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. INTRODUCTION

Poursuivant I'étude de la fonction hémostatique chez le porc {B), nous nous sommes plus particulié-
rement intéressés aux plaquettes sanguines, éléments particuliérement importants du phénoméne hémostatique.De
nombreuses études ont en effet montré le rble qu'elles jouaient dans la physiopathologie de nombrreuses affec-
tions ou syndromes, aussi bien en clinique humaine (maladies thrombo-emboliques, Coagulation Intra-Vasculaire
Disséminée) que porcine : mise en évidence de C.1.V.D. au cours de |'entérite hémarragique (7}, altérations
morphologiques constatées au microscope électronique dans les plaquettes de porcs atteints de troubles de
I'hémostase (8}, rétention des plaquettes sur billes de verre diminuée chez des porcs atteints de maladie de Von
Willebrand. {12).

Bien que ne possédant pas de noyau, la plaguette a une vie propre trés intense, Son quotient respi-
ratoire est voisin de I'unité, soit 50 fois supérieur a celui du globule rouge. Elle agit sur la perméabilité vasculaire
par libération de prostagiandines (15). La glycolyse essentiellement anaérobie {Voie d’Embden-Meyerhof}
produit I'énergie nécessaire aux fonctions (B) qui lui permettent de jouer son rble primordial dans
I'hémostase : adhésion au verre et au callagéne, agrégation aussi bien provoquée par le virus de la Maladie de
Newcastle que par I'A.D.P. ou |'adrénaline, libération enfin de divers médiateurs (release réaction). Le microscope
électronique révéle sa richesse structurale en permettant d’observer lysozomes, mitochondries et vacuoles. De
nombreuses recherches entreprises depuis les travaux de WRIGHT (1942) {14) et de WEBBER et FIRKIN (1965)
{13) ont conduit i {a notion d'hétérogénéité plaquettaire = les thrombocytes ne sont pas tous semblables entre-
eux, il existe des différences fonctionnelles et morphologiques qui permettent de les séparer en catégories ou
“populations”,

De nombreuses techniques ont été proposées et appliquées aussi bien chez I'homme que chez V'animal
(en particulier le chien) pour isoler ces différentes populations afin de mieux tes étudier. Elles reposent toutes sur
la séparation de plaguettes de densités différentes par centrifugation sur des gradients continus ou discontinus de
silicone, d'huiles inertes ou de sucres.

Nous nous sommes attachés quant 3 nous a une méthode mise au point par BONEU et Coll. (1) ala
suite de BOOYSE et RAFELSON (2) (3) : Vultracentrifugation d'un Piasma Riche en Plaguettes (P.R.P.) sur
gradient continu de saccharose. 1l nous a semblé, de plus, intéressant, dans le cadre de cette étude, d'examiner la
distribution des volumes plaguettaires au sein d’un grand nombre de ces éléments afin de calculer un volume
moyen et de comparer ces dannées a celles déja connues chez I'homme.

1. MATERIEL ET METHODES

1/ LES PORCS utilisés sont des procs nains, de race PITMAN—MOORE, couramment employés
en pathologie expérimentate et comparée. Le sang {20 ml} est obtenu par ponction de la veine cave antérieure, ||
est prélevé & I'aide d’'un matériel & usage unigue en matiére plastique. L'anticoagulant utilisé est le liquide d'Aster
ou solution A,C.D." 4 raison d'un millilitre d'anticoagulant pour 4 ml de sang.

* Acide citrique : 1,36 g, Citrate disodique : 3,03 g, glucose anhydre : 2 g, Q.5.P. 100 mi d'sau distillée.
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2/ ULTRACENTRIGUATION SUR GRADIENT LINEAIRE ET CONTINU DE SACCHAROSE
4):

Ce gradient continu de saccharose est réalisé a1'aide d’un appareillage type BUCHLER. Celui-ci permet
d’'obtenir sous un volume de 15 ¢cm3 un gradient lindaire et continu de saccharose de haut en bas d‘un tube de
2,5 cm de diamétre et de b cm de hauteur, La concentration la plus forte (65 % ) est située en bas ef 1a plus
faible (60 % ) en hauti du tube. Au-dessus de cette derniére, il est déposé 3 a 4 ml de saccharose a une concentra-
tion de 30 % de fagon & séparer les protéines plasmatiques de la premiére population plaquettaire.

La préparation plagquettaire testée est constituée par un P.R.P. obtenu par centrifugation 900 t/mn
{150 g) pendant 10 mn. Ce P.R.P. est & nouveau centrifugé dans les mémes conditions, Le surnageant (Plasma
Pauvre en Plaguettes) est jeté et le culot plaguettaire remis en suspension dans 0,6 m| d’une soiution contenant

5 volumes de sérum physiologique pour un volume de liquide d'Aster. Toutes les manipulations ont lieu a la
température de la piéce.

Cette suspension qui contient environ 109 plaquettes est ensuite déposée sur la couche de saccharose
a@ 30 % . L'ensemble est soumis & une ultracentrifugation 556,000 g pendant 1 heure 4 la température de 4°C. Le
contenu est alors aspiré a travers un photométre ultra-violet {longueur d'onde 254 nm} en circulation continue
a un débit de Tmi/mn. Le résultat est transcrit sur un enregistreur qui exprime les variations de densité optique
{proportionnelles au nombre de plaguettes) en ordonnée, en fonction du volume du gradient aspiré en abscisse.

3/ ANALYSE DE LA DISTRIBUTION DES VOLUMES PLAQUETTAIRES {10) :

La préparation plaguettaire utilisée est un P.R.P. obtenu dans les mémes conditions que précédem-
ment, Il est dilué dans 20 ml d’un soluté isotonique spécialement préparé pour ces manipulations {ISOTON
“COULTRONICS”). Les manipulations sont effectuées a la température du Laboratoire. Ces conditions ne
modifient pas du tout la forme et le volume des plaquettes,

L 'appareil comprend trois modules :

- Un compteur de particules : COULTER COUNTER Modéle Z.BIC, qui permet de compter le nombre de
plaquettes contenues dans le volume d’aspiration (0,5 mi), chacune d’entre-elles déterminant une impulsion
électrique dont la hauteur est proportionneile au volume ;

— Un analyseur multicanaux : CHANNELYSER € 1000, qui recueille les informations du premier module, classe
automatiquement les impulsions en fonction de leur taille et les comptabilise de maniére & fournir les résultats
sous forme d’un histogramme de 100 classes ou canaux ;

— Enfin, un troisiéme module enregistreur permet de transcrire la courbe fournie par le deuxiéme module sur un
papier {100 classes de volume en abscisse - nombre de plaquettes en ordonnée).

Ces appareils sont utilisés selon laméthode décrite par PAULUS {9) et permettent d’obtenir le volume
moyen et le volume modal de chaque échantillon testé,

lll. RESULTATS
1/ EXPLORATION DES DENSITES PLAQUETTES :

Les diagrammes obtenus {figure 1) montrent |plusieurs pics. Chez le porc trois pics peuvent étre
identifiés alors que chez I'homme deux seulement sont mis en évidence.

Le pic qui se situe dans les densités les plus faibles correspond au pic A de BOOYSE et RAFELSON
{2) {3). Il se trouve pratiquement au méme endroit {entre 51,5 % et 52,6 % } quelle que soit |'espéce animale.
Sa signification artefact ou population plaquettaire est discutée. Le porc possédant deux autres pics est sembiable
a la plupart des espéces animales (cheval, mulet, dne, chévre, mouton, lapin néo-zélandais} qui elies aussi possédent
2 pics, mais a des niveaux sensiblement différents selon chaque espéce {figure 2}.
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FIGURE 1

DISTRIBUTION DES "POPULATIONS PLAQUETTAIRES” SUR GRADIENT CONTINU,
A PARTIR D'UN PLASMA RICHE EN PLAQUETTES (PRP)
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FIGURE 2
DISTRIBUTION DES PLAQUETTES SUR GRADIENT CONTINU DE SACCHAROSE
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Les plaquettes de 4 pores examindes selon cette technique ont permis de vérifier la constance de ces

résultats {(cf, tableau 1),

TABLEAU 1
CONCENTRATION EN SACCHAROSE
CORRESPONDANT A CHAQUE PIC PLAQUETTAIRE
EQUIVALENT A
deBOOYSE & RAFELSON AUTRES PICS
HOMME 52 59
515 54,5 60,8
PORC 525 555 60
NAIN ” 5 5 59,2
L 56 60,5

2/ EXPLORATION DES VOLUMES PLAQUETTAIRES :

Le type de courbe obtenu est conforme & celui de la figure 3.

DISTRIBUTION DES VOLUMES PLAQUETTAIRES

FIGURE 3
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Le volume modal est de 6,7 microns-cube pour un volume moyen plaguettaire de 8,3 microns-cube,
Le porc appartient donc a la catégorie des espéces macro-plaquettaires par rapport a I'homme (volume modal

5,8 microns-cube, volume moyen 7,3 microns-cube) comme le chien et le chat,

Il convient de noter que |'allure de la courbe de distribution des volumes plaquettaires est remarqua-
blement constante quelle que soit |'espéce : assymétrique, made unique, déviée & gauche.
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De plus, chez t'homme comme chez le porc, les résultats exprimés en fréquence cumulée des log-
volumes plaquettaires {méthode graphique de HENRY (11} ) montrent une distribution des tog-velumes normale
{fig. 4).

FIGURE 4

DISTRIBUTION GAUSSIENNE DES LOG VOLUMES
CHEZ QUELQUES ESPECES DOMESTIQUES
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IV. DISCUSSION ET CONCLUSION

Au-deld d'une meilleure connaissance des plaguettes du pore, ces expériences ont montré chez celui-ci,
comme chez la plupart des autres animaux, |'existence d’'une double population plaquettaire en lieu et place de
l'unique population humaine (la fraction A n’étant pas considérée du fait de sa signification discutée). Le fait
pour linstant ne peut é&tre expliqué. Il faut cependant noter que I'homme atteint de désordres myéloprolifératifs
présente une remarquable augmentation de la fraction A jusqu’a imiter I'image des doubles populations rencon-
trées chez {’animal.

Le porc, comme la plupart des autres espéces testées, posséde une distribution de log-volumes plaquet-
taires gaussienne mais s’en distingue par une macro-plaquettose par rapport a I'homme.

L'ensemble de ces connaissances peut étre utilisé en pathologie comparée afin de comprendre et
d’expliquer |'hétérogénéité plaquettaire,

L'observation chez le lapin de différences intra-spécifiques dans le profil plaquettaire {figure 5) :
présence d'une seule population chez ie Fauve de Bourgogne et de deux chez le Néo-Zélandais), nous incite 3
poursuivre nos études chez e porc a la recherche de constatations semblables.

fvoir figure 5, page suivante)
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FIGURE 5

DISTRIBUTION DES PLAQUETTES DE LAPINS
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