les radicaux 

libres [28] 

- Bactériostatique par son action inhibitrice sur la 

réplication de l’ADN bactérien [18,29] 

Argent / Ag
+ Non  - Bactériostatique par son action inhibitrice sur la 

[30,31]prolifération bactérienne  

 - Bactériostatique par son action inhibitrice sur la 

[32]réplication de l’ADN bactérien  

 - [33,34]Inhibe la formation des biofilms bactériens  

 - Antibactérien par son action perméabilisante sur la 

[35]membrane plasmique des bactéries  

 - Antibactérien par son action inhibitrice de la synthèse 

[36]d’énergie dans les bactéries  

 - Actif sur les bactéries Gram positif et Gram négatif 

[37] 

- [38] Agent antiviral 
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L’incorporation de ces éléments bioactifs dans les mousses pourront être entreprises en 

utilisant des solutions à base de chlorures (chlorure d’argent, de zinc…) par exemple. Ces 

solutions remplaceront en partie celle de CaCl2 afin de respecter le contenu en chlore des 

hydrogels. Ainsi, la concentration massique de CaCl2 étant de 10 %, celle de ZnCl2 par 

exemple devra l’être aussi. En souhaitant remplacer 10 % du chlorure de calcium (présent à 

raison de 49,6 µL par millilitre de gel d’après les calculs menés précédemment) par du 

chlorure de zinc, cela signifie qu’il faudra 4,96µL de la solution de ZnCl2 par millilitre de gel.  

Le zinc étant connu comme étant un agent favorisant les mécanismes d’hémostase [39,40], le 

temps de polymérisation des hydrogels ne devrait pas être modifié par rapport aux hydrogels 

conventionnels. 

Une fois la polymérisation terminée, le protocole appliqué pour aboutir au séchage du 

matériau au CO2 supercritique restera inchangé avec les trempages en acétone et l’incubation 

dans le sécheur à CO2 supercritique.  

 

Ce protocole d’incorporation d’espèces ioniques dans les mousses pourra également être 

entrepris en même temps que l’incorporation de nanocristaux de phosphate de calcium (tels 

que décrite précédemment avec les échantillons Min-CaP1,16 et Min-CaP1,16-AT).  

Toutefois il faut s’attendre avec certains ions à ce que les phases cristallines formées soient 

différentes de celles précédemment obtenues. LeGeros et al. ont par exemple déjà montré 

dans leurs travaux que les ions Zn
2+

 limitaient la cristallisation des apatites et des DCPD, 

aboutissant à la formation d’amorphes [41].Une analyse préliminaire, que nous avons mené 

sur des échantillons Min-PCa1,16 dans lesquels une solution de chlorure de zinc avait été 

incorporée, montre en effet des phases minérales caractéristiques de phosphates de calcium 

amorphes (Figure 64) [42]. Cela est confirmé par les analyses DRX préliminaires (Figure 65) 

qui montrent des halos de diffusion caractéristiques des phases amorphes.  
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Figure 64 : Analyse FTIR des cristaux ayant précipité lors du mélange des solutions à base de CaCl2 + ZnCl2 et 

de Na2HPO4 en présence (courbe orange) ou en l’absence (courbe violette) d’acide tranexamique. La courbe de 

référence correspond à des phosphates de calcium amorphes [43]. 

 

 

Figure 65 : Analyse DRX des cristaux ayant précipité lors du mélange des solutions à base de CaCl2 + ZnCl2 et 

de Na2HPO4 en présence (courbe orange) ou en l’absence (courbe violette) d’acide tranexamique. 
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II. Discussion 

 

Les résultats présentés dans cette partie montrent que nous pouvons modifier la structure et la 

composition des mousses sèches de lysat plaquettaire en y incorporant des nanocristaux 

phosphocalciques ou en associant le réseau de fibrine à des cubes de céramiques biphasiques 

pour créer des biomatériaux composites. Les perspectives que nous avons évoquées visant à 

ajouter des espèces ioniques actives dans les mousses nous permettent d’envisager une 

modification également de leur activité biologique. 

L’apport de ces modifications permettra donc de conférer aux mousses une composition plus 

proche de celle d’un tissu osseux naturel, de modifier sa bioactivité et d’améliorer 

éventuellement ses propriétés mécaniques. Ces dernières n’ont pas sensiblement été modifiées 

lorsque des nanocristaux de phosphate de calcium ont précipité dans le gel de lysat 

plaquettaire mais il serait malgré tout intéressant de pouvoir agir sur ce paramètre pour limiter 

l’effritement des mousses à la pression. 

 

Le fait de devoir constituer un hydrogel au début du procédé de fabrication des mousses est 

un avantage pour incorporer des nanocristaux. En effet la présence d’eau semble 

indispensable à la formation de composés apatitiques dans la mesure où elle permet les 

phénomènes de dissolution/reprécipitation à l’origine de la constitution de ces cristaux [44]. 

L’utilisation du CO2 supercritique pour sécher le réseau de fibres permet ensuite de stabiliser 

toute la structure fibreuse et cristalline obtenue pour la conserver dans le temps. Lors de leur 

réhydratation, les cristaux interagiront de nouveau avec une phase aqueuse ce qui aura pour 

effet d’entrainer la mobilité des espèces ioniques situés dans la couche non-apatitique 

hydratée à la surface de ces cristaux [44]. C’est la raison pour laquelle on dit que les 

nanocristaux phosphocalciques sont très réactifs [45].  
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Des essais in vitro de culture cellulaire et in vivo d’implantation chez l’animal semblables à 

ceux menés dans la Troisième partie de cette Thèse s’avèreront nécessaires sur toutes les 

structures nouvellement fonctionnalisées. Nous pourrons alors quantifier la valeur ajoutée de 

l’apport en zinc, cuivre, argent, etc., par rapport aux mousses de départ. Cela permettra de 

s’assurer que les modifications apportées n’ont en rien changé ni la biocompatibilité ni la 

bioactivité des matrices déjà riches en facteurs de croissance.  

Ces espèces ioniques, que nous avons proposé d’inclure dans les hydrogels de LP au moment 

de leur polymérisation, pourraient également être directement déposées à la surface des cubes 

de céramiques phosphocalciques biphasiques utilisées ensuite en association avec le gel de 

lysat plaquettaire. Ces matériaux phosphocalciques pouvant être modifiés en surface par la 

précipitation d’espèces ioniques actives [46], il s’agirait là d’une autre possibilité pour 

fonctionnaliser le réseau fibreux avec des espèces ioniques, sans modifier les proportions des 

constituants dans l’hydrogel. Le passage au CO2 supercritique de l’ensemble ne pourra 

qu’entraîner de nouvelles précipitations de phosphates de calcium [47] avec un biomimétisme 

accru vis-à-vis du tissu osseux naturel.  
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L’ensemble de ces essais et la validation des propriétés biologiques des matériaux 

constitueront des arguments de poids pour envisager une future utilisation des mousses 

chez l’Homme. Nous allons développer ses indications et le cadre règlementaire qui les 

accompagnent dans la Cinquième partie. Selon le type d’utilisation envisagée pour les 

mousses, les étapes protocolaires à respecter pour faire valider le nouveau matériau 

seront différentes. 
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La caractérisation des mousses de lysat plaquettaire a permis de mettre en évidence les 

intérêts physiques et biologiques de leur utilisation en régénération tissulaire. Cependant le 

passage des analyses en laboratoire aux premiers essais chez l’Homme nécessite au préalable 

d’éclaircir le cadre règlementaire d’utilisation de ces nouveaux biomatériaux. 

 

Note : une partie de ces travaux ont été réalisés avec l’aide précieuse de Mmes Eléonore 

ADREY, et Mégane DANTIN, stagiaires de Master 2 (Mention Procédés de Production et 

Qualité des Produits de Santé) que nous avons co-encadrées avec Mme. Sophie CAZALBOU 

en janvier 2020.  

 

 

I. Indications et futures applications de la mousse de lysat 

plaquettaire 

 

1. Comme biomatériau utilisé en régénération tissulaire 

 

Les résultats présentés dans les parties précédentes permettent de qualifier le nouveau 

matériau comme une mousse naturellement riche en protéines, facile à manipuler et 

réhydratable. Le contenu très important en facteurs de croissance, en cytokines et en autres 

protéines permet d’envisager la cicatrisation chronique de plaies des tissus mous (peau et 

muqueuses) et des tissus durs (os et cartilage) (Tableau 19). Les propriétés mécaniques des 

mousses seules peuvent être limitantes pour une implantation dans des sites anatomiques 

soumis à des contraintes mécaniques importantes, cependant les améliorations que nous avons 

décrites dans la Quatrième Partie pourront permettre de renforcer leur résistance sous 

contrainte. Par comparaison avec les données issues de la littérature, les biomatériaux produits 

ici présentent des propriétés proches de celles des autres réseaux de fibres produits par 
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séchage au CO2 supercritique [1,2], avec l’avantage biologique supplémentaire d’apporter des 

facteurs de croissance actifs dans sa structure. 

 

Tableau 19 : Indications pour l’utilisation clinique des mousses de lysat plaquettaire et tissus concernés. 

Tissus cibles Indications 

Tissu cutané 

dans son ensemble 

- Plaies chroniques associées au diabète par exemple 

- Cicatrisation des plaies chez les grands brûlés 

Os - Fracture avec retard de cicatrisation 

- Lacune osseuse (après exérèse kystique ou métastatique 

par exemple) 

Autres tissus - Structure du parodonte (os alvéolaire, cément, ligament) 

 

 

Un des défis de l’utilisation clinique de ces biomatériaux reste leur forme galénique qui devra 

être adaptée aux conditions anatomiques des sites d’implantation. La constitution des 

hydrogels est en réalité possible dans des contenants de formes diverses, ce qui permet de 

constituer plutôt des cubes de matériau, des cylindres, des patchs ronds, des patchs carrés ou 

de toute autre géométrie. Sa capacité à être fractionné permet aussi d’imaginer son utilisation 

sous forme de fragments de faible dimension voire de poudre.  

 

Faut-il envisager une utilisation autologue ou allogénique ? 

Comme nous l’avons abordé précédemment, les pools de lysats plaquettaires commercialisés 

pour les laboratoires sont constitués à partir de prélèvements sanguins périmés et 

correspondent à des pools de prélèvements de plusieurs dizaines de donneurs différents. De 

fait, ces produits ne possèdent pas d’autorisation d’utilisation en clinique, étape qu’il faudra 

surmonter si la mousse sèche doit être commercialisée et selon la règlementation que nous 

détaillerons plus bas. L’obtention des autorisations nécessaires dépendra également des 

indications retenues pour le biomatériau. 
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L’utilisation autologue, idéale pour une médecine personnalisée, pourrait permettre de 

franchir plus aisément les barrières règlementaires. Cependant la conception du lysat 

plaquettaire à partir du prélèvement chez le patient puis la mise en œuvre du procédé de 

séchage demandent des étapes de laboratoire et durent plusieurs jours. Le prélèvement sort 

donc du bloc opératoire.  

La comparaison entre le mode d’utilisation autologue et allogénique est présentée dans le 

Tableau 20. 

Le recours à la mousse de lysat plaquettaire présente, quelle que soit son origine, l’avantage 

pour les praticiens de ne plus forcément avoir à investir dans le matériel de prélèvement 

sanguin au cabinet. En effet, alors que la préparation des concentrés plaquettaires autologues 

en pratique libérale se fait au bloc opératoire, depuis la prise du sang jusqu’à la fin de la 

centrifugation, l’implantation du matériau présenté ici devra se faire de façon différente. Sa 

conception nécessite des étapes de laboratoire et le praticien pourra obtenir un produit fini 

directement plutôt que de le produire par lui-même. 

 

Tableau 20 : Avantages et inconvénients des perspectives d’utilisation autologue ou allogénique des mousses de 

lysat plaquettaire chez l’Homme. 

 Origine autologue Origine allogénique 

Avantages - Protéines du patient 

- Biocompatibilité optimale 

- Grandes quantités disponibles 

- Quantités de facteurs de 

croissance harmonisées entre 

les lots 

Inconvénients - Prélèvement important 

pour avoir suffisamment 

de LP 

- Inadapté si le patient 

présente une pathologie 

de la coagulation, 

infectieuse… 

- Traitement indispensable de 

déleucocytation 

- Cadre règlementaire peut être 

plus complexe 
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Un exemple de perspective d’application clinique : la régénération parodontale 

Les parodontites sont des pathologies orales immuno-infectieuses aux mécanismes 

étiopathogéniques complexes qui sont liées à un déséquilibre entre le facteur étiologique 

bactérien et les réponses immunitaires de l’hôte [3]. Elles conduisent à la destruction des 

tissus de soutien de la dent que sont l’os alvéolaire, le ligament desmodontal, la gencive et le 

cément. Le niveau gingival ne peut être maintenu à son point physiologique et il se produit un 

déchaussement de l’organe dentaire sur l'arcade [4]. Le traitement des parodontites consiste 

dans un premier temps à intervenir sur le facteur étiologique en désorganisant le biofilm 

bactérien et en décontaminant les surfaces dentaires. Cela permet à l’organisme et à ses 

défenses immunitaires de reprendre le dessus sur l’évolution de la pathologie [5,6]. Dans un 

second temps, selon les résultats des examens de réévaluation, un traitement chirurgical peut 

être envisagé. Son objectif est idéalement de régénérer les tissus détruits, sinon au moins de 

laisser les tissus mous cicatriser et de stabiliser la destruction tissulaire [7–9]. Car en effet la 

plupart du temps il ne se produit qu’une cicatrisation épithéliale le long de l’organe dentaire 

sous la forme d’un épithélium long de jonction, sans récupération du niveau osseux d’origine 

autour de la dent [7,10]. La régénération du parodonte est donc un challenge sur le plan 

clinique qui a donné lieu à la commercialisation de nombreux substituts osseux mais dont les 

résultats cliniques sont très variables [7,11]. La grande majorité d’entre eux sont des 

biomatériaux inertes qui, une fois implantés, servent de structures sur lesquelles les cellules de 

l’hôte peuvent proliférer [12]. Ne disposant pas de la capacité à stimuler précisément l’activité 

et la prolifération de certaines cellules, ils ne sont pas impliqués dans la gestion de la 

compétition cellulaire qui survient au niveau du défaut osseux.  

La mousse sèche de lysat plaquettaire trouverait ici une indication dans la régénération des 

tissus parodontaux car elle serait susceptible d’apporter les éléments suivants : 

- Une structure fibreuse poreuse favorable à la prolifération des cellules de l’hôte ; 
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- Un contenu riche en facteurs de croissance capables de réinitier des processus de 

cicatrisation sur le site lésé ; 

- Une capacité à se réhydrater qui lui permettrait de s’imprégner des fluides biologiques 

et d’occuper tout l’espace du défaut osseux. 

 

 

2. Comme biomatériau support de thérapie cellulaire 

 

La thérapie cellulaire est définie par l’Inserm comme la « greffe de cellules afin de restaurer 

la fonction d’un tissu ou d’un organe » [13]. Elle est essentiellement orientée vers le 

traitement de pathologies chroniques comme les brûlures, les cancers ou encore l’arthrose 

[13,14]. La majorité des cellules utilisées sont des CSM, mises en culture au préalable avant 

injection chez les patients. Il peut aussi être question d’implantation plutôt que d’injection si 

les cellules sont greffées directement avec le biomatériau sur ou dans lequel elles ont été 

mises en culture [14]. 

 

Les propriétés démontrées des mousses de lysat plaquettaire sur la prolifération de cellules 

stromales mésenchymateuses ouvrent la voie à leur utilisation comme biomatériau support de 

l’expansion de lignées cellulaires avant implantation en thérapie cellulaire chez l’Homme. A 

la différence du lysat plaquettaire seul utilisé comme adjuvant de milieu de culture cellulaire 

en plaques, le réseau de fibrine présenté dans ce travail s’organise en une structure 

tridimensionnelle dans laquelle les CSM peuvent se mouvoir, proliférer et interagir comme au 

sein d’une architecture tissulaire naturelle qui leur offre une surface de plus de 90m² par 

gramme de matériau pour se multiplier. Le recours à de telles matrices est d’ailleurs 

largement encouragé de nos jours [15]. La difficulté à surmonter en revanche pour une telle 

application des mousses de lysat plaquettaire sera d’assurer la désorganisation suffisante du 
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réseau de fibres pour récupérer les cellules à injecter ensuite, sans les avoir endommagés lors 

du procédé. Egger et al. ont publié en 2019 un protocole qui permet de déstructurer le réseau 

de fibrine à la demande en appliquant les différentes étapes suivantes :  

1. dissociation mécanique du réseau fibreux à l’aide d’une aiguille  

2. centrifugation (500g, 5min) 

3. élimination de la phase supérieure 

4. suspension du culot de cellules dans 2mL de collagénase IA à 2mg/mL 

5. incubation pendant 1 heure sous agitation horizontale à 100 tours/min 

6. nouvelle centrifugation (500g, 5min) 

7. élimination de la phase supérieure 

8. suspension des cellules dans le milieu de culture et remise en culture [16].   

 

 

3. Comme biomatériau support de culture cellulaire en laboratoire 

 

Plusieurs entreprises (MacoPharma en France, PL BioScience en Allemagne, Life Science au 

Royaume-Uni…) commercialisent des structures à base de lysat plaquettaire pour la culture 

de cellules en laboratoire. Il s’agit notamment de poudres de lysat plaquettaire lyophilisé à 

réhydrater avant utilisation (Figure 66). Les mousses sèches que nous avons développées 

constituent une nouvelle matrice susceptible de venir enrichir la liste des produits disponibles 

sur le marché d’autant qu’elles sont concevables sous plusieurs formes et plusieurs volumes.   
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Figure 66 : Produit « Platelet Matrix Research Grade® » correspond à une poudre de lysat plaquettaire 

lyophilisé commercialisée par la société Life Science au Royaume Uni. 

 

 

 

II. Cadre légal de l’utilisation clinique des mousses de lysat 

plaquettaire 

 

Le cadre règlementaire Français, et Européen d’une manière générale, est très limitant quant 

au recours aux facteurs de croissance d’origine exogène, pour des pathologies à faible 

morbidité. C’est là un des avantages du recours à des lysats plaquettaires parce que leur 

contenu en facteurs de croissance est naturel et qu’ils sont capables de les libérer dans le 

milieu de façon progressive. Ils vont pouvoir parfaitement répondre à l’impératif de 

colonisation vasculaire du greffon avec l’apport en oxygène et en nutriments que cela 

implique [17–19]. Ils pourront également agir de façon paracrine sur les cellules 

environnantes pour influencer les cellules à proximité de la greffe [20]. 
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Se pose alors la question de savoir quel cadre règlementaire s’applique à la mousse de LP afin 

de la classifier et de la déclarer dans de bonnes conditions. 

 

 

1. Les produits sanguins labiles 

 

L’Etablissement Français du Sang (EFS) définit les produits sanguins labiles (PSL) comme 

« le produit issu d’un don de sang et destiné à être transfusé à un patient ». Cela représente 

trois types de produits : les plasmas, les concentrés de globules rouges et les concentrés de 

plaquettes. Tous sont déleucocytés pour éviter de causer un rejet par le patient receveur. 

Chaque famille regroupe plusieurs sous-produits selon le traitement spécifique qui leur est 

appliqué. Tous sont destinés à une transfusion, ce qui signifie qu’un biomatériau, comme la 

mousse de lysat plaquettaire, obtenu à partir de prélèvements sanguins modifiés en laboratoire 

ne rentre plus dans la catégorie des PSL.  

 

 

2. Les dispositifs médicaux 

 

La définition des dispositifs médicaux (DM) est donnée en France dans le Code de la Santé 

Publique (CSP). Il s’agit ainsi de « tout instrument, équipement, matière, produite, à 

l’exception des produits d’origine humaine, ou tout autre article utilisé seul ou en 

association, y compris les accessoires et logiciels nécessaires au bon fonctionnement de celui-

ci, destiné par le fabricant à être utilisé chez l’homme à des fins médicales et dont l’action 

principale voulue n’est pas obtenue par des moyens pharmacologiques ou immunologiques ni 

par métabolisme, mais dont la fonction peut être assistée par de tels moyens […] » [21]. 

L’exclusion par la définition des produits d’origine humaine met un premier frein à la 
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qualification de la mousse sèche de LP comme un dispositif médical, même si à partir d’un 

produit sanguin humain des étapes de transformation en laboratoire sont nécessaires pour 

constituer le biomatériau final. Un second frein est posé par l’exclusion des produits dont 

l’action est obtenue par des moyens pharmacologiques, immunologiques ou métaboliques. 

Ces notions restent mal définies mais une réflexion sur l’action métabolique et éventuellement 

pharmacologique des facteurs de croissance contenus dans le biomatériau doit être menée. 

 

Au niveau Européen, la règlementation évolue peu à peu car il était fait mention en 2017 

d’une « législation […] lacunaire concernant certains produits fabriqués à l’aide de dérivés 

de tissus ou de cellules d’origine humaine non viables » [22]. Le DM est ainsi défini comme 

« tout instrument, appareil, équipement, logiciel, implant, réactif, matière ou autre article, 

destiné par le fabricant à être utilisé seul ou en association, chez l’homme pour l’une ou 

plusieurs des fins médicales précises suivantes : 

- diagnostic, prévention, contrôle, prédiction, pronostic, traitement ou 

atténuation d'une maladie, 

- diagnostic, contrôle, traitement, atténuation d'une blessure ou d'un handicap 

ou compensation de ceux-ci, 

- investigation, remplacement ou modification d'une structure ou fonction 

anatomique ou d'un processus ou état physiologique ou pathologique, 

- communication d'informations au  moyen  d'un  examen in  vitro  

d'échantillons provenant du  corps  humain, y compris les dons d'organes, de 

sang et de tissus, 

et dont l'action principale voulue dans ou sur le corps humain n'est pas obtenue par des 

moyens pharmacologiques ou immunologiques ni par métabolisme, mais dont la fonction peut 

être assistée par de tels moyens […] » [22]. Les éléments sont sensiblement identiques à ceux 
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du CSP, cependant les mesures exclusives sont différentes et entretiennent davantage de doute 

sur la qualification de la mousse de LP en tant que dispositif médical. La Commission 

Européenne précise par ailleurs que malgré les directives énoncées dans son rapport, chaque 

Etat membre conserve la liberté d’adapter sa législation au cas par cas.  

En revanche, une distinction est faite dans ce même rapport entre les DM et les Dispositifs 

Implantables (DI), définis comme « tout dispositif, y compris ceux qui sont absorbés en partie 

ou en totalité, destiné :  

- à être introduit intégralement dans le corps humain, ou 

- à remplacer une surface épithéliale ou la surface de l’œil, 

par une intervention clinique et à demeurer en place après l’intervention. 

Est également réputé être un dispositif implantable tout dispositif destiné à être introduit 

partiellement dans le corps humain par une intervention clinique et à demeurer en place 

après l’intervention pendant une période d’au moins trente jours » [22]. Si certains DI 

appartiennent à la plus large famille des DM, il reste à déterminer si un DI peut ne pas être 

issu de la famille des DM et ainsi comprendre les mousses de lysat plaquettaire (Figure 67). 

 

 

 

Figure 67 : Illustration schématique de la place occupée par les 

dispositifs implantables. La zone hachurée laisse planer 

l’incertitude sur la possibilité pour certains dispositifs ne 

répondant pas à la définition même des DM d’être implantés. 
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Ainsi, apporter une conclusion sur la qualification possible en tant que Dispositif Médical de 

la mousse de LP paraît compliqué. Quatre classes de DM existent, la dernière correspondant 

plutôt aux indications énoncées précédemment du nouveau matériau : 

- Classe I (risque faible) : exemple des lunettes, brancards, béquilles… 

- Classe IIa (risque modéré) : exemple des lentilles de contact, couronnes 

dentaires… 

- Classe IIb (risque important) : exemple des solutions de désinfection des 

lentilles de contact… 

- Classe III (risque maximal) : exemple des matériaux implantables… 

 

 

3. Les médicaments de thérapie innovante 

 

Depuis 2001, la Commission Européenne fait état d’un type particulier de biomatériaux : les 

Médicaments de Thérapie Innovante (MTI) (ou Advanced Therapy Medicinal Products). Dans 

une mise à jour du texte en 2007, ils sont présentés comme « ayant des propriétés curatives 

ou préventives à l’égard des maladies humaines, ou comme pouvant être utilisés chez 

l’homme ou administrés à celui-ci en vue de restaurer, corriger ou modifier des fonctions 

physiologiques en exerçant une action principalement pharmacologique, immunologique ou 

métabolique » [23]. Toujours d’après le texte, « ils constituent des médicaments biologiques 

au sens de l’annexe I de la directive 2001/83/CE […] instituant un code communautaire 

relatif aux médicaments à usage humain » [23]. 

La référence faite aux modes d’actions pharmacologiques, immunologiques ou métaboliques 

reste assez vaste : 

- une action pharmacologique fait référence à un médicament à proprement 

parler, contenant un principe actif. Cela n’est pas le cas ici. 
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- une action immunologique fait référence à l’influence du matériau sur le 

système immunitaire. Il ne semble pas que ce soit le rôle principal du 

biomatériau testé. 

- une action métabolique fait appel à une influence sur les phénomènes qui se 

produisent dans le corps humain et qui permettent le développement, la 

cicatrisation, etc. La mousse de lysat plaquettaire répondrait à ce mode 

d’action grâce à son contenu riche en facteurs de croissance. 

 

Il existe 4 types de MTI selon le texte :  

- Les médicaments de ―thérapie génique‖ : 

o Généralement pourvus d’acides nucléiques recombinants, leur fonction 

est d’influencer ou de modifier les séquences génétiques. Cela ne 

concerne en rien la mousse de lysat plaquettaire. 

- Les médicaments ―issus de l’ingénierie cellulaire ou tissulaire‖ : 

o Contiennent des cellules ou des tissus « soumis à une manipulation 

substantielle de façon à obtenir des caractéristiques biologiques, des 

fonctions physiologiques ou des propriétés structurelles utiles à la 

régénération, à la réparation ou au remplacement » chez l’être humain 

[23]. « Les cellules ou les tissus ne sont pas destinés à être utilisés pour 

la (les) même(s) fonction(s) essentielle(s) chez le receveur et chez le 

donneur » [23].   

- Les médicaments de ―thérapie cellulaire somatique‖ : 

o Définition similaire aux précédents mais les cellules et les tissus y sont 

très modifiés pour présenter des fonctions et des caractéristiques 

structurales différentes de celles d’origine. 
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- Les médicaments ―combinés de thérapie innovante‖ : 

o Correspondent à une association entre un tissu ou des cellules et un 

dispositif médical. 

 

Les mousses sèches de lysat plaquettaire s’inscrivent dans ces définitions du Médicament de 

Thérapie Innovante. La quantification des modifications apportées au tissu sanguin d’origine 

est difficile mais s’avère nécessaire pour classer le matériau dans les médicaments de thérapie 

cellulaire somatique ou dans ceux issus de l’ingénierie cellulaire ou tissulaire. Une liste de 

manipulations considérées ou pas comme substantielles est donnée dans l’Annexe I du 

règlement. Ainsi une modification est substantielle si : 

- elle entraîne une modification des propriétés biologiques initiales,  

- ou une modification de la fonction initiale  

- elle est la succession de modifications non substantielles, ce qui peut conduire 

à un procédé qui modifie les propriétés des cellules et des tissus et constituer, 

au final, une modification substantielle. 

En cas d’association avec les cubes de phosphate de calcium tel que cela a été présenté dans la 

Quatrième Partie, le produit final sera considéré comme un médicament combiné de thérapie 

innovante. 

 

 Comme leur nom l’indique, les MTI sont des médicaments, et doivent à ce titre obtenir 

une Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) afin de pouvoir être commercialisés. Au 

niveau Européen, c’est à la Commission Européenne que revient la décision finale de délivrer 

ou pas l’AMM. Elle s’appuie sur l’avis rendu par l’Agence Européenne du Médicament qui 

synthétise l’évaluation menée par son Comité des Médicaments à Usage Humain (ou 

« Committee for Medicinal Products for Human use » CHMP en anglais) conjointement avec 
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le comité d’experts en charge de l’évaluation de la qualité, de la sécurité et de l'efficacité des 

MTI : le « Committee for Advanced Therapies » (CAT).  

Avant de pouvoir déposer le projet de demande d’Autorisation de Mise sur le Marché, il doit 

être apporté la preuve que le biomatériau futur MTI respecte divers règlements de sécurité. 

Les principaux critères à respecter sont résumés dans le Tableau 21.  

 

Si le biomatériau devait être utilisé chez l’enfant, plusieurs règlements pédiatriques sont à 

respecter comme le texte 1901/2006/CE édité par la Commission Européenne ou encore le 

Plan d’Investigation Pédiatrique (PIP) approuvé par le Comité Européen Pédiatrique (PDCO) 

de l’Agence Européenne du Médicament. Ces derniers stipulent notamment l’obligation des 

essais chez l’enfant, ceux chez l’adulte ne suffisant pas. Le cadre règlementaire s’en trouve 

davantage renforcé. 

 

Tableau 21 : Principaux critères règlementaires à respecter avant le dépôt d’un dossier de demande 

d’Autorisation de Mise sur le Marché d’un Médicament de Thérapie Innovante 

Site de 

fabrication 

Bonnes 

pratiques 

Personne 

responsable 
Essais cliniques 

Pharmaco-

vigilance 

Etablissement 

pharmaceutique 

public (hors 

Hôpitaux), 

associatif ou privé 

[24] 

Règles quant à 

la production, 

la distribution 

et à la 

traçabilité des 

lots de MTI 

[25] 

La production 

doit être sous 

contrôle d'un 

pharmacien [26] 

La réalisation 

d’essais avant le 

dépôt de 

demande 

d’AMM est 

indispensable et 

très règlementée 

[27]  

Le suivi des 

évènements 

indésirables 

doit être prévu 

une fois que le 

MTI sera mis 

sur le marché 

 
 

 

Ainsi, la réglementation et la classification des nouvelles mousses de lysat plaquettaire 

les orientent vers la famille des Médicaments de Thérapie Innovante. Cela rend plus 

contraignante la démarche de commercialisation du produit par rapport à celle des 

dispositifs médicaux puisqu’il faut passer par une demande d’Autorisation de Mise sur 

le Marché avec les étapes d’évaluation in vitro, in vivo et cliniques que cela impose. 
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Un protocole reproductible de séchage d’hydrogels de lysat plaquettaire grâce à l’utilisation 

du CO2 supercritique a ainsi été développé et une demande de brevet a été déposée. Les 

paramètres du procédé ont été étudiés et adaptés pour déterminer la combinaison la plus 

efficace pour produire le nouveau biomatériau. Celui-ci se présente sous la forme d’une 

mousse sèche, véritable matrice extracellulaire composée de fibres de fibrine et naturellement 

riche en facteurs de croissance. Elle présente les propriétés suivantes : 

- Biocompatible, elle favorise la prolifération des cellules stromales 

mésenchymateuses ; 

- Bioactive grâce à son contenu en facteurs de croissance ; 

- Stérile ; 

- Conservable ;  

- Poreuse ; 

- Réhydratable, elle est capable d’être imprégnée par les fluides biologiques et pourra 

s’adapter à la forme de la lésion tissulaire à traiter ; 

- Plus facile à manipuler que les hydrogels de lysat plaquettaire. 

Sa biocompatibilité et sa bioactivité ont été démontrées in vitro et in vivo chez la souris, les 

perspectives de son utilisation future en médecine peuvent s’envisager dans tous les domaines 

ayant trait à la cicatrisation et à la régénération tissulaire.  

La mousse conçue est ainsi créée à partir de produits dérivées du sang d’origine humaine, 

poolés de plusieurs donneurs pour en harmoniser la composition d’un lot à un autre. La 

tendance actuelle de la médecine personnalisée cherche constamment à adapter les traitements 

à la situation personnelle de chaque individu et à utiliser autant que possible des produits 

autologues pour les procédures thérapeutiques. Même si des étapes de laboratoire sont 

indispensables à la fabrication des mousses de lysat plaquettaire, une telle démarche pourra 

être envisagée en autologue.  
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Chaque composant utilisé pour générer l’hydrogel de départ est un produit validé d’un point 

de vue pharmaceutique, ce qui ne pourra que faciliter le passage des étapes règlementaires en 

vue d’entreprendre des essais chez l’Homme. Des indications claires et des pathologies cibles 

devront pour cela être définies, la forme galénique du matériau étant quoi qu’il en soit 

adaptable selon les contraintes qui seront décidées. Les constituants choisis ont tous un rôle 

précis dans le protocole mais ne sont pas des composants exclusifs. Il a ainsi été montré dans 

ce travail que des modifications de composition et de structure de l’hydrogel – donc du 

matériau final – pouvaient être menées pour apporter une valeur ajoutée que ce soit en termes 

de porosité ou de propriétés biologiques notamment. 

Le réseau de fibrine séché peut également être combiné à d’autres biomatériaux pour 

constituer des matrices mixtes. Le contenu en facteurs de croissance et la matrice 

tridimensionnelle formée par les fibres permet ainsi de fonctionnaliser un biomatériau plus 

inerte comme les céramiques phosphocalciques biphasiques.  

La suite de ces travaux consistera à concevoir des matrices enrichies en différents types de 

fibres pour apporter davantage d’élasticité à la mousse finale, et à préparer tous les essais 

nécessaires aux évaluations règlementaires avant une application en étude clinique chez 

l’Homme. Plusieurs mousses de composition différentes pourront être étudiées selon les 

indications retenues. 
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ANNEXE 1 : modalités de la procédure de recherche sur PubMed 

Les études pouvaient être incluses s’il s’agissait : 

- D’études in vitro dans lesquelles le LP était utilisé en tant qu’adjuvant à des milieux 

de culture cellulaire 

- D’études in vitro dans lesquelles le LP était utilisé seul ou en association avec d’autres 

biomatériaux pour la conception de biomatériaux destinés à une utilisation 

biomédicale 

- D’essais in vivo chez l’animal dans lesquels le LP était utilisé seul ou en association 

avec d’autres biomatériaux et/ou des éléments cellulaires pour une utilisation 

biomédicale 

- D’études cliniques chez l’Homme quel qu’en soit leur type (case report, étude 

observationnelle (transversale, prospective ou rétrospective), essai clinique…) dans 

lesquelles le LP était utilisé seul ou en association avec d’autres biomatériaux et/ou 

des éléments cellulaires pour une utilisation biomédicale 

Tableau 22 : Procédure de recherche avancée menée sur le moteur de recherche de PubMed le 30 mars 2020   

Etape Différentes étapes de la procédure de recherche 

Nombre 

d’articles 

identifiés 

#1 ((((((((((((((platelet derivate) OR (platelet concentrate)) OR (platelet-derived)) OR 

(prp)) OR (platelet rich plasma)) OR (platelet rich fibrin)) OR (prf)) OR (buffy 

coat)) OR (buffy-coat)) OR (blood-derived)) OR (blood derived)) OR (l-prf)) OR 

(a-prf)) OR (prgf)) OR (i-prf) 

476 225 

#2 (lysate) OR (lysis) 82 563 

#3 #1 AND #2 6 272 

#4 (((((chinese[Language]) OR (polish[Language])) OR (german[Language])) OR 

(japanese[Language])) OR (portuguese[Language])) OR (Russian[Language]) 

1 883 558 
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#5 ((review[Publication Type]) OR (systematic review[Publication Type])) OR (meta-

analysis[Publication Type]) 

2 700 398 

#6 #4 OR #5 4 385 233 

#7 #3 NOT #6 5 968 

 

5968 articles ont ainsi été identifiés par le moteur de recherche. Cependant la requête étant 

très large, il apparaissait évident que les résultats proposés sur PubMed était plus nombreux 

que le nombre réel de publications à inclure ; un screening manuel s’est donc avéré nécessaire 

pour écarter les faux positifs grâce aux critères d’exclusions. N’ont ainsi pas été conservés : 

- Les articles traitant des techniques de préparation des LP 

- Les articles rapportant uniquement l’analyse des constituants des LP 

- Les revues de la littérature  

- Les méta-analyses 

- Les publications concernant les lysats d’autres types cellulaires que les plaquettes 

(globules rouge notamment) 

- Les études portant sur l’action lytique de cellules comme les lymphocytes sur d’autres 

cellules ou sur des microorganismes (virus, bactéries, parasites…) 

- Les articles traitant des plaquettes en tant que telles 

- Les articles traitant du sang dans son ensemble. 

 

Au final, 371 publications ont été conservées car elles répondaient parfaitement aux critères 

d’inclusion énoncés plus haut (Figure 1). Parmi les 371 articles, 310 rapportaient des études in 

vitro, 37 des études in vivo (dont 25 présentaient une utilisation directe du lysat plaquettaire 

c’est-à-dire différente d’un adjuvant pour milieu de culture cellulaire) et 25 des études 

cliniques (dont 18 présentaient une utilisation directe du LP). 
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Figure 1 : Diagramme de flux de la revue de la littérature.  

 

Alors que 15 articles seulement ont été publiés entre 1980 et 1989, 53 l’ont été rien que sur 

l’année 2019. Le nombre d’études menées en clinique chez l’Homme est également en plein 

essor. Jusque dans les années 2010, les LP étaient effectivement peu communément retrouvés 

dans des études cliniques mais en revanche plus largement utilisés en recherche in vitro 

comme supplément de milieu de culture cellulaire notamment [53].  
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Résumé Français : Le Lysat Plaquettaire (LP) est un produit dérivé du sang naturellement riche en facteurs de 
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fibrine, mimant une matrice extracellulaire naturelle riche en facteurs de croissance dans laquelle les cellules 
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nombreux et leur utilisation en tant que matériaux bioactifs peuvent concerner toutes les disciplines médicales. 
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LP. Les premières études menées in vitro sur des cellules stromales mesenchymateuses et in vivo sur un modèle 

murin sous-cutané confirment la biocompatibilité des biomatériaux conçus. L’ensemble de ces résultats offre 

des perspectives prometteuses dans le domaine de la régénération tissulaire et permet d’envisager également 
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English Title: Development of a natural, bioactive, blood-derived biomaterial for tissue regeneration. 

Abstract: Platelet Lysate (PL) is a blood derivative product naturally rich in growth factors such as VEGF, 

PDGF or TGF-β1. This gives it the ability to stimulate host cells to promote healing and even regeneration of 

damaged tissue. Combined with calcium chloride and tranexamic acid, the PL can form a hydrogel composed of 

a three-dimensional network of fibrin, mimicking a natural extracellular matrix rich in growth factors in which 

cells find all the elements necessary for their development. The fields of application of these PLs are numerous 

and their use as bioactive materials can concern all medical disciplines. The objective of this thesis is to dry the 

hydrogel in order to develop a biomaterial of biological origin, based on platelet lysate, which meets the 

specifications of structures optimized for tissue regeneration. The manuscript is organized around five parts: 1) a 

state of the art on the topic in the literature, 2) the protocol designed to obtain the biomaterial, 3) its in vitro and 

in vivo characterizations, 4) the modifications that can be made to optimize its performances and finally 5) the 

legal and regulatory framework for its future use. PL hydrogel is dried using CO2 in a supercritical state, a 

process that makes it possible to obtain dry, porous and sterile materials. They may have a long shelf life, easier 

handling than hydrogels, and also a high capacity to rehydrate. The observations made by Scanning Electron 

Microscopy, as well as the analyses with the mercury porosimeter show that the dry foams have a total porosity 

rate of 83.42±4.85% with pores whose diameters vary between 3nm and 360µm. Monitoring of the VEGF 

release kinetics shows a prolonged release of growth factors over time without any loss during the drying 

process when the quantities are compared to those contained in the starting gels. The compressive strength of 

the foams is higher than that of PL hydrogels. Initial studies conducted in vitro on mesenchymal stromal cells 

and in vivo in a subcutaneous mouse model confirm the biocompatibility of the designed biomaterials. All these 

results offer promising prospects in the field of tissue regeneration and also make it possible to envisage the use 

of dry platelet lysate foams as a support for cell expansion in the context of cell therapy. 
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