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Résumé  Les  plaquettes  sanguines  sont  des  éléments  anucléés  du  sang.  D’un  diamètre  de
2 à  3  �m,  ce  sont  les  plus  petits  éléments  figurés  du  sang.  Alors  que  leur  rôle  principal  est
d’arrêter  ou  prévenir  les  saignements,  elles  sont  également  impliquées  dans  d’autres  fonctions,
comme l’immunité,  l’inflammation  ou  la  progression  tumorale.  L’essor  des  biotechnologies  et
les connaissances  acquises  sur  les  mécanismes  qui  régulent  la  biogénèse  des  plaquettes  per-
mettent  aujourd’hui  d’envisager  la  production  de  plaquettes  de  culture.  Dès  lors,  ce  type  de
produit pourrait  avoir  sa  place  pour  relever  un  certain  nombre  de  défis  transfusionnels  comme
l’allo-immunisation  ou  les  états  réfractaires.  Cependant  les  rendements  de  culture  restent
faibles et  de  nombreux  obstacles  doivent  encore  être  franchis  avant  d’envisager  une  applica-
tion en  transfusion.  Cet  article  recense  les  arguments  qui  motivent  la  production  de  plaquettes
de culture  à  visée  transfusionnelle  et  récapitule  les  principales  avancées  dans  le  domaine  tout
en soulignant  ses  limites.
© 2020  l’Académie  nationale  de  médecine.  Publié  par  Elsevier  Masson  SAS.  Tous  droits  réservés.

Summary  Blood  platelets  are  anucleated  elements  of  the  blood.  With  a  diameter  of  2  to  3  �m,
KEYWORDS
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they are  the  smallest  elements  of  blood.  While  their  main  role  is  to  stop  or  prevent  bleeding,
they are  also  involved  in  other  functions,  such  as  immunity,  inflammation  or  tumour  progression.

The development  of  biotechnology  and  the  knowledge  acquired  about  the  mechanisms  regu-
Cultured  platelets;
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Recent  advances;
Transfusion

lating the  biogenesis  of  platelets  makes  the  production  of  cultured  platelets  a  viable  option
today. Consequently,  this  type  of  product  could  have  its  place  in  meeting  a  number  of  transfu-
sion challenges  such  as  alloimmunization  or  refractory  states.  However,  culture  yields  remain
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low  and  many  hurdles  still  need  to  be  overcome  before  considering  an  application  in  transfusion.
This article  reviews  the  rationale  for  the  production  of  cultured  platelets  for  transfusion  and
summarizes  the  main  advances  in  the  field  while  highlighting  its  limitations.
© 2020  l’Académie  nationale  de  médecine.  Published  by  Elsevier  Masson  SAS.  All  rights  reserved.
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es cellules souches pluipotentes

lors  que  la  transfusion  sanguine  fait  partie  de  la  pratique
linique  de  routine  depuis  les  années  1950,  l’accroissement
t  le  vieillissement  de  la  population  mondiale  conduiront,
ans  les  prochaines  décennies,  à  une  augmentation  de
’incidence  des  pathologies  nécessitant  un  support  transfu-
ionnel.  Ce  constat,  allié  à  l’essor  des  biotechnologies  et  des
onnaissances  en  matière  d’hématopoïèse,  amènent  à  envi-
ager  la  production  in  vitro  de  cellules  sanguines  matures

 visée  transfusionnelle.  Un  premier  pas  en  ce  sens  a  été
ranchi  avec  la  génération  de  globules  rouges  de  culture
ù  toutes  les  étapes  de  recherche  ont  été  réalisées  avec
uccès,  y  compris  la  démonstration  de  la  faisabilité  de
’administration  à  l’homme  [1—4].

Cent  millions  de  dons  de  sang  sont  collectés  chaque
nnée  à  travers  le  monde,  représentant  une  source  de  préoc-
upations  quotidienne  pour  maintenir  un  approvisionnement
uffisant  en  plaquettes,  la  sécurité  transfusionnelle  ainsi  que
a  prévention  de  la  transmission  de  maladies  infectieuses.
’est  sur  la  base  de  ces  trois  menaces  principales:

 le  risque  de  pénurie;
 le  risque  de  transmission  d’agents  infectieux  par  voie

transfusionnelle  et;
 le  risque  immunologique,  que  se  fonde  le  développement

de  techniques  de  production  de  plaquettes  sanguines  en
laboratoire.

a  menace  de  pénurie

e  maintien  de  stocks  appropriés  de  concentrés  plaquet-
aires  devient  une  préoccupation  majeure  dans  de  nombreux
ays.  Ceci  est  lié  au  nombre  toujours  croissant  de  patients
ouffrant  de  thrombocytopénies  graves  et  de  longue  durée
ausées  par  une  insuffisance  médullaire,  un  traitement  anti-
ancéreux,  ou  une  greffe  de  moelle  osseuse  [5]. De  plus,  la
urée  de  vie  limitée  de  8  à  10  jours  des  plaquettes  humaines
mpose  des  transfusions  régulières  de  concentrés  plaquet-
aires.

Il  est  à  noter  qu’aux  États-Unis,  la  transfusion  de  pla-
uettes  a  augmenté  de  7,3  %  entre  2008  et  2011.  Les
rojections  sur  la  prochaine  décennie  suggèrent  que  le
esoin  devrait  continuer  de  croître  à  un  rythme  de  5,3  %
ar  an  justifiant  pour  de  nombreux  chercheurs  le  dévelop-
ement  de  la  production  de  plaquettes  in  vitro  [6]. Ces

hiffres  prospectifs  ne  sont  pas  pour  autant  la  seule  motiva-
ion  pour  développer  la  production  de  plaquettes  de  culture,
ar  ils  ne  s’appliquent  pas  de  la  même  façon  à  tous  les
ays.  En  France,  par  exemple,  la  transfusion  plaquettaire
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r
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’a  augmenté  que  de  0,5  %  de  2012  à  2016  et  est  res-
ée  stable  depuis,  principalement  en  raison  de  nouvelles
ecommandations  permettant  une  réduction  du  nombre  de
laquettes  transfusées  par  unité  de  poids  corporel  [7].
’évolution  à  long  terme  mérite  cependant  d’être  surveillée
t  les  besoins,  anticipés  par  les  chercheurs.  À  cela  peuvent
’ajouter  des  tensions  logistiques  importantes  en  cas  de
iminution  importante  du  don  de  sang  (épidémie,  congés,
ours  fériés,  conditions  climatiques  difficiles)  qui  là  encore
ustifient  la  production  de  plaquettes  in  vitro  pour  maintenir
es  stocks  de  concentrés  plaquettaires  à  un  niveau  optimal.

e  risque  de  contamination

ien  que  la  transfusion  de  plaquettes  soit  de  pratique
ourante  depuis  une  cinquantaine  d’années  [8]  elle  n’est
outefois  pas  exempte  de  risques.  Plus  que  la  contamina-
ion  virale,  qui  est  la  même  que  celle  décrite  pour  les
ulots  de  globules  rouges,  la  contamination  bactérienne
este  une  préoccupation  quotidienne  pour  les  centres  de
ransfusions  du  fait  de  leur  conservation  à  température
mbiante  pouvant  conduire  à  des  incidents  transfusionnels
otentiellement  graves  [9]. Des  efforts  importants  ont  été
éalisés  permettant  la  sensibilisation  des  différents  acteurs
onduisant  à  une  sélection  rigoureuse  des  donneurs  et  à  une
ésinfection  systématique  de  la  peau.  À  cela  s’ajoute  la  mise
n  place  en  France  depuis  2017  de  techniques  de  détection
actérienne  ou  bien  d’inactivation  des  pathogènes  dans  les
oncentrés  de  plaquettes  qui  permettent  d’élever  la  sécu-
ité  transfusionnelle  à  des  niveaux  jamais  atteints.  [10].

Les  risques  biologiques  et  de  contamination  des  produits
anguins  ne  peuvent  malgré  tout  pas  être  totalement  éli-
inés.  S’ajoutent  à  ces  risques  la  capacité  des  plaquettes

lles-mêmes  à  capturer  et  véhiculer  des  pathogènes  [11].
our  contourner  ces  risques  et  atteindre  des  conditions  de
écurité  absolue,  les  plaquettes  cultivées  seraient  une  alter-
ative  intéressante.

e  risque  immunologique

a  transfusion  de  plaquettes  est  également  associée  à
ne  complication  importante,  l’état  réfractaire  lié  à
’allo-immunisation  anti-HLA  et  anti-HPA.  Dans  ce  cas
a  transfusion  régulière  de  plaquettes  ne  permet  plus
’augmenter  la  numération  plaquettaire  du  patient  throm-
opénique,  car  son  système  immunitaire  les  détruit

apidement,  notamment  immédiatement  dans  le  système
éticuloendothélial  de  la  rate.  Ces  patients  développent
es  anticorps  anti-HLA  ou  anti-HPA,  après  une  transfusion
anguine,  une  transplantation  d’organes  ou  une  grossesse
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[12].  La  sélection  de  plaquettes  HLA/HPA  compatibles  ou
de  donneurs  négatifs  au  test  de  compatibilité  croisée  pour-
rait  résoudre  ces  problèmes  mais  pose  des  problèmes
d’approvisionnement  [13].  En  plus  de  l’allo-immunisation,
l’incompatibilité  ABO  peut  entraîner  une  efficacité  transfu-
sionnelle  réduite  [14].  Dans  ces  cas  rares,  mais  aux  enjeux
transfusionnels  importants,  la  génération  de  plaquettes
de  culture  universelles  pourrait  être  envisagée  puisque
les  techniques  actuelles  pourraient  permettre  de  générer
des  plaquettes  HLAI  négatives  et  exprimant  de  préférence
l’antigène  O  [15].

Même  si  la  transfusion  de  plaquettes  est  aujourd’hui
autosuffisante  et  sécurisée  au  maximum,  la  précaution
impose  d’anticiper  et  d’axer  la  recherche  sur  la  produc-
tion  efficace  de  plaquettes  de  culture.  La  disponibilité  de
telles  plaquettes,  exemptes  de  risques  infectieux,  inflam-
matoires  et  immunitaires,  constituerait  un  réel  progrès  pour
les  patients  nécessitant  des  transfusions  fréquentes  ou  man-
quant  de  donneurs  compatibles.

Les plaquettes de culture, un défi
technologique

Malgré  les  progrès  réalisés,  la  culture  de  plaquettes  à
échelle  transfusionnelle  représente  un  défi.  Produites  à  par-
tir  de  progéniteurs  hématopoïétiques,  elles  doivent  être
générées  à  raison  de  2—5,1011 plaquettes  par  unité  pour
satisfaire  aux  besoins  transfusionnels,  tout  en  conservant
la  qualité  et  la  fonctionnalité  de  plaquettes  natives.  Pour
cela  les  conditions  établies  in  vitro  doivent  reproduire  le
plus  fidèlement  possible  celles  rencontrées  in  vivo  dans  la
moelle  osseuse  où  un  mégacaryocyte  (MK)  produit  de  2000  à
3000  plaquettes.  Malheureusement,  et  malgré  une  meilleure
connaissance  des  mécanismes  qui  contrôlent  la  production
de  plaquettes  et  le  développement  de  bioréacteurs,  les  ren-
dements  actuels  restent  limités  à  100  à  250  plaquettes/MK
[16,17].  Il  est  donc  nécessaire  d’augmenter  les  rendements
d’un  facteur  de  20  environ  pour  espérer  faire  des  plaquettes
de  culture  un  produit  industrialisable,  qui  associe  les  bonnes
pratiques  de  fabrication  et  un  coût  raisonnable.  Ceci  ne  peut
se  faire  qu’en  renforçant  les  connaissances  sur  les  méca-
nismes  qui  gouvernent  la  production  de  plaquettes.

Les  voies  d’amélioration:

•  atteindre  une  efficacité  suffisante  d’amplification  des
progéniteurs  mégacaryocytaires;

•  obtenir  un  niveau  de  maturation  des  MK  proche  de  ceux
rencontrés  dans  la  moelle  osseuse;

•  libérer  plus  efficacement  les  plaquettes  à  partir  des  MK
matures;

•  démontrer  les  propriétés  et  qualités  hémostatiques  des
plaquettes  après  transfusion;

•  atteindre  une  production  à  l’échelle  industrielle.

Prérequis  à  la  transfusion  de  plaquettes  de  culture

La  biogenèse  des  plaquettes

Les  plaquettes  sanguines  sont  de  petites  cellules  anucléées
(2  à  4  �m  de  diamètre)  issues  de  la  fragmentation  cytoplas-
mique  de  leur  précurseur,  le  mégacaryocyte  (MK)  [18].  Les
cellules  souches  hématopoïétiques  (CSH)  à  l’origine  de  ce
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rocessus  donnent  naissance  aux  MK  immatures  [19]  qui  vont
lors  subir  plusieurs  étapes  de  maturation,  l’augmentation
e  leur  matériel  nucléaire  (jusqu’à  64N)  par  endomitose
t  le  développement  d’un  réseau  membranaire  intracellu-
aire,  le  système  de  membranes  de  démarcation  (DMS),  qui
onstitue  le  réservoir  de  membranes  des  futures  plaquettes
20—22]. Les  MK  devenus  matures  se  retrouvent  associés

 l’endothélium  sinusoïdal  où  ils  vont  pouvoir  émettre
e  longues  protrusions  cytoplasmiques,  appelées  propla-
uettes,  dans  la  lumière  du  vaisseau.  Ces  protrusions  seront
rrachées  sous  l’effet  des  forces  de  cisaillement  permettant
nsuite  la  libération  des  futures  plaquettes  lors  du  passage
ans  la  microcirculation  [23,24].  L’ensemble  du  processus
st  sous  le  contrôle  de  multiples  facteurs  parmi  lesquels  de
ombreuses  cytokines,  différents  composants  de  la  matrice
xtracellulaire,  l’environnement  cellulaire  médullaire,  la
igidité  de  la  matrice  et  les  forces  hémodynamiques  [25]
Fig.  1).

méliorer l’efficacité d’amplification des
rogéniteurs mégacaryocytaires.

e  choix  des  cellules  souches  ou  des  progéniteurs  héma-
opoïétiques  est  d’une  importance  capitale  car  il  va
onditionner  les  capacités  d’expansion  et  donc  les  stratégies
e  culture.  Deux  sources  sont  principalement  utilisées:

 les  cellules  souches  pluripotentes,  comprenant  les  cel-
lules  souches  embryonnaires  humaines  (hESC)  et  les
cellules  souches  pluripotentes  induites  (iPSC)  et;

 les  progéniteurs  hématopoïétiques  dérivés  de  la  moelle
osseuse  (MO),  du  sang  ombilical  et  du  sang  périphérique,
identifiables  par  la  présence  du  marqueur  de  surface
CD34.

Chacune  présente  des  avantages  et  des  inconvénients
 prendre  en  compte  pour  le  développement  d’un  produit
ransfusionnel.

ellules  souches  pluripotentes

es  hESC  et  les  iPSC  possèdent  comme  avantage  d’être
uto-renouvelables.  Les  iPSC  offrent  en  supplément  d’éviter
es  préoccupations  éthiques  soulevées  par  les  hESC  et  leur
tilisation  est  actuellement  privilégiée  [26—28].  Des  progrès
ignificatifs  ont  été  réalisés  dans  l’ingénierie  des  iPSC  pour
roduire  des  plaquettes.  Le  développement  le  plus  promet-
eur  en  vue  d’une  application  transfusionnelle  a  sans  doute
té  la  génération  de  lignées  immortalisées  de  MK  à  partir
e  ces  cellules  [27]. Une  première  lignée  a  été  obtenue
ar  introduction  séquentielle  de  facteurs  de  transcription
mportants  de  la  mégacaryopoïèse  (c-MYC,  BMI1  et  BCL-XL)
29]. Une  seconde  lignée  a  été  développée  en  surexprimant
’autres  facteurs  de  transcription  impliqués  dans  la  matu-
ation  des  MK  (GATA-1,  FLI1  et  TAL1)  [30].  Ces  deux  lignées
olèrent  la  cryoconservation  et  peuvent  être  par  conséquent
ultivées  à la  demande.  De  plus  elles  produiraient  des  pla-

uettes  avec  une  plus  grande  efficacité  et  dans  des  délais
lus  courts  que  des  MK  directement  dérivés  des  iPSC.  Pour
révenir  voire  pour  contourner  les  états  réfractaires,  un
éveloppement  intéressant  été  la  génération  de  MKs  dérivés
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Figure  1  Visualisation  des  différentes  étapes  de  la  biogénèse  des  plaquettes.La  cellules  souche  au  contact  de  facteurs  intrinsèques
et extrinsèques  du  microenvironnement  médullaire  de  la  moelle  osseuse  va  pouvoir  proliférer  et  s’engager  irrémédiablement  dans  le
lignage mégacaryocytaire.  Le  mégacaryocyte  alors  immature  va  subir  deux  grandes  étapes  de  maturation,  le  développement  de  son
cytoplasme et  la  ploïdisation  de  son  noyau.  Devenu  mature,  au  contact  des  vaisseaux  sinusoïdes  il  va  émettre  de  longues  extensions
c ytop
l s  fut

d
g

b
g
r
n
a
c
s
u

L

L
v
f
p
d
a
D
t
1
f

n
l
b
m
s
p
l
O
l
[
s
p
e
m
u

e
r
s
t
q
p
h
[
m
p
p
c

r
f

O
m
l

L
u
d

•
•

s
d
C
t
p

ytoplasmiques,  les  proplaquettes,  ou  d’épaisses  protrusions  c
’effet du  flux  sanguin  et  enfin  se  remodelleront  pour  former  le

’iPSC  déficientes  en  HLA  de  classe  I  qui  permettraient  la
énération  de  plaquettes  dites  « universelles  » [31—33].

Malgré  les  avantages  évoqués  ci-dessus,  de  possibles  pro-
lèmes  sont  à  considérer  dans  l’utilisation  d’iPSC  modifiées
énétiquement.  Un  risque  éventuel  est  le  potentiel  tumo-
igène  de  ces  cellules  puisque  la  présence  de  matériel
ucléaire  résiduel  ne  peut  pas  être  absolument  exclue.  Par
illeurs,  le  rendement  en  plaquettes  reste  très  faible  avec
ette  source  de  cellules  avec  moins  de  50  plaquettes/MK,
ans  doute  en  raison  d’une  immaturité  des  MK  illustrée  par
ne  faible  ploïdie  et  un  DMS  peu  développé  [27,29,30,34].

es  progéniteurs  hématopoïétiques

es  progéniteurs  hématopoïétiques,  isolés  sur  leur  positi-
ité  pour  la  sialomucine  CD34,  sont  comparativement  plus
aciles  à  obtenir  et  cultiver  que  les  hESC  et  iPSC.  Ils  peuvent
rovenir  de  sang  de  cordon  ombilical,  de  moelle  osseuse  ou
e  sang  périphérique  et  leur  récolte  est  raisonnablement
isée,  sans  problème  éthique  et  pour  un  coût  modéré  [35].
e  plus,  les  rendements  en  plaquettes  à  partir  de  progéni-
eurs  CD34+  sont  plus  élevés,  habituellement  entre  100  et
50  plaquettes/MK,  avec  des  propriétés  morphologiques  et
onctionnelles  proches  des  plaquettes  natives  [36—38].

Jusqu’ici,  la  principale  limite  à  l’utilisation  des  progé-
iteurs  CD34+  a  été  leur  faible  capacité  proliférative.  Une
imite  qui  pourrait  être  contournée  par  un  accès  facilité  aux
anques  de  sang  de  cordon  dont  l’automatisation  et  la  nor-
alisation  de  leur  collecte  permettent  la  constitution  de

tocks  homogènes  et  sûrs.  Les  cellules  CD34+  ne  possèdent
as  le  potentiel  d’expansion  illimité  des  iPSC  mais  des  déve-
oppements  récents  pourraient  apporter  des  améliorations.
n  pourra  citer  l’utilisation  de  composés  améliorant  la  pro-

ifération  des  progéniteurs  comme  la  StemRegenin  1  (SR1)
39],  la  nicotinamide  (NAM)  [40]  ou  des  ligands  de  la  voie  de
ignalisation  notch  [41]  ou  des  techniques  de  coculture  en

résence  de  cellules  mésenchymateuses  [42].  Un  avantage
ncore  mal  reconnu  des  cellules  CD34+  est  qu’elles  per-
ettent,  à  l’image  des  iPS  d’obtenir  des  plaquettes  dites

niverselles,  puisque  les  CSH  dérivées  de  sang  de  cordon

t
fi
v
c

lasmiques  dans  la  lumière  du  vaisseau  qui  s’arracheront  sous
ures  plaquettes.

t  de  sang  périphérique  pourraient  être  sélectionnées  et
egroupées  en  fonction  de  leur  phénotype  HLA/ABO  produi-
ant  des  plaquettes  compatibles  avec  les  receveurs  lors  de
ransfusion.  Notre  laboratoire  a  choisi  de  produire  des  pla-
uettes  à  partir  de  cellules  CD34  par  une  méthode  de  culture
ermettant  de  générer  un  progéniteur  mégacaryocytaire
autement  compétent  pour  la  production  de  plaquettes
37]. Nous  envisageons  d’établir  une  banque  de  progéniteurs
égacaryocytaires,  à  partir  de  cellules  CD34  de  différents
hénotypes  (HLA,  ABO. . .), que  nous  immortaliserons,  pour
roduire  des  plaquettes  de  culture  à  la  demande  hautement
ompatibles  avec  le  receveur  concerné.

Choisir  entre  iPSC  ou  progéniteurs  CD34+  revient  donc  à
épondre  à  un  compromis  qui  intègre  le  potentiel  de  proli-
ération  et  la  capacité  de  maturation  des  cellules.

btenir un niveau de maturation des
égacaryocytes proche de celui observé dans

a moelle osseuse

a  production  efficace  de  plaquettes  nécessite  d’atteindre
n  degré  de  maturation  des  MK,  proche  de  celui  observé
ans  la  moelle  osseuse  qui  dépend:

 d’une  endomitose  efficace  et;
 de  l’expansion  des  membranes  de  démarcation  (DMS)

[43].

Une  endomitose  efficace  et  une  ploïdie  élevée  favori-
era  la  biosynthèse  protéique  et  par  là-même  lipidique,  le
éveloppement  d’organelles  [22]  et  l’expansion  du  DMS.
elui-ci  fournira  les  membranes  nécessaires  pour  alimen-
er  l’extension  des  proplaquettes  et  libérer  de  nombreuses
laquettes.  Pour  atteindre  un  degré  optimal  de  matura-

ion  des  MK  in  vitro,  il  est  nécessaire  de  reproduire  le  plus
dèlement  ces  étapes,  qui  sont  influencées  par  des  microen-
ironnements  spécifiques  de  la  moelle  osseuse  (cellulaire,
ytokines,  rigidité).



•

•

L

E
a
c
l
l
a
m
e
s
l
l
l
c
p
3

b
c
f
d

S
c

C
q

b
t
a
m
c
l
s
q
c

u
v
M
c
q
L
5
n
[

J

Plaquettes  sanguines  de  culture  :  état  de  l’art  

Ploïdisation

Jusqu’à  présent,  même  dans  les  meilleures  conditions
décrites,  les  MK  dérivés  de  progéniteurs  adultes  ou  d’iPSC
présentaient  des  niveaux  de  ploïdie  inférieurs  à  ceux  des
MK  résidant  dans  la  moelle  osseuse,  indiquant  une  certaine
immaturité.  Il  est  reconnu  que  les  MK  plus  petits  et  faible-
ment  polyploïdes  produisent  moins  de  plaquettes  [44].  Ceci
se  confirme  pour  les  MK  provenant  de  fœtus  et  de  nouveau-
nés,  qui  sont  de  petite  taille  et  peu  polyploïdes  et  produisent
moins  de  plaquettes  que  les  MK  provenant  d’adultes  [45].
Les  mécanismes  qui  contrôlent  la  ploïdisation  des  MK  com-
mencent  à  être  assez  bien  connus  et  ont  abouti  par  exemple
à  l’utilisation  d’un  inhibiteur  de  SRC  kinase  (SU6656)  per-
mettant  une  augmentation  de  la  ploïdie  et  du  rendement  en
plaquettes  [46].  L’identification  de  la  protéine  IGF2BP3,  une
protéine  liant  l’ARN,  comme  acteur  de  la  transition  des  MK
fœtaux  aux  MK  adultes,  a  quant  à  elle  conduit  via  son  inhi-
bition  à  une  augmentation  de  la  production  de  plaquettes
[47].

Expansion  du  DMS

La  production,  par  un  seul  MK,  de  milliers  de  plaquettes
nécessite  une  synthèse  considérable  de  membranes  et  leur
organisation  structurée  pour  former  le  DMS.  Ce  réseau  intri-
qué  est  alimenté  par  l’invagination  de  membranes  externes
et  par  l’apport  de  membranes  internes  directement  via
l’appareil  de  Golgi  et  de  lipides  au  contact  du  réticulum
endoplasmique  [20,48].  Il  est  connu  que  les  MK  au  stade
immature  ont  déjà  une  grande  capacité  de  synthèse  de  cho-
lestérol  et  de  phospholipides.  Il  a  également  été  démontré
qu’ils  étaient  capables  de  capturer  les  acides  gras  [49].  Une
meilleure  connaissance  des  voies  lipidiques  impliquées  dans
ces  étapes  précoces  pourrait  à  terme  permettre  la  concep-
tion  de  milieux  de  culture  plus  performants  pour  améliorer
la  production  de  plaquettes.

La  moelle  osseuse  est  un  tissu  complexe  et  dynamique
où  les  MK  interagissent  avec  d’autres  cellules  et  protéines
de  matrice  où  des  forces  sont  appliquées  (et  subissent
des  forces)  dans  une  configuration  tridimensionnelle  (3D)
[50]  (Malara  et  al.,  2015).  Des  travaux  récents  ont  mis  en
évidence  que  la  rigidité  de  la  moelle  osseuse  influençait
positivement  la  maturation  des  MK,  favorisant  une  ploïdie
plus  élevée  et  la  production  de  plaquettes  [36,51].  Dans  le
même  sens,  Aguilar  et  al.  ont  montré  que  les  MK  cultivés
dans  de  la  méthylcellulose  à  2  %  (30—60  Pa),  reproduisant
ainsi  la  rigidité  de  la  moelle  osseuse,  présentaient  une
expansion  du  DMS  accrue  et  une  augmentation  de  la  produc-
tion  de  plaquettes,  ouvrant  des  perspectives  pour  améliorer
la  production  de  plaquettes  in  vitro  [52].

Libérer efficacement les plaquettes à partir

des MK matures

In  vivo,  et  dans  des  conditions  physiologiques,  la  libération
de  plaquettes  nécessite:
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 la  transmigration  d’extensions  cytoplasmiques  à  partir
des  MK,  couramment  appelées  proplaquettes,  à  travers
la  barrière  endothéliale  et;

 leur  fragmentation  lors  de  l’exposition  au  flux  sanguin
dans  les  sinusoïdes  de  la  moelle  et  la  microcirculation
pulmonaire  [24,53].

a  barrière  endothéliale  des  vaisseaux  sinusoïdes

n  atteignant  les  sinusoïdes,  les  MK  entrent  en  contact
vec  les  cellules  endothéliales  sur  leur  face  basale.  Une  des
onséquences  est  de  contribuer  à  leur  maturation  comme
’ont  montré  la  coculture  de  progéniteurs  CD34+  et  de  cel-
ules  endothéliales  de  la  MO  (BMEC)  humaine  [54].  Une
nalyse  microscopique  détaillée  a  montré  que  les  MK  les  plus
atures  vont  former  des  podosomes  qui  traversent  la  paroi

ndothéliale  et  aboutissent  à  la  formation  de  larges  protru-
ions  cytoplasmiques,  sources  des  futures  plaquettes,  dans
a  lumière  du  vaisseau.  L’importance  de  ces  podosomes  dans
a  formation  des  plaquettes  est  également  soulignée  par
’existence  de  thrombopénies  dans  des  modèles  murins  défi-
ients  pour  des  protéines  impliquées  dans  la  formation  des
odosomes  (WASP,  cdc42,(alpha  en  symbol)-actinine,  Arp2-
,  CD44)  [55,56].

La transposition  de  ces  étapes  de  transmigration  dans  des
ioréacteurs  a  déjà  été  tentée  mais  sans  réel  succès.  Les
ellules  endothéliales  introduites  dans  les  systèmes  de  per-
usion  en  3D,  n’ont  pas  eu  d’effets  positifs  sur  la  quantité
e  plaquettes  libérées  [36,57].

ystèmes  de  libération  des  plaquettes  en
onditions  de  flux

ultivées  en  conditions  statiques,  les  MK  libèrent  des  pla-
uettes  individuelles  avec  une  très  faible  efficacité.

Plusieurs  systèmes  ont  été  développés  principalement
asés  sur  l’utilisation  de  chambres  microfluidiques  pour  ten-
er  d’imiter  les  conditions  in  vivo  où  les  MK  interagissent
vec  les  cellules  endothéliales  et  où  les  protrusions  cytoplas-
iques  sont  soumises  aux  flux  dans  les  sinusoïdes.  À  ce  jour

ependant  aucun  de  ces  dispositifs  ne  permet  de  récapituler
’ensemble  du  processus  de  formation  des  plaquettes  mais
e  limitent  pour  l’essentiel  à  provoquer  la  libération  des  pla-
uettes  à  partir  de  mégacaryocytes  matures  préalablement
ultivés  en  systèmes  statiques.

L’équipe  de  D.  Baruch  a  conçu un  bioréacteur  comprenant
ne  multitude  de  piliers  disposés  en  quinconce  et  recou-
erts  d’une  matrice  adhésive,  le  facteur  Willebrand.  Les
K  matures  adhérants  aux  piliers  sont  soumis  à  un  taux  de
isaillement  de1800  s-1 pour  favoriser  l’extension  de  propla-
uettes  et  la  libération  d’éléments  plaquettaires  (Fig.  2A).
es  rendements  observés  sont  assez  faibles,  inférieurs  à
0  plaquettes/MK  et  ces  plaquettes  répondent  à  des  ago-
istes  classiques  dans  des  tests  menés  uniquement  in  vitro
58].

Une  chambre  de  perfusion,  développée  par  l’équipe  de
.  Thon,  est  composée  de  deux  canaux  parallèles  séparés

ar  une  série  de  pores  de  2  �m  de  diamètre.  Les  MK  matures
ont  insérés  dans  le  canal  supérieur  et  le  flux  est  appliqué
ans  le  canal  inférieur  (600  s-1).  Sous  l’effet  du  flux,  les  MK
ont  piégés  dans  les  interstices,  émettent  des  proplaquettes
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Figure  2  Les  différents  dispo

t  libèrent  les  plaquettes  dans  le  canal  inférieur  (Fig.  2B).
es  rendements  obtenus  et  la  fonctionnalité  des  plaquettes
’ont  encore  pas  été  rapportés  [59].

Un  autre  système  développé  par  l’équipe  d’A.  Balduini
st  lui  basé  sur  l’utilisation  de  fibres  de  soie  étirées  pour
imer  les  vaisseaux  sinusoïdes.  Ces  fibres  sont  entourées
’hydrogel  où  sont  piégés  les  MK  matures.  L’ensemble  est
aintenu  par  une  éponge  qui  renforce  la  rigidité  à l’image
es  forces  qu’exercent  l’os  sur  la  moelle  osseuse  (Fig.  2C).
es  MK  matures  sont  ensemencés  dans  la  lumière  des  fibres
e  qui  permet  une  exposition  complète  des  cellules  endothé-
iales  aux  MK.  Avec  un  flux  d’environ  60  s-1,  ce  bioréacteur
ermet  de  générer  des  plaquettes  fonctionnelles  mais  tou-
ours  avec  un  faible  rendement,<  20  plaquettes/MK.  Un
tout  de  ce  système  pour  passer  au  stade  de  production
st  l’utilisation  de  la  soie,  un  biomatériau  déjà  utilisé  dans
’industrie  et  qui  présente  une  bonne  biocompatibilité,  est
on  thrombogène,  et  dont  les  propriétés  mécaniques  sont
justables  [60].

Enfin,  le  dernier  système,  décrit  par  le  groupe  de  Koji
to,  est  un  bioréacteur.  Son  développement  a  été  conçu pour
ne  production  en  masse,  la  cuve  pouvant  contenir  jusqu’à
0  L  de  MK,  ce  qui  le  distingue  des  dispositifs  précédents
e  bioréacteur  dispose  d’une  turbine  d’agitation  composée
e  deux  disques  mobiles,  l’un  permettant  un  écoulement
xial  et  l’autre  un  écoulement  radial  ce  qui  permet  de
énérer  des  flux  turbulents  (Fig.  2D).  Basé  sur  les  résultats

ubliés,  ce  bioréacteur  est  clairement  le  plus  performant
t  proche  d’une  application  transfusionnelle.  Un  rende-
ent  de  150  plaquettes/MK  est  obtenu,  et  les  plaquettes

énérées  sont  morphologiquement  proches  des  plaquettes

n
a
c
n

 de  libération  des  plaquettes.

umaines.  Ces  plaquettes  ont  des  propriétés  hémostatiques
réservées,  un  critère  essentiel  pour  faire  des  plaquettes  de
ulture  un  produit  transfusionnel  [61].

Un  dispositif  permettant  la  libération  des  plaquettes  de
ulture  de  conception  différente  mais  également  basé  sur
’application  de  flux  turbulents  a  été  généré  dans  notre
aboratoire.  Il  fait  actuellement  l’objet  d’un  dépôt  d’un
revet  dans  lequel  nous  avons  montré  une  morphologie  et
ne  fonctionnalité  des  plaquettes  générées  semblables  aux
laquettes  natives.

émontrer la fonctionnalité native et des
ropriétés hémostatiques après transfusion

our  que  les  plaquettes  de  culture  puissent  être  considé-
ées  comme  une  réelle  alternative  transfusionnelle,  elles
evront  égaler  la  qualité  des  plaquettes  issues  de  donneurs
n  termes:

 de  morphologie  et  d’ultrastructure  et;
 de  fonctionnalité.

orphologie  et  ultrastructure

es  plaquettes  natives  sont  anucléées,  elles  possèdent  une
orme  discoïde  caractéristique  et  contiennent  des  gra-

ules  (�, �, lysosomes)  nécessaires  à  leur  fonction.  Les
nalyses  microscopiques  ont  révélé  que  les  plaquettes  de
ulture  sont  généralement  plus  grosses  que  les  plaquettes
atives,  ne  sont  pas  nucléées  mais  contiennent  une  quantité
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importante  d’ARN,  caractéristique  des  plaquettes  nouvelle-
ment  produites  [29,34,37,59],  questionnant  leur  capacité  de
recirculation  et  leur  durée  de  vie  après  transfusion.

Évaluation  des  fonctions  plaquettaires  in  vitro

Dans  la  majorité  des  études  publiées  jusqu’ici,  la  fonc-
tionnalité  des  plaquettes  produites  in  vitro  n’a  été  que
partiellement  caractérisée.  Dans  la  grande  majorité  des  cas,
l’activabilité  des  plaquettes  a  été  évaluée  par  cytométrie  de
flux  sur  l’exposition  de  P-sélectine  et  de  la  forme  activée  de
l’intégrine  �IIb�3  (PAC-1).  Habituellement,  ces  marqueurs
sont  positifs  après  stimulation  par  des  agonistes  comme
l’ADP  ou  la  thrombine  [29,34,36].  On  peut  cependant  noter
que  les  plaquettes  présentent  souvent  un  léger  état  de  pré-
activation,  visualisé  par  l’expression  de  la  P-sélectine,  en
absence  d’agoniste  [60,62].  Cette  positivité  ne  prédit  pas
inévitablement  de  mauvaises  propriétés  transfusionnelles
[63].  L’agrégation  plaquettaire,  qui  est  un  test  plus  classique
et  complet  pour  étudier  la  fonction  des  plaquettes  natives,
n’a  que  très  rarement  été  rapportée  en  raison  du  nombre
limité  de  plaquettes  obtenues  en  culture  [34,38,61].

Évaluation  des  fonctions  plaquettaires  in  vivo

La  fonctionnalité  des  plaquettes  de  culture  a  été  princi-
palement  attestée  dans  des  modèles  de  thrombose  dans
la  souris.  Après  transfusion,  ces  plaquettes  sont  capables
de  s’intégrer  au  thrombus  formé  d’une  majorité  de  pla-
quettes  endogènes,  aboutissant  à  la  formation  d’un  clou
plaquettaire  mixte  [29,34].  Quant  à  leur  capacité  de  recir-
culation,  elle  n’a  été  démontrée  que  dans  de  rares  études
dont  celles  effectuées  par  notre  laboratoire  ou  une  demi-vie
assez  semblable  à  celle  des  plaquettes  natives  a  été  obser-
vée  après  transfusion  dans  des  souris  immunodéficientes
[29,30,34,38].  En  plus  de  ces  résultats  encourageants,  notre
laboratoire,  comme  celui  de  K.  Eto  [61],  a  pu  montrer
que  ces  plaquettes  étaient  capables  d’assurer  leur  fonction
principale,  l’hémostase,  en  corrigeant  une  tendance  hémor-
ragique  chez  des  souris  rendues  thrombopéniques  [38].

Atteindre une production à l’échelle
industrielle

Développer  une  culture  rentable  et  à  grande  échelle  de
plaquettes  de  culture  universelles  ou  appariées  par  groupe
sanguin  permettrait  une  certaine  indépendance  vis-à-vis
des  donneurs  et  réduirait  au  minimum  les  éventuels  effets
indésirables  relatifs  aux  variations  de  groupe  sanguin  entre
donneurs  et  patients.  L’objectif  minimal  de  production  pour
le  marché  français serait  de  30  CPA/semaine  dans  les  cas
d’état  réfractaire.  En  effet,  selon  les  données  2019  de
l’ANSM,  l’inefficacité  transfusionnelle  après  transfusion  de
CP  est  de  11,3/100  000  CP  transfusés.  Sachant  qu’environ
300  000  CP  sont  transfusés  chaque  année,  la  cible  théo-
rique  pour  les  plaquettes  de  culture  serait  de  33  patients

par  an,  sachant  que  cette  évaluation  est  un  grand  minimum
pour  la  France  où  l’inefficacité  transfusionnelle  plaquet-
taire  est  notoirement  sous-déclarée.  Par  contre,  une  fois
qu’un  patient  est  étiqueté  réfractaire,  il  est  transfusé
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lusieurs  fois.  S’il  s’agit  d’un  patient  atteint  d’une  leucémie
igüe  avec  une  allogreffe  à  la  fin  du  projet  thérapeutique,
l  va  recevoir  3  CP/semaine  pendant  3  semaines  lors  de  4  ou

 cures,  soit  environ  50  CP  jusqu’à  rémission  complète.  La
ransfusion  de  50  CP  à  un  minimum  de  33  patients  par  an
eprésente  au  moins  1500  CP  de  culture/an.  Un  CPA  coû-
ant  environ  500  euros,  le  coût  total  des  CP  utilisés  pour
es  33  patients  s’élève  à  750  000  euros.  Pour  être  com-
étitif  vis-à-vis  de  ce  produit,  la  production  d’un  CPA  de
laquettes  universelles  ou  appariées  par  groupe  sanguin  ne
ourrait  donc  excéder  1000  euros.  Un  ordre  de  prix  qui,  au  vu
es  investissements  engendrés  par  des  coûts  de  production
mposés  par  des  procédés  encore  longs  et  coûteux  et  la  mise
n  conformité  avec  les  normes  de  bonnes  pratiques  de  fabri-
ation  relatives  aux  médicaments  de  thérapie  cellulaires,  ne
ourrait  valoir  que  par  la  seule  production  de  plaquettes  de
ulture  à  destination  des  états  réfractaires  mais  qui  néces-
iterait  une  production  plus  soutenue  en  élargissant  notam-
ent  les  champs  d’application  des  plaquettes  de  culture

 des  besoins  non  transfusionnels.  En  effet,  les  plaquettes
e  culture  pourraient  être  utilisées  comme  des  vecteurs
our  l’administration  d’agents  pharmacologiques  du  fait  de
eur  implication  dans  des  processus  pathologiques  comme
’inflammation,  l’immunité  ou  la  dissémination  méta-
tatique  [64,65].  Ces  autres  applications  thérapeutiques
ffriraient  un  marché  plus  large  pour  les  plaquettes  de
ulture  et  donc  des  marges  plus  importantes  qui  engendre-
aient  une  réduction  des  coûts  et  une  certaine  rentabilité.

Alors  que  plusieurs  équipes  sont  engagées  dans  ce
omaine,  c’est  le  groupe  de  K.  Eto,  qui  a  réalisé  les  avancées
es  plus  décisives  et  qui  permet  d’entrevoir  la  produc-
ion  de  plaquettes  de  culture  à  l’échelle  industrielle.  En
ffet,  son  utilisation  de  cellules  iPS,  de  bioréacteurs  optimi-
és,  l’obtention  d’iMK  et  les  différents  développements  de
ilieux,  lui  permettent  aujourd’hui  de  produire  l’équivalent
’un  CPA  (2.1011 plaquettes)  dans  16  L  de  culture,  ce
ui  représente  encore  un  volume  et  un  coût  conséquents
u  regard  du  marché  à  couvrir.  Coûts  qui  augmentent  si
’on  produit  des  plaquettes  universelles  en  invalidant  la
2microglubuline  puisque  les  rendements  actuels  obtenus

 partir  d’iPS  ou  directement  à partir  d’iMK  sont  encore  très
aibles  (5—50  plaquettes/MK)  sans  doute  dû  aux  nombreuses
anipulations  des  iPS.
Un  autre  point  important  qui  impactera  directement

e  coût  des  plaquettes  de  culture  est  leur  possibilité  de
tockage.  On  peut  penser  que  les  plaquettes  de  culture
tant  décrites  comme  des  plaquettes  « jeunes  » et  dont  les
onditions  de  production  garantissent  une  absence  de  conta-
ination  par  des  microorganismes  auront  des  capacités  de

tockage  augmentée  mais  pour  l’instant,  aucune  donnée  n’a
ncore  été  publiée  sur  ce  point  majeur  des  pratiques  trans-
usionnelles.

onclusion et perspectives

u  cours  des  cinq  dernières  années,  des  efforts  considé-
ables  ont  été  déployés  au  plan  international  pour  améliorer

a  production  de  plaquettes  in  vitro.  Il  est  à  prévoir  que
ans  des  années  toutes  proches,  on  verra  apparaitre  les
remières  études  évaluant  la  recirculation  et  la  durée  de
ie  des  plaquettes  de  culture  transfusées  chez  un  volontaire
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ain.  La  compétition  est  importante  et  la  production  de  pla-
uettes  de  culture  à  l’échelle  clinique  et  commerciale  se
approche  pour  les  équipes  qui  disposent  d’  iMK  capables
e  libérer  des  plaquettes  universelles.  Cependant  pour  en
aire  une  source  rentable,  des  étapes  encore  importantes
’optimisation  des  systèmes  de  production  s’appuyant  sur
ne  meilleure  compréhension  des  mécanismes,  molécu-
aires  et  cellulaires,  régissant  la  production  de  plaquettes
ont  encore  requises  pour  que  les  plaquettes  de  culture
eviennent  une  véritable  alternative  transfusionnelle.  Pour
onclure,  et  même  en  anticipant  d’importantes  avancées
echniques,  on  ne  peut  raisonnablement  envisager  que  les
laquettes  de  culture  puissent  un  jour  complètement  rem-
lacer  le  don  de  sang  volontaire,  bénévole  et  anonyme.  Par
ontre,  l’avenir  des  plaquettes  de  culture  se  situera  proba-
lement  dans  des  indications  de  niche  comme  celle  des  états
éfractaires  avec  allo-immunisation  anti-HLA/HPA,  où  les
echerches  sont  déjà  très  avancées,  et  également  hors  indi-
ations  transfusionnelles  où  elles  seraient  utilisées  comme
es  vecteurs  de  médicaments.
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