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RÉSUMÉ 

Malgré la mise en œuvre de la leucoréduction systématique, les transfusions plaquettaires 

restent génératrices de réactions post-transfusionnelles (encore appelées « Effets Indésirables 

Receveur, EIR »). Nous savons que les plaquettes sanguines relarguent des molécules 

proinflammatoires (e.g. CD40 ligand soluble ou sCD40L) durant leur préparation et stockage 

et leurs taux augmentés sont associées aux EIR. Le travail de cette thèse vise à mieux 

comprendre les mécanismes de survenue des EIR post transfusion plaquettaire, dans le 

contexte de l’inflammation. 

La première partie de nos travaux n’a pas retrouvé de polymorphismes génétiques du gène 

CD40LG qui pourraient modifier l’affinité du couple Récepteur/Ligand, en cas d’EIR. Dans 

un second temps, une caractérisation haplotypique de CD40LG n’a pas non plus permis de 

retrouver d’association avec l’apparition d’EIR. 

Nous avons ensuite tenté d’identifier des marqueurs génétiques de surexpression de sCD40L 

(et par conséquence, d’EIR). Pour cela, nous avons étendu l’investigation à douze 

polymorphismes de CD40LG mais aussi des marqueurs génétiques connus comme 

indépendamment liés à l’expression de sCD40L : au niveau de son récepteur CD40 et 

d’ITGA2. Ont été retrouvés associés à une modification significative de sécrétion de sCD40L, 

d’une part le polymorphisme rs126643 (ITGA2), un haplotype étendu de CD40LG et aussi un 

haplotype interchromosomique (CD40LG–CD40–ITGA2). Toutefois, ces haplotypes n’ont 

pas pu être retrouvés associés à l’apparition d’EIR. 

Nous avons également montré que lors du stockage de concentrés plaquettaires (CP) non 

leucoréduits, les « modificateurs de réponse biologique » (BRM) leucocytaires diffèrent d’une 

part, dominent et influencent d’autre part les BRM d’origine plaquettaire. Nous nous sommes 

ensuite intéressés à un autre BRM individualisé dans les produits transfusés : l’ADN 

mitochondrial, classé comme un signal de danger endogène (ou DAMP) et nous avons 

retrouvé une augmentation significative de ceux-ci dans les CP ayant induit un EIR. 

Nous avons alors entrepris une étude protéomique (LC-MS/MS) et transcriptomique (RNA-

seq) sur des CP ayant induit ou non un EIR. L’enrichissement des protéines et gènes 

différentiellement exprimés présente principalement un rôle dans l’activation plaquettaire, la 

coagulation, l’apoptose et la dégranulation qui représentent des processus en liaison étroite. 

Le transcriptome plaquettaire a confirmé l’étiologie apoptique par la mise en évidence de la 
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dérégulation calcique mitochondriale. De plus, l’obtention de l’enrichissement de sa voie 

intrinsèque permet d’expliquer l’abondance des ADNmt retrouvés précédemment dans les CP 

associés aux EIR. Par ailleurs, l’état d’activation et la dégranulation des plaquettes expliquent 

l’abondance des BRM retrouvés en cas d’EIR.  

Ainsi, nous avons identifié de nouveaux marqueurs inflammatoires hautement exprimés dans 

le groupe EIR. Après validation de ces résultats par des études complémentaires, ces 

marqueurs pourraient être proposés comme cibles de prévention d’EIR en modifiant, par 

exemple la préparation des CP. 
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I. Généralités sur les plaquettes sanguines 
Les plaquettes sanguines sont les plus petits éléments figurés du sang avec un diamètre 

compris entre 2 et 4 μm et un volume de 6 à 10 femto litre. Ces sont des cellules anucléées qui 

jouent un rôle de sentinelles parcourant le système vasculaire assurant son intégrité prévenant 

ainsi les saignements et minimisant les blessures des vaisseaux sanguins. Outre leur rôle dans 

l’hémostase, les plaquettes sont maintenant confirmées comme étant des cellules de 

l’immunité innée et adaptative. 

Pour assurer ces rôles, 150 à 450 109/L plaquettes circulent dans le sang d’un adulte et leur 

durée de vie moyenne est de 8 à 10 jours. Afin de maintenir une numération normale de 

plaquettes, 220 109/L plaquettes (environ) sont produites quotidiennement par les 

mégacaryocytes. 

 Du mégacaryocyte aux plaquettes I.1.

 Maturation et développement des mégacaryocytes I.1.1.

Les mégacaryocytes sont des cellules très spécialisées qui assurent la formation et la 

libération des plaquettes afin de maintenir un taux approprié de plaquettes circulantes. Les 

mégacaryocytes se développent à partir des cellules souches hématopoïétiques qui se trouvent 

principalement dans la moelle osseuse, mais sont également présentes dans d’autres organes 

comme le foie, la rate et les poumons1,2. 

La biologie des mégacaryocytes et des plaquettes a été révolutionnée grâce à la découverte de 

la thrombopoïétine (TPO), et de son récepteur spécifique, le c-Mpl. La TPO est une cytokine 

produite de manière constitutive principalement par les hépatocytes qui agit sur les cellules 

souches hématopoïétiques et les progéniteurs des mégacaryocytes dans la moelle osseuse pour 

promouvoir la différenciation des mégacaryocytes3. Ce processus nécessite également 

plusieurs signaux moléculaires comprenant le GM-CSF, l'IL-3, l’IL-6, l’IL-11, le SDF-1, le 

FGF-4 et l'érythropoïétine4,5. Les mégacaryocytes utilisent un processus TPO-dépendant par 

lequel ils deviennent polyploïdes à travers des cycles de réplication de l'ADN sans division 

cellulaire ; il s’agit de l’endomitose. Au cours de leur cycle de vie, les mégacaryocytes 

subissent une première étape de prolifération 2n où leur progression à travers le cycle 

cellulaire est identique à celle des autres cellules hématopoïétiques. Ensuite, ils débutent 

l’endomitose et accumulent une teneur en ADN de 4n, 8n, 16n, 32n, 64n, et même 128n dans 

un seul noyau polylobé avant de procéder à leur maturation finale et la formation de 

proplaquettes ultérieurement6. 
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Il est supposé que les mégacaryocytes sont polyploïdes afin de produire de grandes quantités 

d'ARNm et de protéines qui vont être stockées dans les granules plaquettaires ultérieurement, 

tout en conservant leur capacité à effectuer plusieurs fonctions, telles que la génération du 

système membranaire invaginé et la formation de proplaquettes6,7. 

Les nombreux rôles que les plaquettes jouent dans différents processus biologiques et 

pathologiques sont en grande partie dus à la présence de divers réservoirs contenus dans leurs 

granules hérités du mégacaryocyte. Dans les mégacaryocytes, les granules sont dérivés du 

bourgeonnement de petites vésicules qui contiennent un réservoir granulaire dérivant du 

réseau trans-Golgien8. Ces vésicules peuvent être livrées directement dans des corps 

multivésiculaires où les protéines sont triées et emballées par la suite sous forme de 

granules9,10. Les organelles et les granules sont ensuite transportés individuellement à partir 

du corps cellulaire mégacaryocytaire, le long de la tige de proplaquettes où elles se déplacent 

de façon bidirectionnelle jusqu'à ce qu'elles soient capturées à la pointe proplaquettaire11. 

Toutes ces vésicules et granules sont formés grâce au système de membrane invaginée (SMI) 

connu aussi sous le nom de « système de membrane de démarcation » produit pendant la 

maturation des mégacaryocytes. Il s’agit de la formation progressive d'un système de 

membrane complexe qui est continu avec la membrane plasmique et qui imprègne le 

cytoplasme12. Le SMI, dérivé de la membrane plasmique, maintient le contact avec le milieu 

extracellulaire et fonctionne comme un réservoir à membrane pour la formation de 

proplaquettes13,14.  

 Formation des plaquettes : la thrombopoïèse I.1.2.

 Formation des proplaquettes  

Les mégacaryocytes matures se prolongent en longues ramifications dites proplaquettes dans 

les vaisseaux sinusoïdaux de la moelle osseuse. Le processus commence au niveau d’un site 

unique de la membrane plasmique du mégacaryocyte. A ce point, il se forme des pseudopodes 

qui s’allongent et se rétrécissent en un tube d’un diamètre moyen de 2 à 4 µm, appelé tuyau 

proplaquettaire15. 

 Les proplaquettes fonctionnent comme des chaînes de montage de la production de 

plaquettes. Elles sont constituées de renflements qui ont la taille des plaquettes dans des 

réseaux en tandem le long du tuyau proplaquettaire16. Une grande partie des organites qui 

vont ultérieurement constituer les plaquettes matures se forment à partir du cytoplasme 
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mégacaryocytaire et le SMI. Ces organites migrent du corps cellulaire mégacaryocytaire aux 

extrémités des proplaquettes11.  

Le noyau polylobé reste dans le corps cellulaire du mégacaryocyte alors que le reste se 

transforme en proplaquettes. Une fois que la totalité du corps de la cellule mégacaryocytaire 

est transformée en proplaquettes, le noyau est extrudé et dégradé14,17. 

Ainsi les plaquettes sont entièrement formées à l’extrémité des proplaquettes, leur libération 

peut alors être achevée. 

 

Figure 1:  Les différentes étapes de la formation des plaquettes
1
. 

(1) Après différenciation, les mégacaryocytes subissent l’endomitose et une activation de la 

transcription. (2) Au cours de l'expansion cytoplasmique et de la maturation, le mégacaryocyte débute 

la synthèse des organites et (3) l’amplification des protéines spécifiques des plaquettes. Les 

microtubules émanant d'un centrosome sont clairement établis. (4) Avant le début de la formation des 

proplaquettes, les centrosomes se désassemblent et les microtubules sont transloquées vers le cortex 

cellulaire. (5) La production de proplaquettes s’initie par la formation de grandes pseudopodes 

allongées et forment des procédés de proplaquettes minces avec des extrémités bulbeuses ; ces 

extrémités contiennent un faisceau périphérique de microtubules qui forme des boucles. (6) Les 

organites sont déplacés individuellement sur les microtubules dans les extrémités des proplaquettes 

où les plaquettes naissantes s’assemblent. (7) La croissance et l'extension des processus de 

proplaquettes sont associées à la flexion répétée et à la bifurcation actine-dépendante, ce qui amplifie 

les extrémités de proplaquettes libres. Les proplaquettes forment des rétrécissements le long de leur 

longueur, leur donnant un aspect de perle. (8) L'ensemble du cytoplasme des mégacaryocytes est 
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converti en proplaquettes qui se libèrent du corps du mégacaryocyte après une rétraction rapide. Un 

« haltère » de deux particules ayant la taille de plaquettes liées par un petit pont cytoplasmique peut 

constituer une étape intermédiaire. (9) Les proplaquettes subissent une fragmentation en plaquettes 

individuelles. (10) Enfin, le noyau nu extrudé restant après l'excrétion presque complète du 

cytoplasme du mégacaryocyte subit l'apoptose. 

 Libération des plaquettes 

A la base, les mégacaryocytes sont localisés dans la moelle osseuse. Après maturation en 

mégacaryocytes « plaquettogènes », ils migrent depuis la niche ostéoblastique vers la région 

sous-endothéliale près des sinusoïdes veineuses. L’imagerie in vivo a montré que les 

plaquettes peuvent être clivées à partir des extensions proplaquettaires au niveau des 

sinusoïdes médullaires17. Les proplaquettes peuvent être aussi libérées dans la circulation 

sanguine où elles libèrent des plaquettes par fragmentation de leurs extrémités bulbeuses. 

Cette imagerie in vivo a souligné le rôle du flux sanguin qui permet de rompre efficacement 

l’extrémité des proplaquettes libérant ainsi les plaquettes.  

Les mégacaryocytes matures peuvent aussi migrer à travers les cellules endothéliales et sont 

détectés dans le sang circulant18. Plusieurs auteurs ont remarqué que les mégacaryocytes sont 

présents en grand nombre dans les petits vaisseaux des poumons et se retrouvent “piégés” 

dans les capillaires pulmonaires où ils libèrent des plaquettes à partir de l’extrémité des 

proplaquettes grâce aux forces de cisaillement élevées intravasculaires, en particulier dans la 

microcirculation pulmonaire19,20. 

En 2010, Thon et al.21 ont décrit une nouvelle étape dans la formation des plaquettes 

identifiées dans les mégacaryocytes en culture et dans les frottis de sang périphérique. Il s’agit 

des préplaquettes, particules discoïdes anucléées ayant 2 à 10 µm de diamètre qui peuvent se 

convertir de manière réversible en proplaquettes en forme haltère. Deux autres études ont 

constaté que les préplquettes sont capables de former directement des plaquettes à la fois in 

vitro et après transfusion chez des souris in vivo22,23. Les préplaquettes peuvent être “piégées” 

dans les microcapillaires de la moelle osseuse, des poumons, ou de la rate, où les forces de 

cisaillement intravasculaires (processus controlé par polymérisation des microtubules22) 

peuvent alors aussi conduire à une trombopoïèse périphérique à partir de préplaquettes mais 

aussi des plaquettes eux-mêmes qui sont capables de générer d’autres23. 
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 Biologie des plaquettes I.2.

 Morphologie des plaquettes I.2.1.

Les plaquettes sont les plus petits éléments figurés du sang circulant. Anucléées, elles ont en 

moyenne 2 à 5 µm de diamètre, 0,5 µm d'épaisseur et présente un volume moyen de 6 à 10 

femto litres. Leur forme est discoïde à l’état de repos et irrégulière avec des prolongements 

dendritiques après activation. En microscopie électronique, les plaquettes possèdent 3 

principales composantes : le système membranaire, le cytosquelette et les organelles 

intracellulaires24. 

 

Figure 2 : Morphologie des plaquettes. 

 A) Plaquette discoïde vue au microscope électronique à balayage ; B) Forme dendritique de 
plaquette activée vu au microscope électronique à balayage ; C) Schéma des principales 
caractéristiques ultrastructurales observées sur une coupe longitudinale d’une plaquette discoïde ; 
 D) Une coupe de plaquette discoide au repos examinée en microscopie électronique à transmission24.  
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 Structure des plaquettes I.2.2.

 Le système membranaire extérieur 

La membrane plasmique plaquettaire est relativement lisse comparée à celle des leucocytes. 

Elle est constituée d’une bicouche lipidique sur laquelle repose un épais manteau 

membranaire extérieur, le glycocalyx. Sur la surface intérieure, elle contient un système 

relativement régulier de minces filaments ressemblant à des filaments d'actine qui relie la 

membrane plasmique au cytosquelette25–27.   

Le système membranaire extérieur ne sert pas seulement de barrière pour séparer le contenu 

interne des plaquettes du milieu extérieur. Il constitue, au contraire, une structure très 

dynamique qui détecte les changements dans le compartiment vasculaire nécessitant une 

réponse hémostatique des plaquettes aux sites de lésions vasculaires.  

Le glycocalyx est couvert de différents types de récepteurs, principalement les glycoprotéines, 

nécessaires pour i) faciliter l'adhérence des plaquettes à une surface endommagée, ii) 

déclencher leur activation complète, iii) promouvoir leur agrégation et leur interaction avec 

d'autres éléments cellulaires, iv) d'accélérer le processus de rétraction du caillot24. 

Le feuillet externe de la membrane plasmique présente de nombreuses invaginations ouvertes 

sur l’extérieur formant ainsi le système canaliculaire ouvert, un réseau anastomosé de canaux 

membranaires ou tubules qui parcourent toute la membrane plaquettaire. Ces canaux 

permettent aux petites molécules de pénétrer dans le cytoplasme d’une manière semi-sélective 

en limitant l'entrée de grandes protéines telles que certains anticorps. En cas d’activation 

plaquettaire, le système canaliculaire ouvert sert de point de fusion entre les granules et la 

membrane plasmique24. 

 Le cytosquelette  

Le cytosquelette, constitué de polymères d'actine et de tubuline et d’autres protéines qui leurs 

sont associées, sert de système d'entretoises et de poutres moléculaires qui définit la forme 

discoïde des plaquettes au repos et maintient l'intégrité cellulaire. La forme de plaquettes 

rencontre des forces de cisaillement élevées du fluide généré par l'écoulement du sang au-

dessus de l'endothélium. 

 Les éléments essentiels de ce système sont, de la membrane plasmique vers l'intérieur, un 

squelette à base de spectrine adhérant à la face cytoplasmique de la membrane plasmique, une 
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bobine de microtubules qui court le long du périmètre du disque et un réseau rigide de 

filaments d'actine réticulés qui remplit l'espace cytoplasmique de la cellule28–30. 

Le changement de forme des plaquettes après activation est aussi contrôlé par le 

cytosquelette. En effet, pour se propager, la plaquette doit réorganiser son cytosquelette et 

assembler de nouveaux filaments d'actine. Ce processus complexe dépend de la dynamique 

cytoplasmique des polymères d'actine et implique plusieurs protéines qui régulent 

l'architecture et la dynamique de l'actine31. 

 Les organelles plaquettaires 

Etant donné que les plaquettes sont anucléées, elles contiennent différents types de granules 

qui sont nécessaires à leur fonctionnement (Tableau 1). 

Tableau 1 :  Les principales caractéristiques des granules plaquettaires
32,33

. 

 Nombre/ 

plaquette 

Diamètre (nm) Surface (μm2)/ 

plaquette 

Marqueurs communs Fonction principale 

Granules α 50 à 80 200 - 500 14 VWF 

CXCL4 (PF4) 

CD62P 

Hémostase/thrombose 

Inflammation 

Angiogenese 

Défense de l’hôte  

Mitogénèse 

Granules 

denses  

3 à 8 150 <1 CD63 

Sérotonine 

Hémostase/thrombose 

Inflammation 

Lysosomes < 3 200 - 250 <1 Acide phosphatase Digestion endosomale 

I.2.2.3.1 Les granules α  

Les granules α sont spécifiques aux plaquettes. Ce sont les granules les plus abondants 

(environ 50 à 80 granules par plaquette, dix fois plus que les granules denses). Ils ont une 

taille de 200 à 500 nm34.  

Les granules α acquièrent leur contenu moléculaire à la fois de la synthèse des protéines 

endogènes par le mégacaryocyte et par l’internalisation des protéines plasmatiques par 

endocytose35. La molécule la plus connue pour être endocytée est le fibrinogène qui est 

internalisé après sa fixation sur l'intégrine αIIbβ3 (CD41/CD61)36.  

Les granules α contiennent à la fois des protéines liées à la membrane qui s’expriment à la 

surface des plaquettes et des protéines solubles qui sont libérées dans l'espace extracellulaire 

(Tableau 2). La plupart des protéines liées à la membrane des granules α sont également 

présentes sur la membrane cytoplasmique des plaquettes au repos37,38. L’endocytose de 



Revue bibliographique 

8 
 

membrane plasmique peut contribuer à la présence de molécules d'adhérence dans les 

granules α37. Cependant, toutes les protéines associées à la membrane des granules α, ne sont 

pas présentes sur la membrane plasmique des plaquettes au repos (e.g, CD109, CD62P, 

CD40L)38. 

En ce qui concerne les molécules solubles, les plaquettes en contiennent plus de 30039. Elles 

sont stockées dans des réservoirs d’une façon sélective et hétérogène40 et sont secrétées 

d’une façon très spécifique par différents stimuli (coagulation sanguine, adhérence cellulaire, 

inflammation, croissance cellulaire et défense de l'hôte).  

Après l’activation plaquettaire, les granules α se dirigent vers le système canaliculaire ouvert, 

leurs deux membranes fusionnent, ce qui permet aux plaquettes d’augmenter leur surface 

spécifique par deux à trois fois. Ainsi, les protéines membranaires se présentent à la surface 

des plaquettes et les protéines contenues dans les réservoirs vont être libérées dans le milieu 

extérieur. 
Tableau 2 : Contenu des granules α (liste non exhaustive)

32,33
. 

Type de protéine Exemples 
Protéines membranaires αIIbβ3 (CD41/CD61), GPIbα-IX-V, GPVI, TLT-1, CD62P, CD40L  

Coagulants, anticoagulants, 

et protéines fibrinolytiques  

Factor V, factor IX, factor XIII, antithrombin, proteinS, tissue factor pathway 

inhibitor, plasminogen, plasminogen activator inhibitor1, α2-macroglobuline 

Protéines d’adhérence  Fibrinogene, facteur von Willebrand, thrombospondine 

Chimiokines  CXCL1 (GRO-α), CXCL4 (PF4), CXCL5 (ENA-78), CXCL7 (PBP, β-TG, 

CTAP-III, NAP-2), CXCL8 (IL-8), CXCL12 (SDF-1α), CCL2 (MCP-1), 

CCL3 (MIP-1α), et CCL5 (RANTES) 

Facteurs de croissance Epidermal growth factor, hepatocyte growth factor, insulin-like growth factor, 

transforming growth factor β (TGF-) 

Facteurs angiogeniques  

et inhibiteurs  

Vascular endothelium growth factor, fibroblast growth factor, platelet- derived 

growth factor, tissue inhibitors of metalloproteinases, angiostatin, endostatin 

Proteines microbicides  Thymosine-β4, thrombocidines 1 et 2 (NAP-2) 

Médiateurs de l’immunité  Précurseur du complément C3, précurseur du complément C4, Globuline β1H, 

facteur D, facteur H, inhibiteur C1, IgG 

I.2.2.3.2 Les granules denses 

Les granules denses, d'environ 250 nm de diamètre, sont un sous-type d’organites liés aux 

lysosomes que l'on trouve exclusivement dans les plaquettes. Ils sont moins nombreux (3 à 5 

par plaquette) et plus petits que les granules α (Tableau 1). Cependant, ces granules 

contiennent des concentrations extrêmement élevées de cations, des polyphosphates, des 
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nucléotides, et des amines bioactives tels que la sérotonine et l'histamine (Tableau 3).  

La membrane des granules denses contient des protéines de surface comme les organites liés 

aux lysosomes tels que le CD63 et LAMP-2 (CD107b) mais aussi des intégrines présentes sur 

la membrane plaquettaire y compris la GPIb (CD42) et αIIbβ3 (CD41/CD61) 41.  

L’exocytose de ces granules est dépendante du Ca2+ et est observée lors de l’activation 

plaquettaire en particulier après la stimulation par le collagène ou l’ADP. La sécrétion du 

contenu des granules denses est le résultat de la fusion de leur membrane et de la membrane 

plasmique42. 
Tableau 3 : Contenu des granules denses (liste non exhaustive)

32,33
. 

Type de protéine Exemples 

Cations CA2+, Mg2+, K+ 

Phosphates Polyphosphate, pyrophosphate 

Amines bioactive Sérotonine, histamine 

Nucléotides ADP, ATP, UTP, GTP 

I.2.2.3.3 Les lysosomes 

Les plaquettes contiennent peu de lysosomes primaires et secondaires (Tableau 1). Ces 

lysosomes contiennent de nombreuses hydrolases acides et cathepsines dans des réservoirs et 

expriment le CD63 et la LAMP-2 sur leur membrane. La fonction des lysosomes plaquettaires 

n’est pas bien étudiée. Ils peuvent jouer un rôle dans la digestion endosomale, comme observé 

dans les cellules nucléées. Les plaquettes contiennent également des peroxysomes43. 

Cependant, l'importance de cet organite en fonction plaquettaire est indéterminée.  

Les lysosomes plaquettaires, comme les lysosomes dans d'autres types cellulaires, contiennent 

des enzymes impliquées dans la dégradation des protéines, des glucides et des lipides 

(Tableau 4).  
Tableau 4 : Contenu des lysosomes

32,33
. 

Type de protéine Exemples 

Enzymes degradant les protéines Cathepsines, elastase, collagenase, carboxypeptidase, proline 

carboxypeptidase 

Enzymes degradant les glucides Glucosidase, fucosidase, galactosidase, glucuronidase, mannosidase, 

hexosaminidase, arabinofuranosidase 

Phosphatases Phosphatase acide 

I.2.2.3.4 Autres organites : les mitochondries, les glycosomes et les granules T 

Les mitochondries plaquettaires sont peu nombreuses et structurellement simples. Elles 
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contribuent de manière significative au métabolisme énergétique de la cellule. Ainsi les 

mitochondries seules peuvent soutenir les besoins énergétiques des plaquettes. Les 

mitochondries contiennent également du calcium et sont considérées comme la source 

principale de calcium nécessaire à l'activation des plaquettes44.  

Un autre organite de forme ronde ou ovale et de taille similaire à celle des granules α a été 

aussi identifié dans les plaquettes, le glycosome45. Les glycosomes sont enfermés dans une 

membrane unitaire typique, et leur teneur en particules de glycogène est identique en 

apparence aux particules de glycogène se trouvant libres dans le cytoplasme ou condensées en 

masses de glycogène. 

Récemment, un nouveau type granulaire a été identifié. Ces granules ont été nommés granules 

T car leur découverte a été basée sur la localisation de la protéine TLR-946. 

 Les vésicules extracellulaires 

Les vésicules extracellulaires, y compris les microvésicules circulantes ou microparticules et 

les exosomes, dérivées de cellules ou de plaquettes sont présents dans le sang périphérique et 

sont des éléments importants impliqués dans l'activation du système de coagulation, le 

transport des macromolécules et la communication intercellulaire47.  

Les microparticules, ayant une taille entre 0,1 et 1 µm, sont de petites vésicules membranaires 

libérées par de nombreux types de cellules par bourgeonnement de la membrane plasmique en 

réponse à l'activation cellulaire ou à l’apoptose48. Les microparticules peuvent emballer et 

délivrer des facteurs de croissance, des ARNm, des miARN, et contenir des récepteurs de 

surface qui leur permettent de cibler des cellules et d'agir dans la communication cellulaire, en 

se liant et en fusionnant avec des membranes de cellules cibles ou encore d’être adsorbé via 

leurs récepteurs49–51. 

Dans le sang humain, les microparticules pourraient dériver des leucocytes, des cellules 

endothéliales, des cellules musculaires lisses, et des cellules cancéreuses 48. Toutefois, près de 

90% des microparticules circulantes sont d’origine plaquettaires 52.  

Sinauridze et al.53 ont rapporté que les microparticules plaquettaires (PMP) possèdent 50 à 

100 fois plus d’activité procoagulante spécifique supérieure à celle des plaquettes activées. 

Les PMP sont capables d'améliorer l'adhérence des leucocytes et les cellules endothéliales 54. 

Les PMP ont également un rôle pro-inflammatoire et sont impliquées dans plusieurs 

pathologies telles que le syndrome coronarien aigu, l’athérosclérose, les inflammations 

vasculaires ou également dans le développement et la progression du cancer 48,51,55–57. 
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Les exosomes sont définis comme de petites vésicules d’origine endocytaire d’un diamètre 

assez homogène de 30 à 100 nm. Ils sont délivrés par la plupart des types cellulaires après 

fusion des corps multivésiculaires de l’appareil de Golgi avec la membrane plasmique58,59. Ils 

diffèrent des MP non seulement par leur taille et leur origine mais aussi par leur composition. 

Ils contiennent très peu de phosphatidylsérine (PS) à leur surface et ne sont pas impliqués les 

réactions de la coagulation. Ils sont enrichis en tétraspanines comme le CD63, CD81 et CD9, 

en molécules du complexe majeur d’histocompatibilité et en d’autres protéines spécifiques 

comme Alix, TSG101 et HSP7060. Une ultracentrifugation supérieure ou égale à 100 000g est 

nécessaire pour les isoler. Leur forme régulière et arrondie permet de les isoler dans un 

gradient de sucrose dans une zone à faible densité de 1,10 à 1,21 g/mL, ce qui les 

différencient des autres vésicules à forme plus irrégulière qui sont retrouvées dans des zones 

de plus haute densité (>1,23 g/mL)61 (Tableau 5). 

L’isolement des microparticules et des exosomes se fait par ultracentrifugation différentielle. 

Des protocoles bien détaillés pourront être consulté dans les références62,63. Leurs 

caractérisation et quantification se font par cytométrie en flux, par microscopie électronique à 

transmission ou encore par résonance plasmonique de surface couplée à la microscopie à 

force atomique64–66. 
Tableau 5 : Caractéristiques différentielles des exosomes et des microparticules

59
. 

 Exosomes Microparticules 

Taille (diamètre) 30-100 nm 100-1000 nm 

Densité de 

flottaison   

1,10 – 1,21 g/mL   NA 

Morphologie Arrondies Hétérogène 

Composition 

lipidique 

Acide lysobisphosphatidique (ALBP), 

faible exposition des PS, cholestérol, 

céramide, shingomyéline 

Forte exposition des PS, Cholestérol 

Marqueurs 

protéiques 

Alix, TSG101, HSC70, CD63, CD81, CD9 Sélectines, intégrines, CD40, 

métalloprotéinases, annexine 2, caspases 

Origine Exocytose des corps multivésiculaires Vésiculation de la membrane plasmique 

Composition Protéines, ARNm, miARN Protéines, ARNm, miARN 

 Les récepteurs plaquettaires  

Les récepteurs plaquettaires assurent l’interaction des plaquettes avec différentes cellules et 

matériaux sous-endothéliaux sont impliqués dans la réactivité des plaquettes en réponse à une 

large gamme d'agonistes et de protéines d'adhérence. Il s’agit de récepteurs constitutionnels 
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pré-exposés sur la surface plaquettaire, mais aussi des récepteurs présents sur les membranes 

des granules qui vont s’ajouter aux membranes plaquettaires après activation. 

Etant donné que la fonction principale des plaquettes est l’hémostase, leurs principaux 

récepteurs ont un rôle direct dans ce processus, que ce soit dans l'activation ou l’adhérence 

plaquettaire pour assurer l’interaction avec les parois des cellules endommagées, des protéines 

structurales du sous-endothélium (exposées après attrition de l’endothélium vasculaire) ou 

avec d'autres plaquettes voisines pour contribuer à la formation de thrombus. 

En outre, il est de plus en plus reconnu que les plaquettes font partie des cellules de 

l’immunité. En effet, les plaquettes expriment une gamme de récepteurs sans rôle direct 

identifié à ce jour dans l'hémostase mais qui pourraient être impliqués dans d'autres activités, 

telles que l'inflammation, la défense contre les agents pathogènes, la croissance tumorale et 

l'angiogenèse. (revue dans 67). 

 Rôles des plaquettes sanguines I.3.

 Rôle des plaquettes dans l’hémostase et la formation de thrombus I.3.1.

Le rôle des plaquettes dans l’hémostase est fondamental pour maintenir l’intégrité vasculaire, 

un système circulatoire fermé et soumis à une haute pression. Dans les conditions 

physiologiques normales, les plaquettes circulent à l’état de repos à proximité des cellules 

endothéliales qui tapissent les vaisseaux sanguins sans jamais former d’adhérences stables. En 

cas de rupture de cette homéostasie (lésion vasculaire) et grâce à leur grande capacité à 

reconnaitre les constituants de la matrice sous-endothéliale (MSE), les plaquettes adhèrent, 

s’activent, sécrètent leur contenu granulaire et s’agrègent entre elles pour former un thrombus. 

Ce dernier sera consolidé par le caillot de fibrine formé suite à l’activation de la coagulation à 

la surface des plaquettes activées. 

Plusieurs modèles ont été utilisés pour traiter le rôle des plaquettes dans l’hémostase et 

particulièrement dans la formation d’un thrombus. Pour se rapprocher des mécanismes de la 

coagulation, nous avons choisi de présenter le modèle de trois phases : i) initiation ; ii) 

extension et iii) stabilisation (Figure 3). 
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Figure 3 : Les trois phases de la formation du thrombus plaquettaire après une lésion vasculaire. 

(A) A l’état normal l'activation et l’adhérence plaquettaire sont inhibées par des facteurs dérivées des 
cellules endothéliales. Ces inhibiteurs comprennent la prostaglandine PGI2 (prostacycline), le 
monoxyde d’azote (NO) et le CD39, une ATPase de la surface des cellules endothéliales qui peut 
hydrolyser des quantités infimes d'ADP. (B) Phase d’initiation : la mise à nu de la matrice sous-
endothéliale entraine l’adhérence des plaquettes au facteur von Willebrand via la GPIb (CD42) et au 
collagène par la GPVI et la formation de la première couche de plaquettes activée. (C) Phase 
d’extension : la sécrétion d’agoniste solubles permet le recrutement et l’activation d’autres 
plaquettes. (D) Phase de stabilisation : le thrombus plaquettaire est consolidé par le caillot de fibrine. 
(D’après68). 

 

La phase d’initiation, correspond à l’adhérence des plaquettes aux différentes structures de 

MSE et à la formation de la première couche de plaquettes activées. L’adhérence des 

plaquettes à la MSE est médiée principalement par le complexe GPIb-V-IX, la GPVI et 

l’intégrine α2β1 (CD49B/CD29)69,70. L’interaction de ces récepteurs avec leurs ligands 

respectifs (facteur von Willebrand pour la GPIb (CD42), le collagène pour la GPVI et 

l’α2β1), déclenche une signalisation dont la résultante est l’activation plaquettaire71,72 (Figure 

4). Cette activation se traduit par : un changement de forme, des modifications biochimiques 

(e.g. phosphorylations, réarrangement de Phospholipides), la sécrétion du contenu granulaire 

et l’activation de l’intégrine αIIbβ3 (connue aussi sous le nom de la GPIIb-IIIa) qui devient 

capable de fixer le fibrinogène et lier d’autres plaquettes. 
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Figure 4 : Les différentes voies de signalisation déclenchées par l’adhérence des plaquettes au collagène du 
sous-endothélium.  

L’adhérence au collagène de la GPVI suivie de sa condensation entraine la phosphorylation d’un 
résidu tyrosine au niveau du domaine cytoplasmique de FcRγ suivie par la fixation et l’activation 
d’une tyrosine Kinase la SyK. Une des conséquences de l’activation de la SyK et la phosphorylation 
et l’activation de la phospholipase Cγ, entrainant l’hydrolyse du phosphoinositid, la sécrétion de 
l’ADP, la synthèse et la libération du TxA2, et la génération d’un signal inside-out responsable de 
l’activation des intégrine α2β1 (CD49B/CD29) et αIIbβ3 (CD41/CD61). (D’après68). 
 

Dans la phase d'extension, les plaquettes, passant de la zone de la lésion endothéliale, sont 

activées lorsqu'elles rencontrent les agonistes plaquettaires solubles (e.g. ADP, Thromboxane 

A2, sérotonine, Gas) libérés par la première couche de plaquettes activées. Toujours à la 

surface des premières plaquettes activées, les traces de thrombine (un puissant agoniste 

plaquettaire) qui se sont formées, participent aussi à l’activation et au recrutement d’autres 

plaquettes. La fixation de ces différents agonistes sur leurs récepteurs déclenche différentes 

voies de signalisation33,73 (Figure 5). L’activation plaquettaire induite par ces différents 

agonistes déclenche, entre autres, une signalisation intracellulaire de type « inside-out » 

entraînant l’activation et la concentration (clustérisation) des αIIbβ3 (CD41/CD61)74. Sous sa 

forme activée l’αIIbβ3 permet l’agrégation plaquettaire en formant des ponts inter-

plaquettaires via son principal ligand, le fibrinogène. Au cours de cette phase, les plaquettes 

activées participent activement à la régulation des réactions de la coagulation et la génération 

explosive de thrombine nécessaire pour la fibrino-formation75. Les plaquettes participent à la 

coagulation en exprimant à leurs surfaces les phospholipides essentiels pour l’assemblage des 
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complexes tenases et protrombinase et en sécrétant un grand nombre de molécules pro-

coagulantes, principalement le facteur Va. 

 

Figure 5 : Vue d’ensemble des principales voies de signalisation mises en jeu lors de l’activation des 
plaquettes. 

AA : Acide Arachidonique ; TXA2 : Thromboxane A2, PLC : Phospholipase C ; ADP : Adéniosine 
iPhosphate ; PGI2 : Prostaglandine I2 ; PKC : protéine Kinase C ; cAMP : AMP cyclique ; IP3 : Iniositol 
1,4,5 Phosphate ; PAR : Protease Activated Factor ; GP : Glycoprotéine (D’après68). 

 

La phase de stabilisation correspond aux événements survenant après la formation du 

thrombus plaquettaire pour consolider et renforcer ce thrombus et prévenir sa désagrégation 

prématurée. Il y a des preuves croissantes que les plaquettes continuent à signaler, même 

après leur incorporation dans un thrombus, entre autres par la signalisation de type « outside-

in ». Plusieurs plaquettes émettent des filopodes et des lamellipodes ce qui permet 

d’augmenter leur surface d’interaction avec les cellules adjacentes (plaquettes ou leucocytes) 

via le grand nombre de récepteurs qu’elles expriment. Le résultat final est la formation d’un 

thrombus hémostatique stable comprenant des plaquettes activées, des globules rouges et des 

leucocytes, noyés dans un réseau de fibrine réticulée. 

Des observations conduites in vivo par imagerie intra-vitale, et des études conduites in vitro, 

démontrent que la formation du thrombus est un phénomène dynamique très complexe et que 

le modèle en trois phases ne reflète pas la réalité76–78. Il est aussi de plus en plus évident que 
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les plaquettes engagées dans la formation du thrombus sont hétérogènes et peuvent adapter 

leurs réponses en fonction des variables espace/temps (revu dans79). En effet, à chaque instant 

après la lésion endothéliale et à différentes zones du thrombus en cours de formation, des 

plaquettes avec différents degrés d’activation et par conséquent hétérogènes du point de vue 

morphologique, phénotypique et biochimique, sont impliquées. 

 Rôle des plaquettes dans l’inflammation, l’immunité innée et l’immunité I.3.2.
adaptative 

Les systèmes de l’hémostase, de l’inflammation et de l’immunité, à la fois innée et adaptative, 

sont intimement liés et on connaît de mieux en mieux leurs interactions. En effet, les 

plaquettes contribuent à l'initiation et l'amplification du processus inflammatoire. Les 

plaquettes, participent à l'inflammation à la fois en exprimant des récepteurs67 qui facilitent 

l'adhérence des plaquettes avec d'autres cellules vasculaires et leucocytaires et en libérant une 

large gamme de cytokines et de chémokines32. Cet arsenal de récepteurs et de molécules 

solubles participe également à la défense de l’hôte contre différents types de pathogènes 

(Figure 6). 
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Figure 6 : Rôle des plaquettes dans l’inflammation et l’immunité
80

. 

Les plaquettes jouent un rôle central dans la conduite, la modulation de la réponse immunitaire et la 

défense de l’hôte. (A) Les plaquettes sont capables de moduler directement la fonction d'autres 

cellules telles que les cellules endothéliales, les neutrophiles et les lymphocytes. (B) Les plaquettes 

facilitent l'adhérence des neutrophiles aux sous-endothélium, la libération des chimiokines et des 

cytokines qui attirent et activent les leucocytes, induisant l'expression des molécules d'adhérence par 

l'endothélium. (C) Les plaquettes jouent un rôle actif dans la capture et la séquestration des 

pathogènes par la formation de NET (Neutrophil Extracellular Traps), enrobant les agents pathogènes 

au sein des agrégats de plaquettes et dans l'internalisation directe des agents pathogènes. (D) Grâce à 

la libération de médiateurs solubles, les plaquettes peuvent induire directement la mort des cellules 

cibles infectées. 

A 

C 

B D 
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 Les interactions entre les plaquettes, l’endothélium et les 

leucocytes  

Les plaquettes expriment de nombreuses molécules d'adhérence et des ligands qui facilitent 

les interactions entre les plaquettes, les leucocytes et l'endothélium. Les plaquettes expriment 

de grandes quantités de P-sélectine qui, lors de l'activation, sont rapidement mobilisées à 

partir des granules à la surface des plaquettes où elles peuvent médier l'adhérence à des 

cellules exprimant le PSGL-1, principalement les neutrophiles, les monocytes et d'autres 

leucocytes, les cellules endothéliales, et d'autres plaquettes81,82.  

Pendant une aggression de l’endothélium par des endotoxines, l’adhérence et le roulement dit 

« rolling » des plaquettes sont médiés par la GPIba (CD42b) et la P-sélectine (CD62P) suivis 

par une immobilisation ferme sur l'endothélium vasculaire enflammé, immobilisation médiée 

par l’IIb383,84. Une fois adhérentes, les plaquettes expriment rapidement de grandes 

quantités de P-sélectine générant une surface ad hoc sur laquelle les neutrophiles peuvent 

s’attacher et rouler grâce à leur expression de PSGL-183,84. Ce « rolling » initial est suivi d'une 

adhérence ferme des plaquettes adhérentes aux neutrophiles par Mac-1, liée au fibrinogène ; 

les neutrophiles vont se fixer à la GPIIblIIa et la GPIba plaquettaires83,84. Cette couche initiale 

de plaquettes-neutrophiles va servir de plateforme sur laquelle d’autres types de leucocytes 

peuvent adhérer. L’adhérence des plaquettes aux neutrophiles peut également être établie par 

le CD40L plaquettaires qui pourrait induire alors la régulation positive de l'expression de la E-

sélectine, ICAM-1 et VCAM-185. Outre la P-sélectine, les plaquettes expriment un certain 

nombre d'intégrines 1 et 3, y compris 51 (VLA-5 ou CD49e/CD29 ), 61 (VLA-6 ou 

CD48fB/CD29), 21 (GPIa / IIa, VLA-2, ou CD49b / CD29) et GPIIb/IIIa (IIb3) 83,84. 

Ces molécules médient l'adhérence des plaquettes à ICAM et JAM (« Junction Adhesion 

Molecule ») sur les leucocytes, l'endothélium et aux protéines de la matrice extracellulaire 

telles que la fibronectine, la laminine et le collagène83,84. Les plaquettes expriment également 

des molécules d'adhérence de la superfamille des Ig telles que ICAM-2, JAM-A, JAM-C et 

PECAM-1 (CD31)83. Ces molécules interagissent avec d'autres cellules par une combinaison 

d’interaction de type homophile (PECAM-1, JAM-A) ou hétérophiles (ICAM-2, JAM-A, 

JAM-C)80.  

Cet ensemble complexe de molécules d'adhérence et des ligands assure les interactions 

cellulaires même dans des conditions de flux sanguin élevé86–88. 
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Figure 7 : Les plaquettes dans l'immunité : les récepteurs et ligands impliqués dans l’interaction plaquettes-
leucocytes

89
. 

 Les facteurs immunomodulateures plaquettaires 

Outre les molécules d’adhérence exprimées par les plaquettes qui favorisent les interactions 

physiques de cellule à cellule, les plaquettes libèrent une panoplie de molécules solubles ayant 

des fonctions immunomodulatrices qui vont activer et recruter les leucocytes au site 

d’attrition, d’inflammation ou d’infection. 

Ces molécules solubles, préformées et stockées dans les différents granules ou 

néosynthétisées dans le cytoplasme, sont responsables de l’activation, le recrutement et aussi 

l’inhibition d’une large gamme de cellules immunitaires et non immunitaires modulant ainsi 

la fonction inflammatoire ou immunitaire. Citons à titre d’exemples, les produits dérivant des 

granules  ayant un rôle chimiotactique tels que MIP-1 α, MCP-3 et RANTES qui sont 

connus pour recruter et activer les leucocytes90–94. Le PF4, la β-thromboglobuline et CXCL-5 

peuvent moduler la chimiotaxie des neutrophiles90,95. Les plaquettes libèrent également des 

facteurs de croissance ayant des activités immunomodulatrices, tels que le PDGF et TGF-β et 

des médiateurs immunitaires contenus dans les granules denses tels que l'histamine et la 

sérotonine32. L’interleukine-1β produite et libérée par les plaquettes peut favoriser des 

réponses inflammatoires par les leucocytes et les cellules endothéliales96,97.  

Des molécules d’origine granulaire (granule ) exposées à la surface plaquettaire après 

activation pourraient également être clivées et joueraient un rôle actif dans 

l’immunomodulation (e.g. sCD62P, sCD40L, RANTES). En effet, les plaquettes ont été 

identifiées comme étant la plus grande source de CD40L soluble (sCD40L), une molécule qui 

a été décrite comme capable d’induire la production de ROS et l’augmentation de l’expression 
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des molécules d’adhérence par les neutrophiles, d’activer les macrophages, et d’induire une 

activation optimale des cellules T cytotoxiques in vitro et in vivo98.  

Les plaquettes peuvent aussi activer les lymphocytes B et potentialiser la production d'IgG 

après stimulation par le sCD40L confirmant ainsi le rôle des plaquettes comme un partenaire 

essentiel de l’immunité adaptative93,99. 

 Rôle des plaquettes dans la défense de l’hôte  

Les plaquettes modulent non seulement la réponse immunitaire, mais participent également à 

la capture et la séquestration de certains pathogènes infectieux. Cette fonction est assurée par 

l’expression d’un certain nombre de récepteurs de l’immunité innée, y compris un assortiment 

de récepteurs de reconnaissance des motifs conservés de pathogènes (PRR), dont les 

récepteurs de type Toll-like (TLR1 à 10)80,90,100. Les plaquettes expriment également des co-

récepteurs et des molécules de signalisation associées à ces PRR101. Ces récepteurs et co-

récepteurs sont fonctionnels et, lors de la liaison d’un ligand, induisent l'activation 

plaquettaire102. 

En plus des TLR, les plaquettes ont la capacité de détecter et de répondre à la présence 

d’agents pathogènes infectieux grâce à leurs récepteurs de type integrines (e.g. αIIbβ3 

(CD41/CD61), GPIbα (CD42b)), les récepteurs de la sous-famille des Igs (TREM-1 ligand), 

les récepteurs Fc (e.g. FcγRIIa (CD32), FcRII (CD23)) et les récepteurs de type C-lectines 

(CLEC-2 et DC-SIGN). Grâce à ces récepteurs, il a été rapporté que les plaquettes sont 

capables de lier voire d’internaliser, directement ou par l’intermédiaire de protéines 

plasmatiques (e.g. le fibrinogène, la fibronectine et le vWF), des bactéries (e.g. S. 

epidermidis, S. aureus, H. pylori, S. sanguinis, S. gordonii et S. pneumoniae) des virus (e.g. 

VIH, VHC, des adénovirus et des hantavirus) et des champignons/parasites (e.g. C. albicans, 

A. fumigatus et P. falciparum)90,103. 

Ainsi lorsque les plaquettes détectent un agent pathogène, elles sont susceptibles de s’activer 

et sont capables de mener une réaction inflammatoire par sécrétion des BRMs (« Biological 

Response Modifiers »), des peptides antimicrobiens (e.g. -défensine, thrombocidines) 

contenus dans leurs granules ou des chémokines qui recrutent de nouvelles cellules 

immunitaires (e.g. RANTES, PF4) 90,103–106. 

En outre, au cours d’une endotoxémie, les plaquettes activées par les lipopolysaccharides 

(LPS) se lient à des neutrophiles et induisent la production de NET (« Neutrophil extracellular 

traps »)107,108. Ces NET sont composés de chromatine décondensée libérée dans le milieu 
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extracellulaire (par les PMN) formant ainsi une surface adhésive recouverte de nombreuses 

protéines antimicrobiennes (β-defensine 1, myéloperoxydase, cathepsine). Les NET sont ainsi 

capables de piéger les pathogènes limitant ainsi la dissémination des agents infectieux80,108,109. 

II. La transfusion des plaquettes 
Depuis l’étude de Hersh et al.110 en 1958 démontrant, le rôle de la transfusion plaquettaire dans la 

réduction de la mortalité liée aux hémorragies, chez les patients atteints de leucémie aiguë et traités 

par chimiothérapie, les prescriptions de transfusions de plaquettes n’ont cessé d’augmenter. En effet, 

la transfusion de plaquette est largement utilisée en pratique clinique pour prévenir et traiter les 

hémorragies liées à un déficit quantitatif (Thrombocytopénie) ou qualitatif (Thrombopathies) de 

plaquettes. Elle a aussi rendu possible l’utilisation de chimiothérapie agressive (avec une forte action 

myélosuppressives) dans le traitement de différents types de cancers. Aujourd’hui, plus de 2 millions 

de produits plaquettaires ou de concentrés de plaquettes (CP) sont transfusés aux Etats-Unis et 3 

millions en Europe, chaque année. Devant l’accroissement des demandes et à cause de la durée de vie 

limitée le plus souvent à 5 jours des CP, il est difficile aux banques de sang, malgré les grands efforts 

pour assurer un approvisionnement régulier et adéquat, de maintenir un stock optimisé. 

Le but de cette partie est d’introduire trois points : 

 Les différents types de produits plaquettaires disponibles, leurs méthodes de préparation et 

leurs caractéristiques. 

 Les lésions de stockage des plaquettes. 

 Les effets indésirables receveurs liés à la transfusion plaquettaire 

 Les différents types de concentrés plaquettaires II.1.

Deux grandes catégories de CP peuvent être préparées soit à partir de dons de sang total, soit à partir 

de dons d’aphérèse. Dans les deux cas, les CP proviennent de donneurs dont la sélection a été faite 

conformément aux bonnes pratiques de prélèvement111 et aux critères de sélection des donneurs112. 

Comme pour tous les autres produits sanguins, les CP ne sont utilisés qu’après qualification 

biologique (qualification immuno-hématologique et dépistage des maladies infectieuses transmissibles 

majeurs : hépatite B et C, VIH-1, VIH-2, HTLV-I, HTLVII et la syphilis) du don à partir duquel ils 

sont préparés.  

  Préparation de CP à partir de dons de sang total II.1.1.

Les CP obtenus à partir de dons de sang total peuvent être préparés selon deux méthodes : La première 

dite la méthode de Plasma Riche en Plaquette (PRP) et la deuxième dite méthode de « Buffy-Coat » ou 

couche leuco-Plaquettaire (BC) (Figure 8). En Europe, notamment en France, et au Canada la 
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préparation des CP se fait par la méthode de BC, tandis que la méthode de PRP est utilisée aux Etats-

Unis. Les CP obtenus par les deux méthodes sont délivrés sous forme de mélange de concentrés 

plaquettaires (MCP) déleucocyté (plus exactement leuco-réduit) obtenu en poolant plusieurs (4 à 7, 

souvent 5) CP provenant de dons différents de même groupe sanguin ABO. 

Il est à signaler que dans certains pays à moyens économique réduits, comme la Tunisie, les CP sont 

préparés par la méthode de plasma riche en plaquette (PRP) à partir de sang total et sont utilisés sous 

forme de CP standards (non poolés) non déleucocytés. 

 Méthode de PRP 

Cette méthode consiste à centrifuger le sang total à une faible vitesse. Cette première centrifugation 

permet d’obtenir le PRP. Ce dernier est ensuite transféré dans une poche dédiée pour le stockage des 

plaquettes et subit une deuxième centrifugation à forte vitesse. Cette deuxième centrifugation permet 

d’obtenir un culot constitué de plaquettes (Culot plaquettaire) et un surnageant constitué par du plasma 

pauvre en plaquette (PPP). La majeure partie du PPP est retirée et le culot plaquettaire est remis en 

suspension dans un faible volume du PPP restant (50 à 70 ml). La dernière étape consiste à pooler en 

moyenne cinq CP unitaires pour obtenir un MCP. Bien que plus délicate que pour les CP préparés par 

la méthode de BC, l’addition de solution additives (« Platelet Additive Solution » = PAS) aux CP 

préparé par la méthode de PRP est également possible. 

  Méthode de « Buffy-Coat » 

Comme pour la méthode de PRP, la méthode de BC utilise un procédé de centrifugation 

différentielle en deux étapes, mais la séquence des étapes est inversée. La première étape 

consiste à centrifuger le don de sang total à forte vitesse.  Cette centrifugation permet de 

sédimenter toutes les cellules et d’obtenir un surnageant formé de plasma pauvre en plaquette. 

Les plaquettes et les leucocytes sédimentent au-dessus des globules rouges en formant la 

couche leuco-plaquettaire ou « Buffy-Coat ». En moyenne cinq (systématiquement en France) 

BC obtenus de dons de même groupe ABO, sont poolés et dilués dans du plasma autologue 

ou dans une solution additive (PAS). Le pool est ensuite centrifugé à faible vitesse, le 

surnageant riche en plaquette est retenu et constitue le CP, alors que le sédiment des globules 

rouges et des leucocytes est éliminé. 
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Figure 8 : Préparation des CP à partir de sang total par la méthode de PRP et la méthode de Buffy-coat
113

. 

  Préparation des CP par aphérèse II.1.2.

L’une des avancées les plus importantes dans la préparation des produits sanguins est 

l’introduction dans les années 70 des séparateurs de cellules sanguines qui permettaient de 

recueillir de manière efficace et sélective les plaquettes dans un volume prédéfini de plasma, à 

l’aide d’un procédé appelé aphérèse114,115. Le sang du donneur prélevé à travers un cathéter 

passe à travers un dispositif de prélèvement fermé et stérile, monté dans un instrument 

d'aphérèse. Les plaquettes sont séparées des autres composants cellulaires par centrifugation 

différentielle et recueillies avec un volume prédéfini de plasma dans une poche dédiée ; les 

globules rouges et une partie plus ou moins importante de plasma sont retournés au donneur. 

Les instruments d’aphérèse sont actuellement entièrement automatisés et déterminent les 

paramètres de séparation (le volume de prélèvement, le nombre de cycle et le temps de 
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séparation) en fonction des données qui lui sont entrées et qui concernent, le poids, la 

numération plaquettaire et l'hématocrite du donneur. 

En fonction du séparateur, la déleucocytation est assurée soit par un procédé intégré à la 

séparation, soit par une filtration du concentré en circuit clos à la fin du recueil. Les produits 

plaquettaires obtenus par plaquettophérèse sont appelés Concentrés de Plaquettes d’Aphérèse 

(CPA) – en France – ou Concentré Plaquettaires Unitaire (CPU) (en Tunisie). 

 Standards des CP (Normes) II.2.

Les PC préparés doivent répondre à des standards préétablis et qui permettent de contrôler les 

différentes étapes (prélèvement, préparation et stockage) précédant l’obtention d’un CP fini. 

Ces standards diffèrent d’un pays à un autre et selon la méthode de préparation des CP 

(Tableau 5). Les standards concernent généralement les paramètres suivants : Le volume, le 

nombre de plaquettes, le nombre de leucocytes résiduels et le pH.  

Tableau 6 : Standards des CP aux USA et en Europe
113

. 

 

Plusieurs autres paramètres peuvent être étudiés et permettent d’apprécier et de comparer 

l’effet des différentes méthodes de préparation ainsi que les conditions de stockage sur 

l’intégrité structurale et fonctionnelle, le degré d’activation, et le statut métabolique, des 

plaquettes. Ces différents paramètres ont fait l’objet de plusieurs études et seront détaillés 

dans la section II.4. Lésions de stockage des plaquettes.  

 Conservation des CP II.3.

 Le métabolisme plaquettaire II.3.1.

Le métabolisme énergétique des plaquettes est actuellement bien connu. Il est admis que les 

adénines nucléotides sont réparties dans les plaquettes en au moins deux pools : le pool de 

stockage et le pool métabolique. Le pool de stockage, qui contient une quantité à peu près 
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égale d’ADP et d’ATP, est stocké dans les granules des plaquettes et est libéré lorsque les 

plaquettes sont stimulées par des agonistes des glycoprotéines de l’hémostase exposées à leur 

surface. Le pool métabolique, formé principalement par l’ATP généré par les voies 

métaboliques, fournit non seulement l’énergie nécessaire à l’activation plaquettaire mais aussi 

permet de maintenir l’intégrité structurale des plaquettes dans la circulation in-vivo et pendant 

le stockage des plaquettes. 

Deux voies métaboliques sont à distinguer dans les plaquettes116–118 : 

 La voie de phosphorylation oxydative 

Cette voie, nécessitant de l’oxygène, permet de régénérer six molécules d’ATP pour une 

molécule d’oxygène. Il existe une grande variété de carburants qui peuvent alimenter les 

réactions du métabolisme oxydatif. Le Pyruvate qui est le précurseur du lactate dans la 

glycolyse, les acides gras libres dans le plasma et les corps cétoniques comme le bêta-

hydroxybutyrate et acétoacétate, peuvent tous être transformés en acétyl-CoA qui se condense 

ensuite avec l'oxaloacétate pour former du citrate qui est ensuite introduit dans le cycle de 

Krebs (Figure 9). Ce dernier permet de récupérer l'énergie sous forme d’électrons à haut 

potentiel de transfert et une molécule de GTP ou d'ATP ; les électrons à haut potentiel de 

transfert, récupérés sur le NADH, peuvent ensuite circuler à travers la chaîne respiratoire 

mitochondriale pour permettre à leur tour la formation de molécules d'ATP supplémentaires 

par la phosphorylation oxydative. Les plaquettes sont capables d'utiliser l'ensemble de ces 

combustibles (cités plus haut) à un degré plus ou moins important selon les circonstances. 

 La voie de la glycolyse anaérobie  

Cette voie, très active en l’absence d’oxygène, permet la régénération de deux molécules 

d’ATP à partir d’une molécule de glycose. En plus de l’ATP, la conversion du glucose en 

lactate produit un cation H+ qui, en l’absence d’un accepteur, est responsable d’une 

diminution du pH incompatible avec la viabilité des plaquettes et la voie anaérobie qui passe 

par la glycolyse anaérobie. Au cours du stockage dans les conditions optimales, le taux d’ATP 

ne chute que de 20% par rapport au taux basal119. Ceci suggère un turnover d’ATP efficace et 

compatible avec la durée de stockage préconisée de 5 jours. La glycolyse est l’une des voies 

métaboliques qui permet d’alimenter la régénération de l’ATP à partir de l’ADP. Lors de la 

glycolyse la conversion du glucose en lactate entraine la régénération d’une molécule d’ATP 

mais aussi un cation H+ responsable de la diminution de pH. 
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Figure 9 : Les voies métaboliques dans les plaquettes
120
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 Conditions optimales de conservation des plaquettaires II.3.2.

La préservation de la viabilité et de l’intégrité structurale et fonctionnelle des plaquettes 

durant la période de stockage est l’un des objectifs principaux de la pratique transfusionnelle. 

Compte tenu des caractéristiques métaboliques des plaquettes (détaillées plus haut) il est 

primordial d’assurer un apport suffisant et régulier d’oxygène, d’éviter une diminution 

importante du pH et de fournir une quantité optimale et suffisante de source permettant la 

régénération des molécules d’ATP source importante d’énergie. In vitro ces paramètres 

peuvent être influencés par plusieurs variables : 

 Température de stockage 

Les CP ont été initialement stockés au réfrigérateur comme les concentrés de globules rouges, 

jusqu'à ce qu'il ait été déterminé que la fonction et la viabilité plaquettaire étaient 

profondément compromises lorsqu'elles étaient stockées à une température basse. 

Actuellement, la température de stockage des CP est comprise entre +20°C et +24°C, ce qui a 

permis d’améliorer nettement la viabilité post-transfusionnelle des plaquettes. La température 

de 22°C±2°C permet de maintenir le métabolisme plaquettaire à un niveau bas et par 

conséquent de préserver l’intégrité structurale des plaquettes119. Des banques américaines 

utilisent néanmoins des plaquettes conservées à 4°C notemment en conditions d’urgence. 

 Agitation des CP 

Les CP sont soumis à une agitation horizontale douce, constante et continue. L’agitation 

continue permet d’améliorer les échanges gazeux (O2 et CO2) à travers la membrane des 
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poches de stockage et d’éviter la sédimentation des plaquettes qui peut rendre l’O2 

inaccessible à toutes les plaquettes121. Connaissant le rôle de l’O2 dans le métabolisme 

plaquettaire, ces conditions sont plus que nécessaires. Il a été démontré que la glycolyse 

anaérobie est régulée à la hausse dans les plaquettes stockées sans agitation, ce qui peut 

conduire à une augmentation de la production d'acide lactique et à une baisse de pH122. 

 Les poches de stockage 

L'une des avancées les plus significatives dans l’utilisation des CP a été le développement des 

contenants de stockage en plastique perméables aux gaz, qui permettent un échange adéquat 

d’O2 et de CO2. La première génération de poches de stockage était constituée de chlorure de 

polyvinyle (PVC) et d'un plastifiant le phtalate de 2-diéthyl-hexyle (DEHP). Ce type de poche 

n’était pas suffisamment perméable aux gaz et le métabolisme aérobie n'étaient pas maintenu, 

ce qui entraînait une surproduction d'acide lactique et une chute rapide de pH donc les CP ne 

pouvaient pas être conservés au-delà de 3 jours123. La deuxième génération de poches de 

stockage, composée de PVC et de plastifiants non-DEHP tels que butyryl-tri-hexyle citrate, 

était plus perméable aux gaz, permettant le stockage des plaquettes pendant 5 jours124. 

Actuellement, on dispose de poches constituées de polyoléfine qui possèdent une plus grande 

perméabilité à l'O2 et au CO2, et sont compatibles avec une durée de stockage qui peut aller 

jusqu’à 7 jours125. 

 Les Solutions Additives de Plaquettes (PAS) 

Anucléées, les plaquettes n’ont pas de mécanisme de protection et de réparation autonome, ni 

de réversion d’apoptose, et elles ont par conséquent besoin d’un milieu protecteur riche en 

protéines et en substances source d’énergie. C’est pourquoi les plaquettes contenues dans les 

CP sont originalement suspendues dans du plasma autologue anticoagulé avec du Citrate-

Phosphate-Dextrose (CPD) pour les MCP et Acide citrique-Citrate trisodique-Dextrose 

(ACD) pour les CPA. Le plasma permet de bien maintenir le pH grâce au 20mM de 

bicarbonate qu’il contient, et de maintenir la viabilité grâce à sa contenance en substances 

(e.g. acides gras libres, corps cétoniques, acides aminés) pouvant être utilisées pour alimenter 

le cycle de Krebs en Acétyl-CoA et maintenir le métabolisme oxydatif. Actuellement, le 

milieu de suspension des plaquettes est composé de 1/3 de plasma et 2/3 de PAS. Ces 

solutions additives sont des solutions salines isotoniques auxquelles sont ajoutés de nombreux 

facteurs désignés pour diminuer la consommation d’O2, l’utilisation du glucose comme 
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source d’énergie, et la production de lactate. Les différents types de PAS ainsi que leurs 

compositions ont été largement détaillés par Gulliksson et al.118.  

La réduction de l'activation des plaquettes lors des étapes de préparation des CP, 

l’optimisation des conditions de stockage et l'inclusion éventuelle de composants clés dans le 

milieu de stockage des plaquettes, tels que le glucose, l'acétate, le citrate, le phosphate, le 

potassium et le magnésium, permettent de maintenir l’intégrité structurale et fonctionnelle des 

plaquettes pendant une longue durée (5 à 7 jours) et d’améliorer la survie des plaquettes in-

vivo après transfusion. 

 Lésions de stockage des plaquettes  II.4.

Les plaquettes préparées à des fins transfusionnelles subissent différents types de stress lors 

du prélèvement (contact avec des surfaces étrangères, aspiration), de la préparation (contrainte 

élevée de cisaillement infligés par la centrifugation), des transformations (filtration, 

irradiation, inactivation de pathogènes) et du stockage (diminution du pH, agitation, 

température). Confrontées à ces stress, les plaquettes vont répondre par des modifications 

morphologiques, biochimiques/métaboliques, phénotypiques et fonctionnelles. Ces 

modifications, regroupées sous le nom de lésions de stockage des plaquettes (LSP), sont pour 

la plupart responsables de l’activation plaquettaire, et par conséquence, aussi responsables de 

la détérioration continue et progressive de la fonction des plaquettes au cours du stockage des 

CP. C’est ainsi que les LSP sont définies comme étant l’ensemble des changements délétères 

conduisant à la détérioration progressive de la viabilité, de la structure et de la fonction 

plaquettaire et qui se produisent à partir du moment où le sang est prélevé du donneur 

jusqu’au moment où les plaquettes sont transfusées au receveur126. 

Qu’elles soient déclenchées par des facteurs extrinsèques (méthodes de préparation) ou 

intrinsèques (facteurs plasmatiques et plaquettaires, leucocytes résiduels), les LSP pourraient 

être responsables en grande partie non seulement de la réduction globale de l’efficacité 

thérapeutique de la transfusion des CP, mais également de l’induction des effets indésirables 

chez le receveur (EIR)125,127,128. Les modifications inflammatoires sont liées à la sécrétion du 

contenu granulaire riche en molécules inflammatoires et à la néoformation de molécules pro-

inflammatoires129,130. 

L’impact des LSP sur la qualité des CP peut être évalué par des tests in vivo ou par des tests in 

vitro. Les tests in vivo sont destinés à évaluer l’efficacité clinique et la survie des plaquettes 
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en post transfusion. En cas d’hémorragie active, le meilleur indicateur de l’efficacité clinique 

des produits plaquettaire est l’arrêt de saignement. En cas de traitement prophylactique, 

l’efficacité clinique est appréciée par la mesure du temps de saignement, l’augmentation du 

chiffre de plaquettes (« Corrected Count Increment » ou CCI) ou encore par le suivi 

isotopique de la survie des plaquettes119. 

Les LSP peuvent aussi être évaluées par des tests in vitro. D’une grande variété, ces derniers 

peuvent être classés en trois grands groupes119,131. 

 Tests évaluant la viabilité in vitro des plaquettes : dans ce groupe sont inclus les tests 

permettant d’évaluer les changements morphologiques (indice de tournoiement, le 

volume plaquettaire moyen, le changement de forme en réponse à des agonistes, 

réponse au choc hypotonique), les modifications métabolique (e.g. pH, PO2, HCO3-, 

déplétion en ATP), la lyse (LDH), l’apoptose (e.g. ADN et potentiel mitochondrial), et 

l’étude de la fonction plaquettaire (e.g. test d’agrégation, PFA-100, 

thromboélastographie) 

 Tests évaluant l’activation plaquettaire : marqueurs d’activation membranaire : la 

mesure de ces marqueurs se fait principalement par des techniques de cytométrie en 

flux et concerne la mesure de CD62p, CD63, l’Annexine V, CD40L, LIBS ; 

marqueurs solubles (e.g. sCD62p, sCD40L, RANTES, PF4, thromboglobuline, TNF, 

IL8) : ces dosages se font principalement par des techniques immunologiques (e.g. 

ELISA et LUMINEX) ; les microparticules sont en général dosées par cytométrie en 

flux après ultracentrifugation. 

 Tests évaluant la mécanistique des LSP : Ces tests sont très spécialisés et ils 

concernent l’étude de l’omique plaquettaire : protéome, métabolome, transcriptome, 

phosphorylome, lipidome. 

La littérature est très riche en études évaluant, à l’aide des tests cités ci-dessus, l’effet des 

différentes méthodes de préparation, les conditions de stockage et les manipulations post-

préparation sur les LSP. Ces études s’accordent toutes sur les faits suivants : indépendamment 

des méthodes de production, l’activation plaquettaire est un phénomène inévitable ; l’intensité 

de la primo activation influence, de manière générale, les autres types de LSP ; l’activation 

plaquettaire est corrélée aux autres LSP ; les LSP sont temps dépendant et atteignent leurs 

maximums vers le 3ème jour de stockage104,132 ; Les LSP ne sont pas formellement corrélées à 

l’efficacité clinique128, mais ce point est toujours en discussion. 
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Il y a un intérêt croissant en faveur de l’étude des molécules inflammatoires et les BRM 

secrétés par les plaquettes au cours du stockage et leurs implications dans la survenue des EIR 

chez les receveurs133–136.  

 Réactions post-transfusionnelles liées à la transfusion plaquettaire II.5.

Comme toute autre transfusion de produit sanguin labile (PSL), la transfusion de plaquettes 

n’est pas sans risque. Elle peut être associée à des réactions post-transfusionnelles plus ou 

moins graves communément appelées effets indésirables receveurs (EIR). Deux grands types 

de réactions post-transfusionnelles sont à distinguer : les réactions post-transfusionnelles 

hémolytiques (principalement liées à la transfusion des concentrés de globules rouges ou de 

composé riche en plasma) et les réactions post-transfusionnelles non-hémolytiques. Les 

réactions non-hémolytiques sont les EIR les plus fréquemment rencontrées avec les 

transfusions de CP et comprennent les allo-immunisations, les réactions fébriles non-

hémolytiques (RFNH), les réactions allergiques, l’accident de détresse respiratoire aigu 

(TRALI), l’hypotension, la surcharge circulatoire, les infections virales et bactériennes et les 

accidents métaboliques137,138. 

Selon le rapport de l’ANSM de 2015 relatif aux transfusions réalisées en 2014, 2,1% des 

transfusions ont donné lieu à un EIR. Comme le montre la figure 10, la fréquence des EIR 

n’est pas également répartie et varie selon la nature des PSL. En effet, plus de 25% des EIR 

déclarés sont dus aux seuls CP qui ne représentent pourtant que 10% des PSL transfusés139. 

La majorité des EIR liés à la transfusion de plaquettes est de nature inflammatoire, avec dans 

l’ordre décroissant de fréquence les réactions allergiques, les RFNH et le TRALI. 

 

Figure 10 : Evolution des taux d'EIR declarés pour 100 000 PSL, par type de PSL, 2010 – 2014
139

. 
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La survenue des EIR plaquettaires est sous l’influence de facteurs liés à la triade 

transfusionnelle donneurs (sexe, phénotype, génotype), PSL (qualité, LSP+++), et receveurs 

(état clinique, phénotype, génotype). A ce jour, les facteurs liés aux caractéristiques du 

produit plaquettaire sont les plus étudiés. On s’intéresse tout particulièrement à l’étude de 

l’association EIR inflammatoire/type et concentration des molécules libérées par les 

plaquettes sous l’effet des LSP. Plusieurs raisons expliquent l’intérêt croissant porté à ces 

types d’EIR : 

 La transfusion de plaquettes est d’avantage une thérapeutique complémentaire 

incontournable dans la prise en charge de patients particulièrement vulnérables. Il est 

donc nécessaire d’éviter le plus que possible d’accroitre l’état pré-inflammatoire de 

ces patients. 

 La persistance des EIR à composante inflammatoire malgré l’introduction 

systématique de la leucoréduction (les leucocytes et leurs produits (BRM) sont en effet 

des pourvoyeurs généreux d’EIR). 

 La reconnaissance du rôle inflammatoire et immuno-modulateur des plaquettes. 

Comme nous l’avons bien mentionné plus haut, les plaquettes sont équipées de toute 

la machinerie nécessaire pour jouer un rôle dans l’inflammation transfusionnelle. 

 La mise en évidence, en 2001, par Phipps et al140, du rôle physiopathologique d’un 

BRM considéré comme une « cytokine-like », le CD40L appelée encore CD154, sous 

sa forme soluble (sCD40L) dans la survenue de RFNH ; ce sera rappporté aussi dans 

les TRALI par Khan et al141. Les travaux de notre laboratoire ont également confirmé 

le rôle primordial de cette molécule dans les EIR, mais ils ont aussi identifié d’autres 

BRM tels que l’OX40 ligand soluble, l’IL27, le MIP1 et l’IL13132,135,136,142, en 

associations pathogènes. 

 Le CD40L II.6.
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III. Omique des plaquettes 

 Généralités sur le génome humain III.1.

Le génome est le patrimoine génétique qui caractérise chaque individu. Codé par quatre bases 

d’acide désoxyribonucléique (ADN), le génome humain est réparti sur 46 chromosomes : 22 

paires de chromosomes autosomaux homologues et 2 chromosomes sexuels. Un chromosome 

est constitué de parties codantes appelées gènes et d’autres non codantes. Un gène est lui-

même composé de parties codantes appelées exons qui vont être transcrites en ARN messager 

(ARNm) puis traduites en protéines. Le projet du génome humain a montré un catalogue 

d'environ 22000 gènes dans un paysage de 3,2 milliards de paires de bases (pb). La partie 

codante ou exons des 22000 gènes englobe seulement environ 1,5% du génome entier.  

Les études du patrimoine génétique ont montré que la séquence d’ADN transmise d’une 

génération à l’autre est généralement conservée. Toutefois, au cours de la réplication de 

l’ADN ou de la méiose cellulaire, il peut y avoir des mutations et/ou des recombinaisons 

chromosomiques.  Ces phénomènes sont à l’origine de la grande diversité génétique entre les 

individus et les populations. Des modifications soudaines et transmissibles de la séquence 

d'ADN (par exemple une substitution, une insertion ou une délétion d'une base), en fonction 

de leurs positions, peuvent être silencieuses, c'est à dire n'avoir aucun effet sur la protéine 

résultante, ou au contraire avoir une incidence positive ou négative sur la protéine et donc sur 

l'individu. Ces modifications du génome ont été largement utilisées comme marqueurs pour 

étudier la transmission des « caractères » des parents aux descendances et aussi pour identifier 

les causes directes ou indirectes des « caractères » des individus et des populations dans des 

conditions physiologiques et pathologiques143. 

 Marqueurs moléculaires en génétique humaine (variants et haplotypes) III.1.1.

Les avancées en biologie moléculaire ont permi l’identification de marqueurs génétiques 

reposant sur la variabilité de la séquence d'ADN à des positions parfaitement connues144. Les 

premiers marqueurs furent les Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLP), les 

Variable Number of Tandem Repeat (VNTR ou minisatellites) et les Short Tandem Repeat 

Polymorphisms (STRP ou microsatellites)145. 

Les plus récents sont les Single Nucleotide Polymorphisms (SNP). Ils font partie de la famille 

des RFLP, mais n'impliquent le changement (i.e. mutation, délétion, insertion) que d'un 
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nucléotide en un locus donné et sont de manière générale bialléliques (A, a). Chaque individu 

sera donc porteur au niveau d'un SNP d'un des trois génotypes possibles (l’un et/ou l’autre des 

deux génotypes homozygotes (AA et/ou aa) et/ou le génotype hétérozygote (Aa)146.  

Les SNP représentent une source d'information riche, abondante et facile à étudier et sont les 

marqueurs les plus utilisés dans les études d’associations génétiques. Le nombre de SNP 

augmente de jour en jour, car de plus en plus de génomes sont séquencés. Les SNP communs 

sont arbitrairement définies comme ayant une fréquence d'allèle minoritaire (MAF, de Minor 

Allele Frequency) de 0,05 (e.i.  5% dans la population qui a été échantillonnée). Des variants 

sont classés comme "rares" quand leur MAF est inférieur à 0,05 et supérieur à 0,01 ; et de 

variants "privés" quand leurs MAF est inférieure à 0,01. Ces variants rares et privés 

pourraient être nommés « mutations ».  La grande majorité des variants connus ont une 

fonction neutre, mais certains modifient subtilement le risque de maladies. 

La base de données principale qui fournit des informations sur les variations de séquences, les 

fréquences des allèles, les différences de fréquences entre les populations d'ethnies différentes 

et leurs conséquences fonctionnelles est dbSNP (http://www.ncbi. nlm.nih.gov/projects/SNP). 

Avec les avancées technologiques et les grands projets de séquençage, le génome humain ne 

cesse pas d’être mis à jour fournissant ainsi des estimations plus précises sur le nombre de 

SNP, un nombre exponentiellement croissant de variants rares et une estimation plus fine des 

fréquences alléliques dans différents groupes ethnique143. 

Plus récemment que les SNP, un nouveau type de marqueur génétique a été introduit en 2006. 

Il s’agit des variabilités du nombre de copies d’un gène (CNV, de « Copy Number 

Variants »). Ce marqueur est généralement défini comme des ajouts ou des suppressions dans 

le nombre de copies d'un segment particulier de l'ADN (plus de 1 kb de longueur) par rapport 

à la séquence d’un génome de référence147,148. L’étude des CNV a beaucoup d'intérêt dans la 

recherche de la diversité génétique dans les populations humaines et dans différentes 

maladies. 

Les variants génétiques sont régulièrement répartis dans le génome (1/1000pb en moyenne) et 

ont tendance à être transmis ensemble149. Ainsi, il est possible d’étudier dans un premier 

temps uniquement les SNP représentant des blocs de déséquilibre de liaison, ou blocs de LD 

(« Linkage Disequilibrium »). Le LD correspond à la ségrégation conjointe non aléatoire sur 

un chromosome de deux ou plusieurs allèles provenant de deux ou plusieurs loci différents à 

une fréquence plus importante que ne le voudrait le hasard c'est-à-dire que l’information 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP
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recueillie sur un des SNP est valable pour tous les SNP du bloc (en fonction de la force du 

LD). Ceci permettra de génotyper un SNP par bloc de LD sans pour autant perdre de 

l’information génétique et de diminuer ainsi le nombre de SNP à étudier dans un gène dans le 

but de réduire le coût du génotypage149.  

 Les techniques de génotypage III.1.2.

De nombreuses méthodes ont été développées pour identifier et caractériser les variations 

génétiques (découverte ou génotypage de variations connues). Ces techniques sont toutes 

basées sur la technique de réaction de polymérisation en chaîne (PCR, de « Polymerase Chain 

Reaction ») et ont beaucoup évolué avec le progrès technologique. Citons à titre d’exemple 

quelques techniques de criblage de variations inconnues : la SSCP (« Single Strand 

Conformation Polymorphism »), la DGGE (« Denaturing Gradient Gel Electrophoresis »), la 

dHPLC (« denaturing High Performance Liquid Chromatography ») et la HRM (« High 

Resolution Melt »). D’autres techniques sont plus spécifiques et permettent de génotyper les 

polymorphismes déjà connus telles que la PCR-RFLP (« Restriction Fragment Length 

Polymorphism »), l’ARMS-PCR (« Amplification Refractory Mutation System Polymerase 

Chain Reaction ») ou encore les techniques de PCR en temps réel telles que la Taqman.   

Néanmoins, la méthode la plus fiable pour identifier une variation reste le séquençage direct 
145,150,151.  

Outre ces techniques classiques,  des méthodes de génotypage à haut débit automatisées ont 

été mises au point telles que la technologie du SNPlex152 et la « Sequenom MassARRAY 

iPLEX Platform153,154 » (qui permettent de génotyper jusqu’à 48 SNP simultanément et à partir 

d’un même échantillon d’ADN. Par ailleurs, plusieurs plateformes (e.g. Illumina® et 

Affymetrix®) ont développé des puces à ADN pouvant génotyper jusqu’à 5 millions de SNP 

en parallèle et à partir du même échantillon d’ADN. 

Actuellement, les techniques de séquençage nouvelle génération (NGS de « Next Generation 

Sequencing ») sont encore plus performantes, leur coût de revient décroit et les plateformes 

sont de plus en plus accessibles.  

 Les approches d’études génétiques III.1.3.

Le choix d’approche ou de stratégie d’une étude génétique dépend de l’étiologie du caractère 

étudié. L'étiologie d'une maladie par exemple représente l'ensemble des mécanismes 

directement liés à son apparition. D'un point de vue génétique, dans le plus simple des cas, la 
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modification d'un gène majeur est responsable à elle seule de l'apparition de la maladie. Il 

s’agit alors de maladie monogénique ou d'étiologie simple. Elle présente en général un très 

fort caractère héréditaire. 

Lorsqu’une maladie présente des composantes génétiques et environnementales multiples, on 

parle alors de maladie multifactorielle ou d'étiologie complexe. Leur mode de transmission est 

bien moins évident et la coexistence d'effets combinés de facteurs génétiques et 

environnementaux rend difficile la prédiction de la maladie au regard d'un gène seul. On fait 

alors plutôt référence aux gènes impliqués en tant que gènes de prédisposition ou de 

susceptibilité155.  

Selon l’étiologie d’une maladie, deux types d’études sont proposées : les études familiales et 

les études cas-témoins. Les études familiales traitent conjointement un certain nombre de 

familles de façon à détecter la transmission préférentielle d'allèles chez les personnes atteintes 

par la maladie considérée. Il s’agit de vérifier la transmission d’une variation génétique des 

parents aux enfants et aussi de comparer les enfants entre eux. Aux études familiales s’ajoute 

une approche plus épidémiologique appelée cas-témoins. Une étude cas-témoins cherche à 

déceler une différence de distribution des variants génétiques entre une population de cas, 

constituée d'individus diagnostiqués avec une maladie ou un phénotype d'intérêt, et une 

population de témoins sélectionnés qui ne sont a priori pas porteurs de la maladie ou du 

phénotype. Pour ce deuxième type de stratégie d’étude, il est nécessaire d'assurer 

l'homogénéité des deux groupes en prenant soin de les assortir sur des covariables telles que 

l'âge, le sexe et l’éthnicité qui peuvent avoir une influence sur le phénotype observé et ainsi 

biaiser le facteur génétique recherché156,157. 

Les études d'association entre une variante génétique et une maladie ou un phénotype 

cherchent à déceler une association à un niveau populationnel. L'association peut être directe 

si le marqueur observé est un locus de susceptibilité, ou indirecte si celui-ci se trouve 

physiquement proche du locus de susceptibilité et que leurs allèles sont statistiquement 

associés en raison du déséquilibre de liaison (Figure 11). 
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Figure 11 : Association génétique directe et indirecte. 

Pour réaliser une étude d’association, deux approches sont proposées : “Gènes-Candidats” et 

“Genome-Wide”. Les approches gènes-candidats consistent à sélectionner un ensemble de 

gènes dont les fonctions pourraient intervenir dans l'étiologie de la maladie étudiée, et à les 

tester directement par association. Le choix des gènes peut être guidé par des “a priori” 

biologiques tels que la fonction ou l'appartenance à une voie métabolique associée à une 

maladie, ou encore sur la base de la localisation dans une région chromosomique d'intérêt, 

suggérée par une précédente étude de liaison ou d'association. Même lorsque les 

connaissances a priori sont larges et que la physiopathologie de la maladie est relativement 

bien comprise, l'approche gènes-candidats n'identifiera qu'une fraction des déterminants 

génétiques. Dans le cas contraire, elle est alors inadaptée pour appréhender de façon 

exhaustive les causes génétiques des maladies. 

Au contraire, une étude d'association genome-wide (ou systématique) investit une grande 

partie du génome sans aucun “a priori” sur l'identité des loci impliqués. Cette approche 

représente une stratégie impartiale, non dirigée et assez complète pouvant être mise en place 

en l'absence d'indices sur la fonction ou la position des loci de susceptibilités155,157,158.  

 Analyses génétiques et génomiques sur les gènes codants pour des protéines III.2.

plaquettaires 

Le nombre d’études génétiques portant sur les protéines plaquettaires est très élevé. Des 

études ont identifié des polymorphismes associés aux phénotypes héréditaires des plaquettes 

tels que la numération, le volume moyen ou la réactivité spontanée des plaquettes ou en 

réponse à des agonistes des récepteurs d’activation plaquettaires159–163. 

Plusieurs gènes codant pour des protéines plaquettaires ont été étudiés dans des maladies 

monogéniques ou mendéliennes. Ces maladies ont une relation directe avec la 
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thrombocytopénie et ses différents types. En effet plusieurs gènes codants, le plus souvent, 

pour des protéines de surface telles que les glycoprotéines ou les integrines, mais aussi 

plusieurs autres, ont été identifiées164–172. D’autres études sur la thrombose et ses 

complications ont également identifié plusieurs variantes génétiques en causes173–178.  

Les études des maladies complexes ou multifactorielles ont également identifié des 

associations pour des polymorphismes portés par des gènes codants pour des protéines 

plaquettaires avec des maladies vasculaires ou cardiovasculaires179–189. 

Des thérapies antiplaquettaires ont été développées pour la prévention primaire ou secondaire 

des complications d’occlusions coronaire, cérébrale et des artères périphériques. Toutefois, il 

y a une contribution génétique à la variation inter-individuelle en réponse à plusieurs 

antagonistes190–195. Un grand espoir pour la médecine personnalisée est d'utiliser des tests 

génétiques pour identifier les patients qui bénéficieront de médicaments spécifiques (ciblés 

par exemple sur une particularité génétique de leur tumeur)196. 

 Protéome des plaquettes III.3.

Le protéome est la totalité des protéines présentes dans une cellule à un moment donné. Il est 

sous contrôle régulier et varie d’une cellule à l’autre. Le protéome d’une cellule est spécifié 

par l'information codée par l'ADN nucléaire, qui est transcrit en ARN messager (ARNm) puis 

traduit en protéines qui peuvent subir des modifications post traductionnelles. 

Concernant les plaquettes sanguines, plusieurs données indiquent que les mégacaryocytes les 

approvisionnent avec des milliers d'ARNm et de protéines. Comme dans les mégacaryocytes 

parents, les ARNm plaquettaires sont poly-adénylés et sont compétents pour la traduction. Les 

plaquettes circulantes ont la possibilité d'ajuster en permanence leur protéome par 

l'intermédiaire de la synthèse, de la modification post-traductionnelle et de la dégradation des 

protéines197. 

Bien que beaucoup moins sensibles que les analyses transcriptomiques, de nombreuses études 

protéomiques ont été réalisées sur les plaquettes.  

 Les approches d’études protéomiques  III.3.1.

Plusieurs approches ont largement été utilisées pour étudier le protéome plaquettaire. L’étude 

du protéome combine souvent plusieurs techniques qui permettent tout d’abord la séparation 

des protéines. En fonction des objectifs de l’étude, une étape facultative de digestion 
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enzymatique, qui consiste à fragmenter les protéines en peptides, pourrait être envisagée.  Les 

protéines ou peptides séparés sur gel d’électrophorèse sont ensuite identifis et quantifis 

directement par analyse bioinformatique de la photo du gel. En cas de digestion, les peptides 

sont séquencés par spectrométrie de masse et quantifiés d’une façon absolue ou semi 

quantitative selon l’approche utilisée (Figure 12). 

 

Figure 12 : Les grandes étapes de la protéomique 

 Les approches électrophorétiques 

La technique d’électrophorèse bidimensionnelle (2D) est largement utilisée pour séparer les 

protéines plaquettaires pour le séquençage ultérieur198. L’électrophorèse 2D combine deux 

étapes de séparation : la première consiste à séparer les protéines en fonction de leurs points 

isoélectriques et la deuxième consiste à les séparer sur gel de polyacrylamide dodécyl sulfate 

de sodium (SDS-PAGE) dans un deuxième sens de migration selon leurs poids moléculaires. 

Les spots protéiques sont ensuite colorés par des colorants qui les rendent visibles tels que le 

bleu de Coomassie et le nitrate d’argent ou qui les rendent fluorescents par des fluorochromes 

tels que le SYPRO Ruby et le Cyanin. En fonction de l'utilisation ultérieure des gels 2D, ces 

colorants ou intercalants fluorescents peuvent également être mélangés avec les échantillons 

avant la migration électrophorétique. Après la migration, l’électrophoregramme est 

directement photographié. L’analyse de la photo à l’aide d’outils bioinformatiques permet de 

quantifier l’intensité des spots protéiques et d’identifier les protéines différentiellement 

exprimées entre deux conditions différentes ; tel est le cas de la technique DIGE 

(« Differential In-Gel Electrophoresis ») utilisée pour étudier le protéome plaquettaire durant 
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le stockage 126,199. Les spots peptidiques peuvent ensuite être séquencés afin d’identifier la 

séquence peptidique exacte et ce en utilisant la spectrométrie de masse200. Les approches 2D, 

couplées à la spectrométrie de masse, sont couramment utilisées pour détecter les 

changements du protéome entre les plaquettes au repos et activées201.  

 Les approches non électrophorétiques ou « gel-free » 

Les approches « gel-free » sont basées sur la digestion protéolytique des protéines. Ces 

approches centrées sur les peptides emploient diverses méthodes chromatographiques pour 

séparer et sélectivement enrichir les peptides. Des techniques utilisent des marqueurs ou 

« label » et d’autres dites label-free ne nécessitent pas de marquage. Parmi les techniques 

utilisant des marquages isotopiques, nous citons la SELDI (« surface-enhanced laser 

desorption/ionization »), l’ICAT (« isotope-coded affinity tags »), la quantification relative 

et absolue par marquage isotopique (iTRAQ : « isotope tags for relative and absolute 

quantitation »), et la COFRADIC (« combined fractional diagonal chromatography »). La 

technique SELDI utilise des puces à protéines. Elle a été utilisée pour comparer les protéomes 

de plaquettes dans les modèles de cancer chez la souris202. Les techniques de marquage 

d'affinité isotopique ont été utilisées pour augmenter la sensibilité de la détection de petits 

fragments peptidiques et pour recueillir des informations quantitatives concernant les 

concentrations de protéines. Parmi celles-ci, l’ICAT marque sélectivement les résidus de 

cystéine des fragments de peptides qui sont digérés par la trypsine et l’iTRAQ étiquette 

chaque fragment digéré par la trypsine. Par conséquent, iTRAQ fournit généralement plus 

d'informations que l'ICAT en ce qui concerne le changement absolu de la composition 

protéique. Thon et Devine ont utilisé avec succès l’ICAT et l’iTRAQ pour examiner 

l'expression différentielle des protéines de plaquettes pendant le stockage126. Martens et coll 

ont utilisé la COFRADIC pour détecter 641 protéines dans les plaquettes, avec un 

recouvrement de 40% des protéines caractérisées par des méthodes 2- DE203. Avec les progrès 

de la haute résolution et de la sensibilité des technologies de spectrométrie de masse, diverses 

méthodes nécessitant une quantité moindre de protéines et produisent des résultats avec un 

indice de confiance élevé sont d’actualité comme la quantification label-Free pour laquelle le 

principe est basé sur la chromatographie liquide suivie par la spectrométrie de masse en 

tandem (LC/MS-MS)204. 
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Ces techniques générant un grand nombre de protéine, sont classées parmi les techniques de 

haut débit nécessitant ainsi une validation des résultats par une technique classique d’étude de 

protéines comme le Western blot mais aussi l’ELISA et la cytométrie en flux205. 

 

Figure 13 : Les principales stratégies et techniques utilisées pour étudier le protéome plaquettaire 

 Les études protéomiques sur des produits plaquettaires III.3.2.

De nombreuses études protéomiques ont été menées sur le protéome global des plaquettes. 

Ces études ont fourni des informations détaillées sur le répertoire de protéines et de 

phosphoprotéines exprimées par les plaquettes au repos et activées197,201. Ainsi, ces études ont 

également permis de caractériser les empreintes protéomiques des plaquettes destinées à la 

transfusion en comparant les techniques de préparation, les éventuelles altérations liées aux 

procédés d’inactivation ou de réduction de pathogènes ou également l’influence de la durée de 

stockage206–208 ou encore caractériser et comparer le protéome plaquettaire des sujets malades 

et sains209. 

D’autres chercheurs se tournent plus souvent vers les analyses subcellulaires39,210,211. Ce type 

d'approche, qui est souvent désigné comme « sous-protéome », réduit la complexité des 

mélanges protéomiques, augmentant ainsi la probabilité d'une identification réussie de 
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protéines. L'analyse de sous-protéomes permet également de définir l'origine des protéines à 

l'intérieur des plaquettes.  

 Protéome des membranes plaquettaires 

Le protéome membranaire des plaquettes comprend toutes les protéines qui sont associées à 

ou incorporées dans la bicouche lipidique, comprenant les protéines qui sont liées à la 

membrane plasmatique et aux membranes intracellulaires des organites211. 

Jusqu'à récemment, très peu de protéines membranaires ont été identifiées par les méthodes 

classiques de protéomique. Moebius et al.212 ont été les premiers à utiliser des procédés 

d'enrichissement des protéines de la membrane. En éliminant les protéines abondantes du 

cytosquelette, ils ont identifié 83 protéines membranaires incluant des protéines déjà 

connues (e.g. GPIIb-IIIa, le complexe GPIb-IX-V) et d’autres inconnues (e.g. G6b-A). En 

outre, ce groupe a identifié de nombreux domaines transmembranaires contenant des 

protéines localisées dans des compartiments intracellulaires tels que les mitochondries et le 

réticulum endoplasmique rugueux212. En 2007, Senis et al.213 ont identifié 136 protéines 

transmembranaires dans les plaquettes humaines.  

L'un des inventaires les plus complets de l’analyse des protéines membranaires des 

plaquettes à ce jour a été développé par Lewandrowski et al.214. Ils ont identifié 1282 

protéines dans les plaquettes et ont déterminé que plus de la moitié d'entre elles sont 

d'origine membranaire. D’autres études ont également caractérisé le protéome 

membranaire215,216. 

 Protéome des granules plaquettaires 

En 2007, Maynard et al ont identifié plus de 200 protéines originaires des granules  

purifiés. Un grand nombre de protéines avait été précédemment attribué aux granules  et la 

grande majorité (65%) a été détectée comme associée à l’excrétion plaquettaire. Ils ont 

également trouvé 44 protéines qui n’étaient pas déjà connues pour être présentes dans les 

granules 38. Plus récemment, la même équipe de recherche a comparé la signature 

protéomique des protéines des granules  de sujets sains et de patients atteints du syndrome 

de plaquettes grises217. D’autre part, Ruiz Hernández et al. 218 ont récemment caractérisé le 

protéome des granules denses. Ce groupe a identifié 40 protéines, y compris des protéines 

associées à l'actine, des enzymes de la glycolyse et des protéines régulatrices qui n'avaient 

pas été précédemment attribuées aux granules denses218. 
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 Protéome des microparticules plaquettaires 

Les microparticules sont de petites vésicules membranaires produites par la plupart des types 

cellulaires, y compris les mégacaryocytes et les plaquettes219,220. Au cours des dernières 

années, il est devenu évident que les microparticules participent activement à la coagulation 

sanguine et à l’inflammation221,222. Les microparticules plaquettaires représentent plus de 

90% des microparticules du plasma des individus sains, et il est bien documenté que les 

plaquettes activées génèrent des microparticules219,223,224. Les plaquettes contribuent 

également au pool des microparticules du plasma qui augmentent dans des conditions 

pathologiques telles que le syndrome coronarien aigu, le diabète et le sepsis225–227. 

En 2005, Garcia et al.219 ont caractérisé la signature protéomique des microparticules 

provenant de plaquettes activées. Ils ont identifié 578 protéines dans les microparticules 

dérivées des plaquettes. En outre, la majorité des protéines des microparticules dérivées des 

plaquettes sont aussi présentes dans les microparticules isolées de la circulation 

sanguine219,228. 

 Le secrétome des plaquettes 

Le protéome du produit d'excrétion des plaquettes, souvent désigné sous le nom de 

« sécrétome », comprend toutes les protéines libérées par les plaquettes. Les protéines 

d'excrétion sont dérivées des granules , des granules denses, des microparticules et des 

exosomes.   

Les études protéomiques ont confirmé l'identité des protéines précédemment connues comme 

secrétées par les plaquettes. En outre, elles ont permis d’identifier de nouvelles protéines 

sécrétées par les plaquettes39,229. 

En 2004, Coppinger et coll39 ont effectué la première analyse protéomique des protéines 

libérées par les plaquettes activées. Ils ont identifié plus de 300 protéines dans le produit de 

libération des plaquettes39. Le même groupe a déterminé que l'aspirine modifie les modèles 

d'expression de protéines des plaquettes activées230. 

En utilisant une approche protéomique différente, Piersma et al.231 ont augmenté le nombre 

détecté de protéines sécrétées par les plaquettes à 716 protéines. Une grande partie de leur 

liste de protéines identifiées dans le secrétome se chevauche avec d'autres listes obtenues à 

partir d’études protéomiques faites sur des microparticules et des granules α38,219,231. 
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 L’ARN plaquettaire  

L'ensemble des 22 000 gènes codant pour des protéines est composé d’à peu près de 700 000 

exons232,233. L'épissage alternatif lors de la transcription induit une augmentation de près de 

dix fois le nombre de transcrits ; jusqu'à présent, 190 000 transcrits de gènes uniques ont été 

identifiés. Ce nombre devrait augmenter avec l'augmentation exponentielle des ensembles de 

données générées par le séquençage de l'ARN obtenu à partir de populations de cellules 

relativement pures. Le nombre de transcrits par gène varie largement et varie d'un seul 

transcrit aux milliers de transcrits alternatifs résultant ainsi à plusieurs isoformes de 

protéines232. En plus de l’ARN codant pour des protéines, il existe plusieurs autres types 

d’ARN non codants. Ces ARN non codants représentent une grande quantité d'informations 

génétiques et ont clairement un rôle dans le développement, la physiologie et les maladies233. 

Les ARN non codants les mieux étudiés sont les microARN (miARN)234. Il existe au moins 

neuf autres types d’ARN non codants ayant différentes tailles et différentes fonctions235. 

Concernant les plaquettes sanguines, malgré l'absence d'ADN génomique, elles contiennent 

un réticulum endoplasmique rugueux et des ribosomes236 qui peuvent utiliser des ARNm 

hérités du mégacaryocyte comme matrice pour la synthèse de novo de protéines237–239. Une 

observation surprenante a été la mise en évidence de l’existence de l'épissage d'ARNm dans 

les plaquettes humaines240 suggérant que la régulation de la traduction de l'ARNm 

plaquettaire est plus complexe qu'on ne le pensait précédemment. Ces observations 

confirment l'existence d'un contrôle post-transcriptionnel de l'expression génique dans les 

plaquettes humaines. 

 Les techniques d’investigation de l’ARN plaquettaire 

Les études de l’ARN plaquettaire et surtout de l’ARNm et des miARN ont débuté par 

l’utilisation des techniques classiques telles que le Northern Blot126, la transcription inverse 

(RT-PCR) et la PCR quantitative (qPCR)241,242. Avec le progrès technologique, plusieurs 

autres techniques ont permis d’évaluer globalement le transcriptome des plaquettes, incluant 

la technique SAGE (« Serial Analysis of Gene Expression ») 243–245, les microarrays (puces 

à ARN)243,244, et le séquençage nouvelle génération (RNA-seq)246,247.  

Sans doute, les approches microarray et SAGE ont joué un rôle central dans la caractérisation 

initiale du transcriptome plaquettaire243,244. L’approche RNA-seq, cependant, a dépassé ces 

techniques, car elle nécessite des quantités minimales de matériel de départ, a une sensibilité 
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accrue par rapport à d'autres méthodes, et elle fournit une identification objective de 

l'ensemble de la transcription (régions non traduites ; introns et exons), de nouveaux gènes et 

des séquences intergéniques246,248. 

 Le transcriptome plaquettaire III.4.2.

Plusieurs études transcriptomiques ont été réalisées sur l’ARN plaquettaire. Les premières 

furent descriptives portant sur la découverte du contenu plaquettaire en ARN. Les études par 

microarray et  par SAGE ont estimé que les plaquettes peuvent contenir jusqu'à 32% du 

génome humain sous la forme d’ARNm243–245,249–252. La curiosité des chercheurs a continué 

avec l’apparition des approches RNA-seq. Ils ont trouvé que la signature plaquettaire est plus 

complexe que l’on imaginait et que les plaquettes contiennent presque tous les types 

d’ARN246,247,253.  

L’équipe d’Osman et al. s’est intéréssée à l’influence des réducteurs de pathogènes sur le 

transcriptome des plaquettes destinées à la transfusion254,255. D’autres équipes ont réalisé des 

études d’expression différentielle pour comparer le transcriptome des patients avec ceux de 

témoins256–260. 

 Les MicroARN plaquettaires III.4.3.

Les microARN (miARN) sont de petits fragments d'ARN non codants, de 18-24 nucléotides 

qui jouent un rôle fondamental dans la régulation post-transcriptionnelle des gènes en ciblant 

l'ARN messager (ARNm), induisant sa dégradation ou la répression de la traduction261. La 

plupart des miARN caractérisés ont une préférence à se lier aux régions 3' non traduites (3' 

UTR) de leurs ARNm cibles261 régulant ainsi près de 60% des ARNm codants pour des 

protéines262. Une revue de Ouellet et al.263 résume bien la voie de biosynthèse des miARN et 

leurs  composantes protéiques, ainsi que les processus de régulation pour exercer une variété 

de fonctions biologiques chez les eucaryotes. 

Dans les plaquettes, on estime que les miRNA pourraient être transportés par les exosomes et 

les microparticules264–266.  

Une étude basée sur la qPCR et réalisée par Osman et Falker a permis la détection de 281 

miARN, parmi lesquels 6 miARN étaient différentiellement exprimés en réponse à 

l’activation plaquettaire par la thrombine242. Une étude similaire par Nagalla et al. 267 utilisant 

des microarrays, a identifié 284 miARN exprimés par les plaquettes parmi lesquels certains 
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sont différentiellement exprimés selon la réactivité plaquettaire à l’épinephrine. La même 

étude a montré que les miARN sont fonctionnels et régulent l’expression des ARNm 

plaquettaires en se fixant sur la partie 3’UTR.  

Une étude plus récente utilisant le séquençage nouvelle génération a montré que parmi les 

2500 miRNA identifiés chez l’homme (http://www.mirbase.org version 21), les plaquettes 

humaines en expriment 492. Ils ont également détecté des isoformes de miARN confirmant 

ainsi l’existence de la machinerie régulatrice de la biosynthèse des miARN dans les 

plaquettes268. 

D’autres études ont également montré que les plaquettes secrètent différents miARN en 

fonction des agonistes utilisés et ont même identifié des miARN comme marqueurs 

d’hyperréactivité269–271. 

Des études surprenantes ont montré que les miARN plaquettaires transportés par les 

microparticules peuvent jouer un rôle régulateur sur des cellules endothéliales distantes272–274. 

Comme les études protéomiques et transcriptomiques, les miARN plaquettaires ont ont été 

investigués dans différents types de maladies. En effet, des miARN plaquettaires 

différentiellement exprimés ont été identifiés chez des patients (e.g. maladie 

drépanocytaire275, maladies cardiovasculaires276).  

 Relation entre le protéome et le transcriptome plaquettaires III.5.

Des analyses exhaustives du protéome présentent plusieurs inconvénients dont la capacité 

limitée pour identifier les protéines faiblement abondantes. Ainsi, les chercheurs ont 

récemment utilisé la transcriptomique dans les plaquettes pour prédire l'expression de 

protéines. Cette approche est communément appelée « omiques intégrées ou ‘’integreted 

omics’’ » car elle utilise la combinaison d’approches transcriptomiques et 

protéomiques213,277,278. 

Bien que le degré de corrélation entre les transcrits et leurs protéines correspondantes varie 

entre les études, la majorité des transcrits de plaquettes sont représentés par la protéine 

correspondante. Dans une comparaison côte à côte du transcriptome et du protéome, 

McRedmond et al.,250 ont constaté que près de 70% des transcrits et des protéines 

correspondantes sont co-exprimées par les plaquettes. Toutefois, plusieurs équipes de 

recherche ont constaté qu’il n y a pas de corrélation entre le transcriptome et le protéome 

plaquettaire mais plutôt qu’ils sont complémentaires277,279,280.  

http://www.mirbase.org/
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Bien que les analyses RNA-Seq et d'autres types d'analyses d'ARNm sont des outils puissants, 

il convient de noter que le transcriptome ne signifie donc pas toujours le protéome. Cette 

discordance peut provenir de la présence de protéines qui sont synthétisées par les 

mégacaryocytes, puis l'ARNm est dégradé avant d'entrer dans les plaquettes. L’inhibiteur 

tissulaire de métalloprotéinase-3 (TIMP-3) est un excellent exemple de ce type de regulation 

d'ARN281. De plus, l’analyse de l’ARN ne prend pas en compte les protéines absorbées à 

partir du plasma. Dans d’autres cas, les ARNm mais pas leurs protéines correspondantes, sont 

transférés aux plaquettes. Ces ARNm sont traduits en protéines lors de l'activation des 

plaquettes et d'autres ne sont jamais traduits239,281. Enfin, l’analyse de l'ARN incorpore une 

étape d'amplification, ce qui augmente les risques d’amplification des ARN provenant d’une 

éventuelle contamination des leucocytes. Ainsi, une extrême prudence doit être prise pour 

éliminer les leucocytes des préparations de plaquettes (e.g. utilisation de billes magnétiques 

anti-CD45), suivi par la confirmation que les transcrits et les protéines proviennent bien des 

plaquettes sanguines. 
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Notre équipe de recherche a été parmi les premières à montrer et à confirmer le rôle des 

plaquettes sanguines comme cellules de l’immunité et de l’inflammation, capables de secréter, 

pendant le stockage, des facteurs de croissance, des cytokines, des chemokines et d’autre 

facteurs responsables de la modification de la réponse immunitaire (BRM). Ainsi, nos travaux 

s’inscrivent dans l’étude des aspects inflammatoires des plaquettes destinées à la transfusion 

et leurs rôle dans la survenue d’EIR de type RFNH . 

Cognasse et al.132, Hamzeh-cognasse et al.135, Nguyen et al.136 ont identifié des molécules 

proinflammatoires sur-exprimées dans des CP ayant induit un EIR (e.g. sCD40L, sOX40L, 

IL27, IL13). 

D’après les études de l’équipe de Blumberg et al.133  et de notre équipe, la sur-expression de 

ces molécules n’induit pas systématiquement un EIR. Ceci nous a incité a émettre l’hypothèse 

de l’existence d’éventuels polymorphismes au niveau de ces molécules (chez les donneurs) et 

aussi au niveau de leurs récepteurs (chez le receveur) qui seraient responsables d’une 

tolérance ou d’une réaction lors de l’intéraction de ces couples recepteurs/ligands. 

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons débuté nos explorations pas l’investigation du gène 

CD40LG étant donné que  la proteine  correspondante, CD40L, était la première molécule 

identifiée comme un acteur principal dans la physiopathologie des  EIR, ce qu’ont confirmé 

plusieurs équipes de recherche. 

Trois grands axes ont été développés dans le cadre de ma thèse de sciences :  

 Dans la première partie, nous nous sommes intéréssé à l’étude des polymorphismes 

génétiques du gène CD40LG chez une population de donneurs de sang dont le CP a ou 

n’a pas induit un EIR. Nous avons également étudié d’autres gènes en relation avec 

CD40L tels que le gène de son récepteur principal CD40 et aussi le gène de l’integrine 

ITGA2. 

 Dans la seconde partie, nous avons étudié les lésions de stockage des CP. Pour cela, nous 

avons exploré les profils de sécretion plaquettaire et leucocytaires au cours du stockage 

ainsi que l’influence des leucocytes résiduels dans des CP non-leucoréduits, tels que 

délivrés en Tunisie.  

Nous avons également investigué l’effet des BRM plaquettaires et celui de l’ADN 

mitochondrial dans la survenue d’EIR dans des CP leucoréduits, tels que ceux délivrés en 

France. 
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 Dans la troisième partie du travail, nous avons appliqué les approches de protéomique et 

de transcriptomique de dernière génération (LC-MS/MS et RNA-seq, respectivement) 

afin d’analyser les CP ayant induit un EIR dans le but de mieux comprendre la 

physiopathologie des EIR. 
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I. Article 1 : Etude d’association entre CD40LG et les EIR 

 

Le but de cette étude était de : 

Cribler le gène CD40LG dans deux populations indépendantes de donneurs de sang. 

Génotyper les polymorphismes identifiés. 

Effectuer une étude d’association génétique entre deux groupes de donneurs de sang, le premier dans 

le groupe dont les concentrés plaquettaires ont induit un EIR et le deuxième, servant de contrôle dans 

le groupe dont les concentrés plaquettaires n’ont pas induit un EIR.  
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SUPPLEMENTARY INFORMATION 

Supplementary Data S1: PCR protocols 

This text describes the PCR protocols and primers used.  

Primer design for DHPLC and capillary electrophoresis is provided. 

Statistical results of the tests for homogeneity in males and females for each population. 

Supplementary Figure S1: Detection of CD40LG polymorphisms  

This Figure presents: 

DHPLC and direct sequencing profiles obtained from analysis of PCR fragments i.e., wild homoduplex-

type and aberrant heteroduplex elution profiles at the temperature used for accurate identification, 

and sequence data corresponding to the mutant DHPLC profile. 

Patterns obtained by separation over capillary electrophoresis for CA repeat microsatellite in the 3′ 

UTR. 

Supplementary Table S1 Test for homogeneity between males and females in CD40LG in the French 

(n=211) and Tunisian populations (n=274) 

Supplementary Table S2 Minor allele frequencies of CD40LG SNPs in the French donors whose PC 

did not induced an ATR (n=211) vs donors whose PC induced an ATR (n=30) 

Supplementary Table S3 Allelic distributions of the CD40LG (CA)n repeat polymorphism in the 

French cohort   whose single apheresis platelet components (PC) induced or not an ATR (40 and 291 

alleles respectively).  

Supplementary Table S4 Demographic distribution of the French and Tunisian cohorts.
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Supplementary Data S1  

 PCR amplification 

Eleven primer pairs (Table 1) were designed using the following software: Geneious 

(http://geneious.com), Netprimer (http://premierbiosoft.com/netprimer/index.html) and Amplify3 

(http://engels.genetics.wisc.edu/amplify/). These were designed to explore the entire exonic sequence 

and intron/ exon boundaries of the CD40LG gene, as well as 285 bp of the 5′UTR and 1353 bp of the 

3′UTR region, to screen for the maximum number of polymorphisms that are potentially involved in 

CD40L protein expression or are reported to be found in association with immune disorders or 

inflammation. Large exon 5 was split into three overlapping parts. The sizes of the PCR fragments 

were between 244 and 432 bp.  

PCRs were performed in 25 µL volumes for the female samples and 18 µL volumes for the male 

samples. Reactions contained HotStartTaq mix including 1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.1U of 

HotStart Taq DNA polymerase, (Qiagen, Paris, France), 200 µM of each dNTP, 0.4 µM of each 

primer and 100 ng of genomic DNA. Reactions were cycled for 15 min at 95°C, followed by 35 cycles 

for 30 s at 94°C, 30 s at the annealing temperature (55-58°C), 30 s at 72°C, and 10 min at 72°C as a 

final extension. Amplifications were carried out in a C1000 Touch™ Thermal Cycler (Biorad, 

Hercules, USA). Oligonucleotide primer pairs were synthesized by Eurofins MWG Operon 

(Ebersberg, Germany). The corresponding annealing temperature of the PCR cycles for each primer 

pair is shown in Table 3. 

Fragments of the 3′UTR containing the microsatellite (CA)n were PCR amplified, for both male and 

female samples at 58°C as the annealing temperature with the reverse 5′-

AAGAAGAGAACTGACTAGCAACGG-3′ primer (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Germany). 

The forward 5′-CCCCAGTCTCTCTTCTCAATCC-3′ primer was designed with a fluorescent tail at 

the 5′end, using WellRed dye-labeled D4-PA oligonucleotides (Sigma-Aldrich, St Quentin-Fallavier, 

France).  

http://geneious.com/
http://premierbiosoft.com/netprimer/index.html
http://engels.genetics.wisc.edu/amplify/
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Supplementary Figure S1  

Detection of CD40LG polymorphisms.  

a DHPLC and direct sequencing profiles obtained from analysis of PCR fragments including examples 

of wild homoduplex type and aberrant heteroduplex elution profiles at the temperature used for 

accurate identification (left panel) and examples of sequence data corresponding to the mutant 
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DHPLC profile (right panel): (a1) c.-3525_-3526insCAAACAAA, rs201992677 [-/CAAA] and rs3092952 

detection in CD40LG-5′UTR (a2) c.8140A>G detection in CD40LG-E4 even with subtle differences in 

the pattern, (a3) rs3092920 G>T and c.*2367C>G detection in CD40LG-3′UTRC. 

b CA microsatellite repeats in the 3′UTR, using 600 bp as the internal size standard. The patterns 

obtained were from capillary electrophoresis separation: (b1) Peak 114 is the allele peak for one 

hemizygous (CA)26 repeat, while double peaks of 110 and 120 correspond to the heterozygous (CA)24 

/ (CA)29 (b2). 

Supplementary Table S1 Test for homogeneity between males and females in CD40LG in the French 

(n=211) and Tunisian populations (n=274) 

 
    French population Tunisian population 

SNP 

Marker ID  (allele) 
Alleles 

 Allele 

Frequencies Statistic 

 Allele 

Frequencies Statistic 

  Male Female 
2 P-value Male Female 

2 P-value 

1 
c.-3525_-

3526insCAAACAAA 

(CAAA)6/7 0,992 1,000 
1,250 0,4 

0,995 1,000 
0,813 0,999a 

(CAAA)8 0,008 0,000 0,005 0,000 

2 
rs201992677 [-

/CAAA] 

(CAAA)6  0,791 0,852 
1,858 0,173 

0,655 0,614 
0,624 0,430 

(CAAA)7 0,209 0,148 0,345 0,386 

3 rs3092952 A>G 
A 0,792 0,852 

1,774 0,183 
0,656 0,633 

0,211 0,646 
G  0,208 0,148 0,344 0,367 

4 rs1126535 T>C 
T  0,808 0,877 

2,623 0,105 
0,774 0,778 

0,009 0,926 
C 0,192 0,123 0,226 0,222 

5 rs147739883 C>T 
C 1,000 1,000 

0,000 1,000 
0,995 1,000 

0,813 0,999a 
T  0,000 0,000 0,005 0,000 

6 c.8140A>G 
A 1,000 1,000 

0,000 1,000 
0,995 1,000 

0,813 0,999a 
G  0,000 0,000 0,005 0,000 

7 rs3092923 T>C 
C 0,138 0,099 

1,105 0,293 
0,303 0,354 

1,069 0,301 
T  0,862 0,901 0,697 0,646 

8 rs148594123 G>A 
G  0,969 0,975 

0,100 1,000 
1,000 1,000 

0,000 1,000 
A 0,031 0,025 0,000 0,000 

9 rs3092921 C>T 
C 0,869 0,901 

0,737 0,391 
0,708 0,658 

0,991 0,320 
T  0,131 0,099 0,292 0,342 

10 c.*2367C>G 
C 1,000 1,000 

0,000 1,000 
1,000 0,994 

1,238 0,447a 
G  0,000 0,000 0,000 0,006 

11 rs3092920 G>T 
G  0,900 0,895 

0,019 0,890 
0,749 0,671 

2,589 0,108 
T  0,100 0,105 0,251 0,329 

aFischer Exact Test (n<5) 
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Supplementary Table S2 Minor allele frequencies of CD40LG SNPs in the French donors whose 

PC did not induced an ATR (n=211) vs donors whose PC induced an ATR (n=30) 

 

SNP Marker ID  Position Chr X 

(Location) 

Allele Minor Allele Frequency (MAF) Statistic PCR Fragment 

 Donors whose 

PC induced an 

ATR  

 Donors whose PC 

did not induced an 

ATR  

2 p-value 

2 rs201992677 

[-/CAAA] 

135726882 (5' UTR) (CAAA)7  0.175 0,143 0.007 0.9312 CD40LG-5'UTR 

3 rs3092952 A>G 135726950 (5'UTR) G  0.175 0,143 0.007 0.9312 CD40LG-5'UTR 

4 rs1126535 T>C 135730555 (exon 1) C  0.154 0,143 0.113 0.7369 CD40LG-E1  

7 rs3092923 T>C 135741185 (IVS 4) C  0.116 0,119 0.149 0.6999 CD40LG-E5A 

8 rs148594123 G>A 135741443 (exon  5) A  0.027 0 1.058 0.3037 CD40LG-E5B  

9 rs3092921 C>T 135743000  (3'UTR) T  0.113 0,119 0.149 0.6999 CD40LG-3'UTRB 

11 rs3092920 G>T 135743991  (3'UTR) T  0.103 0,119 0.069 0.7928 CD40LG-3'UTRC 

 

 

Supplementary Table S3 Allelic distributions of the CD40LG (CA)n repeat polymorphism 

in the French cohort   whose single apheresis platelet components (PC) induced or not an ATR 

(40 and 291 alleles respectively).  

 

  Donors whose PC 

induced an ATR  

Donors whose PC did 

not induced an ATR  

  

(CA)n Na (frequency) Na (frequency) P-valueb 

<26 CA 16 (0.400) 80 (0.275) 0.223 

26 CA 13 (0.325) 128 (0.440) 

>26 CA 11 (0.275) 83 (0.285) 

 

 

 

 

aNumber of alleles 
bBonferroni correction : P-value is significant when <0.016 
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Supplementary Table S4 Demographic distribution of the French and Tunisian cohorts.  

         Tunisian cohort  French cohort 

  

 

  

whose PC did not 

induced an ATR  

whose PC induced  

an ATR  

  n= 274  n= 211  n=30  

Gender Male Female Male Female Male Female 

  

195  

(71.168%) 

81  

(29.562%) 

130  

(61.611%) 

81 

(38.388%) 

18  

(60%) 

12  

(40%) 

Age (years) 

(mean ± SD) 

 33.404 

 ± 9.128 

 23.302  

± 9.225 

 49.200 

 ± 11.947 

44.568  

± 12.347 

 46.766  

± 15.949 

38.819 

 ± 

16.032 
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II. Article 2 : Tertra-ARMS-PCR : article méthodologique 

 

N’ayant trouvé aucune association génétique des polymorphismes étudiés avec l’apparition 

d’EIR post-transfusion plaquettaire (premier article), et vu l’existence d’association d’autres 

polymorphismes introniques du gène CD40LG avec de nombreuses pathologies 

inflammatoires et autoimmunes, nous avons développé une technique multiplexe, la 

quadruplexe Tetra-ARMS-PCR, pour compléter la première étude et vérifier une éventuelle 

association de ces polymorphismes introniques avec les EIR. 

Ce papier a été publié comme étant un papier méthodologique dans lequel nous avons validé 

et confirmé la structure haplotypique du gène CD40LG dans les deux populations étudiées. 

Des résultats non publiés ont montré l’absence d’association de 6 polymorphismes 

supplémentaires du gène CD40LG avec la survenue d’EIR. 
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III. Article 3 : sCD40L et régulation génétique 

 

Cette étude a été réalisée avec des prélèvements d’ADN et de surnageants plaquettaires de 

donneurs de sang provenant de la banque de sang de Sousse, Tunisie.  

La première raison qui nous a incité à faire cette étude est l’existence de deux marqueurs 

génétiques associés à la concentration de CD40L soluble ou à la quantité d’ARN 

messager282,283. Une seule étude (Malarstig et al. 2006284) constitue la référence unique 

concernant le sCD40L. 

Notre but était donc de vérifier ces deux marqueurs déjà connus et d’étendre l’étude aux 

autres polymorphismes déjà optimisés dans le papier « méthode150 ». 

Nous avons également testé les haplotypes génétiques à la recherche d’une éventuelle 

association. 
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Supplementary Table S1. CD40LG primers for the 2 quadruplex T-ARMS-PCR groups 

  SNP Primer Sequence* (5’->3’) Tm 
(°C) 

C† 
(µM) 

Length (bp) 

Specific 
bands 

Control 
bands 

G
ro

up
 I 

rs975379  
C>T 

F1 rs379 TTCTTCCAGAATTCCCTTCAAAGCATGCC 72.7 0.2 145 519 

R1 rs379 CCAGGTCCCCAAGGTGAGCTTTCTTG 72.6 0.12 

F2 rs379 CACTTCTCTACTGTGGATGCTTACCCAGTGC 72 0.08 426 

R2 rs379 CCCACCCCAAACACAGCAGGAGAA 72.7 0.12 

rs3092945 

T>C 

F3 rs945 CCTATTTTCCCTATTCTGAACTGTTACATCAGCAT 69.1 0.2 125 258 

R3 rs945 AGACTCTGGAATTGAAGTTAAAGTAAAAATCGTGAC 68.1 0.14 

F4 rs945 ATAAGCAAGACAGGTGCAAGTGCCTCCT 70.9 0.1 202 

R4 rs945 GTGTACACTGTTCCAATCCATTAGATAATTGTTAG 65.9 0.2 

rs3092929 

A>C 

F5 rs929 ACTGGGAGCATCCCTCCTCCTAACCTA 70 0.1 174 349 

R5 rs929 TGTAACGTCTTGGGACCTATTGATCTTTACAG 68.4 0.1 

F6 rs929 TCTTCAAAGTGAGTTCAAATGCACAGATGGG 72.5 0.1 230 

R6 rs929 CATGAGGCCCATTTCCACACAGTGAAGCG 77.8 0.1 

rs3092920 

G>T  

F7 rs920 GCAAAAATTTGCTACACTGAAAGGATCCTCATTAG 70.8 0.2 467 704 

R7 rs920 GCACCCCTGTTCTGACAGCTTGCTAGAG 72.5 0.2 

F8 rs920 GCACCCTGCACTTAGCAAGTGCTTCACA 74.3 0.1 306 

R8 rs920 ATGAGTGCATTTTTATCATCCAGATATTTTTGACA 69.2 0.1 

G
ro

up
 II

 

rs3092948 
C>G 

F1 rs948 CAGAAGGATGAGAGAAAGAGAAGGCTTCAAC 69.2 0.2 158 290 

R1 rs948 CCTCTCCTTTGTAGATTACTGAATTGTACCATCCT 68.8 0.1 

F2 rs948 CCTGTTAGGGAGAGACAGGCATGAGAGG 71.2 0.1 189 

R2 rs498 CAGAATGCCCTGCTTGTACCTCAATTC 69.2 0.1 

rs715762  

C>T 

F3 rs762 AGAACACTGAGTCAAATACCCTTGGGCC 70.5 0.1 320 479 

R3 rs762 AGAACCTGAAAGCAAGCAGCGGATTT 70 0.1 

F4 rs762 GCTAGCATGAAGTCACTGCAGTGACTGTG 71.3 0.1 214 

R4 rs762 CCTAGAAATGACCCCTAAGTGAGCCGCA 72.4 0.14 

rs3092933 

G>A 

F5 rs933 GGCAGCCTGATCCGTCTTTGAATTG 71.1 0.1 265 438 

R5 rs933 AACAGTGGAAGACATCAGGGATCTTTAGCC 70.1 0.1 

F6 rs933 TTATTTGCCCGGTTCTTAAAGTGAGAGCAT 69.7 0.3 239 

R6 rs933 GACTTCTCTGGAGTAGTATAGTAATCTTGGTATTATTA

GAAT 

63.9 0.3 

rs3092927 

G>A 

F7 rs927 TGTGTGTGCATATGTGTATGTGTGTGACATG 72.3 0.08 404 714 

R7 rs927 GGGGCTTTATGTCACCCTTTTGACATCTAA 70.3 0.12 

F8 rs927 TCTGTAAAGATCAATAGGTCCCAAGACGTTACA 69 0.2 374 

R8 rs927 TTTTTTCTCTCTCTGTCCATCTCTCTTTCTCGCT 71 0.2 

 

* Specific nucleotides are underlined; mismatches are presented in bold and italics 

† Final reaction concentration 

The specificity of the T-ARMS-PCR specific primer sequences was enhanced by introducing an additional mismatch at the 

penultimate or third nucleotide from the 3' end of the primer when necessary. 
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Supplementary Table S2. CD40G and ITGA2 primer sequences for T-ARMS-PCR 

  SNP Primer Sequence* (5’->3’) Tm 
(°C) 

C† 
(µM) 

Length (bp) 

Specific 
bands 

Control 
bands 

C
D

40
 

rs1883832 
C>T 

F1 CD40 GCCGCCTGGTCTCACCTCGCT 72.7 0.20 263 573 

R1 CD40 ACCCCAGCCCGGGAGAAGAGAGA 72.4 0.11 

F2 CD40 GGTCGCAGGAGCAGGCTAGCTCC 71.5 0.20 355 

R2 CD40 GCACTGCAGAGGCAGACGAACCGTG 75.9 0.20 

IT
G

A
2 

rs1126643 

C>T 

F1 ITGA2 AATATGGTGGGGACCTCACAAACACATTC 70.9 0.22 235 459 

R1 ITGA2 CCCAGCTGCCTTCTCAAAGTATTCAAGAC 70.3 0.42 

F2 ITGA2 GGAAGTGATGCCTTAAAGCTACCGGC 69 0.47 284 

R2 ITGA2 CCAAAACTTACCTTGCATATTGAATTGCTCCA 71 0.28 

 

* Specific nucleotides are underlined; mismatches are presented in bold and italics 

† Final reaction concentration 

The specificity of the T-ARMS-PCR specific primer sequences was enhanced by introducing an additional mismatch at the 

penultimate or third nucleotide from the 3' end of the primer when necessary. 

 

 

 

 

  



Publications 

106 
 

IV. Article 4 : ADN mitochondrial et EIR 

 

Dans cette étude, nous avons dosé des BRM plaquettaires et de l’ADN mitochondrial dans des 

surnageants plaquettaires de deux groupes ; le premier ayant induit un EIR chez des patients 

transfusés et le deuxième étant le groupe contrôle. 

Nous avons également examiné si ces marqueurs pourraient être considérés comme des 

marqueurs prédictifs de survenue d’EIR.  
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Supplemental data sFig 1 

 

 

sFig 1. Areas under the ROC curves: IL13; mtDNA, sCD40L 
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Supplemental data sFig 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

sFig 2.  Distribution of clinical observations of AEs resulting from a platelet transfusion with 

regard to mitochondrial DNA (ng/L) (A), sCD40L (pg/109 platelets) (B) and IL-13 (pg/109 

platelets) (C). FNHTR, febrile non-hemolytic transfusion reaction (fever or chill) combined 

with hemodynamic trouble (HT); AAEs, atypical allergic adverse events (erythematous rash, 

urticaria, and/or pruritus or more severe reactions with angioedema); excluding ALI (and 

TRALI), Transfusion-Associated Circulatory Overload, myocardial infarctions, and pulmonary 

embolism. The data are represented with the median of the scattergram values. 
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V. Article 5 : Intéraction leucocytes-plaquettes et lésions de stockage 

 

 

Cette étude a été réalisée dans le cadre d’une collaboration entre l’Etablissement Français du 

Sang de Saint-Etienne et le Centre de Transfusion de Sousse, Tunisie. 

Notre objectif était d’étudier l’influence des leucocytes résiduels et de leurs sécrétions –

connues pour être abondantes – sur le programme sécrétoire des plaquettes dans des 

concentrés plaquettaires unitaires non-leucoréduits.  

Pour ceci, nous avons caractérisé la cinétique de 6 BRM au cours du stockage ainsi que les 

interactions plaquettes-leucocytes. 
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Online Suoolementary Content 

 

Online Supplementary Figure S1 – Diagram of the study design. PC: platelet concentrate; D: day; TRAP: 

thrombin receptor-activating peptides. 
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VI. Article 6 : Omiques des concentrés plaquettaires impliqués dans des 

EIR 
Integrated proteome and transcriptome analysis reveal cell death and inflammatory 
response as the most significant biological disorders in platelet components involved in 
acute transfusion reactions. 

Chaker Aloui1,2, Jocelyne Fagan2, Fabrice Cognasse1,2, Stéphane Claverol3, Franc Salin4, Isabelle Lesur4,5, 

Sandrine Laradi1,2 and Olivier Garraud1,6.  

 

Cet article est en préparation. 

L’objectif de cette étude était de mieux comprendre les mécanismes moléculaires qui se 

déroulent au sein de la poche et ainsi de définir en détail les voies de signalisation qui auraient 

été particulièrement activées ou inhibées lors de la préparation et du stockage des CP 

impliqués dans un EIR. 
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Les plaquettes sont des médiateurs clés de l'hémostase mais également de la réponse 

immunitaire90. Ainsi, les concentrés plaquettaires (CP) sont une composante importante des 

soins de soutien pour les patients thrombopéniques. Malgré des décennies d'améliorations, la 

préparation des PC représente encore l'un des principaux défis pour les banques de sang, à la 

lumière des limitations de stockage standard de plaquettes. Il a été montré que des niveaux 

élevés de médiateurs inflammatoires plaquettaires libérés (BRM) pourrait être à l’origine, au 

moins en partie, des effets indésirables chez les receveurs (EIR) malgré la leucoréduction. 

Bien que 97,9% des transfusions de concentrés de globules rouges (CGR), de concentrés 

plaquettaires et de plasma à usage thérapeutique ne donnent pas lieu à la survenue d’EIR 

immédiat ou différé, les 2.1% restant peuvent donner lieu à une manifestation modérée (EIR) 

ou sévère. On notera cependant que ce faible pourcentage n’est pas également réparti selon la 

nature du produit sanguin transfusé. En effet, bien qu’elle ne représente que 10% des produits 

sanguins transfusés, la transfusion de plaquettes est à l’origine de près de 25% des effets 

indésirables enregistrés et de 50% des effets indésirables graves. Les plaquettes sont 

impliquées dans plusieurs types d’EIR dont les plus fréquents sont de type inflammatoire 

notamment les réactions de type allergie et les réactions fébriles non-hémolytiques 

(RFNH)138.   

Comme mentionné dans la problématique, notre équipe de recherche s’intéresse au rôle 

inflammatoire des plaquettes dans les RFNH. A ce propos, plusieurs études « cas-témoin » 

ont montré la présence de BRM plaquettaires avec des taux plus élevés dans les CP qui étaient 

associés à la survenue d’EIR132–136.  Toutefois,  la sur-expression de ces molécules n’induit 

pas systématiquement un EIR. Notre première reflexion a été de vérifier au niveau du gène 

CD40LG l’existence de polymorphismes génétiques qui pourraient  modifier l’affinitité du 

couple récepteur/ligand : CD40L et son récepteur principal CD40. Afin de vérifier cette 

hypothèse, nous avons débuté nos explorations par l’investigation des partie codantes des 

gènes CD40 et CD40LG ainsi que des région régulatrices (i.e. jonctions exon-intron, 3’UTR 

et 5’UTR) en utilisant une stratégie de criblage de mutation  de haute résolution, la dHPLC et 

le séquençage de Sanger. Nos résultats ont montré l’absence de différences significatives dans 

le profil génétique du gène CD40LG chez les donneurs dont les CP ont induit ou non un EIR 

dans la population française285. Les résultats étaient similaires pour le gène CD40 (résultats 

non publiés). Bien que notre population étudiée fût de faible effectif (n = 30 versus 211 

contrôles), les résultats statistiques nous ont permis de conclure à l’absence d’association 

génétique entre CD40LG et les EIR. Malgré ce résultat inattendu, notre étude était originale et 
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a fourni des informations importantes sur le gène CD40LG dans les populations française et 

tunisienne qui pourraient être utiles pour d’autres études d’association où CD40LG pourrait 

être un gène candidat. 

En plus des 12 polymorphismes investigués dans cette première étude, CD40LG contenait 

d’autres polymorphismes introniques qui étaient décrit comme associés à des pathologies 

inflammatoires présentant des manifestations cliniques proches de celles des EIR. Ceci nous a 

incités à continuer l’investigation de ce gène en ciblant 6 polymorphismes introniques. Les 

informations obtenues dans la première étude concernant les fréquences alléliques des SNP et 

la répartition des blocs haplotypiques nous ont permis de choisir judicieusement ces 6 

polymorphismes selon la stratégie de « tagSNP ». Dans le but d’étudier ces 6 polymorphismes 

supplémentaires, nous avons développé une technique multiplexe de génotypage, la 

« quadruplex tetra-primer amplification refractory mutation system PCR (T-ARMS-

PCR) »150. Nos résultats non publiés ont confirmé, encore une fois, l’absence d’association 

entre le gène CD40LG et les EIR.  

Le sCD40L circulant provient essentiellement des plaquettes après leur activation. La 

libération de sCD40L augmente progressivement dans les CP au cours du stockage et des taux 

élevés sont associés à la survenue d’EIR. D’après la littérature, deux polymorphismes de 

CD40LG seraient impliqués dans la régulation de CD40LG, à savoir un SNP dans la région 

5'UTR (rs3092952)284 associé à l’augmentation de sCD40L dans le sérum et un microsatellite 

(CA)n dans la région 3'UTR qui affecte la stabilité de l'ARNm282,283. En outre, il a été rapporté 

que le taux de sCD40L peut aussi être associé à des marqueurs génétiques indépendants tels 

que rs1883832 dans la région promotrice de son récepteur CD40 et le polymorphisme C807T 

(rs1126643) dans la région codante du récepteur plaquettaire au collagène (ITGA2)286–288. 

Dans le but d’identifier un ou plusieurs marqueurs génétiques de surexpression de sCD40L et 

par conséquence d’EIR, nous avons réalisé la troisième étude289. Afin d’identifier une 

association génétique entre les polymorphismes régulateur et la libération de sCD40L dans les 

CP au cours du stockage, nous avons mesuré la sécrétion de sCD40L dans 142 CP destinés à 

la transfusion le jour de préparation (J0) et le jour de délivrance. Parallèlement, chez les 142 

donneurs correspondant aux CPU investigués, nous avons génotypé 10 polymorphismes de 

CD40LG en se servant de la technique optimisée, la T-ARMS-PCR150 en plus des deux 

polymorphismes de CD40 et d’ITGA2. L’analyse d’association des SNP a montré que seul le 

polymorphisme rs1126643 du gène ITGA2 est associé avec une modification significative de 

la sécrétion de sCD40L. Par contre, l’analyse des haplotypes de CD40LG a montré que 
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l’haplotype « TGGC » des rs975379 (C / T), rs3092952 (A / G), rs3092933 (A / G) et 

rs3092929 (A / C) est aussi associé à des niveaux élevés de sCD40L. L’analyse d’haplotypes 

inter-chromosomiques a également montré une association positive entre l’haplotype « ATC » 

des polymorphismes rs3092952 (A / G), rs1883832 (C / T) et rs1126643 (C / T), porté 

respectivement par les gènes CD40LG, CD40 et ITGA2, et des taux élevés de sCD40L dans 

les CP. Vue ces résultats positifs d’association, nous avons testé ces haplotypes dans notre 

cohorte de donneurs dont les CP ont induit ou non un EIR. Toutefois, les résultats se sont 

avérés être négatifs (data non publiées). 

Toujours dans le but d’identifier des marqueurs génétiques de taux élevés de BRM dans les 

CP, nous avons effectué une étude dans laquelle nous avons évalué les lésions de stockage des 

CP et testé plusieurs polymorphismes génétiques connus dans la littérature comme étant 

régulateurs ou associés à des concentrations élevées de molécules solubles. Dans cette étude 

(Aloui et al. 2016. Blood transfusion, accepté), 158 échantillons de CPU non déleucocytés ont 

été obtenus à partir de donneurs de sang tunisiens. Nous avons caractérisé deux BRM 

principalement d’origine leucocytaire (IL-1ß, IL-8), deux principalement d’origine 

plaquettaire (sCD62P, sCD40L) et deux communs aux deux types de cellules (TNF-, 

RANTES) ; ceci en présence ou en absence de stimulation par la thrombine et à différents 

jours de stockage (jour 0 à 5). Huit polymorphismes génétiques régulateurs ont été testés pour 

une éventuelle association avec des niveaux de sécrétion de BRM : (CD62P : rs6127 [A/G] 

and rs6136 [A/C]290–292; CD40L: rs3092952 [A/G]284; IL-8: rs1126647 [A/T]293 and rs4073 

[T/A]294,295; RANTES: rs2280788 [C/G]296; TNF-α: rs1799964 [T/C]297,298; and IL-1β: 

rs1143627 [C/T]299,300). Les résultats ont montré que les BRM d’origine leucocytaire ou 

plaquettaire ont des profils de sécrétion bien distincts durant la période de stockage. Les BRM 

leucocytaires dominent largement ceux dérivées des plaquettes et influencent davantage le 

programme de sécrétion des BRM plaquettaires. Cette étude a contribué à l’obtention de 

nouvelles informations substantielles sur les interactions leucocytes/plaquettes et leur rôle 

probable dans la transfusion lorsque la déleucocytation ne peut pas être réalisée ou même 

partiellement réalisée. L’analyse génétique a montré l’absence d’association entre les 

polymorphismes étudiés et les taux de BRM dans les CPU (data non publiés). Une étude 

similaire de Addas-Cavalho et al., 2004 a identifié l’association entre un polymorphisme de 

l’IL-1β et l’accumulation de la protéine correspondante dans 30 échantillons de CP non 

leucoréduits301. 
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A notre connaissance, aucune autre étude génétique en relation avec les EIR n’a été réalisée 

excepté une autre étude de Addas-Cavalho et al., en 2006302. Ils ont identifié une association 

significative entre le gène IL1RN et les EIR dans une étude cas-témoins chez des receveurs de 

concentrés de globules rouges. Toutefois, cette étude n’a pas été confirmée. 

L’absence de marqueurs génétiques en association avec les quantités de BRM pourrait être 

expliquée par la nature anucléée des plaquettes. Au regard de nos résultats, il s’avère que la 

sécrétion des BRM dans les CP est un processus plus complexe que dans les cellules nucléées.  

Outre les BRM classiques (i.e. Cytokines, chémokines, facteurs de croissances et molécules 

apparentées), Lee et al.303 furent les premiers à identifier un autre type de BRM dans les 

produits sanguins transfusés (i.e. CGR, plasma frais congelé et CP). Il s’agit de l’ADN 

mitochondrial (ADNmt) soluble qui a été classé comme un ensemble de signaux de dangers 

endogènes (Damaged-associated molecular patterns, DAMP). Les DAMP, aussi connu 

comme alarmines, sont des molécules libérées par les cellules dans des conditions de stress et 

agissent comme des signaux de danger endogènes afin de promouvoir et exacerber la réponse 

inflammatoire304. Les DAMP les plus connus sont les protéines S100, le high-mobility group 

box-1 (HMGB1), les protéines du choc thermique (HSP) et les amyloïde sérique A. Des 

niveaux élevés de ces DAMP dans le sérum ont été associés à de nombreuses maladies 

inflammatoires, y compris le sepsis, l'arthrite, l'athérosclérose, le lupus, et la maladie de 

Crohn305–313. Des études ont montré que l’ADNmt libéré par les cellules en cas de 

traumatisme peut activer les neutrophiles humains et alors induire une inflammation. Par 

conséquent, les mitochondries sont maintenant reconnues comme source importante de 

DAMP. Les auteurs ont également rapporté que les DAMP mitochondriaux (i.e. l’ADNmt et 

les N-formyl peptides) peuvent induire l’adhérence des PMN aux cellules endothéliales et 

activer les deux types de cellules par l'intermédiaire de multiples voies, y compris celle des 

TLR-9. Considérant ces modèles inflammatoires, Bouderau et al.314, furent les premiers à 

identifier des taux élevés d’ADNmt soluble dans des CP ayant induit des EIR en comparaison 

avec un groupe contrôle. Notre étude, (Cognasse et al.142) a confirmé les résultats de 

Boudreau et al. 314. Récemment, Yasui et al.315 ont pu confirmer nos résultats et ceux de 

Boudreau et al., concernant la présence de taux plus élevés des ADNmt dans les CP impliqués 

dans des RFNH. Toutefois les essais étendus aux CGR et au plasma frais congelé se sont 

révélés négatifs. Leurs analyses fonctionnelles ont montré que les quantités d’ADNmt 

nécessaire à activer des leucocytes et notamment les monocytes, les basophiles et les PMN 

sont plus élevées à celles identifiées dans le groupe d’EIR. Les ADNmt semblent induire des 
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EIR qu’en présence d’autres agonistes comme les N-formyl-L-methionyl-L-leucyl-L-

phenylalanine ou les anticorp HLA315.  

Notre équipe de recherche et d'autres avons largement évalué l'évolution des BRM dérivés des 

plaquettes dans les CP leucoréduits, et avons montré l'implication potentielle de ces derniers 

sur la physiopathologie de la transfusion plaquettaire133–136,140,141. Cependant, les mécanismes 

moléculaires sous-jacents de la libération des BRM plaquettaire sont encore inconnus. Par 

conséquent, nous avons utilisé des techniques de protéomes et de transcriptome de « dernière 

génération » (i.e. LC-MS/MS et RNA-seq) afin de mieux comprendre le mécanisme 

physiopathologique de libération des BRM. Notre étude « omique » (manuscrit en 

préparation) a décrit, pour la première fois, l'empreinte protéomique et transcriptomique des 

CP impliqués dans des EIR. L’enrichissement fonctionnel des protéines et des gènes 

différentiellement exprimés entre les CP impliqués dans des EIR et les CP contrôles a montré 

un enrichissement de protéines qui ont principalement un rôle dans l'activation plaquettaire, la 

coagulation, le processus apoptotique, la dégranulation des plaquettes. De nombreuses 

protéines ont aussi été retrouvées comme impliquées dans différentes voies de signalisation 

dont la principale était celle des intégrines. L’activation plaquettaire, la coagulation et 

l’apoptose sont des processus fortement liés316–318. Au cours du stockage, bien que les 

plaquettes soient stockées dans les conditions conventionnelles optimales en termes de 

température, d’échanges gazeux et d’absence de stimulations exogènes tel que des pathogènes 

entiers ou des fragments de pathogène, des marqueurs d’apoptose surviennent et augmentent 

au cours du stockage319–321. Ce phénomène constitue apparemment une des lésions cruciales 

de stockage important qui réduit la viabilité et le nombre des plaquettes dans les CP après une 

conservation prolongée. Potentiellement, l’apoptose plaquettaire pourrait avoir des impacts 

négatifs chez les receveurs lors de la transfusion comme la diminution de la fonction des 

plaquettes transfusées et du CCI (Corrected Count Increment)319 et pourrait tout à fait être à 

l’origine des réactions indésirables dues aux propriétés proinflammatoires et pro-

thrombotique des microparticules générées au cours de l’apoptose52,322. Notre étude a mis en 

évidence l’enrichissement de la voie intrinsèque (dite aussi voie mitochondriale) d’apoptose 

plaquettaire. Ceci pourrait expliquer les résultats d’abondance d’ADNmt solubles dans les CP 

impliqués dans les EIR. De plus, l’état d’activation et de dégranulation des plaquettes 

expliquent bien la présence des BRM classiquement identifié (e.g. sCD40L, RANTES, 

sCD62P, le MIP-1α, OX40L, IL13) étant donné que la plupart des BRM identifiés en relation 

avec les EIR sont d’origine granulaire (principalement les granules α) et sont fréquemment 
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corrélés entre eux132,135,136. Le protéome des surnageants et celui des culots plaquettaires se 

sont révélés cohérents et ont été confirmés par l’étude transcriptomique qui a mis en évidence 

une dérégulation du métabolisme calcique lui-même associé à l’activation plaquettaire et à 

l’apoptose via la voie mitochondriale.   

Au cours de la conservation des PC, ce programme de sécrétion pourrait être dépendant des 

stimuli endogènes comme les DAMP en cas de stress ainsi que les lésions de stockage 105,323. 

Les données de l’hémovigilance (non publiées) montrent que les donneurs dont les CP sont 

associés à des EIR sont des donneurs réguliers et leurs produits n’induisent pas 

systématiquement des EIR. Ceci pourrait nous orienter à nouveau vers l’hypothèse des 

polymorphismes génétiques. Toutefois, les résultats de l’étude « omique » mettrait plus en 

cause le processus de préparation et de stockage des CP. Nous ne pouvons pas également 

écarter une autre hypothèse concernant l’état de santé du donneur le jour du don de sang total 

ou de plaquettes d’aphérèse. L’état de santé du receveur au moment de la transfusion pourrait 

également tolérer des produits plus « inflammatoires » comme elle pourrait compliquer son 

état et ceci nécessiterait d’être investigué. Une étude cas-témoins du protéome du sérum des 

receveurs pourrait répondre à cette question. 

En perspective, concernant l’étude génétique, vu les résultats négatifs de l’étude CD40LG et 

celle d’autre gènes (data non publiées), il serait intéressant de s’orienter vers les approches 

globales telles que l’approche GWAS chez les donneurs. Toutefois, cette approche nécessite 

une large population d’étude (au moins 1000 échantillons pour la phase de découverte) et vu 

la rareté des EIR, il nous faudra plusieurs années pour les collecter. Il faudra aussi établir des 

collaborations avec d’autres établissements de transfusion afin de pouvoir répliquer et 

confirmer les résultats. Une deuxième approche pourrait être envisagée, plus réalisable que le 

GWAS. Il s’agit du « whole exome sequencing » qui nous permettrait de regarder 

minutieusement les variations génétiques aux niveaux des protéines codantes et de pouvoir 

étudier les interactions récepteurs-ligands d’une large gamme de BRM. L’idée serait de 

comparer l’exome de plusieurs donneurs qui ont donné un CP à un receveur polytransfusé.      

Notre étude « omique » a révélé des plaquettes plus activées et plus apoptotiques dans les CP 

ayant induit des EIR. A notre connaissance, cette étude est unique et mérite d’être confirmée 

sur un échantillonnage plus large et dans d’autres établissements de transfusion. Un nombre 

plus important d’échantillons nous permettrait de comparer plusieurs paramètres tels que 
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l’influence des méthodes de préparations, du sexe des donneurs, des techniques d’inactivation 

de pathogènes, des solutions additives de plaquettes et des jours de stockage. 

En outre, nous avons identifié de nouveaux marqueurs inflammatoires fortement exprimés 

dans le groupe EIR, à savoir le HMGB1, le MIF, eIF3G et STIM1. Ces marqueurs méritent 

des études complémentaires in vitro et in vivo et si leurs rôles sont confirmés, ils pourraient 

représenter des cibles pour les stratégies de prévention des EIR. Notre étude a également mis 

en évidence l’enrichissement de la voie mitochondriale d’apoptose plaquettaires, permettant 

ainsi d’orienter le développement de nouvelles stratégies pour améliorer la viabilité et la 

fonction des plaquettes pendant le stockage. 

Etant donné la grande importance du rôle des miARN dans la régulation de la traduction et 

leur utilisation comme des biomarqueurs stables, ce serait très intéressant de les investiguer 

dans une étude cas-témoins. 
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Despite the implementation of systematic leucoreduction, platelet transfusions are still 

generating transfusion reactions (also called "Adverse Events or AEs"). We know that 

platelets release proinflammatory molecules during preparation and storage of platelet 

components (PCs) notably the soluble CD40 ligand or sCD40L and high levels are associated 

with AEs. In this thesis, we aimed to understand the mechanisms of occurrence of 

inflammatory platelet transfusion reactions. 
 

In the first part, we investigated the genetic polymorphisms of CD40LG. We failed to identify 

a significant association with AEs but we identified genetic markers of sCD40L 

overexpression: a CD40LG haplotype and also an interchromosomal haplotype (CD40LG-

CD40-ITGA2). However, these haplotypes have not been found to be associated with AEs. 

 

In the second part, we showed that, during storage of non leucoreduced PCs, leukocyte-

derived "biological response modifiers" (BRMs) dominate and influence the platelet-derived 

BRMs. Then, we found increased levels of another individualized BRM in PCs involved in 

AEs: mitochondrial DNA, classified as an endogenous danger-associated molecular pattern 

(DAMP). 

 

In the last part, we performed an integrated proteomic and transcriptomic study by LC-

MS/MS and RNA-seq, respectively, to better understand the pathophysiology of AEs in a 

case-control approach. The biological enrichment of differentially expressed genes revealed a 

significant association with platelet activation, apoptosis and inflammatory mechanisms 

which may be involved in platelet transfusion reactions. This study provides novel insights 

into the molecular mechanisms underlying the occurrence of AEs and could give paths to 

prevent them. 
 


