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I.  Introduction  

Les microparticules circulantes (MPs) sont des vésicules membranaires de taille inférieure au 

micron, libérées dans l’espace extracellulaire suite à l’activation  ou à l’apoptose cellulaire 
1
. 

Elles sont retrouvées dans le sang circulant de volontaires sains et leurs taux plasmatiques 

augmentent dans certaines pathologies, notamment les maladies cardiovasculaires à risque 

thrombotique accru 
2
. Elles ont été mises en évidence pour la première fois en 1949 par 

Chargaff et al. qui ont découvert la présence dans du plasma dépourvu de plaquettes (PFP 

pour Platelet Free Plasma) d’un facteur précipitable capable d’accélérer la génération de 

thrombine 
3
. Ce n’est qu’une vingtaine d’années plus tard que des travaux sur le sujet ont 

repris. En effet, en 1967, Wolf obtient par ultracentrifugation de PFP des fragments dérivés de 

membranes cellulaires considérés alors comme de simples débris cellulaires 
4
. Il démontra 

une corrélation linéaire entre la quantité de ces fragments ou  MPs appelées à l’époque 

« platelet dust » (pour poussières de plaquettes) et la numération plaquettaire sanguine. Il nota 

également une augmentation de ces MPs d’origine plaquettaire (PMPs) chez des patients 

polyglobuliques avec une numération plaquettaire élevée et une diminution chez des patients 

thrombopéniques. 

 Bien plus tard, en 1994, Satta et al. mettent en évidence la génération de MPs circulantes 

d’origine monocytaire (MMPs) après stimulation par le lipopolysaccharide (LPS) bactérien 
5
.   

De nouveaux travaux de Combes et al. en 1999 décrivirent la formation de MPs d’origine 

endothéliale (EMPs) à partir de cellules en culture de type HUVEC (Human Umbilical Vein 

Endothelial Cells) après stimulation par du TNFα (Tumor Necrosis Factor α). L’équipe de 

Combes montra par microscopie électronique la formation de petites vésicules ou blebs à la 

surface membranaire des HUVEC lorsque l’on y ajoute du TNFα conduisant ainsi à une 

augmentation du nombre de MPs libérées dans l’espace extracellulaire 
6
. 

De nos jours, les travaux sur les MPs se multiplient par la découverte d’implications dans de 

nombreux processus physiologiques tels que la prolifération, la différenciation, l’activation 

cellulaire mais aussi un rôle dans la réponse immunitaire. Mais certainement, le rôle des MPs 

qui a été le plus étudié aujourd’hui est celui de leur capacité à induire la thrombogénèse 

notamment par leur puissante activité pro-coagulante. 

Ce travail de thèse a consisté dans un premier temps à la mise au point de la détection des 

MPs par cytométrie en flux puis, dans un second temps à l’application médicale au cancer 

(gammapathies monoclonales)  et au médicament pro-coagulant (minirin® (DDAVP)). 
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II.  Etat des lieux 

Les MPs circulantes sont des petites vésicules membranaires résultant de la microvésiculation 

(« blebbing ») des membranes cytoplasmiques cellulaires, libérées dans l’espace 

extracellulaire secondaire à l’activation ou à l’apoptose cellulaire 
1 

(Fig 1). Leurs taille est 

variable étant comprise entre 0,1 et 1 µm (Fig 2) 
7
. En dessous de cette taille (0,03 à 0,1 µm), 

ces éléments sont consensuellement nommés exosomes  caractérisés par un mécanisme de 

formation différent des MPs puisqu’ils sont issus de l’exocytose. Les exosomes auraient un 

rôle dans la présentation d’antigène. 

Une  caractéristique importante des MPs est qu’elles expriment à leur surface la 

phosphatidylsérine, phospholipide anionique issu du phénomène de flip-flop secondaire à 

l’activation ou à l’apoptose cellulaire. La phosphatidylsérine constitue le support des réactions 

de la coagulation plasmatique. Les MPs présentent aussi les antigènes de surface des cellules 

dont elles dérivent, dont certains sont spécifiques du type cellulaire 
7
. 

 La présence de MPs circulantes est physiologique puisqu’elles sont détectées dans le sang 

périphérique de volontaires sains. Leurs taux plasmatiques augmentent dans certaines 

pathologies dont certaines à risque thrombotique accru telles que les maladies cardio-

vasculaires (voir ci-dessous paragraphe MPs et maladies cardio-vasculaires) 
8
. Outre le fait  

qu’elles peuvent constituer  des marqueurs d’activation cellulaire ou d’apoptose, les MPs 

peuvent présenter de nombreuses fonctions physiologiques intervenant dans la  coagulation, 

l’inflammation, la réponse immunitaire ou l’angiogénèse 
9
. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : cellules endothéliales en culture (HUVEC) 

après activation par du TNFα 
6
. On remarque la présence 

de MPs aux abords des cellules endothéliales. 

 

 

 Figure 2 : image en microscopie électronique 

représentant des MPs de différentes tailles 
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1. Origine des MPs 

Les MPs ont une origine principalement plaquettaire mais également  leucocytaire, 

érythrocytaire, endothéliale. En réalité toutes les cellules peuvent potentiellement générer des 

MPs  si elles subissent un stimulus d’activation ou d’apoptose. Ces MPs peuvent ainsi être 

caractérisées par l’expression membranaire d’antigènes spécifiques de leur cellule d’origine  

(Fig 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Quelques exemples de marqueurs de MPs utilisés pour la détection en cytométrie en flux. 
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2. Mécanismes de formation des MPs 

A.   Phospholipides des membranes cellulaires et contrôle de l’asymétrie 

A l’état non activé, la composition et la distribution des phospholipides des membranes 

cellulaires sont très spécifiques : la phosphatidylcholine (PC) et la sphingomyéline (SM) sont 

localisées sur la couche externe de la membrane cellulaire alors que les phospholipides 

anioniques (PL-), la phosphatidylsérine (PS) et la phosphatidyléthanolamine (PE), sont 

retrouvées au niveau du feuillet interne 
10

. Le maintien  de cette asymétrie est essentiel et est 

assuré par un complexe enzymatique transmembranaire. La perte de cette asymétrie conduit à 

l’externalisation des PL- notamment lors de l’activation cellulaire, l’apoptose ou  lors de 

nécrose. 

 

B.   Voie enzymatique : flip-flop membranaire et production de MPs 

Cinq enzymes  sont impliquées dans la régulation de l’asymétrie phospholipidique 

membranaire et la génération de MPs : la gelsoline (présente uniquement sur les plaquettes), 

l’aminophospholipide translocase, la floppase, la scramblase et la calpaϊne (Fig 4a)
 11-13

. Ces 

enzymes maintiennent un état d’équilibre dynamique de l’asymétrie phospholipidique 

membranaire au repos en permettant notamment le transport de la PS et de la PE de la couche 

externe de la membrane cytoplasmique vers sa couche interne. Lorsque le calcium augmente 

dans le cytosol, par exemple lors de l’activation plaquettaire, cet état d’équilibre change avec 

l’externalisation de la PS (Fig 4a-4d)  
11-13.   

 
    

a. La gelsoline 

La gelsoline est une enzyme spécifiquement impliquée dans la génération de MPs d’origine 

plaquettaire. Elle va, lors d’une augmentation du calcium cytosolique, participer à la 

destruction de  la coiffe située  à l’extrémité du filament d’actine  du cytosquelette 

plaquettaire ce qui va permettre une réorganisation des filaments d’actine et une contraction 

de la plaquette 
14

. 

 

b. L’aminophospholipide translocase 

L’aminophospholipide translocase est une enzyme ATP-dépendante qui est hautement 

spécifique du transport de la PS et de la PE du feuillet externe de la membrane plasmique vers 

son feuillet interne. Une molécule d’ATP est nécessaire pour chaque molécule de PS 

transportée. L’action de cette enzyme est inhibée par l’augmentation du calcium cytosolique. 
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c. La floppase 

La floppase est également  une enzyme ATP-dépendante qui transporte, inversement à 

l’enzyme précédente, les PL- du feuillet interne de la membrane plasmique vers son feuillet 

externe. La fonction de cette protéine n’est pas totalement élucidée, mais il est fortement 

probable qu’elle fonctionne en collaboration étroite avec l’aminophospholipide translocase 
13

. 

 

d. La scramblase 

La scramblase est présente en grande quantité dans la membrane cytoplasmique des 

plaquettes. Son action permet un brassage constant des phospholipides à travers la membrane 

cellulaire 
15

. L’augmentation du calcium cytosolique qui inhibe l’aminophospholipide 

translocase active dans le même temps la scramblase. Ce double processus aboutit à la perte 

de l’asymétrie phospholipidique membranaire et à l’expression stable de la PS sur la couche 

externe de la membrane plasmique. Le déficit héréditaire de la scramblase a été décrit. Il est 

responsable du syndrome de Scott qui est une pathologie héréditaire rare, autosomique 

récessive, entraînant un défaut (ou un déficit) de l’activité pro-coagulante des plaquettes
16

. En 

effet, cette anomalie est à l’origine d’une diminution de l’expression de la PS sur le feuillet 

externe de la membrane cytoplasmique plaquettaire supprimant ainsi le support 

phospholipidique anionique de la coagulation plasmatique. D’autre part, les cellules affectées 

par cette anomalie ne produisent plus ou que très peu de MPs. Cette pathologie illustre donc 

bien le processus biochimique impliqué dans la génération de MPs 
17

. En conséquence, la 

capacité d’activer le facteur X et le facteur II fait défaut conduisant à un phénotype 

hémorragique cliniquement significatif. Tous les tests classiques d’exploration de l’hémostase 

primaire et de la coagulation plasmatique utilisés en pratique médicale courante sont 

normaux. Seuls les tests très globaux de l’hémostase mesurant le taux de prothrombine 

résiduel et la consommation globale de la prothrombine sont altérés. Le diagnostic biologique 

repose sur la numération des MPs d’origine érythrocytaire après activation in vitro. 

 

e.  La calpaïne
 

La calpaïne est une protéase à cystéine de la famille des papaïnases qui est activée par une 

augmentation de la concentration de calcium cytosolique. Ses actions sont multiples pour la 

génération de MPs, avec notamment un rôle de clivage des filaments du cytosquelette 

facilitant le bourgeonnement de la membrane plasmique ou encore un rôle dans l’apoptose via   

l’activation de la procaspase 3. 
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Figure 4a : Représentation  schématique d’une cellule au repos  caractérisée par une 

asymétrie membranaire phospholipidique. Le calcium est stocké au niveau du réticulum 

endoplasmique. La scramblase est inactive alors que l’aminophospholipide translocase est active. La translocase 

transporte  la PS et la PE  du feuillet externe de la membrane cellulaire vers le feuillet interne, maintenant la PS 

et la PE à l’intérieur. Une molécule d’ATP est nécessaire pour chaque molécule de PS transportée. La floppase  

est une enzyme ATP-dépendante qui contribue à maintenir de façon physiologique cette asymétrie membranaire 
18

. 

 

 

C. Changement du cytosquelette lors de la formation des MPs  

Des changements du cytosquelette se produisent lors de la génération de MPs, avec en 

particulier, le clivage des filaments d’actine  sous-membranaires 
19

. 

Au repos, les microfilaments d’actine plaquettaires sont munis de coiffes constituées de 

complexes protéiques incluant notamment l’adducine et la cap Z. Ces coiffes protéiques   

permettent le  maintien de la structure cellulaire en stabilisant ces microfilaments d’actine. 

Ces coiffes protéiques sont éliminées par la gelsoline, une enzyme cytosolique, au cours de 

l’activation plaquettaire, de l’apoptose et de la nécrose. Ce clivage conduit à une 

réorganisation du cytosquelette sous-membranaire 
19

.                                                                                         
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Figure 4b : Activation cellulaire. Le calcium est libéré du réticulum endoplasmique (RE) et va permettre 

l’activation de la calpaïne et de la gelsoline. La calpaïne clive les filaments d’actine tandis que la gelsoline clive la 

coiffe du filament d’actine. L’augmentation du calcium active la scramblase et inactive l’aminophospholipide 

translocase. L’asymétrie phospholipidique commence alors à être perturbée 
18

.  

Figure 4c : Désorganisation du cytosquelette sous-membranaire après activation 

cellulaire.  Les protéines d’ancrage du cytosquelette sont clivées (actine et spectrine) permettant le 

bourgeonnement de la membrane 
18

. 

. 
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3.  Méthodes de laboratoire pour l’isolement et la détection des MPs 

Plusieurs méthodes d'analyse des MPs ont  été rapportées. La cytométrie en flux et la 

technique ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) sont les techniques les plus 

largement adoptées. Cependant plusieurs équipes ont  utilisé des approches différentes pour 

les protocoles de centrifugation, de remise en suspension et de lavage des  microparticules, 

qui rend toute comparaison des  résultats difficile. En outre, les marqueurs utilisés pour la 

reconnaissance des différents types cellulaire  sont globalement différents 
20

 (Fig 5). 

 

Figure 4d : Génération de microparticules  exposant la phosphatidylsérine  sur leur 

surface externe 
18
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Auteurs                              Technique                Tube de prélèvement        Centrifugation          Isolement des MPs Détection des MPs Antigène spécifique cellulaire

Plaquettes       Celllules endothéliales   Leucocytes

Biro et al. 21 Cytométrie en flux                     Citrate                            1550g, 20 min               18000g, 30 min                 Annexine V                     CD62p                CD31, CD62e, CD144  CD4, CD8

CD61

CD63

Dignat-georges et al. 22 Cytométrie en flux                    Citrate                           1500g, 15 min                    Aucun                            Annexine V                      CD41                  CD51, CD144, CD146 CD45

13000g, 2 min  

Freyssinet et al. 23 Capture sur phase solide         Citrate          1500g, 15 min                    Aucun         Annexine V, FT                 CD62p                      CD31, CD62e   CD45

13000g, 2 min                                                  GP1ba      

Jimenez et al.  24 Cytométrie en flux                   Citrate                             200g, 10 min                      Aucun                          Aucun CD41,

1500g, 7 min                                                  CD42b&CD31 CD31 + CD42 ou CD62e       CD45 

Nomura et al. 25 ELISA                              EDTA                            1500g, 20 min                      Aucun                               Aucun GpIX (capture)               Aucun                           Aucun

CD62p, CD40L  

Enjeti et al.   26 Cytométrie en flux                     Citrate                          1500g, 30 min                      Aucun                          Maléimide CD41                             CD62e   CD45

13000g, 2 m

Shet et al. 27 Cytométrie en flux                    Citrate                           13000g, 10 min                100000g, 60 min                Annexine V                    CD41a                          CD144      Aucun

 
A. Cytométrie en flux 

C’est la méthode de choix pour l’étude des MPs. Les échantillons à tester sont obtenus après 

une double centrifugation pour obtenir du PFP (Platelet Free Plasma) (Fig 5). Les MPs ont été 

initialement décrite comme étant positive pour l’annexine V en cytométrie en flux 
28

. 

L’annexine V lie sélectivement les phospholipides chargés négativement ; cependant il lie  

ceux qui se trouvent sur les débris cellulaires aussi bien que ceux qui sont sur les MPs 
29

. 

Puisque les MPs circulantes annexine V+ ont des origines cellulaires différentes (plaquettes, 

hématies, leucocytes, cellules endothéliales, …), un marqueur spécifique de chaque type 

cellulaire peut être ajouté pour une caractérisation plus fine des MPs. 

La positivité de l’annexine V n’est pas spécifique des MPs : Des MPs annexine V– ont été 

signalées à des taux 30 fois plus importants que la concentration en MPs annexine V+ 
30

. 

 

 

 

 Fig 5 : Différents protocoles pré-analytiques utilisés pour la détection et la caractérisation 

des MPs 
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B. ELISA 

Un test ELISA a été décrit pour l’identification de MPs 
31-32

. Une plaque coatée d’annexine V 

dans le fond des puits est utilisée ; en conséquence, l’addition d’échantillon plasmatique 

permet la fixation des MPs à l’annexine V immobilisée. Cette technique a l’avantage de 

permettre la manipulation de plusieurs échantillons en même temps. En outre, le test ELISA 

est plus sensible pour détecter de faibles expressions membranaires d’antigènes comparé à la 

cytométrie en flux. Cependant, la relative non-spécificité de la liaison des MPs à l’annexine V 

limite l’utilisation de cette méthode. 

 

4. MPs circulantes 

Les MPs circulantes sanguines peuvent être de différentes origines cellulaires (globules 

rouges, granulocytes, monocytes, lymphocytes, plaquettes, et cellules endothéliales). La 

numération  sanguine des MPs varie en fonction de leurs taux de production et de leur 

élimination de la circulation. Un changement de leur concentration est observé dans un certain 

nombre de situations pathologiques. 

 Les MPs les plus abondantes dans le sang circulant, représentant en situations physiologiques 

environ 80 % des MPs totales, sont d’origine plaquettaire (PMPs) 
33

. 

Les PMPs  peuvent être générées par des différents agonistes activateurs plaquettaires, 

comme par exemple l’ADP ou l’acide arachidonique, l’ionophore du calcium, les protéines se 

liant au complément, mais également lors de stress cellulaire important. Par exemple, la 

stimulation plaquettaire par le peptide agoniste du récepteur de la thrombine (TRAP) 

provoque la libération de MPs mais aussi d’exosomes 
34

. La calpaïne intra-plaquettaire est une 

enzyme essentielle à ce processus puisque son inhibition entraîne l’absence de formation de 

PMPs 
35

. 

 

5. Clairance des MPs 

Le mécanisme de l’élimination  des MPs de la circulation sanguine n’est pas encore 

totalement élucidé actuellement. La durée de vie des plaquettes, d’environ une semaine, 

contraste avec celle très courte des PMPs. Ainsi, elle a été mesurée à 30 minutes chez la 

souris 
36

 et à moins de 10 minutes chez le lapin 
37

. Ces MPs  pourraient être éliminées de la 

circulation par l’action  de phospholipases 
38 

suivant deux mécanismes : le premier est un 

mécanisme direct impliquant la phagocytose ; le deuxième est indirect lié à un phénomène 

d’opsonisation par la protéine S, le complément, ou GAS6 (Growth arrest-specific gene 6  

product) 
39

, l’opsonisation étant un processus par lequel une molécule dite opsonine recouvre 

la membrane d’une cellule ou d’une particule cible pour favoriser sa phaghocytose par une 
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cellule dotée de récepteurs pour les opsonines.  Ainsi, pour exemple, les PMPs sont dans un 

premier temps opsonisées par le C3b, la protéine la plus abondante du complément. Les PMPs 

portant le C3b viennent alors se fixer au récepteur du complément sur les globules rouges qui 

seront reconnus et digérés par des phagocytes du foie ou de la rate 
36

. De cette façon, les 

cellules de Küpffer dans le foie contiennent de grande quantité d’hémoglobine après 

l’injection de globules rouges portant  le complexe MPs-C3b 
40

. 

 

6. Effet procoagulant des MPs 

A. Rappel sur la coagulation plasmatique 

L’hémostase est un phénomène physiologique permettant de limiter les pertes sanguines 

provoquées par une lésion vasculaire. La lésion de l’endothélium vasculaire va en effet 

provoquer la formation d’un thrombus plaquettaire (hémostase primaire) et la formation d’un 

réseau de fibrine insoluble qui va consolider ce thrombus (coagulation plasmatique). La 

coagulation est l’aboutissement d’une cascade de réactions protéolytiques entraînant 

l’activation en chaîne de facteurs plasmatiques de la coagulation, circulant sous forme de 

précurseurs inactifs (zymogènes) (Fig 6). 

La coagulation fait intervenir des protéines plasmatiques (facteurs de coagulation et 

inhibiteurs de la coagulation), une protéine tissulaire (facteur tissulaire), les phospholipides 

des plaquettes et des MPs (surface catalytique sur laquelle vont se fixer les facteurs de 

coagulation) et les ions calcium. 

In vitro, la coagulation peut être initiée de 2 façons différentes ; la voie exogène avec  

exposition du sang au contact du facteur tissulaire (FT) et la voie endogène avec  exposition 

du sang au contact d'une surface chargée négativement. 

Ces 2 voies, par l’activation en chaîne des facteurs de la coagulation, aboutissent à la 

formation de thrombine, enzyme protéolytique qui va transformer le fibrinogène circulant en 

fibrine, constituant principal du caillot. 

In vivo, la rupture de la continuité endothéliale avec exposition du facteur tissulaire semble 

être l'élément primordial responsable de l'initiation de la coagulation. 

 

a. La voie exogène : initiation de la coagulation par le facteur tissulaire (FT) 

- Le facteur tissulaire est une  glycoprotéine transmembranaire synthétisée par les fibroblastes 

présents dans la tunique externe (adventice) des vaisseaux : le FT est séparé du sang par 

l’endothélium, mais entre en contact du sang en cas de lésion du vaisseau. Lors d’une lésion 

vasculaire, le FT fixe le F VII, en présence d’ions calcium, et cela facilite l’activation du FVII 

en sérine protéase (VIIa). Le complexe F VIIa/FT est capable d’activer le F VII, dans une 
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réaction d’auto-activation (auto-amplification par les premières traces de F VIIa produites). 

Le complexe F VIIa/FT active ensuite simultanément les F IX et F X fixés sur les surfaces 

membranaires (FT = cofacteur). C’est la voie principale de la coagulation avec pour résultat la 

formation de  Xa et IXa. 

 

b. La voie endogène : la phase contact 

Les facteurs du système contact sont composés de  3 zymogènes, le F XII, le F XI, et la 

prékallicréine (PK) et d’un cofacteur, le  kininogène de haut poids moléculaire (KHPM). Lors 

d’une activation du système contact, le F XII et le  KHPM se fixent aux surfaces 

électronégatives du sous-endothélium puis le F XI et  la PK viennent se lier au KHPM. Cette 

fixation entraîne une auto-activation progressive et lente du F XII en F XIIa. Le F XIIa 

transforme la PK en kallicréine, celle-ci activant le F XII par protéolyse (boucle 

d’amplification de l’activation du F XII). Le F XIIa formé transforme par protéolyse le F XI 

en XIa. Le F XI peut également être activé par la thrombine (permettant la formation de XIa 

en cas de déficit en F XII). Le F XIa généré active le F IX en présence d’ions calcium. 

Cette voie n’a qu’un rôle accessoire puisque les déficits constitutionnels sévères en F XII, PK 

ou KHPM ne s’accompagnent pas de manifestations hémorragiques. En revanche, les déficits 

constitutionnels en F XI sont associés à des hémorragies parfois sévères (importance de 

l’activation rétro-active du F XI par la thrombine). Par ailleurs, les facteurs du système 

contact participent à d’autres processus physiologiques : fibrinolyse, inflammation, activation 

du complément. 

Le résultat de cette voie est la formation du IXa. 

 

c. Le complexe ténase 

L’activation du F IXa ou la  protéolyse du F IX se produit par  l’intermédiaire du  complexe F 

VIIa/FT – Ca²+ (voie exogène) et par l’intermédiaire du   F XIa en présence d’ions Ca²+. Le F 

IXa forme un complexe équimoléculaire avec le F VIIIa (son cofacteur) en présence de 

phospholipides (PL) chargés négativement (surface des plaquettes activées et des MPs) et 

d’ions Ca²+. Ce complexe, appelé ténase, active le F X en Xa. L’activation du facteur VIII 

(nécessaire à l’activité du complexe) est catalysée par le F Xa ou la thrombine, une fois les 

premières traces formées (activation rétroactive). 

 

d. Le complexe Prothrombinase et la formation de la thrombine 

L’activation du F Xa ou la  protéolyse du FX se produit par l’intermédiaire du complexe F 

VIIa/FT – Ca²+ (voie exogène) et par l’intermédiaire du complexe  ténase (complexe IXa – 
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VIIIa – PL – Ca²+). Le facteur Xa forme un complexe équimoléculaire avec le F Va (son 

cofacteur) en présence d’ions Ca²+ et des PL anioniques (surface plaquettaire et MPs). Ce 

complexe, appelé prothrombinase, active la prothrombine en thrombine. L’activation par 

protéolyse du F V est nécessaire pour qu’il puisse interagir avec la prothrombine et le F Xa. 

Initialement cette activation est vraisemblablement catalysée par le F Xa. Mais la thrombine 

formée est elle aussi capable de l’activer, auto-amplifiant sa propre production. C’est un 

phénomène localisé au site de la brèche vasculaire car cette cascade de réactions, malgré son 

auto-amplification, est limitée et régulée par différents systèmes d’inhibiteurs physiologiques. 

L’équilibre entre la coagulation et les mécanismes qui vont la limiter est fondamental, une 

rupture ayant pour conséquence un risque hémorragique (déficit en facteurs) ou thrombotique 

(excès de facteurs activés ou déficit en inhibiteurs). 

 

 

 

 

 

 

B. Activité pro-coagulante des MPs 

Les MPs ont été initialement reliés à des pathologies à risque de thrombose parce qu’elles 

expriment à leur surface des phospholipides pro-coagulants. En effet la membrane 

cytoplasmique de ces MPs présente toutes les propriétés pour agir comme support pour les  

Figure 6 : Schéma de la coagulation 
Abréviation : F = facteur ; a = activé ;  FT = facteur tissulaire ; TM = thrombomoduline ; Pl = phospholipide ;    

HPM = haut poids moléculaire ; APC = protéine C activée ; PCI = inhibiteur de la protéine C ; TI = inhibiteur de 

la trypsine ; α2-M = α2 macroglobuline 
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réactions de coagulation (Fig 7). Un tel système de coagulation est activé non seulement lors  

de processus pathologiques mais aussi, moins intensément, chez les individus sains. Ainsi, 

Berckmans et al. 
41

 ont démontré la présence de MPs circulantes potentiellement pro-

coagulantes  chez des sujets sains. 

Il a été montré que les PMPs peuvent se lier au facteur VIII activé (FVIIIa), un cofacteur du 

complexe enzymatique tenase, qui active le facteur X (FX) 
42

. Les PMPs peuvent également 

se lier au facteur Vactivé (FVa) qui se combine avec le facteur Xactivé (FXa) formant le 

complexe prothrombinase qui permet la formation de thrombine 
43

. Puisque les PMPs 

essaiment dans la circulation, ces données suggèrent qu’elles peuvent exercer leur pouvoir 

pro-coagulant à distance du site initial de l’activation plaquettaire. Il semble également que 

les PMPs présentent ce pouvoir pro-coagulant plus longtemps que les plaquettes activées 

elles-mêmes. Enfin, Sinauridze et al. ont montrés récemment  que les PMPs avaient un 

pouvoir pro-coagulant 50 à 100 fois plus important que les plaquettes activées 
44

. Lors de 

lésions de la paroi vasculaire, le sang entre en contact avec le FT exprimé constitutivement 

par certaines cellules du tissu sous-endothélial et après activation par les cellules endothéliales 

et certaines cellules sanguines circulantes. Sa liaison au facteur VII circulant provoque 

l’activation de ce dernier qui déclenche la coagulation plasmatique par activation du FX et du 

FIX. Les traces de FXa ainsi formées permettront la formation des premières traces de 

thrombine. Ce processus est maintenant considéré comme étant la première étape de la 

coagulation plasmatique. Celle-ci est appelée phase d’initiation.  

De nombreuses MPs  portent en surface le FT (Au fur et à mesure de l’activation cellulaire 

liée à la coagulation, il semble que les PMPs peuvent commencer à véhiculer du FT 

probablement d’origine leucocytaire). Les MPs sont donc impliquées dans la génération de 

thrombine  et donc de fibrine, via leur PS de surface mais aussi pour certaines d’entre elles, 

leur expression de FT.  

Plusieurs études ont montrées que la stimulation de cellules endothéliales de veine ombilicale 

humaine (HUVEC) en culture, par du TNF α (Tumor necrosis factor  α),  par le LPS 

(Lipopolysaccharide) ou bien par des LDL oxydées (Low Density Lipoprotein), provoquait 

une augmentation des MPs d’origine endothéliale (EMPs) exprimant le facteur tissulaire 
45-47

.  

Les MPs d’origine monocytaire (MMPs) peuvent également intervenir dans la formation d’un 

thrombus au niveau d’une lésion vasculaire  par le recrutement de cellules de l’inflammation 

et l’accumulation du FT. Les MMPs expriment à leur surface  la PSGL-1 (P-selectin 

glycoprotein ligand) et le FT 
48

.   La PSGL-1 est le ligand naturel de la P-sélectine. Ces 

MMPs pouvant ainsi se lier à la P-sélectine des cellules endothéliales activées et des 

plaquettes activées, s’intègrent au  thrombus en formation y entrainant une accumulation de 
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FT 
49

. Ce dernier sera immédiatement disponible et pourra ainsi très rapidement déclencher in 

situ la coagulation plasmatique.  Delconde et al. 
50

 ont montrés   in vitro  que les membranes  

des MPs  exposant le FT peuvent fusionner avec celles des plaquettes activées  aboutissant au 

transfert du FT sur les membranes plaquettaires. Ainsi,  cette fusion membranaire permet aux 

plaquettes activées d’exprimer  le FT qui assure une initiation et une propagation plus 

efficaces de la coagulation. Une représentation   du rôle des MPs dans le développement d’un 

thrombus localisé est schématisée sur la figure 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                              

 

 

 

7. MPs et interactions cellulaires 

Les MPs portent les antigènes des cellules dont elles dérivent  et peuvent transférer ces 

molécules de surface à d’autres types cellulaires. La liaison de ces antigènes de surface à leur 

récepteur spécifique peut activer des voies de signalisation intracellulaire. Les PMPs peuvent 

ainsi provoquer des réactions cellulaires dans le microenvironnement où elles ont été formées 

52-54
. L’augmentation des PMPs lors  de l’activation plaquettaire et lors d’un syndrome 

inflammatoire a été bien décrite 
55

. Le rôle de ces PMPs dans les interactions cellulaires avec  

Figure 7 : Représentation schématique du rôle des MPs dans le développement d’un 

thrombus localisé. Différents types de MPs sont formées au niveau de la lésion locale. Les EMPs et les 

MMPs exprimant le FT fournissent un environnement favorable pour initier et être le support des réactions de 

coagulation  
51

. 
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les monocytes et les cellules endothéliales a été étudié par plusieurs équipes 
54-56

. Jy et al. 
52 

ont montré en effet, que les PMPs liés aux polynucléaires neutrophiles induisent à la fois une 

augmentation significative de l’expression du CD11b à leur surface et une augmentation de 

leur activité phagocytaire. Par ailleurs, Nomura et al. 
56

 ont rapporté que les PMPs générées 

lors d’un stress cellulaire  important, favorisent  l’augmentation des molécules d’adhésion 

cellulaire  sur les cellules endothéliales. Toutes ces données indiquent que les PMPs 

pourraient participer aux dommages vasculaires observés dans les syndromes inflammatoires 

via notamment l’induction de molécules d’adhésion cellulaire. De plus, les PMPs sont doués 

d’une très grande mobilité et sont facilement accessibles pour les leucocytes 
57

. Forlow et al. 

58
 ont montrés, que les PMPs qui expriment la P-sélectine  se lient aux leucocytes qui 

expriment PSGL-1. Ainsi, les PMPs sont ainsi capables de stimuler l’accumulation des 

leucocytes.  

 

8. MPs et maladies 

Une diminution du nombre de MPs a été associée à une tendance hémorragique augmentée. 

Par exemple, au cours du syndrome de Scott et du syndrome de Castman, le risque 

hémorragique accru est du à des anomalies qualitatives ou quantitatives des PMPs 
59-61

. 

Cependant la plupart des problèmes pathologiques liés aux  MPs  est essentiellement due à 

une augmentation de leur nombre, phénomène décrit  dans de nombreuses pathologies à 

risque accru de thrombose. De nombreuses études ont montrés que non seulement  le nombre 

mais aussi l’origine cellulaire et la composition des MPs circulantes sont dépendants du type 

de la  maladie, du stade et du traitement médical éventuel. 

 

A. Drépanocytose 

Il existe une augmentation des MPs circulantes chez les patients drépanocytaires en périodes 

critiques aigues mais également durant la phase chronique 
62

. Cette dernière est caractérisée 

par une hémolyse chronique au cours de laquelle le système de coagulation est constamment 

activé par de multiples voies d’activation 
63

. Ceci a pour conséquence la génération de 

thrombine à bas bruit avec activation des leucocytes et des plaquettes. Ces effets pro-

coagulant  et pro-inflammatoire sont associés à des lésions endothéliales. Celles-ci entrainent 

un détachement des cellules endothéliales de la paroi vasculaire, dénudant ainsi le sous-

endothélium qui se retrouve exposé au sang avec en particulier présentation du FT sous-

endothélial. 

Les MPs détectées durant la phase chronique dérivent des cellules endothéliales, des 

plaquettes et des monocytes 
62

. Les EMPs décrites dans la drépanocytose sont CD54-, 
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CD144+ (VE-cadherin), CD105+ (ICAM-1). Le CD105 est particulièrement intéressant car il 

dérive des jonctions cellulaires des cellules endothéliales et est très vite éliminé lorsqu’il est 

libre dans la circulation. Une augmentation des EMPs CD105+ en phase chronique de 

drépanocytose indique des lésions chroniques endothéliales. Une corrélation directe  existe 

entre le taux d’EMPs CD144+ ou CD105+ et l’intensité de l’hémolyse (prouvée par 

l’augmentation des concentrations plasmatiques de LDH et du nombre de réticulocytes). Cette 

corrélation a également été décrite dans l’hémoglobinurie paroxystique nocturne.  Ainsi  la 

quantification des MPs pendant la phase chronique pourrait constituer un outil de mesure de 

l’activité de la maladie. Elle pourrait aider à évaluer l’effet des thérapeutiques visant à réduire 

la falciformation et prévenir la survenue des crises. 

Lors des crises, des lésions endothéliales se produisent avec une activation de  la coagulation 

accompagnée par une augmentation des MPs circulantes d’origine plaquettaire, endothéliale, 

érythrocytaire et monocytaire 
62, 64, 65

. 

Le FT quant à lui, est exprimé sur les cellules endothéliales circulantes 
66

 et sur les monocytes 

62
. Sa densité  au niveau membranaire  pourrait expliquer pourquoi la sévérité et l’intensité 

des crises de drépanocytose varient d’un individu à l’autre 
67

. 

 

B. Thrombopénie induite par l’héparine (TIH) 

La TIH est un processus pathologique secondaire à la formation d’anticorps contre des 

complexes associant l’héparine à des protéines. Dans ce syndrome, les IgG produites sont 

dirigées contre l’héparine administrée liant  le PF4 sur la surface plaquettaire. Le complexe 

héparine-PF4-IgG formé vient alors se fixer sur les  récepteurs du fragment Fc des plaquettes 

(Fc-receptor) provoquant alors l’activation plaquettaire. Ces plaquettes activées fournissent 

une surface pro-coagulante exposant la P-selectine et la PS. Dans le même temps, elles 

génèrent des MPs qui expriment également la P-sélectine et la PS 
68

. En outre, ce complexe 

héparine-PF4-IgG peut lier et directement activer les cellules endothéliales, 
69

 contribuant 

ainsi à maintenir l’état pro-coagulant. 

 

C. Sepsis 

Les MPs circulantes sont augmentées chez les patients avec sepsis 
70

. Ces MPs  dérivent des 

monocytes, des plaquettes et des cellules endothéliales. La façon dont elles contribuent au 

processus pathologique n’est pas encore bien connue. Des données récentes suggèrent que la 

présence de taux plus élevés de  MPs  dans la circulation serait liée à une évolution plus 

favorable lors d’épisodes de sepsis sévères 
71

.  
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L’exposition in vitro des monocytes  au lipopolysaccharide (LPS) bactérien provoque la 

génération de MMPs exprimant le FT 
5
. De  la même façon, in vivo, les MMPs circulantes 

expriment également le FT, et contribuent probablement à un état pro-coagulant augmenté 

associé au sepsis. Nieuwland et al. démontrèrent ainsi,  que la génération de thrombine in 

vitro générée par des MPs chez des  patients atteints d’infection méningoccocique est bloquée 

si ces MPs sont préalablement  incubées avec des anticorps monoclonaux dirigés contre le FT 

ou le FVII 
72

.  

En outre, les PMPs augmentent l’adhésion des monocytes sur les surfaces endothéliales et 

induisent le chimiotactisme des monocytes 
70

. 

 

D. Diabète 

De nombreuses études sur le rôle potentiel des PMPs dans les complications du diabète ont 

été menées par différentes équipes 
73-78

. Il en ressort que les MPs sont augmentées chez les 

patients diabétiques. Cependant, des différences dans l’origine des MPs ont été mises en 

évidence en relation avec le type et le stade de la maladie.  

Sabatier et al. ont rapporté  que dans le diabète de type I, le potentiel pro-coagulant des MPs 

était élevé et directement corrélé avec la glycémie 
79

. En revanche, bien que la concentration  

de MPs fût également  augmentée dans le diabète de type II, les mêmes auteurs ont montré 

que ces MPs n’étaient pas associées à une augmentation du pouvoir pro-coagulant. 

Une augmentation des PMPs et des MMPs est associée avec une fréquence plus élevée des 

complications du diabète (telle que la  rétinopathie diabétique  associée à des dommages 

vasculaires)
 80-89

. L’augmentation  des  EMPs est prédictive  de la présence de lésions 

artérielles coronariennes, et constitue un facteur de risque indépendant plus important que la 

durée de la maladie diabétique, la concentration sérique de lipides, ou encore l’hypertension 

artérielle 
90

. Fait intéressant, une élévation des EMPs permet d’identifier une sous-population 

de patients diabétiques sans symptômes typiques d’angine de poitrine mais avec une 

angiographie coronarienne montrant des lésions artérielles. 

 

E. MPs et maladies cardiovasculaires 

La présence de microparticules circulantes  reflète l’activation  des cellules circulantes et des 

cellules endothéliales. Il n’est pas étonnant de voir ainsi au cours  de maladies vasculaires, des 

changements dans la composition  des microparticules circulantes, changements qui  ont été 

rapportés dans de nombreuses pathologies cardio-vasculaires comme par exemple les 

syndromes coronariens, l’infarctus du myocarde, l’anévrysme aortique, les troubles 

vasculaires périphériques ainsi que la maladie thromboembolique veineuse. Dans toutes ces 
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pathologies, la numération  et la caractérisation des MPs circulantes pourraient être utiles dans 

le futur  pour la détection et le diagnostic de la maladie, pour étudier la physiopathologie et la 

progression de la maladie, et évaluer l’efficacité des traitements. 

 

F. MPs et cancer 

Un  rôle important  des MPs est celui de leur implication dans les maladies cancéreuses. En 

effet, les MPs expriment le FT libérées par les cellules cancéreuses et la surexpression du FT 

dans ces cellules  est étroitement associée avec la progression tumorale 
91-95

. Thomas et al. ont 

également montré que les cellules cancéreuses pulmonaires et pancréatiques génèrent des 

MPs exprimant le  FT et la PSGL-1 
96

. Ainsi les MPs  issues des cellules cancéreuses se fixent 

aux plaquettes via la liaison à la P-sélectine plaquettaire et sont capables d’agréger ces 

dernières  par une voie dépendante du FT. 

 In vivo, les MPs dérivées de cellules cancéreuses injectées à une souris, s’accumulent au 

niveau  de lésions des vaisseaux (provoquées par l’exposition au FeCl3)  réduisant  alors le  

temps de saignement et le temps d’occlusion des veinules et des artérioles. Cet état 

thrombotique est également  observé chez les souris développant une tumeur cancéreuse pour 

lesquelles, la numération sanguine de PMPs, d’EMPs et de MPs dérivées de cellules 

cancéreuses est augmentée 
96

. D’autres études ont montrés de façon similaire l’état 

thrombotique associé au cancer lié à une augmentation des MPs d’origine cancéreuse, et 

notamment celle de Zwicker et al. qui montrèrent une association entre les MPs portant le 

facteur tissulaire dérivées des cellules cancéreuses et la survenue d’évènements thrombo-

emboliques veineux chez des patients atteints de cancer 
97

. 

 

G. MPs et traitements pro-coagulants : desmopressine (DDAVP ou Minirin®), rFVIIa 

(Novoseven®) 

La desmopressine, un analogue de la vasopressine (AVP) a été synthétisée en 1967 et  

employée pour son action  anti-diurétique 
98

. En 1977, son efficacité anti-hémorragique vis-à-

vis de la maladie de Von Willebrand et de l’hémophilie A mineure a été reconnue. Elle reste 

très utile actuellement  dans le traitement de la maladie de Willebrand et dans certaines 

formes mineures de l’hémophilie A 
99-101

. Elle  a par la suite  trouvé des applications dans une 

variété d'autres troubles hémorragiques 
102-103

. La  DDAVP peut ainsi  réduire  l’allongement 

du temps de saignement provoqué  par l'aspirine 
104

, la streptokinase 
105

,  ou encore l'héparine 

106.
  Il est bien établi que la desmopressine induit indirectement la libération du facteur von 

Willebrand (vWF)  de l'endothélium vasculaire et par conséquence l'augmentation du F VIII 

plasmatique 
107-108

 (Le vWF portant et protégeant le facteur VIII plasmatique de la 
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dégradation enzymatique). Toutefois, cela ne peut rendre compte  de l'ensemble de ses 

propriétés  hémostatiques puisque qu'elle est efficace dans certaines situations hémorragiques  

indépendamment  du vWF:  par exemple lors de   correction de saignements liés à des 

dysfonctions plaquettaires d’origine  congénitale et acquise 
103 

 incluant le syndrome de  

Bernard-Soulier 
109

, et impliquant des mécanismes d’hémostase autres  
110

.  En dehors de 

l'action de la desmopressine sur le vWF, l’action hémostatique  de cette dernière reste 

toujours méconnue aujourd’hui. Des études n’ont montrés aucun effet de la desmopressine sur 

l’agrégation, la sécrétion ou l’adhésion plaquettaire 
111-112

. Cependant Soslau et al. ont 

montrés chez des patients insuffisants rénaux l’action de la desmopressine sur la membrane 

plaquettaire 
113

. De même Lawrence et al. ont rapportés que la desmopressine agissait 

directement sur la membrane plaquettaire en favorisant la microvésiculisation des plaquettes 

par vraisemblablement une augmentation transitoire et modérée du Ca
2+

 cytosolique (non 

suffisante pour induire la sécrétion ou l’agrégation plaquettaire) avec formation de PMPs 

potentiellement pro-coagulante 
114

.   Ceci   pourrait  expliquer la correction des défauts de 

l'hémostase par la desmopressine dans les anomalies qualitatives  plaquettaires comme par 

exemple la maladie de Bernard-soulier, indépendamment de l’action sur le  vWF. 

Le Novoseven® quant à lui correspond à du facteur VIIa recombinant humain (rFVIIa). Il est 

utilisé dans le traitement hémostatique des hémophilies A et B avec inhibiteurs où il induit 

une génération de thrombine normale ainsi qu’une activation plaquettaire en l’absence de 

FVIII ou FIX. C’est une glycoprotéine vitamine K-dépendants composée de 406 acides 

aminés tout à fait similaire  au facteur VIIa du plasma humain. 

Butenas et al. ont montrés que la génération de thrombine  due au  novoseven® en l’absence 

de facteur VIII et IX est dépendante du FT 
115

. Ils ont également montrés que de fortes doses  

de rFVIIa in vitro, pouvaient activer les plaquettes de façon comparable  au sang d’un 

hémophile avec pour conséquence la génération de PMPs portant le FT. Ce sont finalement 

ces MPs via l’activation plaquettaire qui seraient à l’origine de l’activité hémostatique du 

traitement par novoseven®.  

 

9. MPs et perspectives 

Récemment, différents rôles  ont été attribués aux MPs. Par exemple, des études récentes ont 

prouvées que  les PMPs liées aux cellules hématopoïétiques stimulent  leur capacité de 

prolifération, de survie, d’adhérence et de chimiotactisme 
116-119

. En outre, Majka et al. 
120

 ont 

montré que les PMPs sont capables de transférer leurs  antigènes spécifiques membranaires 

sur des surfaces endothéliales et  sur les cellules hématopoïétiques. Récemment, Deregibus et 

al. ont montré que les MPs dérivant des cellules endothéliales progénitrices étaient 
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incorporées dans les cellules endothéliales via l’interaction avec l’α4-integrin et la β1-integrin 

exprimé à la surface des MPs 
121

. Ces données suggèrent que les cellules endothéliales 

progénitrices pourrait activer l’angiogénèse via leurs MPs. Janowska-Wieczorek et al. 

suggèrent que les MPs  pourraient avoir un rôle important  dans la communication 

intercellulaire 
122

. 

 

 

III. Les objectifs de l’étude  

Ce travail de thèse a consisté dans un premier temps à une mise au point de la méthode de 

détection des MPs par cytométrie en flux dans le but d’obtenir une numération sanguine des 

MPs ainsi que leur caractérisation. Par ailleurs, leurs caractéristiques fonctionnelles et 

notamment leur potentiel pro-coagulant ont été étudiées en parallèle en utilisant un test de 

coagulation uniquement dépendant des phospholipides du patient. Une étude de corrélation a 

été effectuée entre la numération des MPs et leur pouvoir pro-coagulant mesuré par le test de 

coagulation précédent. 

Dans un deuxième temps, nous avons réalisé une numération sanguine des MPs ainsi que leur 

caractérisation immunophénotypique pour déterminer leur origine cellulaire (plaquettaire, 

plasmocytaire…) dans les gammapathies monoclonales (gammapathie monoclonale de 

signification indéterminée ou MGUS, myélome, leucémie à plasmocytes) parallèlement à la 

numération des cellules endothéliales circulantes (CEC) (non figurée dans ce travail). En 

effet, l’augmentation dans la circulation des cellules endothéliales circulantes (CEC) et des 

MPs associées possiblement pro-coagulantes, est décrite dans la littérature comme un bon 

indicateur des dommages et dysfonctionnements vasculaires, de néo-angiogénèse et/ou de 

risques accrus de thrombose. Cette augmentation a été mise en évidence dans de nombreuses 

situations de cancer et notamment dans le myélome. Cependant, aucune étude n’a recherché 

une corrélation entre d’une part le taux de CEC, de MPs et de coagulabilité sanguine 

dépendant des MPs, et d’autre part la progression des gammapathies monoclonales. On se 

propose donc dans cette application préliminaire des MPs sur les gammapathies monoclonales 

de rechercher une corrélation des taux sanguins de MPs circulantes avec le volume tumoral 

des gammapathies monoclonales évalué par la valeur du pic monoclonal et du taux de 

plasmocytes médullaires. Dans un deuxième temps, l’objectif sera d’évaluer la valeur 

prédictive des taux de MPs avec l’agressivité du myélome et avec la survenue d’évènements 

thrombotiques veineux et/ou artériels. 
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En deuxième application médicale, nous avons évalué l’évolution du taux des MPs après 

traitement IV par MINIRIN
®
 chez des patients atteints de maladie hémorragique héréditaire 

de type maladie de Willebrand ou hémophilie A.  

 

 

IV. Matériels et méthodes 

1. Nature des prélèvements sanguins et tubes de collection 

Les échantillons sanguins périphériques sont collectés par ponction veineuse franche dans des 

tubes citratés 0.105M initialement sur Vacutainer® de 5ml (BD Plymouth, PL67BP, UK) puis 

Vacuette® (greiner bio-one, Frickenhausen, Allemagne). Ils ont été traités moins de 4 heures 

après le prélèvement. L’EDTA n’est pas utilisé car il altère la glycoprotéine membranaire 

plaquettaire (Gp IIb-IIIa ou CD41) qui sert de marqueur en cytométrie de flux 
123-125

. 

 

2. Préparation pour obtention des MPs 

Les MPs sont recherchées sur plasma totalement dépourvues de plaquettes (PFP ; Platelet 

Free Plasma). Les échantillons de PFP sont préparés suivant la méthode utilisée par Sabatier 

et al.
126

. Brièvement, deux centrifugations successives sont réalisées, d’abord à 1500 g 

pendant 15 minutes puis après décantation, à 13000 g  pendant 2 minutes. Le PFP est ensuite 

aliquoté et congelé à – 80°C jusqu’à utilisation (Fig. 8). 
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3. Marquage et numération par cytométrie en flux (CMF) 

A. Marquages des MPs 

Les MPs sont marquées  en ajoutant 10 µl d’anticorps anti-CD41-FITC  (FITC Mouse Anti-

Human CD41a, BD Pharmingen
TM

, Franklin Lakes, USA) prédilué au dixième et 10 µl 

d’annexin V-PE prédilué au demi dans un tampon de liaison (Cell Lab ApoScreen
TM

 Annexin 

V –PE Apoptosis Kit, Beckman Coulter®, Villepinte, France). Le mixte d’anticorps est 

ensuite mélangé à 30 µl de PFP fraichement décongelé. Après 30 minutes d’incubation à 

température ambiante, les solutions PFP-Mixte anticorps sont diluées dans 500 µl de tampon 

de liaison précédent. La dernière étape consiste à rajouter 30 µl d’une solution de billes en 

concentration connues (952 billes /µl) (Flow-Count
TM

 Fluorospheres, Beckman Coulter®, 

Villepinte, France) dans chaque échantillon, suivant les recommandations du fabricant, dans 

le but d’exprimer un compte de MPs en nombre absolu par µl de PFP (Fig 9). 

 

Figure 8 : Isolement des MPs à partir d’un échantillon sanguin prélevé sur 

tube citraté (d’après Sabatier F et al. Diabetes 2002 
79

). 
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L’annexin V-PE prédilué au demi dans un tampon PBS ainsi que le contrôle isotypique (Ig 

G1-FITC K, mouse, BD  biosciences pharmingen
TM

, San diego, USA) sont utilisés comme 

contrôle. 

 

B. Analyse des MPs par cytométrie en flux 

L’analyse est réalisée sur un cytomètre en flux de type « Cytomics FC 500 » (Beckman 

Coulter®, Villepinte, France). Le protocole utilisé pour l’analyse des MPs est celui réalisé par 

Robert S. et al.
127

 en 2008. La standardisation de ce protocole PMPs est obtenue en utilisant 

des billes fluorescentes de trois tailles différentes (0.5, 0.9 et 3 µm) (Mégamix® BioCytex, 

Marseille, France). Les MPs sont définies dans ce protocole comme ayant une taille comprise 

entre 0.5 et 0.9 µm (Fig 10). On est donc amené à introduire un discriminant sur la taille 

(Forward Scatter (FS) < 1). En effet, en dessous de la taille de 0.5 µm, le bruit de fond est trop 

important et la reproductibilité du cytomètre n’est plus suffisante. Les billes de 3 µm, quant à 

elles, correspondent à la taille d’une plaquette normale.  

Figure 9 : Relation taille/structure évaluée par cytométrie en flux.  Ce graphe montre dans le 

petit carré en haut à droite la présence de billes de comptage (concentration connue à 952 billes par µL). Le volume 

de la solution de billes ajouté est le même que celui de l’échantillon ce qui permettra par un calcul simple de 

déterminer la concentration en MPs par µL de PFP. 
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Les contrôles avec marquage simple sont utilisés pour vérifier les paramètres de 

compensation de fluorescence et pour encadrer la région positive pour le double marquage 

située dans le quadrant supérieur droit (Fig 11). Les PMPs sont définies comme étant une 

population doublement positive pour la phosphatidylsérine (Annexin V +) et le CD41 (Gp 

IIb-IIIa) (Fig 11).  

 

 

Figure 10 : Utilisation du réactif Mégamix® représenté sur des graphes taille/structure 

obtenus en cytométrie en flux. Sur le graphe de gauche, on observe 3 spots de couleur différente qui 

correspondent aux 3 tailles des billes de calibration (0.5µm en rouge, 0.9 µm en vert et 3 µm en bleu). On définit la 

région des MPs  (zone encadrée sur le graphe de droite) selon des critères de taille entre  0.5µm et 0.9 µm. 
 

 

Figure 11 : Double marquage Anti-CD41-FITC et Annexin V-PE des MPs. On 

remarque la présence d’une population entourée en rouge bien individualisée dans le quadrant supérieur 

droit. Cette population est doublement positive pour le CD41 et l’annexin V et correspond aux PMPs. 



 28 

Le PFP d’un témoin sain sert de référent tout le long de l’analyse et est testé dans les mêmes 

conditions que les échantillons à tester en début et en fin de chaque analyse par CMF pour 

s’assurer qu’il n’y a pas de dérive au cours d’une même acquisition et dans le temps. 

 

4. Caractérisation des MPs 

 

A. En fonction des protéines de surface 

Pour déterminer l’origine des MPs, différents anticorps dirigés contre les marqueurs de 

surface spécifique d’un type cellulaire ont été utilisés. Il s’agit essentiellement de l’anti-

CD41a dirigé contre le CD41a (gpIIbIIIa) retrouvé sur les PMPs, de l’anti-CD138 (syndécan-

1) permettant d’isoler les MPs d’origine plasmocytaire dans les gammapathies monoclonales. 

 

B. Activités fonctionnelles pro-coagulantes des MPs 

Le PFP utilisé pour la numération des MPs a été utilisé en parallèle pour un test de 

coagulation dépendant de l’activité phospholipidique pro-coagulante (STA®-Procoag-PPL, 

Diagnostica Stago, Asnières sur Seine, France), afin d’établir une corrélation entre la 

numération des MPs et leur activité fonctionnelle pro-coagulante. 

La formation du caillot de fibrine dans ce test dépend uniquement des phospholipides pro-

coagulants c'est-à-dire en théorie uniquement des MPs  fournies par le PFP du patient : plus le 

pouvoir pro-coagulant des MPs est élevé (qui est en partie fonction de leur taux), plus le 

temps de coagulation devrait être court (Fig 12). 

Echantillons testés 

contenant les 

phospholipides 

procoagulants

● ● ●

Plasma humain 

déplété en  

phospholipides

Incubation 120 

sec à 37°C

FXa + Ca2+

Coagulation

Enregistrement du 

temps de 

coagulation (sec)

 
Figure 12 : Principe du test de coagulation (STA®-Procoag-PPL) 
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Les échantillons de PFP des patients ont été testés sur un automate (Star®, Diagnostica Stago, 

Asnières sur Seine, France) sur lequel a été installé le test. Le fabricant préconise pour 

l’utilisation de ce test de coagulation une première centrifugation à 2500g pendant 15 min sur 

le sang total, suivie d’une deuxième identique sur le surnageant de la première. Des 

échantillons de PFP de témoins sains ont été testés pour déterminer le temps témoin et les 

fourchettes de référence. Ces échantillons ont été utilisés dans les mêmes conditions que les 

plasmas des patients à tester. La moyenne des temps de coagulation (temps témoin) sera 

utilisée pour le calcul des ratios. 

 

 

5. Evaluation de la mise au point des conditions pré-analytiques des 

échantillons de PFP 

 

A. Comparaison des vitesses de centrifugation 

Le protocole de centrifugation pour le test de coagulation est différent de celui utilisé pour la 

numération des MPs en CMF (1500g 15 min + 13000g 2 min). Il a donc été nécessaire de les 

comparer afin de savoir s’il y avait une différence entre les deux, de façon à n’utiliser qu’un 

seul protocole de centrifugation pour ces 2 tests. 

 

 

B. Gradient de PPP 

Des mises au point des conditions pré-analytiques ont été réalisées notamment pour 

rechercher une différence de numération des PMPs en fonction de la hauteur du plasma 

centrifugé (Fig 13). 
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6. Applications médicales 

 

A. Témoins 

Le sang de témoins sains n’ayant consommé aucun médicament interférant avec les 

plaquettes, a été collecté afin d’obtenir du PFP préparé de la façon décrite précédemment soit 

une double centrifugation (1500g 15 min + 13000g 2 min) réalisée moins de 4 heures après la 

ponction veineuse. Un double marquage anti-CD41-FITC et Annexin V-PE a été effectué 

pour isoler les PMPs et les compter en CMF. De la même façon, a été réalisée chez un témoin 

sain, une numération des MPs d’origine plasmocytaire en utilisant un anti-CD138-FITC et 

l’annexin V-PE pour leur marquage. 

 

 

B. Cancer : gammapathie monoclonale 

Les patients présentaient soit une gammapathie monoclonale bénigne soit une gammapathie 

maligne de type myélome ou leucémie à plasmocytes. De la même façon que pour les 

témoins, le PFP de ces patients a été préparé. Cependant  l’anti-CD138-FITC a été ajouté pour 

Figure 13 : Mesure des MPs dans un gradient de PPP.  
Les échantillons sanguins prélevés sur tubes citratés ont été centrifugés à 1500g pendant 15 minutes. Le 

PPP obtenu a été ensuite divisé et aliquoté en 3 parties : 1/3 supérieur, 1/3 moyen et 1/3 inférieur. Chacune 

a ensuite été à nouveau centrifugée à 13000g pendant 2 minutes. La mesure des MPs a été réalisée dans le 

surnageant de chacune de ces fractions. 
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caractériser les MPs d’origine plasmocytaire. Par ailleurs, une partie du PFP a servi pour le 

test de coagulation dépendant des phospholipides afin de rechercher une corrélation entre les 

deux techniques. 

 

C. Médicaments pro-coagulants : test au DDAVP 

Le sang de patients effectuant un test DDAVP a été récupéré à différents temps après 

l’injection de DDAVP (t0, t30 min ou t0, t1h, t2h, t4h). Les PMPs ont été marquées puis comptées 

en CMF et leur activité pro-coagulante mesurée  par le test STA®-Procoag-PPL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V.  Résultats 

 

1.  Evaluation de la mise au point des conditions d’analyse 



 32 

Le cytomètre de flux utilisé pour l’analyse des MPs est un cytomètre FC500 « Cytomics FC 

500 » (Beckman Coulter®, Villepinte, France). Les réglages des paramètres sont  ceux décrits 

dans le protocole de standardisation obtenu par Robert S. et al.
127 en 2008. Néanmoins,     

certaines modifications ont été apportées notamment dans le volume et le type d’anticorps 

utilisé pour le marquage des MPs. 

On a voulu savoir dans un premier temps si on pouvait tenir compte du quadrant inférieur 

gauche qui correspond aux MPs non marquées (Fig 14) et par la même occasion s’assurer que 

les évènements détectés dans les trois autres quadrants étaient bien spécifiques des MPs. 

 

 

Pour cela une solution de PBS stérile a été analysée en CMF de la même façon que les 

échantillons de PFP en utilisant le protocole PMPs, c'est-à-dire en marquant la solution de  

PBS par un anticorps anti-CD41a et de l’annexin V. Sans surprise, aucun évènement n’a été 

détecté dans les quadrants supérieurs et celui inférieur droit. Cependant, le cytomètre 

dénombrait de très nombreux évènements dans le quadrant inférieur gauche (Fig 15). 

Figure  14 : Double marquage anti-CD41-FITC et annexin V-PE des MPs. Le quadrant 

inférieur gauche entouré en rouge correspond aux MPs non marquées 
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Ainsi, dans la suite des manipulations, cette zone du quadrant inférieur gauche sur les graphes 

n’a pas été  prise en considération dans la numération des MPs car non exploitable bien qu’il 

est décrit dans la littérature une proportion non négligeable de MPs annexin V négatives 

potentiellement retrouvées dans cette zone. 

 

Dans un deuxième temps, la répétabilité de la numération des PMPs par double marquage 

CD41a / Annexin-V a été évaluée sur le même échantillon de PFP. Les coefficients de 

variation (CV) obtenus sont inférieurs à 10% (CV= Ecart-type / Moyenne) : la répétabilité est 

donc acceptable puisque le CV le plus élevé dans notre série correspondant aux MPs CD41+ 

AV+ est de 7.68% (Fig 16).   
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Figure  15 : Double marquage anti-CD41-FITC et annexin V-PE réalisé dans une 

solution de PBS. Ce graphe montre de façon claire  la présence exclusive d’évènements dans le quadrant 

inférieur gauche et aucun dans les autres quadrants. 
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Les coefficients de variation (CV) obtenus sont inférieurs à 10% (CV= Ecart-type/Moyenne) : 

la  répétabilité est donc acceptable puisque le  CV le plus élevé dans notre série correspondant  

aux  MPs CD41+ AV+ est de 7.68%. 

 

Enfin, le volume suffisant d’anticorps pour immunomarquage a été évalué. Le principe 

consistait à déterminer si 1 µL de la solution d’anticorps anti-CD41 suffisait pour l’analyse au 

lieu des 10 µL préconisés dans le protocole recommandé par le fabricant. Pour cela, les PMPs 

d’un PFP de témoin sain référent ont été doublement marquées par 10 µL d’anticorps anti-

CD41-FITC et 5 µL d’annexinV-PE puis comptées suivant le protocole décrit ci-dessus. La 

Figure 16B 
 

Nombre de MPs CD41+ AV+  / microL de PFP : 3413 

Nombre de MPs CD41+ AV- / microL de PFP : 372 

Nombre de MPs CD41- AV+ / microL de PFP : 222 

Nombre de MPs CD41+/ microL de PFP : 3785 

 

Figure 16C 

 
Nombre de MPs CD41+ AV+  / microL de PFP : 3641 

Nombre de MPs CD41+ AV- / microL de PFP : 381 

Nombre de MPs CD41- AV+ / microL de PFP : 254 

Nombre de MPs CD41+/ microL de PFP : 4022 

 

Figure 16 : Double marquage anti-CD41-FITC et annexin V-PE réalisé sur un 

échantillon de PFP. L’échantillon de PFP a été passé trois fois de suite sur le cytomètre. (Fig16A ; 16 B ; 

16C). La moyenne obtenue pour les MPs CD41+/ microL est  de 3906 et l’écart-type de 119 ce qui donne un 

coefficient de variation (CV) évaluée à 3%. Le CV correspondant aux MPs CD41+ AV+ est de 3.35%, celui 

correspondant aux MPs CD41+ AV- de 7.64% et enfin celui calculé pour les MPs CD41- AV+ de 7.68%. 

 

Figure 16A 

 
Nombre de MPs CD41+ AV+  / microL de PFP : 3484 

Nombre de MPs CD41+ AV- / microL de PFP : 428 

Nombre de MPs CD41- AV+ / microL de PFP : 224 

Nombre de MPs CD41+/ microL de PFP : 3912 
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même procédure expérimentale a été effectuée sur le même PFP avec respectivement 5 µL et 

1 µL d’anti-CD41-FITC avec un volume constant d’annexin V à 5µL. Les résultats obtenus 

ont ensuite été comparés (Fig 17).  

 

 
 

 

 

                         
 

 

 

Figure 17C – 1µL d’Anti-CD41 FITC 

 
Nombre de MPs CD41+ AV+  / microL de PFP : 2112 

Nombre de MPs CD41+ AV- / microL de PFP : 472 

Nombre de MPs CD41- AV+ / microL de PFP : 963 

Nombre de MPs CD41+/ microL de PFP : 2584 
 

Figure 17B – 2µL d’Anti-CD41 FITC 
 

Nombre de MPs CD41+ AV+  / microL de PFP : 1995 

Nombre de MPs CD41+ AV- / microL de PFP : 535 

Nombre de MPs CD41- AV+ / microL de PFP : 880 

Nombre de MPs CD41+/ microL de PFP : 2530 

 

Figure 17 : PFP d’un témoin sain référent doublement marqué par un anti CD41-FITC et 

de l’annexinV-PE. (Fig 17A : 10 µL d’anti CD41-FITC ; 17B : 2 µL d’anti CD41-FITC ; 17C : 1 µL d’anti 

CD41-FITC). Le CV pour les MPs CD41+ est de 2.46%, celui correspondant au MPs CD41+ AV+  de 4.36%, 

celui correspondant aux MPs CD41+ AV- de 6.47% et enfin celui obtenu pour les MPs CD41- AV+ de 5.54%. 

Figure 17A – 10µL d’Anti-CD41 FITC 

 
Nombre de MPs CD41+ AV+  / microL de PFP : 1940 

Nombre de MPs CD41+ AV- / microL de PFP : 520 

Nombre de MPs CD41- AV+ / microL de PFP : 976 

Nombre de MPs CD41+/ microL de PFP : 2460 
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Les numérations obtenues ont été similaires concernant les PMPs, les MPs CD41+ AV-, les 

MPs CD41+ AV+ et les MPs CD41- AV+ avec 10, 2 et 1 µL d’anticorps anti CD41-FITC. En 

effet, les CV calculés ont été retrouvés  inférieurs à 10%. Le volume de 1µL d’anticorps anti-

CD41 FITC peut donc être utilisé. 

 

2. Evaluation de la mise au point des conditions pré-analytiques des 

échantillons de PFP 

A. Comparaison des vitesses de centrifugation 

Comme indiqué ci-dessus, le protocole de centrifugation de Robert S. et al.
127 correspondant à 

une double centrifugation (1500g 15 min + 13000g 2 min) utilisé pour la numération des MPs 

en CMF est différent de celui préconisé pour le test de coagulation (STA®-Procoag-PPL ; 

centrifugation 2500g 15 min x2). La comparaison de la numération des MPs par ces 2 

protocoles a été réalisée (Fig. 18).  

 
 

 

 

 

 

Figure 18 : Comparaison de la numération des MPs entre le protocole de centrifugation 

de Robert S. et al.
 127

 (1500g 15 min+ 13000g 2 min) et celui préconisé pour le  test de 

coagulation (STA®-Procoag-PPL ; centrifugation 2500g 15 min x2). La comparaison est 

réalisée sur 11 témoins sains. 
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L’objectif était de n’utiliser qu’un seul protocole de centrifugation pour déterminer à la fois la 

numération / caractérisation immunophénotypique des MPs et la mesure du test de 

coagulation dépendant des phospholipides sur l’automate Star® (Fig. 19). 

 

Comparaison du nombre de MPs en fonction du protocole de 
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D’après les calculs des CV (< 10%), la numération des MPs  est similaire que l’on utilise l’un 

ou l’autre des protocoles de centrifugation. Ainsi, le test de coagulation STA®-Procoag-

PPL sera réalisé sur des échantillons de PFP préparés selon la méthode décrite par  Robert S. 

et al.
127 

(1500g pendant 15 min puis 13000g pendant 2 min) et non pas de la façon préconisée 

par le fabricant.  

 

 B. Gradient de PPP 

Un échantillon sanguin d’un témoin sain prélevé sur tube citraté a été centrifugé à 1500g 

pendant 15 minutes. Le PPP obtenu a été ensuite divisé et aliquoté en 3 parties : 1/3 supérieur, 

1/3 moyen et 1/3 inférieur. Chacune a ensuite été séparée et à nouveau centrifugée à 13000g 

pendant 2 minutes. La mesure des MPs a été réalisée dans le surnageant obtenu après cette 

2
ème

 centrifugation (cf Fig. 13, page 31). Les mesures ont été effectuées 3 fois sur chaque 

fraction isolée  (Fig. 20). 

Figure 19 : Numération des MPs  sur le PFP de 11 témoins sains en utilisant deux 

protocoles de centrifugation (2500g pendant 15 min 2 fois de suite et 1500g pendant 15 

min puis 13000g pendant 2 min)  Les MPs comptées ont été les suivantes : MPs CD41+,  MPs CD41+ 

annexin V+, MPs CD41+ annexin V- , MPs  CD41- annexin V+. La moyenne pour les MPs CD 41+ obtenue 

entre les deux protocoles de centrifugation est de 577 MPs / microL, l’écart-type  de 33.4 et le CV de 5.8%. 

Les autres  CV sont de 5.13% pour les MPs CD41+ AV+, 4.96% pour les MPs CD41+ AV- et  4.51% pour les 

MPs CD41- AV+. 
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Les CV calculés sont très élevés bien supérieurs à 10%. Dans la suite des manipulations, le 

PPP des patients  a été prélevé au niveau du 1/3 supérieur dans les  tubes citratés,  la pipette 

restant le plus en surface possible lors du prélèvement. 

 

3. Applications médicales 

A. Témoins 

Trois  témoins sains on été prélevés et leur sang recueilli sur tube citraté. Une première 

centrifugation à 1500g pendant 15 min a été réalisée suivie d’une deuxième centrifugation du 

surnageant à 13000g pendant 2 min. Les MPs ont ensuite été doublement  marquées par un 

anticorps anti-CD41-FITC et de l’annexin V-PE, de façon à caractériser et compter les PMPs 

chez ces sujets sains (Fig. 21).  

      

Figure 20 : Numération des MPs sur le PFP d’un témoin sain. Les PPP obtenus après la 

première centrifugation ont été divisés et aliquotés en 3 parties (1/3 supérieur ; 1/3 milieu ; 1/3 inférieur). 

Chaque mesure a été réalisée trois fois. Les CV obtenus sont nettement supérieurs à 10% (30% pour les MPs 

CD41+, 23.8% pour les MPs CD41+ AV+, 35.5 pour celles CD41+ AV- et enfin 26.8% pour les MPs CD41- 

AV+) 
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Par ailleurs, les MPs d’origine plasmocytaire d’un témoin sain ont été également comptées en 

les marquant par un anticorps anti-CD138-FITC et l’annexin V-PE (Fig. 22). Chez ce témoin, 

les MPs CD138+ AnnexinV+ représentaient 0,17% de l’ensemble des MPs AnnexinV+. De 

manière intéressante, la majorité des MPs CD138+ étaient AnnexinV- (75% ; 12/16) 

contrairement aux PMPs (environ 33.3% ; Fig.21) évoquant un mécanisme de formation non 

lié à l’apoptose ou à l’activation plasmocytaire.         
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Figure 21 : Numération des MPs sur le PFP de 3 témoins sains. On remarque sur le graphe, 

un écart-type très important du à une hétérogénéité dans la numération des MPs chez ces témoins.  

Figure 22 : Numération des MPs d’origine plasmocytaire et non plasmocytaire chez un 

témoin sain. On remarque sur le graphe, la très faible quantité de MPs  d’origine plasmocytaire. 
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En outre, des échantillons de PFP de témoins sains préparés de façon identique aux  plasmas 

des patients, ont été testés par ProPPL pour déterminer le temps témoin et les fourchettes 

référentes de normalité du test STA®-Procoag-PPL (Fig. 23). La moyenne des temps obtenus 

avec ces plasmas témoin nous a servi pour le calcul des ratios malade/témoin. 
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 Figure 23 : Activité phospholipidique pro-coagulante des MPs sur le PFP de 13 sujets 

sains.  
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B. Cancer : gammapathie monoclonale 

Le PFP  de patients atteints de gammmapathie monoclonale (1 patient atteint de MGUS, 5 de 

myélome et 1 de leucémie à plasmocytes) a été préparé selon la méthode de Robert S. et al.
127

, 

soit une première centrifugation à 1500g pendant 15 min suivie d’une deuxième du 

surnageant à 13000g pendant 2 min. La numération et la caractérisation des PMPs et des MPs 

d’origine plasmocytaire ont été réalisés (Fig. 24). Leur activité pro-coagulante a aussi été 

mesurée par le test STA®-Procoag-PPL (Fig. 25, page 43). Ainsi, on a été amené à utiliser 

non seulement l’annexin V et un anticorps anti-CD41-FITC pour caractériser les PMPs, mais 

également un anticorps anti-CD138-FITC pour détecter les MPs d’origine plasmocytaire.  
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Numération des MPs dans le cas d'un patient atteint d'une  

leucémie à plasmocytes 
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Numération des MPs chez des patients atteints de  myélome 

(n=5)
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Figure 24 : Numération des MPs chez des patients atteints de gammapathie 

monoclonale (5 atteints de myélome, 1 atteint d’une gammapathie monoclonale de 

signification indéterminée ou MGUS et un dernier atteint d’une leucémie à 

plasmocytes). On remarque  une différence significative entre la numération de MPs CD138+ chez un 

témoin sain   et celle que l’on obtient dans le cas des gammapathies monoclonales (bien plus élevée). A noter 

une valeur élevée des MPs CD138+ chez le patient atteint de MGUS (autres causes d’augmentation ?) 
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Activité pro-coagulante des MPs chez des patients atteints de 

gammapathie monoclonale mesurée par le test STA®-Procoag-PPL
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Concernant le patient présentant une  MGUS, le temps obtenu lors du test de coagulation a été 

de 50.3 secondes, ce qui donne un ratio M/T de 0.81 (Ratio M/T = temps ProPPL patient/ 

temps ProPPL témoin). Pour les patients atteints de myélome, la valeur du ratio M/T était de  

1.06 et celle concernant le patient atteint de leucémie à plasmocytes de 1.43. 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Activité phospholipidique pro-coagulante des MPs chez des patients 

atteints de gammapathie monoclonale (5 patients) mesurée par un test de coagulation 

(Test STA®-Procoag-PPL). Dans note étude, le temps de coagulation le plus court  a été obtenu avec le 

patient atteint de MGUS et le plus long avec celui atteint d’une leucémie à plasmocytes. La moyenne des 

temps de coagulation chez ces 5 patients est de 67.6 secondes (soit plus élevée que celle obtenue avec les 

témoins sains) et l’écart-type de 16 secondes. 
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Enfin, les taux des MPs et leur activité pro-coagulante ont été comparés (Fig. 26 et 27). De 

manière inattendue, aucune corrélation n’a été retrouvée quelque soit l’origine cellulaire des 

MPs, et quelque soit l’expression de surface des phospholipides anioniques. 
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Corrélation entre le temps obtenu par le test de coagulation et 

le numération des MPs CD41+ et des MPs CD41-AV+ chez 5 

patients atteints de gammapathie monoclonale
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Figure 26 : Etude de corrélation entre la numération des MPs CD41+ et leur activité 

phospholipidique pro-coagulante  mesurée par le test de coagulation (Test STA®-

Procoag-PPL) chez 5 patients atteints de gammapathie monoclonale. Le coefficient de 

corrélation  de 0.3392 signifie qu’il n’y a  pas de corrélation entre ces deux paramètres. 

Figure 27 : Etude de corrélation entre la numération des MPs CD41+ et CD41-AV+ et 

leur activité phospholipidique pro-coagulante  mesurée par le test de coagulation (Test 

STA®-Procoag-PPL) chez les mêmes patients que le graphe ci-dessus. Le coefficient de 

corrélation  de 0.3504 signifie qu’il n’y a  pas de corrélation entre ces deux paramètres. 
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C. Médicaments pro-coagulants : test au DDAVP 

Le sang de  patients effectuant un test au DDAVP a été collecté, et le PFP préparé de la 

manière indiquée précédemment. Le sang  a été prélevé à différents temps après l’injection de 

DDAVP (t0, t30 min ou t0, t1h, t2h, t4h). De façon identique à ce qui a été réalisé pour les 

gammapathies monoclonales, les MPs ont été doublement marquées avec un anticorps anti-

CD41-FITC et de l’annexin V puis comptées en CMF (Fig. 27). Leur activité pro-coagulante 

a été mesurée par le test STA®-Procoag-PPL (Fig. 28, page 47). Une corrélation a ensuite  

été recherchée entre ces deux techniques (Fig. 29 et 30, pages 47 et 48). 
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Evolution de la numération des MPs chez 

un patient au cours d'un test Octim®
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Figure 27 : Evolution de la numération des MPs  au cours d’un test au Minirin® chez 

7 patients  et au cours d’un test à l’Octim® chez un patient. 
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Figure 27 (suite) : Evolution de la numération des MPs  au cours d’un test au 

Minirin® chez 7 patients  et au cours d’un test à l’Octim® chez un patient. 
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Dans tous ces cas, et comme chez le témoin sain, aucune corrélation n’a été retrouvée entre 

ces deux dosages quelque soit l’origine des MPs et leur expression de surface de 

phospholipides anioniques. 
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Corrélation entre le temps obtenu par le test de 

coagulation et la numération des MPs CD41+ chez 4 

patients subissant un test au minirin®
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Figure 28 : Activité phospholipidique pro-coagulante des MPs chez 4 patients effectuant 

un test au Minirinn ® mesurée par un test de coagulation (Test STA®-Procoag-PPL). On 

constate une augmentation du temps de coagulation entre T0 et T1h soit une diminution de l’activité 

procoagulante puis une baisse ensuite après T1h c'est-à-dire une augmentation du pouvoir procoagulant. 

Figure 29 : Corrélation entre la numération des MPs CD41+ et leur activité 

phospholipidique pro-coagulante  mesurée par le test de coagulation (Test STA®-

Procoag-PPL) chez 4 patients subissant un test au Minirin®. Le coefficient de corrélation  de 

0.47  signifie qu’il n’y a  pas de corrélation entre ces deux paramètres. 
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Corrélation entre le temps obtenu par le test de coagulation et la 

numération des MPs CD41+ et CD41-AV+ chez 4 patients subissant un 

test au Minirin®

R2 = 0,4358
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Figure 30 : Corrélation entre la numération des MPs CD41+  et CD41-AV+ et leur 

activité phospholipidique pro-coagulante  mesurée par le test de coagulation (Test 

STA®-Procoag-PPL) chez les mêmes  patients du graphe précédent. Le coefficient de 

corrélation  de 0.44  signifie qu’il n’y a  pas de corrélation entre ces deux paramètres. 
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VI. Discussion interprétation 

 

Les MPs sont  retrouvées dans le sang circulant de volontaires sains et leurs taux plasmatiques 

augmentent dans certaines pathologies, notamment les maladies cardiovasculaires à risque 

thrombotique accru 
2
, mais également  le cancer et  en particulier le myélome. L’intérêt de les 

doser serait double : d’une part dans le diagnostic de telles pathologies où elles sont 

sensiblement augmentées et d’autre part dans le pronostic et le suivi de ces mêmes 

pathologies. Le dosage de leur activité fonctionnelle pro-coagulante semble également 

intéressant afin d’évaluer leur capacité à induire un thrombus. 

La première partie de  ce  travail de thèse a consisté en une mise au point de la méthode de 

détection des MPs par cytométrie en flux. Leur potentiel pro-coagulant a été évalué en 

parallèle en utilisant un test de coagulation uniquement dépendant des phospholipides du 

patient. Dans une deuxième partie, nous avons réalisé deux applications médicales : la 

première consistant en la numération, la caractérisation et la mesure de l’activité pro-

coagulante des MPs dans les gammapathies monoclonales et la deuxième consistant en 

l’évaluation de l’évolution du taux des MPs après traitement IV par MINIRIN
®
 chez des 

patients atteints de maladie hémorragique héréditaire de type maladie de Willebrand ou 

hémophilie A.  

 

Les problèmes posés lors de la détection des MPs par CMF 
31

. 

L’analyse  d’une solution de PBS stérile en CMF, marquée par un anticorps anti-CD41a et par 

l’annexin V nous a permis de constater qu’il existait dans le quadrant inférieur gauche, une 

population non négligeable d’évènements détectés par le cytomètre en flux et aucun 

évènement dans les 3 autres quadrants (Fig. 15). 

Deux hypothèses peuvent être avancées à ce propos pour expliquer ce phénomène. La 

première hypothèse formulée peut être la suivante : une partie des MPs pourrait rester 

accrochées dans les tubulures du cytomètre lors du passage d’un échantillon de PFP et 

l’utilisation immédiatement  après d’une solution de  PBS ou autre solution ne contenant pas 

de MPs, « décrocheraient » une certaine quantité de MPs qui seraient ainsi détectée. 

Néanmoins, cette hypothèse semble peu plausible car si cela était le cas, on devrait  retrouver 

également des MPs marquées et pas simplement des non marquées. 

La deuxième hypothèse consiste à dire que ces évènements détectés seraient finalement 

indissociables du  bruit de fond de l’appareil. En effet, le discriminant sur la taille de 0,5 µm 

dans ce protocole 
126

 est relativement bas et on se situe vraisemblablement à la limite de 

sensibilité de l’appareil. Cette hypothèse semble plus crédible que la précédente et permettrait 
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de comprendre ce phénomène de détection non spécifique d’évènements dans le quadrant 

inférieur gauche. De cette façon, tous les évènements  détectés dans ce quadrant n’ont pas été 

retenus dans la numération des MPs. 

 

Etude des variations du taux de MPs sur un même échantillon plasmatique 
127

. 

Par ailleurs, l’analyse répétée d’un même échantillon de PFP (Fig. 16) a montré des résultats 

équivalents avec un coefficient de variation de 3% pour les MPs CD41+, de 3.35 % pour les 

MPs CD41+ AV+, de 7.64% pour les MPs CD41- AV+, et enfin de 7.68% pour les MPs 

CD41+ AV-. Ces CV sont acceptables puisqu’ils sont inférieurs à 10%.  

Cependant, les différentes numérations de MPs chez un témoin sain, dans un gradient de PPP 

(Fig. 20) n’ont  pas été équivalentes. Dans ce cas, les CV calculés ont été en effet très 

supérieurs à 10%.  Trois  hypothèses peuvent expliquer ces CV élevés. La première est que 

pour des valeurs basses de MPs, le cytomètre n’est pas très reproductible. En effet, chez ce 

témoin sain, la numération des MPs se situe  aux alentours de 100 MPs CD41+ / microL de 

PFP et est donc très faible. Dans ce cas, la variation observée serait liée à l’automate. La 

deuxième hypothèse est l’existence d’un gradient de MPs dans le PPP et que l’automate serait 

fiable dans les numérations basses de MPs. La troisième hypothèse correspond à la somme 

des deux premières, c'est-à-dire une limite importante de l’automate de CMF pour les 

numérations basses de MPs  associé  à l’existence d’un gradient de MPs dans le PPP. D’autres 

études ultérieures sur un nombre plus important de témoin sain avec une numération de MPs  

plus importante seront nécessaires pour confirmer ou non cette donnée concernant le gradient 

de PPP. On peut en effet imaginer que pour des valeurs plus élevées de MPs, leur numération 

dans un gradient de PPP soit plus reproductible ce qui permettrait d’éliminer la deuxième 

hypothèse. D’autre part, les MPs les plus grosses et les plus denses se retrouvent certainement 

plus près du culot que les plus petites lors de la première centrifugation. Ainsi, l’une de ces 

deux populations de MPs pourrait être plus représentée que l’autre dans chaque fraction du 

surnageant ce qui validerait la deuxième hypothèse. Il parait donc indispensable d’étendre ces 

résultats sur une série plus importante en utilisant des PFP de témoins sains avec des 

numérations de MPs basses, intermédiaires et fortes mais également en s’intéressant  aux  

PFP de sujets malades qui présentent a priori des taux très importants de MPs .  Dans toutes 

les analyses qui ont suivies, il a été décidé de prélever le PPP le plus près de la surface du 

surnageant (c'est-à-dire son 1/3 supérieur) dans le but de standardiser les conditions pré-

analytiques de prélèvement du PPP afin de pallier à ce problème. Cependant, cette pratique 

peut introduire un biais dans l’analyse des MPs dont il a été récemment montré que les 

diverses formes de densités différentes peuvent présenter une composition protéique 
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différente. Ces MPs auraient donc très probablement des fonctions biologiques différentes 

voire totalement opposées. Ainsi, par exemple, certains types de MPs pourraient être plutôt 

pro-coagulants par expression augmentée du facteur tissulaire (FT) et d’autres plutôt anti-

coagulants par expression augmentée du récepteur de la protéine C (EPCR), et diminuée du 

FT. D’autre part, leurs mécanismes de formation pourraient être différents tels que leurs 

stimuli (apoptose, activation, ou autre encore inconnu), leurs voies biochimiques empruntées 

ou leurs processus physique même de vésiculation. Enfin, la taille et la densité des MPs 

pourraient varier en fonction de leur origine cellulaire. Notre équipe a prévu d’analyser 

précisément les MPs (expression protéique et phospholipidique et propriétés biochimiques) 

issues de chacune des fractions de PFP. 

 

 

Grande variabilité inter-individuelle du taux de MPs 
127

. 

Concernant la numération des MPs plaquettaires et non plaquettaires chez 3 témoins sains 

(Fig. 20), on constate un écart-type très important généré par une hétérogénéité dans la 

numération de ces MPs. En effet, un des 3 témoins sains présente une quantité de MPs bien 

supérieure aux deux autres.  Par ailleurs toujours chez un témoin sain (Fig. 21), la numération 

des MPs d’origine plasmocytaire a été réalisée.  La valeur de 16 MPs CD138+ / microL de 

PFP retrouvée est très faible ; mais  ce nombre est-il véritablement significatif ? La sensibilité 

du cytomètre en flux est-elle suffisamment bonne pour la détection de ces évènements rares? 

Pour répondre à cette question, d’autres PFP de  témoins sains devront être analysés et 

marqués avec un anticorps anti-CD138. Les témoins sains étudiés correspondent à des 

personnes venues en consultations externes pour des pathologies légères pour lesquelles il 

n’existe à priori aucune raison de voir leurs MPs augmentées. 

 

 

Application de la détection des MPs au cours des gammapathies monoclonales. 

L’étude préliminaire des MPs dans les gammapathies monoclonales (1 patient atteint de 

MGUS, 5 de myélome et 1 de leucémie à plasmocytes) a montré de façon étonnante des taux 

plus importants de MPs y compris ceux d’origine plasmocytaire pour le patient atteint de 

MGUS. Les valeurs obtenues pour les patients atteints de myélome et celui atteint d’une 

leucémie à plasmocyte sont similaires en terme de MPs plaquettaires, plasmocytaires et non 

plaquettaires. Comme il a été déjà signalé précédemment, ce phénomène peut s’expliquer par 

une sensibilité moins bonne de l’automate sur des valeurs basses de MPs. Par ailleurs, 

l’échantillonnage de patients est trop faible pour pouvoir interpréter les résultats. En outre, le 
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patient atteint de MGUS avait peut-être une autre pathologie associée lors du prélèvement 

pouvant expliquer cette augmentation des MPs. Cependant, la valeur plus élevée des MPs 

d’origine plasmocytaire par rapport aux deux autres pathologies reste inexpliquée. On aurait 

en effet, pu imaginer que les MPs d’origine plasmocytaire soient plus élevées dans la 

leucémie à plasmocytes et le myélome que le MGUS. De la même façon, le temps obtenu par 

le test de coagulation concernant le patient atteint de MGUS était significativement plus court 

que pour les deux autres pathologies en accord avec la numération des MPs. Cependant, si on 

regarde la corrélation entre le temps obtenu par le test de coagulation et la numération des 

MPs CD41+ chez 5 patients atteints de gammapathie monoclonale, on s’aperçoit  que  le  

coefficient de corrélation obtenu est très mauvais (0.34) ce qui signifie une absence de 

corrélation entre les deux paramètres pour ces 5 patients. Là encore, le nombre de patients est 

insuffisant pour conclure puisque pour des études de corrélation il est nécessaire d’avoir au 

minimum 20 patients. Une étude plus large débutera en septembre 2010 au CHU de Rennes. 

Celle-ci intitulée PACMoG (Preliminary Assay on angiogenesis and coagulation in 

monoclonal gamopathies) visera à comparer précisément le taux de MPs, leurs 

caractéristiques immuphénotypiques (origine cellulaire et marqueurs fonctionnels) et leur 

pouvoir procoagulant entre patients présentant une gammapathie monoclonale bénigne et 

ceux atteints de myélome et/ou de leucémie à plasmocytes. Cette étude vient de recevoir 

l’accord du comité de protection des personnes CPP de Rennes. 

 

Application de la détection des MPs au cours du traitement par desmopressine DDAVP. 

En parallèle, des études sur des patients subissant un test au Minirin®, ou à l’Octim® on été 

effectuées dans le but d’analyser l’évolution des MPs plaquettaires et non plaquettaires aux 

différents temps d’injection du médicament chez ces patients. L’interprétation de ces résultats 

est très délicate. En effet, les fluctuations dans le temps des taux de MPs après l’injection de 

DDAVP sont très importantes, et il est impossible ici d’en déduire un schéma général de 

variation des MPs au cours du temps. Toutefois, chez 3 patients (2 qui ont subi un test au 

Minirin® et 1 un test à l’Octim®), l’évolution des MPs est quasi similaire, soit une 

augmentation relativement importante des MPs entre T0 et T1h après l’injection. Mais 

globalement, il n’y a pas de règles et là encore le nombre de patients analysés est trop faible 

pour conclure. En parallèle, les résultats du test de coagulation concernant 4 patients subissant 

un test au Minirin® montrent une augmentation du temps de coagulation entre T0 et T1h soit 

une diminution du pouvoir pro-coagulant puis ensuite une ré augmentation du pouvoir pro 

coagulant. Ce résultat est inattendu puisque ce médicament est utilisé en pratique médical 

pour ses propriétés pro-coagulantes et/ou pro-aggrégantes.  D’autre part, la corrélation entre 
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ce test et la numération des MPs était mauvaise (avec coefficient de corrélation de seulement 

0.47) comme pour les gammapathies monoclonales. Notre équipe poursuit actuellement cette 

étude préliminaire et tentera d’analyser les mécanismes cellulaires et biochimiques 

influençant la microvésiculation lors du traitement par DDAVP. 
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VII. Conclusion 
 

Dans notre étude, nous avons mis au point la technique de détection des MPs en cytométrie en 

flux sur un cytomètre FC 500 (Beckman Coulter®) en suivant le protocole  de Robert S. et al. 

avec une modification sur la concentration d‘anticorps anti-CD41- FITC et anti CD138-FITC 

utilisée soit 1 microL. Ensuite, nous l’avons appliqué dans deux groupes pathologiques 

différents 1) les gammapathies monoclonales dans lesquelles l’objectif principal était 

d’étudier la corrélation entre d’une part le taux de MPs et de coagulabilité sanguine dépendant 

des MPs, et d’autre part la progression des gammapathies monoclonales ; 2) la desmopressine 

dans les pathologies hémorragiques héréditaires avec l’objectif de mesurer les variations 

cinétiques du taux de MPs provoquées par la desmopressine. Cependant, l’interprétation des 

résultats obtenus s’est révélée délicate car l’échantillonnage n’a pas été suffisamment 

important. Il s’agit en effet d’études préliminaires qui doivent être poursuivies afin de 

progresser dans cette voie  du fait de l’importance croissante du rôle des MPs dans de 

nombreux processus physiologiques tels que l’activation cellulaire, la thrombogénèse, la 

prolifération et la différenciation cellulaire, l’angiogénèse et la croissance tumorale mais 

également, un rôle dans le développement et le maintien de processus pathologiques. Ainsi, 

l’augmentation des MPs a été prouvée dans de nombreuses pathologies à risque thrombotique 

accru telles que le diabète, les maladies cardiovasculaires, le sepsis mais également le cancer. 

Par ailleurs, il persiste un problème : il s’agit des conditions pré-analytiques et notamment 

celles  concernant le prélèvement. Certaines analyses en CMF sur un même témoin prélevé à 

quelques heures d’intervalle ont montrés des résultats variables sur la numération des MPs. 

L’hypothèse la plus probable pouvant expliquer ce phénomène, concerne la difficulté liée au  

prélèvement sanguin plus ou moins délicat. Il est en effet envisageable de penser que pour un  

prélèvement difficile, l’activation cellulaire sera plus conséquente et la numération des MPs 

plus importante que pour un prélèvement normal. 

De toute évidence, il parait nécessaire d’approfondir ces résultats avec un nombre plus 

important de patients. Actuellement, la numération des MPs ne s’est pas inscrite dans une 

stratégie diagnostique de certaines pathologies où une augmentation des MPs est significative. 

Cependant, les MPs ont permis de comprendre les  processus physiopathologiques de 

nombreuses maladies. On peut penser que dans un avenir proche, la numération et la 

caractérisation des MPs  pourront être un outil non seulement dans  le diagnostic mais 

également dans le suivi de certaines pathologies comme par exemple le myélome où 

l’efficacité du traitement anti-tumoral serait corrélée à la diminution des MPs plasmocytaire. 
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Les microparticules (MPs) circulantes sont des vésicules membranaires de taille 

inférieure à 1 µm, libérées dans l’espace extracellulaire suite à l’activation ou à 

l’apoptose cellulaire. Leur origine est  principalement plaquettaire. Elles sont 

retrouvées dans le sang circulant de volontaires sains et leurs taux plasmatiques 

augmentent dans certaines pathologies à  risque thrombotique accru, mais 

également  dans le cancer et  en particulier dans le myélome. La cytométrie en 

flux est la technique la plus largement adoptée pour leur détection et leur dosage 
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L’intérêt de les doser serait double : d’une part dans le diagnostic de ces 
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pronostic et le suivi de ces mêmes pathologies. Ce travail de thèse a consisté 

dans un premier temps en une mise au point de la méthode de détection des MPs 

par cytométrie en flux. Leur potentiel pro-coagulant a été évalué en parallèle en 

utilisant un test de coagulation uniquement dépendant des phospholipides du 

patient. Deux applications médicales ont été réalisées dans un second temps: la 
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pro-coagulante des MPs dans les gammapathies monoclonales et la deuxième 

consistant en l’évaluation de l’évolution du taux des MPs après traitement 

intraveineux de MINIRIN
®
 chez des patients atteints de maladie hémorragique 

héréditaire de type maladie de Willebrand ou hémophilie A.  
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