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Résumé  La  production  in  vitro  de  plaquettes  offre  une  opportunité  de  résoudre  les  problèmes
liés aux  limitations  d’approvisionnement  et  à  la  sécurité  des  dons  de  produits  dérivés  du  sang.
Les cellules  souches  pluripotentes  induites  —  ou  iPSC  —  sont  une  source  idéale  pour  la  production
de cellules  à  des  fins  de  thérapies  régénératives.  Nous  avons  précédemment  établi  avec  succès
une lignée  mégacaryocytaire  immortalisée  à  partir  d’iPSC.  Celle-ci  possède  une  capacité  de
prolifération  fiable.  Par  ailleurs,  il  est  possible  de  les  cryoconserver.  Elle  est  donc  une  source
adaptée de  cellules  primaires  pour  la  production  de  plaquettes  suivant  les  Bonnes  Pratiques  de
Fabrication  (BPF).  Dans  le  même  temps,  la  capacité  améliorée  des  bioréacteurs  à  reproduire
certaines conditions  physiologiques,  telle  que  la  turbulence,  de  pair  avec  la  découverte  de
molécules favorisant  la  thrombopoïèse,  a  contribué  à  l’accomplissement  de  la  production  de
plaquettes  en  quantité  et  qualité  suffisantes  pour  répondre  aux  besoins  cliniques.  La  production
de plaquettes  à  partir  de  cellules  iPS  s’étend  aussi  aux  patients  en  état  de  réfraction  allo-
immune,  par  la  production  de  plaquettes  autologues  ou  dont  on  a  génétiquement  manipulé
l’expression  des  Antigènes  des  Leucocytes  Humains  (HLA)  et  des  Antigènes  Plaquettaires  Humain
(HPA). Considérant  ces  avancées  fondamentales,  les  plaquettes  iPSC  avec  expression  des  HLA
modifiées  se  présentent  comme  un  potentiel  produit  de  transfusion  universel.  Dans  cette  revue,
nous souhaitons  apporter  une  vue  d’ensemble  de  la  production  in  vitro  de  plaquettes  à  partir  de

cellules iPS,  et  de  son  possible  potentiel  transformatif,  d’importance  capitale  dans  le  domaine
de la  transfusion  des  produits  sanguins.
© 2020  l’Académie  nationale  de  médecine.  Publié  par  Elsevier  Masson  SAS.  Tous  droits  réservés.
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Summary  Ex  vivo  production  of  human  platelets  have  been  pursued  as  an  alternative  mea-
sure to  resolve  limitations  in  the  supply  and  safety  of  current  platelet  transfusion  products.  To
this end,  induced  pluripotent  stem  cells  (iPSCs)  are  considered  an  ideal  global  source,  since
they are  not  only  pluripotent  and  self-renewing,  but  also  are  available  from  basically  any
person, have  relatively  few  ethical  issues,  and  are  easy  to  manipulate.  From  human  iPSCs,
megakaryocyte  (MK)  lines  with  robust  proliferation  capacity  have  been  established  by  the
introduction  of  specified  sets  of  genes.  These  expandable  MKs  are  also  cryopreservable  and
thus would  be  suitable  as  master  cells  for  good  manufacturing  practice  (GMP)  grade  produc-
tion of  platelets,  assuring  availability  on  demand  and  safety  against  blood-borne  infections.
Meanwhile,  developments  in  bioreactors  that  physically  mimic  the  in  vivo  environment  and
discovery of  substances  that  promote  thrombopoiesis  have  yielded  competent  platelets  with
improved  efficiency.  The  derivation  of  platelets  from  iPSCs  could  further  resolve  transfusion-
related alloimmune  complications  through  the  manufacturing  of  autologous  products  and  human
leukocyte antigen  (HLA)-compatible  platelets  by  manipulation  of  HLAs  and  human  platelet  anti-
gens (HPAs).  Considering  these  key  advances  in  the  field,  HLA-deleted  platelets  could  become
a universal  product  that  is  manufactured  at  industrial  level  to  safely  fulfill  almost  all  demands.
In this  review,  we  overview  the  ex  vivo  production  of  iPSC-derived  platelets  towards  clinical
applications,  a  production  that  would  revolutionize  the  blood  transfusion  system.
© 2020  l’Académie  nationale  de  médecine.  Published  by  Elsevier  Masson  SAS.  All  rights  reserved.
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Les iPSC comme cellules sources
ntroduction

es  plaquettes  sont  des  cellules  sanguines  anucléées  de
etite  taille  (2—3  �m  de  diamètre),  et  fragmentées  dans  le
ystème  vasculaire  à  partir  de  la  membrane  plasmique  de
égacaryocytes  (MK)  résidants  dans  la  moelle  osseuse.  Elles

ont  indispensables  dans  l’équilibre  homéostatique,  et  leur
ysfonctionnement  induit  diverses  complications  hémorra-
iques.  Certaines  maladies  hématologiques,  lourdes  pertes
e  sang,  infections  sévères,  syndromes  d’hyper-coagulation,
insi  que  des  interventions  thérapeutiques  telles  que  cer-
aines  chirurgies  cardiaques,  chimiothérapie,  radiothérapie
t  conditionnement  des  cellules  souches  hématopoïétiques,
rovoquent  une  thrombocytopénie,  c’est-à-dire  une  dimi-
ution  du  nombre  de  plaquettes  au  point  qu’il  en  devient
nsuffisant  [1].

Depuis  des  dizaines  d’années,  le  traitement  standard
our  palier  une  thrombocytopénie  reste  l’allo-transfusion
2,3].  Par  le  passé,  les  dons  de  sang  ont  assuré  l’apport
n  produits  plaquettaires  pour  la  transfusion  et  ont  sauvé
e  nombreuses  vies.  En  dépit  de  l’adroite  gestion  actuelle
es  incommodités  liées  à  l’apport  et  de  la  sécurité  des  dons
e  plaquettes,  il  est  fondamental  de  répondre  à  ses  fragili-
és  [4,5].  En  effet,  pour  maintenir  leur  viabilité  de  manière
ptimale,  les  produits  plaquettaires  sont  gardés  à tempé-
ature  ambiante  sous  agitation  douce.  Ceci  restreint  leur
enêtre  d’utilisation  déjà  limitée  à  5  jours  au  Japon  (7  jours
n  France,  si  elles  sont  inactivées  pour  les  pathogènes),  donc
eur  ré-apport  doit  rester  constant.

Par  nature,  l’allo-transfusion  induit  inévitablement  des
isques  de  transmission  d’infections  du  sang,  d’allergies  ;
es  risques  liés  à  l’allo-immunisation  [2].  Les  produits
ontaminés  par  des  agents  infectieux  tels  que  les  virus  de
’hépatite,  VIH,  virus  T-lymphotrope  humain  (HTLV)  etc.,

ont  exclus  de  manière  fiable  grâce  à  des  tests  hautement
ensibles,  mais  le  risque  ne  peut  être  complètement  éliminé
n  raison  de  la  période  de  détection.  Les  plaquettes  étant

L
d

ardées  à température  ambiante,  elles  sont  par  ailleurs  sen-
ibles  au  risque  de  contamination  bactérienne.

De  plus,  contrairement  aux  réponses  allo-immunitaires
par  exemple  la  maladie  du  greffon  contre  l’hôte),  qui  sont
vitables  par  la  déplétion  des  leucocytes  ou  l’irradiation  des
roduits  dérivés  du  sang,  être  les  cas  réfractaires  aux  trans-
usions  de  plaquettes  non  concordantes  pour  les  Antigènes
es  Leucocytes  Humains  (HLA)  et  des  Antigènes  Plaquet-
aires  Humains  (HPA)  n’ont  pour  l’instant  pas  de  solution
6].  D’autre  part,  certaines  molécules  bio-réactives  incluses
ans  le  sérum  des  produits  plaquettaires,  en  particulier  les
ytokines,  participent  probablement  à  des  complications
omme  la  fièvre,  les  symptômes  allergiques  et  les  œdèmes
ulmonaires  lésionnels  (TRALI).

La  production  de  plaquettes  ex-vivo  à  partir  de  cellules
ouches  pluripotentes  induites  (iPSC)  est  une  solution  pour
ésoudre  les  problèmes  liés  à  la  transfusion  allogénique.
n  médecine  régénérative,  le  risque  de  tumorigenèse  liées
ux  plaquettes  provenant  d’iPSC  est  faible.  Cependant,  le
ombre  de  cellules  requises  dépasse  de  plusieurs  ordres  de
randeur  celui  demandé  par  d’autres  thérapies  cellulaires.

Motivées  par  ces  problématiques,  plusieurs  avancées
ondamentales  ont  été  réalisées  dans  la  production  de  pla-
uettes  à partir  d’iPSC,  de  telle  sorte  que  les  applications
liniques  sont  attendues  dans  les  prochaines  années.  Cette
evue  a  pour  objectif  de  résumer  les  avancées  techno-
ogiques  récentes  dans  ce  domaine.  Nous  discuterons  des
ignées  mégacaryocytaires,  des  systèmes  à  bioréacteurs,  et
es  nouveaux  composés  découverts.  Ces  avancées  seront
galement  mentionnées  dans  le  cadre  des  complications
iées  à  l’allo-immunisation,  en  tant  qu’importante  direction
hérapeutique  à  explorer.
a  production  ex-vivo  de  plaquettes  est  indépendante  des
ons  du  sang  et  représente  donc  un  apport  stable  et  faci-
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Tableau  1  Production  de  plaquettes  ex  vivo  à  partir  de  différentes  sources  cellulaires.

Cellule  source  Origine  Amplification  Procédé  de
différencia-
tion

Problèmes
éthiques

Tissu/Cellule  Disponibilité  Collecte
invasive

Quantité

Mégacaryocytes
(MK)

Moelle
Osseuse

Quiconque  ++  Faible  Non-établie  Non  —

Cellules souches
hématopoïétiques
(CSH)

Sang  de
cordon
ombilical*

Limitée  :
dépend  de
dons

Non  Très  faible  Insuffisante  Relativement
court

—

Cellules souches
embryoniques
(CSE)

Embryon  Très
limitée  :
dépend  de
dons

Non  —  Illimitée  Long  Importants

Cellule souche
pluripotente
induite  (iPS)

Cellules
somatiques

Quiconque  Non,
Minimal

Illimitée  Long  Faibles
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Les CSH peuvent être obtenues à partir de la moelle épinièr
source originelle considérée dans le domaine.

lement  contrôlable.  Elles  peuvent  être  préparées  à  partir
d’une  source  de  cellule  exempte  de  pathogène  produite
dans  des  conditions  strictes  avec  peu  de  problèmes  liés  à
la  disponibilité  de  dons.  De  fait,  le  principal  défi  réside
dans  la  production  suffisante  de  plaquettes.  En  pratique,
chaque  dose  transfusée  demande  un  nombre  élevé  de  pla-
quettes,  de  l’ordre  de  200  ou  300  milliards.  Ces  dernières
étant  non-prolifératives,  anucléées,  et  restant  en  circula-
tion  seulement  3  à  10  jours,  les  transfusions  doivent  être
constantes  jusqu’à  ce  que  le  patient  en  recouvre  un  nombre
adéquat.  Pour  atteindre  un  nombre  suffisant  de  plaquettes
iPSC  produites,  nous  avons  développé  une  source  cellulaire
pouvant  être  amplifiée  de  manière  fiable.

Les  mégacaryocytes  (MK),  progéniteurs  unipotents  des
plaquettes,  résident  en  faible  quantité  dans  la  moelle
osseuse.  Ces  cellules  sont  donc  une  source  peu  fiable.  En
revanche,  en  amont  de  la  lignée  développementale,  les
cellules  souches  hématopoïétiques  (CSH)  peuvent  être  obte-
nues  sans  procédure  invasive  à  partir  du  sang  de  cordons
ombilicaux.  Cependant,  une  unité  contient  seulement  envi-
ron  1  million  de  CSH  [7].  Cela  signifie  qu’une  stratégie
hautement  efficace  d’amplification,  de  différenciation  et
de  production  de  plaquettes  est  nécessaire  [8].  Seulement,
l’amplification  des  CSH  n’est  pas  optimale  pour  la  produc-
tion  de  MK  in  vitro,  et  cette  option  est  donc  aussi  peu  réaliste
(Tableau  1).

Encore  plus  en  amont  dans  la  lignée  développementale
se  trouvent  les  cellules  souches  pluripotentes  : les  cellules
souches  embryoniques  (CSE)  et  les  iPSC  [9,10].  Contraire-
ment  aux  CSH,  les  cellules  souches  pluripotentes  peuvent
être  amplifiées  indéfiniment  in  vitro,  puis  différenciées  en

MK  et  en  plaquettes  [11—16].  À  noter  :  il  n’y  a  pas  de  détec-
tion  de  CSH  dans  ce  procédé  de  différenciation,  bien  que  ces
cellules  soient  considérées  comme  un  intermédiaire  obliga-
toire  pour  les  cellules  souches  pluripotentes  lorsque  qu’elles

(
p
p
n

de sang périphérique mais le sang de cordon ombilical est la

uivent  la  trajectoire  développementale  mégacaryocytaire.
a  raison  de  leur  absence  n’a  pas  encore  été  élucidée.  Néan-
oins,  les  plaquettes  produites  de  cette  manière  ont  des
ropriétés  comparables  aux  plaquettes  humaines.

Alors  que  les  CSE  sont  obtenues  à  partir  d’embryons,
n  équivalent  fonctionnel  —– les  iPSC  —– peut  être  pro-
uit  à  partir  de  cellules  somatiques  par  l’introduction  de
ènes  de  reprogrammation.  Ces  cellules  présentent  donc
oins  de  dilemmes  éthiques  et  leur  acquisition  est  peu

nvasive  [9,10].  Malheureusement,  nous  ne  disposons  pas  à
’heure  actuelle  de  protocoles  amplifiant  les  iPSC  de  sorte

 atteindre  les  niveaux  de  plaquettes  requis  pour  une  appli-
ation  clinique.  Ceci  est  sans  doute  dû  à  la  longueur,  la
omplexité,  le  coût,  et  la  faible  efficacité  de  leur  diffé-
enciation  en  MK,  résultant  en  une  variabilité  significative
ntre  les  lots  de  culture  (Tableau  1).  Atteindre  une  échelle
e  production  applicable  en  clinique  est  donc  irréalisable
ans  ces  conditions.

Toutefois,  les  iPSC  étant  facilement  modifiables  géné-
iquement,  il  a  été  possible  d’induire  une  surexpression
e  gènes  spécifiques  pour  établir  une  lignée  mégacaryo-
ytaire  amplifiable.  C’est  cette  source  cellulaire  qui  est
ctuellement  considérée  comme  la  plus  adaptée  pour  pro-
uire  des  plaquettes  [17,18]. Les  iPSC,  contrairement  aux
SH  et  aux  CSE,  peuvent  être  obtenues  à  partir  d’un
etit  fragment  de  peau,  de  sang  périphérique  ou  ombili-
al,  voire  d’urine  [19]  de  n’importe  quel  donneur,  même
eux  ayant  une  maladie  hématologique.  À  l’heure  actuelle,
ne  banque  d’iPSC  est  maintenue  pour  fournir  des  cellules
utologues  à  partir  de  donneurs  pouvant  être  compatibles  au
egard  des  HLA.  Celle-ci  est  une  source  d’allogreffe  possible
Tableau  1)  [20—22].  L’autre  possibilité  consiste  à  mani-
uler  l’expression  des  HLA  and  HPA  pour  permettre  aux

laquettes  produites  in  vitro  d’échapper  à la  réponse  immu-
itaire  [12,23,24].
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Figure  1  Modèle  révisé  de  la  mégacaryopoïèse.  Précédemment,  il  était  admis  que  les  cellules  souches  hématopoïétiques  (CSH)
génèrent qu’un  progéniteur  commun  des  mégacaryocytes  et  érythrocytes  (MEP).  Cependant,  lors  de  l’hématopoïèse  chez  l’adulte,
des progéniteurs  de  mégacaryocytes  ayant  la  capacité  de  s’auto-renouveler  (les  MkP)  émergent  directement  des  CSH  ou  de  progé-
niteurs multipotents  (MPP)  et  deviennent  les  progéniteurs  majeurs  des  MK.  Après  leur  différenciation  et  maturation,  les  MK  migrent
dans la  niche  vasculaire  où  ils  produisent  des  plaquettes.

Tableau  2  Manipulations  génétiques  pour  l’établissement  de  lignées  mégacaryocytaires.

Origine  Gènes  introduits  Référence

imMKCL  iPS  c-MYC,  BMI1  et  BCL-XL  [18]
fopMK  iPS  GATA1,  FLI1  et  TAL1  [17]
Converted  MK Fibroblaste NF-E2,  MAFG  et  MAFK  [80]
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égacaryopoïèse et lignée mégacaryocytaire

’hypothèse  concernant  la  trajectoire  développementale
es  érythroblastes  et  des  MK  leur  attribue  un  progéniteur
ommun,  les  MK-érythroïdes  (MEP)  [25].  Dans  ce  système,  la
rombopoïétine  (TPO)  et  son  récepteur  associé  (MPL)  jouent
n  rôle  majeur  dans  l’amplification,  la  différenciation  et  la
aturation  des  MK  [26].  De  fait,  la  combinaison  de  TPO,
’autres  cytokines  et  de  divers  facteurs  participe  à  la  diffé-
enciation  des  MK  in  vitro  [12,27—29].

Des  études  récentes  suggèrent  qu’il  existerait  progé-
iteur  spécifique  de  la  trajectoire  développementale  des
K  dans  l’hématopoïèse  adulte  —– MkP  —– qui  proviendrait
irectement  des  CSH  ou  de  progéniteurs  sanguins  mul-
ipotents  [30],  en  plus  de  l’existence  de  MK  ayant  des
ropriétés  d’auto-renouvèlement  (Fig.  1)  [31,32].  Dans  le
ut  d’obtenir  des  MkP,  Nakamura  et  al.,  ont  établi  une  lignée
ellulaire  immortelle  de  progéniteurs  MK  (imMKCL)  à  par-
ir  de  progéniteurs  hématopoïétiques  dérivés  d’iPSC,  par
’introduction  séquentielle  des  gènes  c-MYC  et  BMI1  suivis
ar  le  gène  BCL-XL  (Tableau  2).  Ces  transgènes  sont  sous
e  contrôle  du  système  Tet-on  qui  permet  de  faire  passer

es  imMKCL  d’un  état  prolifératif  et  d’auto-renouvèlement

 un  état  de  maturation  et  de  production  de  plaquettes
ar  l’utilisation  de  doxicycline  (Dox,  Dox-ON  : proliféra-
ion,  Dox-OFF  :  maturation)  [18].  La  surexpression  de  c-Myc

c
l
a
I

X1,  GATA1,  TAL-1,  LMO2  et  c-MYC  [81]

avorise  l’amplification  des  MK  sans  induire  leur  maturation
33,34],  alors  que  le  complexe  du  groupe  Polycomb  BM1  et
e  facteur  anti-apoptotique  BCL-XL  suppriment  respective-
ent  la  sénescence  et  l’apoptose  via  la  régulation  d’ARF  et
e  INK41,  et  de  caspases  [35].  La  culture  de  ces  des  cellules
n  condition  Dox-OFF  bloque  la  surexpression  de  ces  trans-
ènes  et  augmente  l’expression  de  GATA1  et  de  NF-E2,  des
acteurs  cruciaux  pour  la  différenciation  et  la  maturation
es  MK  [36,37].

La  génération  de  plaquettes  à  partir  d’imMKCL  est  plus
apide  et  possède  une  efficacité  supérieure  à  leur  produc-
ion  à  partir  d’iPSC,  puisque  ce  système  souffre  d’une  faible
fficacité  de  différenciation  en  MK.  Pour  illustrer  ce  fait,
lus  de  vingt  jours  ont  été  nécessaires  pour  différencier  des
K  à  partir  d’iPSC,  avec  une  efficacité  d’environ  3  MK  par

PSC  [33]. De  plus,  les  lignées  mégacaryocytaires  peuvent
tre  cryoconservées  puis  amplifiées  à  la  demande.  Des  pro-
uits  plaquettaires  respectant  les  règles  de  BPF  peuvent  être
roduits  à  partir  de  cellules  sources  libres  de  pathogènes  en
onditions  stériles  (Fig.  2).

Un  obstacle  majeur  à  l’utilisation  des  cellules  dérivées
’iPSC  ou  de  matériel  biologique  génétiquement  modifié
oncerne  le  risque  de  tumorigénicité.  Nous  discuterons  de

a  mitigation  de  ce  problème  par  un  procédé  de  purification
mélioré  et  l’irradiation  des  produits  finaux  dans  la  section
V.
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Figure  2  Lignée  mégacaryocytaire  immortelle  et  production  de  plaquettes  ex  vivo  selon  les  BPF.  Lignée  mégacaryocytaire  ampli-
ulier
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fiable, établie  à  partir  d’iPS  par  transduction  de  gènes  partic
primaires qu’il  est  facile  de  mettre  en  culture,  d’amplifier  puis  d

Bioréacteurs et biogenèse des  plaquettes

L’établissement  d’une  lignée  amplifiable  mégacaryocy-
taire  ne  correspond  qu’à  la  moitié  du  travail  : les  MK
doivent  ensuite  être  induits  à  maturation  pour  produire
efficacement  des  plaquettes  fonctionnelles.  Pendant  leur
maturation,  les  MK  passent  par  plusieurs  endomitoses
et  deviennent  des  cellules  géantes  polyploïdes,  pouvant
atteindre  50—100  �m  de  diamètre  et  une  quantité  d’ADN
jusqu’à  128N.  Suivant  cette  augmentation  en  volume,  les
MK  étendent  et  invaginent  leurs  membranes  cellulaires  pour
former  un  système  de  membranes  de  démarcation  (DMS).
Le  procédé  est  accompagné  par  le  bourgeonnement  de
nombreuses  pro-plaquettes  à  partir  du  DMS  dans  les  vais-
seaux  sinusoïdaux  de  la  moelle  osseuse.  Les  pro-plaquettes
contiennent  les  organelles  des  plaquettes  et  possèdent  des
gonflements  correspondants  à  la  taille  de  ces  dernières,
arrangées  en  tandem,  qui  dépendent  du  réarrangement  de
leurs  microtubules.  Dans  les  dernières  étapes  de  la  throm-
bopoïèse,  des  particules  anucléées  se  détachent  de  la  partie
distale  des  protrusions  pro-plaquettaires  et  entrent  en  circu-
lation,  où  elles  sont  de  nouveau  fragmentées  en  plus  petites
particules  :  les  plaquettes  [38—41].

À  la  différence  du  mécanisme  stationnaire  de  la  throm-
bopoïèse,  qui  est  régulé  par  la  TPO,  Un  nouveau  mécanisme
de  production  de  plaquettes  qui  suit  une  infection  grave
ou  d’importants  saignements  a  été  découvert.  Ce  méca-
nisme  induit  la  libération  rapide  de  plaquettes  selon  un
mode  de  rupture  sous  l’effet  de  la  cytokine  IL-1� (Fig.  3)
[42].  Les  plaquettes  produites  de  cette  façon  sont  plus
larges  et  montrent  des  détériorations  mineures,  mais  leur
fonction  thrombotique  est  intacte.  Alors  que  le  mécanisme
stationnaire  est  le  modèle  principal  de  la  production  de
plaquettes  ex-vivo,  le  mécanisme  de  production  d’urgence
de  plaquettes,  basé  sur  des  signaux  inflammatoires,  offre
des  possibilités  d’exploration  de  stratégies  alternatives  pour
augmenter  l’efficacité  de  la  production  de  plaquettes  ex-
vivo.  Dans  cette  optique,  l’utilisation  d’IL-1�, qui  partage
le  même  récepteur  que  l’IL-1�, a  été  examinée  [17,28,43].
Un  seul  MK  dans  la  moelle  épinière  peut  potentiel-
lement  produire  1000  à  2000  plaquettes,  mais  dans  des
conditions  statiques  en  culture  in  vitro,  ce  nombre  est

e
l
l

s.  Ces  cellules  peuvent  être  préservées  et  servir  de  cellules
duire  la  maturation  pour  produire  des  plaquettes  sur  demande.

omparativement  faible,  et  se  réduit  à  3  ou  10  [18,44].  De
lus,  les  plaquettes  in  vitro  sont  typiquement  plus  larges,
oins  réactives  et  ont  une  viabilité  inférieure  [18,44,45].
ette  importante  différence  a  motivé  de  plus  amples
tudes  pour  optimiser  la  maturation  des  MK  et  la  qualité
es  plaquettes  produites.

Dans  le  but  d’imiter  au  mieux  les  conditions  physiolo-
iques  retrouvées  in  vivo,  plusieurs  types  de  bioréacteurs
nt  été  conçus (Tableau  3)  [46].  Les  bioréacteurs  permettent
ne  culture  cellulaire  en  3D,  ce  qui  augmente  la  surface
isponible  aux  MK  pour  produire  des  pro-plaquettes.  Ils  per-
ettent  aussi  de  récapituler  les  forces  de  cisaillement  qui

xistent  dans  la  circulation  et  de  libérer  des  plaquettes  à
artir  de  la  partie  distale  des  pro-plaquettes  [38,47].  À  noter
u’un  mécanisme  similaire  de  production  de  plaquettes  a
té  décrit  dans  les  poumons  [48,49]. Les  bioréacteurs  réca-
itulant  de  manière  optimale  les  forces  de  cisaillement
méliorent  significativement  le  nombre  et  le  ratio  de  pla-
uettes  produites  [50].

Ont  suivi  d’autres  développements  de  systèmes  plus
erformants  permettant  d’accroître  encore  le  nombre
e  plaquettes  produites  ainsi  que  leur  production  dans
n  état  quiescent,  leur  activation  réduisant  leur  fonction
Tableau  3).  Par  exemple,  Thon  et  al.,  ont  conçu  un  bio-
éacteur  sur  puce  qui  reproduit  les  composants  physiques
t  chimiques  de  la  moelle  osseuse  telle  que  la  rigidité,
a  composition  de  la  matrice  extracellulaire,  la  taille
es  pores,  le  contact  avec  les  cellules  endothéliales,  et
es  forces  de  cisaillement  [51].  Une  particularité  de  leur
ioréacteur  est  de  pouvoir  incorporer  de  la  microscopie  en
emps  réel.  Notre  équipe  a  suggéré  que  l’angle  du  flux  pour-
ait  être  un  paramètre  important,  puisque  des  expériences
vec  des  angles  divers  ont  montré  une  corrélation  avec  une
ariation  du  nombre  de  plaquettes,  le  meilleur  étant  de
0  degrés  [44].  Dans  une  tentative  de  récapituler  la  niche
nvironnementale  des  MK,  Balduini  et  al.,  ont  utilisé  un
upport  unique  fait  de  protéines  de  soie  contenant  des  cyto-
ines,  des  composés  de  la  matrice  extracellulaire,  et  des
rotéines  dérivées  de  cellules  endothéliales  [43,52].  Blin

t  al.,  ont  construit  un  dispositif  microfluidique  qui  capture
es  MK  dans  des  micro-piliers  enduits  de  vWF  et  libère
es  plaquettes  selon  différents  taux  de  cisaillement  [53].



966  C.  Flahou  et  al.

Figure  3  Modèle  des  deux  modes  de  thrombopoïèse.  En  état  d’équilibre,  l’effet  de  la  TPO  sur  les  MK  de  la  moelle  osseuse  les
induit à  produire  des  pro-plaquettes  dans  la  circulation.  Dans  le  cas  où  une  production  importante  de  plaquette  est  nécessaire,
IL-1� augmente  la  quantité  de  �1-tubuline,  ce  qui  résulte  en  désorganisation  des  microtubules  de  telle  sorte  que  les  plaquettes
soient libérées  suivant  un  mode  de  rupture.

Tableau  3  Systèmes  de  bioréacteurs  pour  la  production  de  plaquettes.

Référence  Design  Plateforme  Composés
extracellulaires

Cellule
Endothéliale

Origine  des
MK

Rendement
(%)

Plaquettes/
MK

Durée

[51]  Puce  micro
fluidique

Polymères
organiques
(silicone)

Fibrinogène
Fibronectine,
Matrigel

Cellules
HUVEC

iPS  >  90  30  2  h

[43]  Microtubes
vasculaires
3D

Microtubes  de
soie

Collagène,
Fibrinogène,
Fibronectine,
Laminine,
SDF-1a

Cellules
endothé-
liales
primaires

CD34+  de
sang
ombilical

12  10—40  48  h

[53]  Puce  micro
fluidique
avec  micro
piliers

Polymères
organiques
(silicone)

vWF  —  Divers  10—50  3,7  2  h

[54]  Pseudo-
membranes
3D

Membrane  en
nanofibres

Inhibiteur  de
ROCK  et  de
polymérisation

—  CD34+  de
sang
ombilical

— 100  3  h

U
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o
é
d
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p
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d’actine

tilisant  une  technologie  permettant  des  forces  de  cisaille-
ent  basée  sur  des  membranes  en  nanofibres,  Avanzi  et  al.,

nt  assemblé  un  bioréacteur  capable  de  produire  étape  par
tape  des  plaquettes  à  partir  de  cellules  CD43+  provenant

e  sang  de  cordon  ombilical  [54].  Cependant,  en  consi-
érant  le  potentiel  physiologique  des  MK  et  le  niveau  de
roduction  requis,  les  bioréacteurs  ont  encore  une  marge  de

s

q

rogression  importante  quant  à  l’optimisation  de  la  pro-
uction  de  plaquettes  [46].  De  plus,  les  bioréacteurs  qui
xploitent  les  forces  de  cisaillement  n’ont  pas  réussi  à
btenir  des  plaquettes  ayant  des  propriétés  hémostatiques

atisfaisantes.

Une  approche  alternative  pour  la  production  de  pla-
uettes  est  d’injecter  en  intraveineuse  des  MK  pour  utiliser
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la  caractéristique  des  poumons  à  être  un  site  de  thrombo-
poïèse  [48,49].  Dans  ce  cas,  les  poumons  retiennent  les  MK,
qui  libèrent  ensuite  les  plaquettes  dans  les  vaisseaux  pulmo-
naires  et  convertissent  les  poumons  en  sorte  de  bioréacteurs
in  vivo  [55,56].

En  combinant  les  bioréacteurs  à  des  molécules  stimulant
la  thrombopoïèse,  il  est  possible  d’améliorer  la  produc-
tion  de  plaquette  ex  vivo.  Parmi  les  composés  candidats
on  retrouve  des  inhibiteurs  de  la  polymérisation  d’actine  et
de  la  kinase  Rho.  Ils  améliorent  la  polyploïdisation  des  MK
et  la  formation  de  pro-plaquettes  [54,57,58].  D’autre  part,
des  études  ont  montré  que  l’hypercholestérolémie  entraîne
la  production  de  plaquettes.  On  pourrait  donc  l’optimiser
en  supplémentant  le  milieu  de  culture  en  cholestérol
[59,60].  StemRegenin  1  (SR1),  antagoniste  du  récepteur  aryl-
hydrocarbone  (AhR),  non  seulement  améliore  l’amplification
des  CSH  [61—63],  mais  augmente  également  la  polyploïdie
des  MK  et  favorise  l’amplification  in  vitro  de  leur  précurseurs
[62,64].

Les plaquettes dérivées d’iPSC dans le cas des
complications immunes

Parmi  les  complications  immunitaires  observées  après  une
transfusion  de  plaquettes,  on  retrouve  des  réactions  aiguës
telles  que  de  la  fièvre,  des  réactions  allergiques,  le  TRALI,
mais  aussi  des  réactions  plus  tardives  telles  que  la  GVHD  et
une  réfraction  allo-immune  [2,6,65].  Les  causes  potentielles
peuvent  être  attribuées  aux  cytokines,  allergènes  ou  autres
molécules  encore  non  identifiés.  Des  étapes  de  lavages  de
plaquettes  (dites  transformation  « déplasmatisée  ») pré-
viennent  les  réactions  aiguës  [2].  De  la  même  manière,  le
lavage  des  plaquettes  iPSC  devrait  réduire  leur  risque  de
provoquer  ce  type  de  réaction.  Dans  le  cas  de  la  GVHD,
elle  est  provoquée  par  la  contamination  lymphocytaire  du
concentré  de  plaquettes  et  celle-ci  peut  être  prévenue  par
leuco-réduction  ou  irradiation  [65].  Ce  problème  ne  se  pose
pas  pour  les  plaquettes  iPSC  puisque  les  lymphocytes  ne  se
différencient  pas  à  partir  de  MK  [18,66].

La  réfraction  immunitaire  à  la  transfusion  de  plaquettes
est  basée  sur  l’allo-immunité  liée  à  l’expression  des  anti-
gènes  sanguins  ABO,  mais  aussi  HLA  classe  I  et  HPA.  Suivant
la  transfusion,  une  réponse  immunitaire  contre  ces  anti-
gènes  provoque  un  rejet  dans  5  à  15  %  des  cas  [2,6].  Une
non-concordance  majeure  des  antigènes  ABO  réduit  la  durée
entre  les  transfusions,  mais  crée  peu  de  conséquences  cli-
niques  [67].  Ce  n’est  pas  le  cas  pour  la  non-concordance  sur
les  HLA  et  HPA,  qui  entraîne  de  sérieuses  complications  et
demandent  une  réponse  immédiate  pour  éviter  de  sérieux
problèmes  de  saignement  [2,6].

Les  anticorps  contre  les  HLA  classe  I,  et  dans  une  moindre
mesure  les  HPA,  sont  la  cause  principale  d’allo-réfraction.
Il  est  donc  nécessaire  de  vérifier  leur  compatibilité  avant
transfusion  [6].  Certains  patients  deviennent  sensibilisés  et
produisent  des  anticorps  contre  le  HLA  et/ou  HPA  après  plu-
sieurs  transfusions,  ou  après  une  grossesse.  Actuellement,  la

transfusion  de  plaquettes  concordantes  pour  les  HLA  ou  HPA
est  la  seule  mesure  pour  éviter  ce  type  de  réaction,  mais  leur
disponibilité  est  limitée,  demande  une  logistique  au  coût
plus  important,  et  peut  manquer  en  situation  d’urgence.
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Plusieurs  approches  utilisant  les  cellules  dérivées  d’iPSC
euvent  être  mises  en  œuvre  pour  assurer  une  solution  à
es  problèmes.  D’une  part,  il  est  possible  de  produire  des
laquettes  dérivées  d’iPSC  produite  à  partir  des  cellules
u  patient,  qui  dans  ce  cas  n’éliciteront  pas  de  réponse
mmunitaire.  À  l’heure  actuelle,  un  essai  clinique  utilise
es  plaquettes  autologues  suivant  cette  stratégie  [68].
ependant,  établir  des  iPSC  autologues,  produire  la  lignée
ellulaire  MK,  puis  finalement  produire  des  plaquettes  est
n  processus  long  et  complexe  à  la  qualité  variable.

Une  approche  alternative  est  de  préparer  une  banque
e  cellules  ayant  des  propriétés  immunogènes  amoindries.
es  iPSC  de  donneurs  homologues  pour  les  HLA  classe  I  ont
éjà  été  collectés  dans  cette  optique  [20—22].  Les  produits
omologues  pour  les  HLA  classe  I  ne  doivent  être  compa-
ibles  qu’avec  un  seul  des  deux  loci  du  gène  HLA  classe  I
u  receveur,  et  peuvent  donc  être  utilisés  pour  bien  plus
e  patients  que  les  produits  hétérologues.  Conformément
ux  estimations,  la  collection  de  100  des  types  de  HLA  les
lus  fréquents  pourrait  couvrir  plus  de  80  %  de  la  popula-
ion  japonaise  [69].  Cette  stratégie  permet  aux  cliniciens  de
’appuyer  sur  des  stocks  stables,  à  la  place  de  donneurs  com-
atibles  à  la  disponibilité  incertaine.  Les  HLA  sont  toutefois
rès  variables  dans  la  population  mondiale.  En  conséquence,
lus  la  couverture  est  grande  et  plus  la  banque  cellulaire  doit
tre  large.

Enfin,  une  future  stratégie  pour  minimiser  le  risque
’allo-réfraction  consiste  à  modifier  génétiquement  les  iPSC
our  en  supprimer  l’expression  des  HLA  classe  I  et  en  déri-
er  des  plaquettes  HLA-nul.  En  utilisant  des  technologies
elles  que  shRNA,  TALEN  ou  bien  CRISPR/Cas9,  la  diminution
e  l’expression  des  HLA  est  possible  soit  par  l’extinction  du
ène  de  la  microglobuline  beta-2  (�2M),  soit  par  sa  délétion
12,70].

Avec  cette  stratégie,  il  faut  néanmoins  prendre  en
ompte  le  risque  posé  par  cellules  Natural  Killer  (NK),  qui
iblent  et  éliminent  les  cellules  qui  ont  une  expression
éduite  des  HLA  [71]. Bien  que  l’allo-réactivité  des  NK  n’ait
as  été  démontrée  contre  les  plaquettes,  une  réaction  pour-
ait  apparaître  après  transfusion  de  cellules  n’ayant  aucune
xpression  des  HLA.  L’utilisation  des  shRNA  pourrait  être
ne  solution  pour  laisser  une  expression  minimale  mais  suf-
sante  pour  prévenir  l’activation  des  NK  [72,73]. Des  études
nt  été  menées  sur  l’expression  forcée  de  HLA  classe  I  non
lassiques  (HLA-E,  HLA-G)  fusionnés  avec  la  �2M  dans  le  but
’inhiber  la  réponse  des  NK  par  leur  récepteur  CD94,  ainsi
ue  sur  la  suppression  sélective  de  l’expression  des  HLA-A/B
n  maintenant  l’expression  des  HLA-C  [45,73—75].  Au-delà
e  ces  considérations,  nous  avons  mis  en  évidence  que
es  plaquettes  iPSC  génétiquement  modifiées  afin  qu’elles
’expriment  pas  les  HLA  classe  I  ne  provoquent  pas  de
éponse  immunitaire  des  NK,  et  peuvent  circuler  adéqua-
ement  dans  un  modèle  de  souris  reconstituées  avec  des
ellules  NK  humaines  et  des  anticorps  anti-HLA  classe  I  [76].

L’allo-réfraction  provoquée  par  les  HPA  est  moins  fré-
uente,  mais  les  patients  peuvent  aussi  manifester  des
éponses  cliniques  graves  telles  que  des  cas  de  purpura  post-
ransfusionnel  (PTP)  ou  thrombopénie  fœtale/néonatale

llo-immune  (FNAIT)  [77].  Dans  le  cas  du  PTP,  quelques
emaines  après  la  transfusion  de  plaquettes  non  concor-
antes  pour  les  HPA,  le  nombre  de  plaquettes  est  plus  bas
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68  

u’avant  transfusion.  Ceci  suggère  que  l’élimination  des
laquettes  inclue  aussi  celle  du  patient  [77].  La  FNAIT  appa-
aît  lors  de  la  grossesse,  lorsque  le  système  immunitaire
e  la  mère  réagit  contre  les  plaquettes  fœtales  ayant  des
PA  non  concordants.  Ces  anticorps  traversent  le  placenta
t  causent  une  thrombopénie  chez  le  nouveau-né,  indui-
ant  des  risques  de  complications  sévères  potentiellement

 long  terme  [77,78].  L’antigénicité  provient  principale-
ent  de  polymorphismes  singuliers  de  nucléotides  (SNP)
ans  les  molécules  de  HPA  [77—79].  Étant  donné  que  leur
xpression  est  nécessaire  pour  les  plaquettes,  une  stratégie
’élimination  similaire  à  celle  proposée  pour  les  HLA  n’est
as  réalisable.  Il  est  cependant  possible  de  convertir  les  SNP
t  de  changer  l’allo-type  des  HPA  en  utilisant  le  système
RISPR/Cas9  [24].

Ensembles,  les  technologies  pouvant  manipuler  les  anti-
ènes  des  plaquettes  sont  capables  d’apporter  jusqu’en
linique  des  plaquettes  allo-antigèniques  concordantes  pour
es  antigènes  impliqués  dans  les  effets  secondaires  immu-
itaires  des  transfusions.  Une  seule  lignée  cellulaire  MK
LA-nul  peut  servir  de  cellules  primaires  pour  une  produc-
ion  de  masse  de  cellules  universelles  pour  les  HLA,  et  servir
e  base  pour  de  futurs  développements  dans  la  modification
es  HPA.

onclusion

a  production  de  plaquettes  ex  vivo  a  grandement  progressé
es  dernières  années.  La  mise  en  place  d’une  lignée  mégaca-
yocytaire,  associée  au  développement  de  bioréacteurs  et  la
écouverte  de  nouveaux  agents,  a  drastiquement  amélioré
’efficacité  et  la  quantité  de  plaquettes  produites  et  a  per-
is  de  se  rapprocher  d’applications  en  clinique.  En  raison
e  la  sécurité  offerte  par  le  fait  que  les  plaquettes  soient
nucléées  et  non  prolifératives,  des  tests  cliniques  sont
ttendus  dans  un  avenir  proche.  Les  plaquettes  produites
x  vivo  sont  à  l’avant-garde  de  la  médecine  régénérative
tilisant  les  iPSC,  au  regard  du  nombre  considérable  de  per-
onnes  nécessitant  des  transfusions  de  plaquettes.

Les  obstacles  à  surmonter  restent  la  génération  de  pla-
uettes  suivant  les  principes  de  BPF  avec  un  haut  rendement
t  qui  ont  des  qualités  fonctionnelles  au  plus  proche  des  pla-
uettes  naturelles,  ainsi  que  le  développement  de  procédés
e  purification  pour  éliminer  les  contaminations  cellulaires
t  chimiques,  ou  encore  des  méthodes  confirmant  la  sécu-
ité  des  produits  finis  et  leur  préservation  optimale  [45].

 travers  le  monde,  de  nombreuses  équipes  de  recherche
ravaillent  à  faire  avancer  le  domaine  de  la  production
e  plaquettes  ex  vivo.  D’ici  quelques  années,  on  peut
’attendre  à  voir  publié  les  premiers  résultats  d’essais  cli-
iques  dans  plusieurs  pays,  et  qu’un  accès  facile,  sûr  et
bordable  à  des  transfusions  plaquettaires  soit  assuré  par
eur  production  ex  vivo  à  partir  d’iPSC.
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En  raison  des  limitations  de  texte,  plusieurs  études  ayant
éanmoins  grandement  participé  à  l’avancement  de  la  pro-
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