NOUVELLE

De macro a micro :
Phistoire de la plaquette

Najet Debili, William Vainchenker

Petites, mais talentueuses

Les plaquettes sont les cellules du sang
les plus petites. Spécialisées dans I’hé-
mostase, par leurs propriétés d’adhé-
rence et d’agrégation, elles sont capa-
bles dans un premier temps d’assurer
arrét rapide d’un saignement. Cepen-
dant les études récentes montrent que
la fonction des plaquettes ne se limite
pas a ce «clou plaquettaire », car elles
interviennent dans I'angiogenése, I’in-
flammation et la réaction immunitaire
innée. Elles sont en effet impliquées
dans le développement de I'athérosclé-
rose, du processus métastatique, et de
maladies infectieuses virales. La pla-
quette est une cellule anucléée, parti-
culiere par le développement d’un grand
réseau de membranes, et par la présence
de granules de sécrétion tres spécialisés
comme les granules alpha, qui contien-
nent des molécules impliquées dans
I’hémostase, des facteurs de croissance,
des facteurs pro- et anti-angiogéni-
ques, et des médiateurs de I'inflamma-
tion (Figure 1).

La production des plaquettes est assu-
rée, comme celle de la totalité des cel-
lules du sang, par la différenciation
des cellules souches hématopoiétiques.
Entre autres voies de différenciation,
celles-ci s’engagent dans la voie méga-
caryocytaire pour donner naissance,
plusieurs divisions plus tard, en fin de
différenciation, aux mégacaryocytes,
précurseurs directs des plaquettes. La
production plaquettaire est régulée par
une cytokine principale, la thrombopoié-
tine, qui est synthétisée essentiellement
par le foie et plus accessoirement par le
rein et le stroma médullaire. La proli-
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fération des progéniteurs, qui régule le
nombre de mégacaryocytes, controle la
production plaquettaire, mais celle-ci
fait aussi intervenir deux mécanismes
biologiques quasiment uniques parmi les
différents modeles de différenciation
chez les mammifeéres : (1) une polyploi-
disation du mégacaryocyte par un pro-
cessus appelé endomitose; et (2) une
fragmentation du cytoplasme du méga-
caryocyte, un mécanisme dynamique qui
donne naissance aux plaquettes.

Un processus de formation

unique dans les mégacaryocytes

La polyploidisation du mégacaryocyte,
contrairement a celle d’autres cellules,
fait partie intégrante du processus de
différenciation et a pour objectif majeur
de faire du mégacaryocyte une cellule
géante, ce qui augmente la production
plaquettaire. A la fin du processus d’en-
domitoses, le mégacaryocyte commence
a synthétiser un nombre important de
membranes qui, comme on |'observe
en microscopie électronique, délimi-
tent des territoires plaquettaires qui
semblaient étre a I'origine des futu-
res plaquettes, expliquant le terme de
«membranes de démarcation» donné
a ces membranes. U'hypothese initiale
défendue par plusieurs auteurs jusqu’a
récemment stipulait en effet que les
plaquettes étaient préformées dans le
cytoplasme du mégacaryocyte et libé-
rées lors de la rupture de la membrane
plasmique du mégacaryocyte [1]. Les
membranes de démarcation sont en
fait en continuité avec la membrane
plasmique, le mégacaryocyte produisant
un large excés de membrane plasmique

Inserm UMR 790, université Paris XI

Institut Gustave Roussy,
39, rue Camille Desmoulins,
94805 Villejuif, France.

verpre@igr.fr
najet.debili@igr.fr

qui s’invagine dans le cytoplasme du
mégacaryocyte. Déja en 1956, J.P. Thierry
et M. Bessis observaient qu’in vitro des
mégacaryocytes étaient capables de
prendre I'aspect de pieuvres en émet-
tant de nombreux pseudopodes [2], et
J.M.Radley et son équipe ont identifié
dans la moelle ces longs pseudopo-
des, traversant la barriére endothéliale,
appelés proplaquettes [3]. Ces résultats
ont été confirmés ensuite par plusieurs
autres équipes, mais ils se fondent sur
I’observation d’un nombre limité de
mégacaryocytes.

La découverte de la thrombopoiétine a
changé la donne en facilitant I"appro-
che expérimentale de ces processus, car
I’obtention d’un grand nombre de méga-
caryocytes in vitro a partir de progéni-
teurs mégacaryocytaires est maintenant
possible. €n culture, les mégacaryocytes
forment spontanément des proplaquettes
avant de libérer de vraies plaquettes,
et les données initiales de J.M. Radley
ont été confirmées par I’observation que
les proplaquettes correspondent a des
déroulements des membranes de démar-
cation [4-6]. Les microtubules en glis-
sant les uns sur les autres procurent la
force de protrusion [5-8] et régulent
le trafic des organites comme les mito-
chondries et les granules, du corps du
mégacaryocyte vers les proplaquettes
[9]. Autre argument confirmant le rdle
des proplaquettes dans la formation des
plaguettes, I'invalidation du facteur de
transcription NF-£2 entraine une throm-
bopénie profonde parce que les mégaca-
ryocytes sont incapables de former des
proplaquettes [10]. Or NF-€2 contrdle au
niveau transcriptionnel "expression de la
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tubuline B1, principale tubuline du méga-
caryocyte mature. L'équipe d’Italiano
et al. a montré qu'au bout des propla-
quettes, les microtubules s’enroulaient
pour «préformer» une plaquette qui
était ensuite libérée a Iextrémité de la
proplaquette [6]. Les plaquettes peuvent
naitre différemment: d’autres équipes
ont ainsi montré que les proplaquettes se
cassaient en culture au niveau de zones
rétrécies et se détachaient du mégaca-
ryocyte pour se fragmenter secondaire-
ment [5] (Figure 1). Mais une des limites
de ces descriptions de la «naissance »
des plaquettes est que les observations
se faisaient in vitro dans des systemes de
culture tres artificiels.

Le film de la naissance

d’une pro-plaquette in vivo

Ce qui fait tout I'interét du travail de
T.Junt et al., dont les résultats ont été
récemment publiés dans Science, c’est la
démonstration que ces auteurs font, par
une approche tres innovante technologi-
quement, de la production plaquettaire
in vivo, qui est bien liée a la formation
de proplaquettes dans les sinusoides de
la moelle [11]. Grdce & Putilisation d’un

microscope biphotonique permettant une
visualisation par microscopie intravitale,
ils ont pu observer des mégacaryocytes
formant des proplaquettes in vivo chez
des souris ayant des mégacaryocytes
spontanément fluorescents, par knock
in du gene codant la GPIlb plaquettaire
(CD41) par la EYFP (extended yellow fluo-
rescent protein). Les auteurs montrent
que les mégacaryocytes étendent les
proplaquettes dans la circulation vascu-
laire et que ces proplaquettes se cassent
dans les sinusoides sous I'effet du flux
sanguin, en libérant parfois des frag-
ments de tres grande taille qui ensuite se
fragmentent a nouveau dans la circula-
tion. La formation directe de plaquettes,
sans passer par une étape intermédiaire
de proplaquettes, semble plus rare, mais
elle est techniquement difficile a visua-
liser. Ces résultats confirment ceux de
0. Behnke qui avait identifié dans le sang
circulant chez "lhomme, la présence de
proplaquettes capables de se fragmenter
in vitro en plaquettes [12]. T. Junt et al.
ont également observé la migration d’un
mégacaryocyte qui, momentanément,
obstrue la circulation dans les sinusoi-
des.
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Figure 1. Structure mégacaryocytaire et formation de proplaquettes. A. Formation de proplaquet-
tes a partir de mégacaryocytes obtenus en culture via la différenciation de cellules progénitrices
immatures CD34* de sang humain : les cellules sont déposées sur des lames recouvertes de poly-
lysine, fixées, perméabilisées puis immuo-marquées avec un anticorps dirigé contre la tubuline.
B. Ultrastructure d’un mégacaryocyte typique obtenu in vitro : le mégacaryocyte est de grande

taille, présente un noyau polylobulé (N), des membranes de démarcation bien développées (MD)

ainsi que de nombreux granules alpha (A).
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L'une des observations les plus curieu-
ses de ce travail concerne la présence
d’extensions, et peut étre la présence
de fragments de cytoplasme, voire de
plaquettes, dans insterstitium de la
moelle. Or, il est fondamental que la
plaquettogenése ait lieu dans la circu-
lation et non a lintérieur de la moelle,
car les plaquettes n’ont pas la propriété
de traverser la barriére endothéliale.
Il est donc possible que ces fragments
détectés dans I'environnement médul-
laire ne soient pas de vraies plaquet-
tes, mais représentent des particules
qui assurent la régulation du stroma
médullaire. On pourrait spéculer sur
le role de ce processus en pathologie:
par exemple, I"augmentation de ces
fragments interstitiels pourrait faciliter
le développement d’une myélofibrose,
via une sécrétion excessive de TGF-f1
(dont les mégacaryocytes sont un réser-
voir important) dans I’environnement
médullaire.

Mégacaryocyte et cellules
endothéliales : ¢ca passe ou ¢a casse

Le déroulement d’une plaquettogenese
efficace exige que le mégacaryocyte
mature migre d’un environnement osté-
oblastique vers les sinusoides. Il existe
des arguments impliquant la chimio-
kine SDF-1/CCL12 dans ce processus de
chimio-attraction, bien que des résul-
tats tres contradictoires aient été rap-
portés et que des souris receveuses
ayant recu une greffe de moelle osseuse
de souris donneuses CXCR4™~ ne soient
pas thrombopéniques [13]. On ne sait
pas si une molécule régule la formation
de proplaquettes, mais en tous les cas la
thrombopoiétine n’est pas directement
impliquée dans ce processus, expliquant
que son effet sur la production plaquet-
taire soit retardé. Il existe des argu-
ments in vitro pour penser que I’environ-
nement intra-médullaire, en particulier
le collagene, inhibe la formation des
proplaquettes [14]. €n revanche, lors-
que le mégacaryocyte migre a proximité
des cellules endothéliales il entre en
contact avec un autre environnement
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