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I. Les plaquettes sanguines: structure, fonction et analyses
biologiques
En 1882, Bozzozero et Hayem identifient les plaquettes comme de petits éléments circulants

sanguins issus de la fragmentation d’érythrocytes et de leucocytes (1). Les recherches ont

permis, depuis, de mieux préciser leur origine, leur structure et leurs fonctions.
A. Mégacaryocytopoiése et synthese des plaquettes

1. Structure des mégacaryocytes et étapes de leur maturation
Les plaquettes (ou thrombocytes) sont de petites cellules anucléées de forme discoide qui
proviennent de Ila fragmentation du cytoplasme de leurs précurseurs médullaires, les
mégacaryocytes (MK). Les MK sont de volumineuses cellules (30 a 100 um pour les plus
matures) présentes en faible quantité dans la moelle osseuse (< 1 %) (2). Ils sont issus de la
différenciation de progéniteurs mégacaryocytaires par mitoses successives (BFU-MK, Burn
Forming Unit-MegaKaryocyte, progéniteurs précoces puis CFU-MK, Colony Forming Unit-
MegaKaryocyte, progéniteurs tardifs) donnant naissance aux précurseurs mégacaryocytaires
(3). Les progéniteurs se caractérisent par des marqueurs de surface de différenciation comme
CD 34, HLA-DR et présentent déja des marqueurs spécifiques de la lignée plaquettaire,
CD 41 et CD 61 (figure 1). L’acquisition des autres glycoprotéines de surface (GPIX, GPV,

GPIV...) a lieu progressivement au cours de la maturation mégacaryocytaire (4).
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Figure 1 : Différenciation mégacary ocytaire (d’aprés Vainchencker et coll, 1996 — M égacary opoiése et plaquettogénese)

Les précurseurs mégacaryocytaires perdent ensuite progressivement leur capacité de
prolifération et d’auto-renouvellement et vont subir deux étapes fondamentales de la
mégacaryopoicse : la polyploidisation nucléaire et la maturation cytoplasmique. La
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polyploidisation du noyau correspond a une succession d’endomitoses (duplication de ' ADN
sans division cytoplasmique) donnant naissance a des MK polyploides (de 2N a 128N) (3).
Cette étape s’accompagne d’un processus de maturation et de développement du cytoplasme
permettant I’acquisition de caractéristiques fonctionnelles nécessaires aux futures plaquettes :
cela se traduit par l'apparition de ribosomes impliqués dans la synthése de protéines
plaquettaires, de mitochondries et de I'appareil de Golgi, réseau tubulaire et canaliculaire
permettant le relarguage des granules plaquettaires (2). Dés le stade mégacaryocytaire, des
protéines spécifiquement plaquettaires comme le récepteur du fibrinogéne (GPIIbllla ou
CD 41a), le facteur von Willebrand (VWF) et le facteur 4-plaquettaire (PF4) sont synthétisées
et présentées a la surface des MK. D’autres protéines d’origine plasmatique sont intégrées aux
granules par un mécanisme d’endocytose (fibrinogéne, thrombospondine, TSP) ou de
pinocytose (albumine, immunoglobulines Ig G) (5).

Quatre stades de maturation mégacaryocytaire se succedent (figure 2). Auterme de huit jours de
maturation, la libération de 2000 a 5000 plaquettes par MK a lieu au stade de MK
plaquettogénes (ou MK de stade IV) (6). Plusieurs mécanismes sont évoqués : les MK
¢mettent des pseudopodes (ou proplaquettes) au contact des sinusoides et se fragmentent dans
la lumiere de ces derniers (2). D’autres auteurs €voquent un systeme membranaire de
démarcation capable de diviser le cytoplasme mégacaryocytaire en futures plaquettes (7). Les
plaquettes gagnent alors la circulation sanguine ou leur durée de vie atteint 8 a 10 jours.
Environ 30 % de la population plaquettaire est séquestrée transitoirement a [’état
physiologique par la rate. Cette rétention des plaquettes, sans pour autant en diminuer leur
durée de vie, explique la thrombopénie accompagnant fréquemment la splénomégalie
(hypersplénisme) (5). Les plaquettes vieillies sont €liminées par les macrophages du systeme

réticulo-histiocytaire de la rate, du foie et de la moelle osseuse (8).

2. Régulation de la mégacaryopoiese
La mégacaryopoiese survient dans un microenvironnement médullaire complexe soumis a de
nombreuses régulations survenant a chaque étape. Ces mécanismes régulateurs permettent
une adaptabilité de la synthese plaquettaire en cas de thrombopénie en augmentant plus de dix

fois la masse totale des MK (9).

25



Mégacaryoblaste

Cellule rare (10 % du total des MK)
Taille : 20-40 pm
Rapport nucléocytoplasmique élevé
Le noyau est unique ou double avec une
chromatine fine et rarement un nucléole
présent.
Le cytoplasme est basophile sans granulations

MK basophile

10 a 20 % des MK
Taille :jusqu’a 80 um
Le noyau présente un contour irrégulier et une
chromatine encore fine.
Le cytoplasme est basophile sans granulations.

MK granuleux

50 % des MK
Taille : jusqu’a 120 pm
La morphologie nucléaire est trés variable d’un
MK granuleux a I’autre. Le contour nucléaire
est trés irrégulier.
Le cytoplasme est granuleux, peu basophile et
présente parfois des vacuoles.

MK plaquettogéne

20 a 30 % des MK
Taille : 60-120 pm
La cellule a un aspect variable.
Le cytoplasme est proche de I’aspect des
plaquettes. Son contour est mal délimité.

Figure 2 : Aspects cytologiques des différents stades de maturation des MK (10)

La thrombopoiétine (TPO) constitue la principale cytokine régulatrice de la mégacaryopoicse.
Basé sur des travaux déja effectués avec I'érythropoiétine, ce nom lui a été attribué pour la
premiere fois en 1958 pour décrire la « molécule capable d’augmenter la production
plaquettaire » (11). Cette glycoprotéine, synthétisée au niveau du foie, du rein et de la moelle
osseuse, est le ligand du récepteur c-Mpl. Ce récepteur, qui appartient a la sous-famille des
récepteurs cytokiniques de classe I aux hormones de croissance, a été décrit au départ comme
un proto-oncogene exprimé par le virus murin MPLV (myeloproliferative leukaemia virus)

(12). La TPO est la principale cytokine responsable de la prolifération et de la maturation des
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progéniteurs de la lignée mégacaryocytaire. Apres s’étre liée a son récepteur présent a la
surface de tous les stades de MK, il y a dimérisation de ce récepteur et transduction du signal
via une cascade de phophorylation médiée par des tyrosines kinases. Elle stimule alors la
ploidisation, I’augmentation de la taille cellulaire mais aussi le processus de formation des
proplaquettes permettant la fragmentation des futures plaquettes sanguines (9). Elle possede
¢galement des récepteurs a la surface des plaquettes et agit sur la sécrétion de granules a et
favorise l'adhésion et I'agrégation plaquettaire induite par la thrombine (3). La
compréhension du réle essentiel de la TPO dans la mégacaryopoiese a conduit les industries
pharmaceutiques a ¢laborer dans un premier temps des formes recombinantes de la TPO
endogene. Rapidement limitées par la formation d’anticorps neutralisants ayant une activité
croisée avec la TPO endogene, des agonistes du récepteur de la TPO ont été synthétisés et ont
recu l'autorisation de mise sur le marché dans le traitement du purpura thrombopénique
immunologique (PTI) réfractaire aprés splénectomie ou en cas d’impossibilité¢ de I'effectuer
(romiplostim, N Plate® et eltrombopag Revolade®) (13). Aucun effet significatif de ces
molécules sur le taux de plaquettes, permettant de réduire le nombre de transfusions, n’a été
démontré dans le cadre des thrombopénies centrales apres chimiothérapies (14).

La présence de ces récepteurs de haute affinité pour la TPO a la surface des plaquettes permet
de réaliser une boucle d’autorégulation. En effet, lorsque la numération plaquettaire sanguine
augmente, les plaquettes captent la TPO et diminuent sa concentration plasmatique. Dans un
contexte de thrombopénie, le nombre diminué de plaquettes pouvant internaliser 1’hormone
régulatrice entraine une augmentation de sa concentration plasmatique et accroit la
thrombopoiese (9) ¢figure 3). Le niveau de TPO sanguin et médullaire est ainsi inversement
corr¢lé a la numération plaquettaire, comme en témoigne les patients sous chimiothérapie
thrombopéniante qui présentent des taux importants de TPO (15). En revanche, cette
concentration inversement proportionnelle entre la TPO et la numération plaquettaire n’est
pas retrouvée dans les contextes de thrombocytoses réactionnelles. Dans un contexte
inflammatoire, I'interleukine-6 (IL-6) régule la synthése hépatique de la TPO en potentialisant
sa transcription. Des études réalisées in vitro mais également in vivo chez des patients atteints
de cancer ont effectivement montré que I’administration d’IL-6 augmentait le taux d’ARNm
hépatique et la concentration circulante de TPO, et que I'effet de I'IL-6 sur les plaquettes était
neutralis¢ par ’administration de TPO (16). Le mécanisme de la thrombocytose réactionnelle
observée dans les carences en fer et la régulation de la TPO dans ce contexte ne sont pas

encore totalement compris.
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La mégacaryopoiese nécessite également d’autres cytokines et des interactions avec les
cellules souches hématopoiétiques et les cellules stromales médullaires. L’IL-3, I'IL-6 et
I’IL-11 stimulent la prolifération des progéniteurs des MK. SDF-1 (Stromal-Derived Factor-
1), produits par les cellules stromales, et PF4 favorisent la migration et les interactions des

MK avec les cellules endothéliales médullaires (3).

B. Morphologie des plaquettes sanguines
Les plaquettes sont des cellules anucléées de forme discoide, en I’absence d’activation, de 2 a
4 um de diameétre (17). L’examen morphologique des plaquettes constitue une étape
nécessaire dans la validation biologique d’une thrombopénie (18). En pratique quotidienne,
I’analyse morphologique des plaquettes repose sur un examen attentif du frottis sanguin
coloré au May-Griinwald Giemsa (MGG) au microscope optique. Les plaquettes apparaissent
comme de petits éléments hétérogenes en taille et en forme, souvent arrondis ou ovalaires
(figure 4). Cette anisopoikilocytose est physiologique. Le cytoplasme clair contient des
granulations azurophiles (seuls les granules a sont colorés au MGG) disposées régulicrement
ou regroupées en position centrale correspondant au granulomere, et un liseré clair

périphérique agranulaire encore appelé hyalomere (19).
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Figure 4 : Morphologie des plaquettes

En haut (1) : Anisocytose plaquettaire sur un frottis sanguin coloré¢ au MGG

En haut (2) : Ultrastructure plaquettaire en microscopie électronique

(d’apres Trzeciak et coll., 1997 — Physiologie et exploration de ’hémostase et de la thrombose)
En bas (1): Aspect discoide des plaquettes au repos (microscopie électronique) (1)

En bas (2) : Plaquette activée (microscopie électronique)

L’examen du frottis sanguin coloré¢ au MGG constitue toujours la technique de référence pour
I’évaluation de la taille plaquettaire. Les microscopes peuvent étre €équipés d’un micrometre
oculaire gradué qui se superpose a I’image du frottis. Le terme de « grandes plaquettes » est
utilisé pour définir des plaquettes de taille supérieure a celle correspondant a 1’anisocytose
physiologique. Les intitulés « macroplaquettes » et « plaquettes géantes » sont également
utilisés dans la littérature pour définir des grandes plaquettes. Leur taille est inférieure au
globule rouge pour les macroplaquettes et supérieure pour les plaquettes géantes (20).

La microscopie €lectronique permet de distinguer les différents composants de la plaquette

(figure 4).

1. Le glycocalix
Cette structure périplaquettaire est constituée de glycosaminoglycanes. Face aux
glycosaminoglycanes endothéliaux, les plaquettes sont repoussées a distance de I’endothélium

par opposition de charges négatives (1).

29



2. La membrane plasmique
La membrane plasmique se présente sous forme d’une bicouche phospholipidique avec deux
feuillets lipidiques externe et interne maintenant une couche riche en glycoprotéines. Les
sphingomyélines constituent essentiellement le feuillet externe. Le feuillet interne se compose
de phosphatidylsérine, phosphatidyléthanolamine et de phosphatidylinositol. D’autres
phospholipides, les phosphatidylcholines, sont insérés entre les deux feuillets. Il existe une
assymétriec de distribution des lipides membranaires, les charges négatives étant disposées
dans le feuillet interne. Une protéine particuliére, la scramblase, assure le maintien de cette
assymétrie (1). Des récepteurs glycoprotéiques sont intégrés dans la partie externe de la
membrane plasmique et jouent un role essenticl dans I'hémostase primaire en se liant
spécifiquement a des ligands. Plus de 40 molécules protéiques ont été identifiées a la surface
plaquettaire dont les complexes Ib-IX-V et IIb-IIla sont les représentants majeurs. La plus
grosse glycoprotéine est désignée par le chiffre romain I, la plus petite par le chiffre IX. Les
lettres a et b ont été rajoutées lorsque des techniques d’¢lectrophorése plus résolutives ont
permis de mieux séparer chacune des glycoprotéines (5).
- Le complexe glycoprotéique GPIb-IX-V

Ce complexe glycoprotéique est constitué de quatre sous-unités codées par des chromosomes
différents (GPIba : 17p12, GPIbp : 22q12-2, GPV : 3929 et GPIX : 3q21) et assemblées au
stade de MK mature (21). Il existe environ 25000 structures GPIb-1X-V par plaquette.

Le complexe GPIb-IX-V comprend deux molécules Iba et deux molécules Ibp reliées entre
elles par des ponts disulfure, deux molécules IX et une molécule V, chacune caractérisée par
des séquences répétées riche en leucine (22) (figure 5. La GPIb (CD 42b), glycoprotéine
majeure de ce complexe, posseéde les sites de fixation du VWF et de la thrombine. La
principale fonction de ce complexe se situe dans la phase d’adhésion plaquettaire a
I’endothélium Iés¢. Le vWF, présent dans le sang sous forme de complexes multimériques, se
fixe au sous-endothélium et dévoile un site cryptique de fixation a la sous-unit¢ GPIba au
niveau de son domaine Al. Les forces de cisaillement intenses présentes au niveau de
I’endothélium sont également responsables d’un changement conformationnel du complexe
glycoprotéique plaquettaire et du vVWF facilitant leur liaison (22). GPIX (CD 42a) associée a
la sous-unit¢ GPIbB intervient surtout dans I'ancrage du complexe a la membrane
plaquettaire. GPV forme des liaisons covalentes avec les GPIb et GPIX et est secondairement
clivé par la thrombine apres activation plaquettaire. Son role serait mineur au sein du

complexe.
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La structure GPIb-IX-V posséde des sites de liaison au cytosquelette, en particulier a ’actin
binding-protein (ABP) via ses domaines cytoplasmiques, permettant la transmission du signal
d’activation plaquettaire (22). Le complexe est le support de I’antigéne plaquettaire HP A-2
(human platelet antigen-2).
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Figure 5 : Structure et organisation membranaire des complexes GPIb-IX-V et GPIIb-IIIa (1)

- Le complexe glycoprotéique GPIIb-IIla (23)

Présents a hauteur de 60000 a la surface plaquettaire et dans les granules o, GPIIb (CD 41) et
GPIlla (CD 61) forment le complexe glycoprotéique majeur de la membrane plaquettaire
(figure 5). Ce complexe (allbP3) appartient a la famille des intégrines, hétérodimeéres calcium-
dépendant comportant une sous-unité o et une sous-unit¢ B. GPIIb est constituée de deux
chaines, la chaine lourde extra-cellulaire et la chaine Iégere transmembranaire, reliées par un
pont disulfure. La GPIIla constitue une chaine polypeptidique unique. Les génes codant pour
ces protéines sont situés sur le chromosome 17q21-23 (ITGA2B et ITGB3). GPIIbllla, dont le
ligand principal est le fibrinogéne, détient un role capital durant la phase d’agrégation
plaquettaire car il permet I’é¢tablissement de ponts inter-plaquettaires. La liaison du complexe
au fibrinogéne s’effectue par reconnaissance d’un tripeptide, Arg-Gly-Asp (séquence RGD).
D’autres protéines adhésives comme le vWF, la fibronectine et la vitronectine contiennent des
séquences RGD et peuvent ¢galement s’y lier. L’expression du complexe GPIIbllla et la
liaison a ces ligands nécessitent un changement conformationnel de la plaquette et la
distribution du pool interne situé dans les granules o consécutivement a la phase d’activation
plaquettaire. GPIIbIlla est également le support des antigenes plaquettaires HPA-1, HPA-4 et
HPA-3.
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- La glycoprotéine GP VI
La GPVI appartient a la superfamille des immuno-récepteurs. Environ 4000 complexes
formés par cette glycoprotéine et la chaine gamma des récepteurs des immunoglobulines sont
exprimés par plaquettes. Elle est le récepteur principal du collagéne de type I et III présent
dans le sous-endothélium (8).

- Autres glycoprotéines et récepteurs membranaires
Il existe de nombreuses autres protéines qui constituent des récepteurs d’adhésion,
d’activation, d’agrégation et d’inhibition plaquettaire. Les glycoprotéines GPla et GPIla sont
formées d’une chaine polypeptidique unique. La GPIa (CD 49b), qui porte I’alloantigéne
HPA-S5, intervient a la phase initiale de ’adhésion plaquettaire au sous-endothélium en jouant
le role de récepteur pour le collagéne. La GPIla (CD 29) forme avec la GPIc (CD 49e) le
récepteur de la fibronectine et avec la GPId (CD 491) le récepteur de la laminine (1,17). La
GPIV (CD 36), récepteur de la TSP et du collagéne, intervient pour renforcer I'agrégation
plaquettaire. Tout comme le complexe GPIIblIIa, cette glycoprotéine est présente a la surface
des plaquettes mais aussi de la membrane des granules a. CD 9, dont la fonction est mal
connue, s’associe au complexe GPIIbllla apres activation cellulaire. De maniére générale, la
fixation des molécules adhésives aux diverses glycoprotéines de surface ou aux intégrines
entralnent une cascade de phosphorylation par des tyrosines kinases de motifs particuliers
dont les immuno-tyrosine based activation motifs (ITAM) (24).
La membrane plasmatique plaquettaire présente également le récepteur de haute affinité a la
TPO, c-MPL, des récepteurs des Ig, des récepteurs aux agonistes plaquettaires solubles
(thromboxane A2 TxA2, ADP, ATP, thrombine) dont la plupart sont couplés a la protéine G
(TPa, P2Y1, P2X1, PAR) ainsi que d’autres allo-antigénes que ceux cités précédemment
(HLA-1...) appartenant au complexe majeur d”histocompatibilité.
La membrane plaquettaire constitue la surface d’échange avec I'environnement. Le systeme
canaliculaire, correspondant a des invaginations profondes de la membrane externe, établit ce
lien entre I’intérieur de la plaquette et I'extérieur. Il permet d’augmenter la surface de contact
des plaquettes en rendant accessible un plus grand nombre de récepteurs glycoprotéiques. En
fusionnant avec la membrane des granules, il permet également la sécrétion du contenu
granulaire. Ce réseau complexe correspondrait aux vestiges du syst¢tme membranaire de

démarcation permettant de définir les futures plaquettes dans le cytoplasme des MK (5).
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3. Le cytoplasme plaquettaire

Le cytoplasme se constitue d’un cytosquelette de protéines contractiles comprenant des
microfilaments d’actine auquel se lient de nombreuses autres protéines telles que la myosine,
la vinculine, la gelsoline et ’ABP. La configuration de ce cytosquelette est essenticlle a la
plaquette pour assurer sa fonction dans I’hémostase primaire. L’entrecroisement des filaments
d’actine permet le changement conformationnel de la plaquette activée et la rétraction du
thrombus une fois constitué. Le cytosquelette intervient également dans I’activité contractile
nécessaire a la sécrétion des granules. Le maintien de la forme discoide au repos est assuré par
un anneau de tubuline présent en périphérie de la plaquette. Un systéme de membranes non
connecté a la surface, le syst¢me tubulaire dense, correspond a du réticulum endoplasmique
lisse résiduel du MK. Il contient les enzymes du métabolisme lipidique, des ions calciques et
les enzymes régulant le transport cellulaire (8). Il constitue le sie¢ge de la formation de TxA;.
Trois types de granules constituent le granulomeére plaquettaire : les granules a, les granules
denses et les lysosomes (25,26).

- Granules o
Les granules o constituent les organites de stockage majoritaires. Prédominants par leur
nombre (8 a 10 par plaquette) et leur taille (0,3 a 0,5 um), ils sont aisément repérables en
microscopie électronique par leur aspect ovalaire, grisé, avec quelques structures tubulaires et
une région plus dense aux €lectrons car plus riche en protéoglycanes, le nucléoide (26). Ils
contiennent un grand nombre de protéines spécifiques des plaquettes synthétisées au niveau
du MK (B-thromboglobuline, PF4 et vWF) ou d’origine plasmatique (fibrinogene, TSP, IgG)
et des facteurs de croissance (PDGF, Platelet-derived growth factor et TGF-f3, Transforming
growth factor). La membrane des granules a contient diverses molécules parmi lesquelles le
complexe GPIIb-IIIa et la P-sélectine (CD 62P).

- Granules denses
La plaquette contient 4 a 5 granules denses de 0,2 a 0,3 um de diamétre. De morphologie
ovale ou arrondie, ils sont denses aux électrons en microscopie électronique (26). Ces
granules sont le lieu de stockage de la sérotonine, puissant vasoconstricteur, du calcium
responsable de la densit¢ en microscopie ¢électronique, d’ATP et d’ADP responsable de
I’agrégation plaquettaire ADP-dépendante.

- Lysosomes
Ces organites intracellulaires ubiquitaires de 0,2 pum contiennent des hydrolases acides

comme la phosphatase-acide et la - glucuronidase ainsi que la collagénase et la proélastase.
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C. Fonctions des plaquettes
Longtemps considérées comme de simples transporteurs des facteurs de la coagulation (27),
le role des plaquettes est désormais bien établi dans la physiologie de I’hémostase. De
nombreuses fonctions leurs sont également attribuées dans la thrombose, I’inflammation ou la
dissémination métastatique de certains cancers (1). Celles-ci sont développées ici a titre

indicatif

1. Plaquettes et hémostase primaire

En situation de rupture de I'intégrité de 'endothélium vasculaire, I"hémostase correspond a
une série de processus cellulaires et biochimiques assurant I’obturation de la bréche et le
contrdle de 'hémorragie. Trois étapes se succedent.

L’hémostase primaire correspond au colmatage de la bréeche vasculaire par un agrégat
plaquettaire. L’hémostase secondaire permet de consolider le thrombus plaquettaire par un
réseau de fibrine issude la cascade de coagulation plasmatique. Enfin, la fibrinolyse assure la
dégradation de la masse de fibrine et permet de retrouver une perméabilité vasculaire (28).
Seule I'hémostase primaire sera développée ici en raison de I’intervention majeure des

plaquettes dans cette étape.

a) Réle de I'endothélium vasculaire
L’hémostase primaire fait intervenir deux acteurs principaux : 'endothélium vasculaire et les
plaquettes sanguines. L’endothélium correspond a la monocouche de cellules endothéliales
cohésives au contact de la circulation sanguine. Sans cesse soumis a divers stimuli physiques
(forces de cisaillement) et humoraux (cytokines diverses), il joue un role essentiel dans le
maintien de ’homéostasie sanguine. Cet état d’équilibre repose sur ses capacités de synthése
de multiples médiateurs (1). Le vWF, synthétis¢ a la fois par les MK et les cellules
endothéliales, intervient dans I’adhésion des plaquettes au sous-endothélium et constitue le
transporteur du facteur anti-hémophilique A (facteur VIII de la coagulation). Le facteur
tissulaire, protéine transmembranaire, est exprimé de fagon inductible par la cellule
endothéliale activée et constitutivement par le sous-endothélium. Exposé aux protéines
procoagulantes (facteur VII activé), il initie la cascade de coagulation. La thrombomoduline
active la protéine C, facteur inhibiteur de la coagulation, en présence de thrombine.
L’endothélium produit également des protéines vasoactives telle que le monoxyde d’azote et
la prostacycline (PGI2), vasodilatatrices, ou I’endothéline et TxA2, vasoconstrictrices, qui

modulent également I’activité plaquettaire (28).
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L’endothélium est I'acteur essentiel de la premic¢re étape de I’hémostase primaire. Décrite
sous le nom de «temps vasculaire », elle correspond a une vasoconstriction réflexe et
transitoire du vaisseau lésé. En ralentissant le débit sanguin, elle permet une stase circulatoire

favorisant la mise en ceuvre des €tapes suivantes de 1’hé mostase.

vasoconstriction

Lésion Adhésion et Agrégation Arrét du
vasculaire activation saignement

Figure 6 : Etapes successives de I’hémostase primaire

(d’apreés Boneu & Cazenave — Introduction a I'étude de I’hémostase et de la thrombose, 1997)

b) Etapes de I'hémostase primaire (figures 6 et 7)
La lésion endothéliale entraine la mise a nu de surfaces trés thrombogenes comme les fibres
de collagéne qui représentent le déclencheur physiologique essentiel de I’hé mostase primaire.
Les plaquettes adhérent au collagéne graice aux ponts formés par le vVWF contenu dans le
plasma et au sein des corps de Weibel-Palade endothéliaux et le complexe d’adhésion
plaquettaire GPIb-IX-V. Des liaisons directes entre les plaquettes et le collagene sont

¢galement formées via des récepteurs spécifiques, GPVI et GPIa (1).

Changement
de forme

Agrégation réversible

Ca2+

Changement

_de forme :
%, Sécrétion
s Ca2+ -
Pty ‘»' et —
Adhésion “Etalement Agation irréversible

Figure 7 : Participation plaquettaire a ’hémostase primaire (d 'aprés Cazenave, EFS Alsace, InsermU 311)

La phase d’activation plaquettaire consécutive a leur adhésion se caractérise par deux
phénomenes principaux, leur changement de forme et leur activation métabolique. Ces
processus actifs nécessitent de I’énergie sous forme d’ATP. Les plaquettes deviennent
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sphériques, émettent des pseudopodes. Ce changement de forme est assuré par le
cytosquelette (systeme contractile actine-myosine) lié aux récepteurs membranaires via la
protéine ABP. La polymérisation des filaments d’actine qui nécessite des ions calciques
présents dans le cytoplasme permet un plus grand contact intercellulaire et une rétraction du
caillot. Cette modification conformationnelle s’accompagne d’un relarguage du contenu des
granules par fusion de leur membrane avec le syst¢me canaliculaire ouvert.

Différents médiateurs solubles se fixent a leur récepteur spécifique et amplifient les phases
d’adhésion et d’activation plaquettaire initiales en recrutant des plaquettes supplémentaires.
La thrombine, produit de la cascade de coagulation, est un puissant agoniste plaquettaire qui
se fixe sur ses récepteurs spécifiques PAR (Protease-Activated Receptor) -1 et -4 et le
complexe GPIb-IX-V (28). L’ ADP, via ses récepteurs P2Y, et P2Y}, 'épinéphrine, le facteur
d’activation plaquettaire (PAF), la sérotonine, la vasopressine et les immunoglobulines G
libérés des granules constituent tous des facteurs potentialisant la phase d’activation
plaquettaire (29). Le TxA2 plaquettaire est généré par les actions séquentielles de la
phospholipase A2, qui libére I’acide arachidonique de la membrane plaquettaire, et de la
COX-1 (cyclooxygénase-1) qui convertit I'acide arachidonique en prostaglandine H. La
thromboxane synthétase catalyse I’étape finale de la synthése du TxA2 (30). Ce puissant
agent pro-agrégant plaquettaire favorise le recrutement de plaquettes en circulation et
potentialise €¢galement la vasoconstriction réflexe initiale.

Deux autres phénomeénes caractérisent cette étape d’activation plaquettaire. Le complexe
GPIIbllla, initialement li¢ aux protéines du cytosquelette, est exposé a la surface plaquettaire
(phénomene in-out) aprés modification conformationnelle. Il permet ensuite 1’établissement
de ponts inter-plaquettaires via le fibrinogéne et la formation d’agrégats plaquettaires
amplifi¢e par ’ADP et les premieres traces de thrombine synthétisée par la cascade de la
coagulation (23) (figure 8). La TSP, libérée des granules o plaquettaires et du sous-endothélium,
vient consolider I'agrégat interplaquettaire via la glycoprotéine GPIV. L’autre phénomene
essentiel correspond au « flip-flop » des phospholipides membranaires (figure ). Ce phénomene
fait intervenir une aminophospholipide translocase ou flippase qui permet le transport des
aminophospholipides vers le feuillet interne, une floppase qui permet leur externalisation et
enfin la scramblase responsable d’un transport aspécifique bidirectionnel. Les structures
internes de la membrane plaquettaire (phosphatidylsérine chargée négativement)
s’extériorisent alors en regard du plasma et deviennent des supports pour la fixation des

facteurs de la coagulation.
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L’activit¢ procoagulante des plaquettes s’exprime également par la formation de
microparticules riches en phospholipides anioniques et capable de fixer les facteurs V

(accélérine) et X (facteur de Stuart) de la coagulation activés par la thrombine (31).
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Figure 8 : Activation plaquettaire
A gauche : Mise en jeu des voies d’amplification (TXA2 et ADP)

A droite : Activité procoagulante plaquettaire - phénoméne de flip-flop et génération de microparticules

La cascade de la coagulation aboutit a la transformation du fibrinogéne circulant en fibrine
insoluble par la thrombine générée. Cette enzyme clé de la coagulation assure également une
rétroactivation et ’amplification des différentes étapes de la coagulation et de I'hémostase
primaire en se fixant sur ses récepteurs PAR; et PAR; et une sous-unit¢é du complexe GPIb-
IX-V. La formation de ce réseau protéique est focalisée sur 'agrégat plaquettaire riches en
phospholipides (facteur 3 plaquettaire ou phosphatidylsérine) (28). Le clou plaquettaire,

fragile et temporaire, est alors consolidé.

c) Plaquettes et thrombose - implications thérapeutiques

L’hémostase est un processus hautement régulé assurant un contrdle local de la constitution
du caillot et évitant I’activation de la coagulation a distance de la breche vasculaire. Lorsque
cet équilibre est rompu et notamment que les plaquettes sont activées de manicre
inappropriée, elles fournissent une surface propice aux réactions de coagulation et constitue
un risque de thrombose bien connu dans les pathologies artérielles. Les molécules
thérapeutiques développées dans la prévention de ces manifestations thrombotiques ciblent
différentes molécules clés de I’activation plaquettaire (figure 9).
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Les inhibiteurs de la COX-1 (Aspirine™) et les antagonistes des récepteurs de I’ADP

(ticlopidine-Ticlid®, clopidogrel-Plavix®) empéchent le recrutement de plaquettes.

hiémnopyridines
(Ticlid®, Plavix®

VASP 2> P-VASP

v [

Figure 9 : Les différents antiagrégants plaquettaires et leurs cibles
(d’apres Hézard ef coll., 2007 — la CMF dans un laboratoire d’hémostase)

Les antagonistes de I'intégrine GPIIbIlla (Réopro™) agissent sur la phase d’agrégation
plaquettaire (32).

2. Plaquettes et inflammation
Les premieres ¢études qui ont suggéré I’importance fonctionnelle des plaquettes dans
I’inflammation concernaient I'athérosclérose. Brie¢vement, la formation de la plaque
d’athérosclérose résulte de la diffusion de lipoprotéines LDL (low density lipoprotein) via les
jonctions inter-cellules endothéliales, de leur accumulation et de leur oxydation dans le sous-
endothélium et de I’activation secondaire de I’endothélium a lorigine d’un processus
inflammatoire et du recrutement de leucocytes (30). Longtemps considérées comme de
simples figurants incorporés au thrombus associ¢ a la plaque d’athérosclérose mature, les
plaquettes ont, en réalité, un réle bien défini dans la constitution de cette plaque. Il s’explique
par leur capacité a stocker et libérer plus de 300 protéines différentes ainsi que des radicaux
libres. Certaines, comme I’interleukine-1p, PF4 et RANTES (Regulated upon Activation,
Normal T-cell Expressed, and Secreted), ont des propriétés pro-inflammatoires avérées et
peuvent recruter d’autres cellules de I'inflammation (leucocytes, monocytes) (33). PF4 est
impliqué, en présence de RANTES, dans le recrutement de monocytes et 1’exocytose des
polynucléaires neutrophiles adhérants mais aussi dans [’inhibition de la dégradation du
récepteur des LDL favorisant aussi leur intégration au sous-endothélium. La P-sélectine,
exprimée par les plaquettes mais aussi par I’endothélium activé, joue unrole déterminant dans
les interactions leucocytes-plaquettes et les phénoménes d’adhésion et de rolling de ces
cellules sur ’endothélium (34). Les plaquettes expriment également le ligand du CD 40,
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membre de la famille du TNFa (tumor necrosis factor), impliqué dans la liaison des plaquettes
activées aux monocytes (30). Les microparticules générées par les plaquettes véhiculent
¢galement des messagers pro-inflammatoires a 'endothélium comme RANTES qui favorisent
le recrutement des monocytes. Des facteurs de croissance comme PDGF et TGF-f libérés des
granules o par les plaquettes activées jouent un role dans I'évolution chronique de
I’athérosclérose en favorisant la prolifération de cellules musculaires lisses.

La contribution des plaquettes dans le processus inflammatoire associé a d’autres pathologies
est moins bien étudiée. Mais leur implication a ¢ét¢ décrite dans I’étiologie des maladies
inflammatoires de I'intestin, la polyarthrite rhumatoide, le psoriasis ou encore les migraines

(30,34).

3. Plaquettes et cancer

Les plaquettes interviennent dans plusieurs étapes de la tumorogénese. Grace a leur capacité a
stocker des agents mitogénes comme I’acide lysophosphatidique, les plaquettes jouent unrdle
stimulateur de la prolifération des cellules tumorales (35). Les plaquettes sont ¢galement une
source importante de molécules proangiogenes comme le VEGF (Vascular endothelial growth
factor) et le PDGF mais aussi, de fagon paradoxale, de molécules antiangiogénes comme la
TSP ou le PF4. Certaines études suggerent que ces médiateurs pro- et antiangiogéniques
seraient stockés dans des granules différents et que seules les molécules proangiogéniques
seraient libérées dans un contexte tumoral (30). Ces interactions plaquettes-cellules tumorales
sont bidirectionnelles puisque ces cellules expriment également des protéines (cathepsin B,
matrix- metalloproteinase-2) qui activent les plaquettes et favorisent la libération de ces
molécules proangiogéniques. L’état d’hypercoagulabilit¢ inhérant au cancer (syndrome de
Trousseau (36)) et la thrombine générée sont également responsables de I’activation des
plaquettes et de ’émission de microparticules vectrices d’une activité procoagulante et de
facteurs de croissance angiogénes (35).

Le role des plaquettes dans le développement des métastases a été suggéré par Gasic et son
équipe (1968) qui ont démontré¢ que des souris thrombopéniques ne développaient pas de
métastases apres injection de cellules tumorales (37). Les plaquettes forment des complexes
avec les cellules tumorales et les leucocytes via les sélectines membranaires (P- et L-
sélectines) et les intégrines (allbB3) qui leur permettent d’échapper au syst¢tme immunitaire.
Ces complexes favorisent également leur immobilisation sur ’endothélium et la pénétration

des cellules tumorales dans les tissus. Il a d’ailleurs ét¢ montré une augmentation de
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I’expression de molécules d’adhésion a la surface des plaquettes chez les patients atteints d’un

cancer a un stade avancé (38).

D. Exploration biologique des plaquettes

Les technologies de réalisation d’un hémogramme ont connu des progrés considérables
depuis le milieu du 20°™ siécle dans le but d’améliorer la précision, la reproductibilité et la
vitesse d’exécution d’une des analyses biologiques les plus prescrites en pratique courante.
Bien que la diffusion d’automates de plus en plus performants ait permis d’atteindre ces
objectifs, la numération plaquettaire est sujette a des interférences et ces techniques présentent
encore des limites, notamment en terme de précision, qu’il est important de connaitre.

Dans un contexte de thrombopénie ou le risque majeur reste la survenue d’hémorragies
mettant en jeu le pronostic vital, il se pose la question d’une transfusion plaquettaire
prophylactique dont la décision tient compte, en partie, de la numération plaquettaire. L’enjeu
de cette décision est double a travers la prévention d’une hémorragie et la régulation
nécessaire des indications de transfusion dans le souci d’épargner un produit rare et précieux.
Le seuil d’indication de transfusion plaquettaire a ét¢ abaiss¢ a 20 G/L voire 10 G/L et
certains discutent d’un seuil a 5 G/L (39,40). Cependant, la révision de ce seuil est limitée par
I’imprécision reconnue des automates et leur manque de reproductibilit¢é pour des
numérations plaquettaires inférieures & 20 G/L (41). Nous verrons que la numération
plaquettaire immunologique (par immuno-marquage spécifique et analyse par cytométrie en
flux) a alors toute son indication en complément d’une numération automatisée.

Nous verrons, enfin, les tests fonctionnels disponibles permettant d’identifier les fonctions

plaquettaires altérées définissant la thrombopathie.

1. Numération plaquettaire
L’hémogramme est réalisé a partir de sang veineux ou capillaire prélevé dans un tube
contenant un anticoagulant recommandé, ’'EDTA (acide éthyléne diamine tétra acétique)
(42). Un autre anticoagulant, le citrate, peut également étre utilisé. Il est notamment indiqué
dans le cadre d’une thrombopénie liée a une thrombo-agglutination a I'EDTA. Le
prélevement doit étre analysé dans les 6 heures (43). En routine, ’analyse des plaquettes
associe la numération plaquettaire et la détermination du Volume Plaquettaire Moyen (VPM).
Chez ’'Homme, la numération plaquettaire, stable tout au long de la vie, est de 150 a 400 G/L.
La thrombopénie est définie par une numération inférieure a 150 G/L et la thrombocytose par

une numération supérieure a 400 G/L (44). Concernant le VPM, bien que plusieurs auteurs
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proposent des valeurs de référence (45—47), nous verrons dans le chapitre III que ce parametre
est soumis a de nombreux facteurs de variations et que chaque laboratoire devrait définir ses

propres valeurs de référence (20).
a) Hématimetre

(1) Méthodes d’analyse plaquettaire
Deux technologies sont utilisées par les hématimeétres présents sur le marché pour compter les
plaquettes. La plus ancienne, le principe Coulter, a ét¢ développée en 1953 et a révolutionné
la numération sanguine (48). Il s’agit d’une technique de mesure volumétrique. Les cellules
mises en suspension dans un liquide conducteur et guidées a travers un orifice vont
déclencher lors de leur passage entre deux électrodes une augmentation de la résistance
¢lectrique qui géneére une impulsion électrique. Le nombre d’impulsions correspond au
nombre de cellules ayant franchi I’orifice et le volume cellulaire est déduit directement de

I’amplitude de I’impulsion (49) (figure 10).

Electrode interne

Viderégulé

FLT Histogram

Electrode
externe

210 20 30 1

Courbe de distribution volumétrique (analyse
effectuée entre 2 et 20 fL, extrapolation et lissage

Flux de diluant de la courbe jusqu’a 60 fL)

Figure 10 : Principe de I’analyse plaquettaire par la technologie Coulter

Cette technologie est disponible sur les hématimétres Unicel® DxH™, LH500/750/780% de
Beckman Coulter et Sysmex®. Le domaine d’analyse des plaquettes différe en fonction des
constructeurs et de I'évolution technologique des hématimétres. Pour exemple, le LH750®
compte comme des plaquettes les ¢léments de volume compris entre 2 et 20 fL. Le XE-
2100D® prend en compte les événements de taille comprise entre 2 et 40 fL. La mesure des
impulsions permet d’obtenir une courbe de distribution plaquettaire volumétrique d’allure
log-normale (figures 10 et 11). Celle-ci est lissée et extrapolée jusqu’a 60 fL avec le LH750%. Le

VPM est déterminé a partir de cette courbe.
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Les limites de la méthode par impédancemétrie sont bien connues et notamment sa difficulté a
distinguer les plaquettes d’autres particules de taille similaire (47,50). Sysmex® a développé
une technologie de numération optique des plaquettes par fluorescence couplée a la méthode

par impédancemétrie (automates XN, XE2100/5000 et XT-2000i®) (figure 11).
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Figure 11 : Analyseplaquettaire par I’automate Sy smex®

A gauche : courbe de distribution volumétrique plaquettaire (mesure par imp édancemétrie)

A droite : distribution de la population plaquettaire selon la taille et la fluorescence (en haut de ’histogramme,
représentation de la population réticulocytaire) (automates XN, XE2100/5000 et XT-2000i™)

Elle utilise un colorant fluorescent brevet¢ qui marque le contenu en ADN/ARN. Cette
technologie a permis de s’affranchir en partie des limites de I'impédancemétrie en
différenciant par leurs propriétés optiques les plaquettes des particules cellulaires interférentes
(50).

L’autre méthode d’analyse plaquettaire utilisée par certains automates est une mesure optique
de diffraction laser bidimensionnelle. Cette technologie, utilisée par les automates
ADVIA®120, ADVIA®2120 et ADVIA®2120i (Siemens Healthcare Diagnostics) mais aussi
par ABBOTT (Cell-Dyn®), est développée en partie I1I.

(2) Facteurs interférents avec la numération plaquettaire

Plusieurs facteurs étant susceptibles d’interférer avec les plaquettes, la validation biologique
d’une numération plaquettaire, et notamment d’une thrombopénie, nécessite une attention
particuliére a toutes les étapes du processus analytique.

Avant de considérer une erreur technique liée a ’automate, une anomalie liée a la phase pré-
analytique doit €tre envisagée. Les conditions pré-analytiques (liées au patient et au
prélevement) constituent une étape importante dans le traitement d’une analyse et peuvent
influencer de fagon majeure le résultat obtenu. Une erreur d’identit¢ du patient, un
prélevement a proximité d’une perfusion ou effectué dans des conditions difficiles avec la
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formation de micro-caillots sont autant de risques de résultats erronés. Le délai entre le
prélevement et I'analyse est également un facteur de variation qui concerne surtout le VPM
(¢fparagraphe II)B). L ensemble de ces parametres doit donc étre contrdlé avant de poursuivre les
investigations.

L’étape suivante consiste a écarter les causes analytiques de diminution de la numération

plaquettaire.

e Amas plaquettaires

La présence d’amas plaquettaires doit étre envisagée en présence d’une thrombopénie. 11
s’agit d’un phénoméne induit in vitro en présence d’EDTA. Il est transitoire ou permanent,
oscillant en intensité et associ¢ a aucune pathologie particuliere. L’EDTA démasque un site
cryptique du complexe moléculaire GPIIbIIIa de la surface plaquettaire et le rend accessible a
un anticorps naturel ou immun et non agglutinant (Ig G, I[g M ou Ig A) présent dans le sang
d’individus sains (51). L’implication de ce complexe a été suggérée a partir de I’observation
quun plasma contenant cet anticorps pouvait agglutiner les plaquettes d’un individu
quelconque sauf une personne atteinte de la maladie de Glanzmann (52). Le titre de cet
anticorps, habituellement trés faible, peut provoquer chez 0,07 a 0,2 % d’individus
I’agglutination des plaquettes (51). Les appareils ne comptant que les plaquettes isolées, la
présence de ces amas plaquettaires peut induire une fausse thrombopénie importante.

Leur présence peut étre suspectée sur I'analyse des cytogrammes rendus par les automates.
Sur les automates a impédancemétrie, on recherchera un épaulement a gauche de la courbe
des leucocytes et ’absence de retour a la ligne de base de la courbe volumétrique des

plaquettes (figure 12).
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Figure 12 : Tllustrations de la présence d’amas plaquettaires (18)
A gauche : graphe de répartition des leucocytes sur un ADVIA®120 montrant une image en fusée
correspondant a la présence d’amas plaquettaires

A droite : Courbe de répartition des leucocytes sur un appareil fonctionnant par imp édancemétrie
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Pour les ADVIA®, la présence d’amas plaquettaires se traduit par une image en fusée sur le
cytogramme PEROX des globules blancs (18) ¢figure 12).

La réalisation d’un frottis sanguin coloré au MGG permet de rechercher ces amas situés plus
particulierement en queue de frottis (figwe 13). Enfin, il est souhaitable de contrdler la
numération plaquettaire en présence d’un autre anticoagulant comme le citrate, voire le
CTAD (citrate théophylline adénosine dipyridamole) dans les cas de thromboagglutination
croisée EDTA-citrate (51).

e ¥

Figure 13 : Amas plaquettaires a I’examen d’un frottis sanguin

e Phénomene de satellitisme plaquettaire
Ce phénomene rare, mis en évidence sur moins de 1 hémogramme pour 10000, est ¢galement
li¢ a la présence d’EDTA (53). Les plaquettes se collent a la membrane externe des
neutrophiles ou plus rarement d’autres cellules et ne sont pas comptées par ’automate (51).
C’est la présence d’une thrombopénie, ne correspondant pas au contexte clinique, qui doit

poser I'indication du frottis sanguin dont I’examen est trés démonstratif (figure 14).

¥

Figure 14 : Satellitisme péri-polynucléaire neutrophile (a gauche) et péri-lymphocytaire (@ droite)
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e Présence de grandes plaquettes

Physiologiquement et dans diverses situations pathologiques (purpura thrombopénique
immunologique, syndrome myélodysplasique, thrombopénies constitutionnelles), un
contingent de plaquettes présente une taille augmentée. Les automates fonctionnant par
impédancemétrie peuvent compter ces grandes plaquettes comme des globules rouges et ainsi
sous-estimer la numération plaquettaire. Latger-Cannard et coll. (2012) a montré que les
hématimétres LH750® (Beckman Coulter) et Sysmex XE-2100D® ne prenaient pas en compte
les grandes plaquettes de VPM respectivement supérieur a 12,0 fL et 12,4 {fL (20).
L’ADVIA®2120 mesurerait le VPM au-deld de 28 fL. La présence de ces grandes plaquettes
est évoquée devant I’absence de retour a la ligne de base de la courbe volumétrique des
plaquettes (wbleau 1). 11 est alors recommandé d’analyser la taille et la morphologie des
plaquettes par un examen du frottis sanguin et de constater la présence de ces grandes
plaquettes (macroplaquettes et plaquettes géantes). Latger-Cannard et coll. (2012) a d’ailleurs
défini ces populations plaquettaires en fonction du comportement des différents automates
(tableau 1) :

- les macroplaquettes correspondent a des grandes plaquettes qui sont reconnues par les

appareils a impédance (LH750® et XE-2100D®)
- les plaquettes géantes ne sont mesurées que par I’ ADVIA®2120 (20).

Population plaquettaire Population plaquettaire avec Population plaquettaire
normale macroplaquettes avec plaquettes géantes
ADVIA® 2120
LH750" Is [ i
A W e |
XE-2100D"
g e N ; —
Morphologie » 3
plaquettaire »
[}

Tableau | : Classification des plaquettes en fonction de la courbe de distribution volumétrique et de la morphologie (20)
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Si les appareils & mesure optique sont plus précis pour discriminer les grandes plaquettes des
globules rouges du fait d’une mesure combinée des globules rouges et des plaquettes
(¢f paragraphe 1D4), ils peuvent également étre pris en défaut (figure 15. Dans de telles
circonstances, un comptage immunologique des plaquettes par cytométrie en flux (CMF) est

recommandé (54).

Flaq¥OLFC
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Figure 15 : Interférence des microcytes sur les grandes plaquettes

En haut : Population de microcytes, mise en évidence par un épaulement au niveau de I’histogramme
« VOLUME GR » (cercle jaune), comptée comme des grandes plaquettes (éléments colorés en bleu au
niveau du cercle rouge). L’histogramme « VOL Plaq » montre une population homogéne de plaquettes
sans grandes plaquettes

En bas : Population de grandes plaquettes, mise en évidence sur ’histogramme « VOL Plaq » (cercle

rouge), comptée comme des globules rouges (population rouge en haut du cytogramme « Plag Vol PC »)

D’autres phénomeénes peuvent interférer avec la numération plaquettaire, mais cette fois-cien
la surestimant :
e Fragments de globules rouges

Les hématimetres fonctionnant par impédancemétrie effectuent un comptage des globules
rouges et des plaquettes sur le méme canal, rendu possible par une différence de taille
significative. De plus, I’ajustement automatique de la courbe volumétrique plaquettaire et son
extrapolation jusqu’a 60 fL permettent d’améliorer la discrimination entre les plaquettes et les
globules rouges. Cependant, en présence de microcytes dont le volume se rapproche

sensiblement de celui d’une plaquette ou de fragments de globules rouges (schizocytes dans
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un contexte de microangiopathie thrombotique, poikilocytose majeure chez les grands brilés),
I’appareil peut compter ces ¢léments cellulaires comme des plaquettes. Une analyse attentive
des graphiques des plaquettes et des globules rouges rendus par I’automate permet d’évoquer
ces interférences. On peut observer une courbe de distribution volumétrique des plaquettes
non lissée ou ne retournant pas a la ligne de base, semblable a celle observée dans un contexte
de grandes plaquettes (wbleau 1), ou une courbe de distribution des globules rouges déviée vers
la gauche. De facon similaire a la problématique des grandes plaquettes, plusieurs études
prouvent que les appareils a mesure optique sont plus justes que ceux fonctionnant par
impédancemétrie pour différencier les microcytes des plaquettes (54,55). Mais cette
technologie peut étre prise a défaut, comme le montre la figure 15.
e Cryoglobulines

Les cryoglobulines constituent des complexes protéiques multimoléculaires solubles a 37°C
mais qui précipitent a basse température. Ces cryoprécipités interferent avec les plaquettes ou
les globules blancs, en fonction de leur taille, en les surestimant. Les automates dont le canal
de mesure est chauffé (canal de comptage optique des plaquettes par fluorescence - Sysmex®)
ne sont pas concernés, contrairement a ceux fonctionnant a température ambiante. La
présence de ces cryoglobulines est visible au niveau de I’histogramme des plaquettes (figure 16)

et parfois sur celui des globules blancs (cytogramme PEROX) sur les automates ADVIA®.

1. Présence de cryoglobulines

FlaqWOL FC—

2.

Figure 16 : Interférence des cryoglobulines sur la numération p laquettaire
La présence d’une « boule » a la base des courbes de distributions
isovolumétriques (en haut a gauche) est typique de la présence de cry oglobulines.
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Elles sont également visibles & 'examen du frottis sanguin. Un repassage de I’échantillon
préalablement chaufté a 37 °C permet de s’affranchir de cette interférence.

e Fragments cytoplasmiques de cellules nucléées
Au cours des leucémies aigués (essentiellement monoblastiques) ou des lymphomes a grandes
cellules trés hypercytaires avec dissémination sanguine, des fragments de ces cellules
anormales peuvent circuler dans le sang. De taille similaire a celle des plaquettes, ils peuvent
étre comptés comme telles par les automates. Bien que leur nombre soit généralement faible,
ils peuvent surestimer la numération plaquettaire. La présence d’une alarme déclenchée par
I’automate concernant une anomalie de distribution du volume plaquettaire ou la réalisation
systématique d’un frottis sanguin dans ce contexte permet de les repérer. L’analyse attentive
du frottis permet de les différencier des plaquettes par un cytoplasme plus basophile (53).

e Lipides
La présence de chylomicrons dans le sang d’individus en postprandial peut perturber la
numération plaquettaire, mais aussi la numération des globules rouges, des globules blancs et
le dosage de ’hémoglobine (Hb) (51). Les gouttelettes lipidiques formées in vitro peuvent
effectivement étre comptées comme des plaquettes. Plusieurs auteurs s’accordent a dire que
cette interférence serait plus marquée sur les automates a mesure optique du fait d *un indice
de réfraction élevé pouvant générer des signaux anormaux dans la zone des plaquettes ou des
débris cellulaires. La présence d’intralipides est visible sur les histogrammes des plaquettes et
des GB (cytogramme PEROX, ADVIA®) et déclenche une alarme alertant le technicien.

e Microorganismes
La présence de microorganismes dans le sang périphérique de patients septiques peut étre a
I’origine d’un faux décompte des plaquettes. Bien que ces situations soient trés rares, des
bactéries peuvent étre comptées comme des plaquettes occasionnant une surestimation de la
numération. L’ histogramme volumétrique des plaquettes est anormal et montre un épaulement
dans la zone des particules de petite taille (51). Cette situation peut également s’observer en
I’absence de sepsis majeur mais du fait d’un développement bactérien dans le tube du fait
d’un délai d’analyse trop important. Il s’agit le plus souvent d’amas de bactéries dans des
contextes de septicémie gravissime. Des cas, qui restent exceptionnels, mettant en cause des
levures ont également ét¢ rapportés (51) ainsi qu’un cas de paludisme dont les microcytes
infestés par les trophozoites de Plasmodium falciparum ont ét¢ faussement comptés comme

des plaquettes (51).
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Pour conclure sur les interférences de la numération plaquettaire et la démarche a adopter face
a une thrombopénie, la réalisation d’un frottis sanguin est un complément indispensable a la
validation de la phase préanalytique et a une analyse attentive des divers graphes rendus par
I’automate. Il permet de rechercher des amas plaquettaires situés plus particulierement en
queue de frottis, un phénomene de satellitisme plaquettaire ou des cryoglobulines. Il permet
¢galement d’apprécier la morphologie et la taille des plaquettes et d’analyser les ¢léments

leucocytaires (présence d’inclusions) et érythrocytaires (schizocytes, microcytes).

b) Microscopie en inversion de phase

En 1953, une technique manuelle de comptage des plaquettes par microscopie a contraste de
phase a ét¢ mise au point utilisant un hématimetre avec quadrillage de Neubauer (56). Selon
le méme principe a été développée la numération plaquettaire en chambre de Malassez apres
dilution & laide du syst¢me Unopette® (Becton Dickinson). Il s’agit d’un dispositif & usage
unique permettant une dilution fiable des plaquettes dans un volume de sang connu et une
lyse des globules rouges (57).

En contraste de phase, les plaquettes sont des éléments réfringents qui apparaissent discoides
(figure 17). Elles peuvent émettre des prolongements et s’étaler apres contact avec le verre (26).
Cette méthode, effectuée a partir de sang capillaire ou veineux prélevé sur EDTA, a
longtemps été considérée comme la méthode de référence pour le comptage des plaquettes,
méme apres le développement des automates (58). Elle tenait tout son intérét lorsque le
décompte automatisé des plaquettes était incorrect et présentait I’avantage d’étre simple et

peu coliteuse.

Plaquettes

Figure 17 : Numération plaquettaire en microscopie par inversion de phase (57)
A gauche : Matériel nécessaire a la préparation de I’échantillon de sang
1 systéme Unopette® - 2 chambre de M alassez - 3 lamelle - 4 compteur individuel de cellules

A droite : Aspect des plaquettes en microscopie par inversion de phase

Cependant, la numération manuelle des plaquettes présente de nombreuses limites : sa mise
en ceuvre est longue, elle nécessite un certain apprentissage (les plaquettes peuvent étre
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confondues avec des débris cellulaires) et reste peu reproductible avec un coefficient de
variation interindividuelle compris entre 10 et 25 % (55). Elle tend désormais a étre remplacée

par des méthodes immunologiques lorsque les hématimétres sont pris en défaut.

c¢) Cytométrie en flux
La CMF est une technique couramment utilisée pour I’é¢tude de populations cellulaires
hétérogenes. Elle permet de détecter et quantifier des cellules particuliéres identifiées par des
marqueurs antigéniques spécifiques. Selon un principe d’hydrofocalisation dynamique, les
cellules se présentent une a une devant un faisceau laser (figure 18). La lumiere déviée selon un
grand angle et selon un petit angle, respectivement proportionnelle au contenu et a la taille des
cellules, est mesurée. Cette analyse bi-dimensionnelle est couplée a la mesure d’intensité¢ de
fluorescence émise par des anticorps couplés a un fluorochrome qui reconnaissent les
marqueurs antigéniques spécifiques. L’ensemble de ces mesures permet de reconnaitre un

type cellulaire ou une fonctionnalité cellulaire particuliere.
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Figure 18 : Numération des plaquettes par cytométrie en flux
A gauche : Représentation schématique d’un cytométre de flux
A droite : Quantification des plaquettes (n, et M2) rapportées a celles

de billes de calibration flurorescentes (n, et M 1) (39)

Classiquement, les mesures d’intensité de fluorescence déterminées par cytométrie de flux
sont établies de fagcon relative (unités arbitraires de fluorescence). L’utilisation de billes de
calibration fluorescentes, apportées au milieu réactionnel a un volume équivalent de celui de
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I’échantillon a tester et de concentration connue, permet de quantifier les populations
cellulaires identifiées.

Au début des années 1990, des anticorps reconnaissant spécifiquement les antigénes de
surface plaquettaire CD 41 et CD 61 marqués a un fluorochrome ont ét¢ développés (59). Ces
mémes anticorps monoclonaux ont ensuite été utilisés par 1’équipe de Dickerdorf qui proposa
une méthode de quantification basée sur un ratio de fluorescence entre les plaquettes et des
billes fluorescentes (60). Ces deux travaux ont initiés la création d’une étude internationale
multicentrique sous I’égide de 'ISLH (International Society of Laboratory Haematology)
explorant la possibilité de développer une procédure de référence de numération plaquettaire
utilisant ces marqueurs (61). Cette étude a abouti a la publication d’une méthode de référence
qui quantifie les plaquettes en faisant un rapport entre les événements marqués et les hématies
(62).

Kunz et coll. (2000) a proposé¢ une quantification des plaquettes en les rapportant & une
quantité connue de billes mises dans le tube ¢igure 18) (39). En utilisant des anticorps
monoclonaux anti CD 41a, CD 42a et CD 61 marqués par un fluorochrome, il a démontré
qu'un marquage du CD 41a permettait de mieux cibler la population plaquettaire. Il a par
ailleurs démontré I’excellente linéarité de sa méthode avec une limite de détectiona 0,24 G/L
et une limite basse de quantificationa 1,1 G/L.

Les méthodes immunologiques ne sont pas développées dans tous les laboratoires. Seules les
structures spécialisées ont la capacit¢ de les utiliser. Néanmoins, la nécessit¢é d’une
numeération plaquettaire précise pour décider d’une transfusion et les limites reconnues des
automates pour des taux de plaquettes bas rendent compte de l'intérét de la CMF et de

I’importance de I’avoir a disposition.

2. Analyse fonctionnelle

Les plaquettes jouent un réle pivot dans I’hémostase primaire nécessitant 1’ intégralité de leurs
diverses fonctions. L’existence d’anomalies quantitatives ou fonctionnelles des plaquettes,
qu'elles soient constitutionnelles ou acquises, expose donc a un risque de manifestations
hémorragiques qu’il est important d’identifier. A I'inverse, une augmentation marquée de la
réactivité plaquettaire peut étre responsable de manifestations thrombotiques contre lesquelles
les antiagrégants plaquettaires sont bénéfiques en prévention primaire et secondaire (63).

L’exploration des fonctions plaquettaires peut avoir plusieurs objectifs en pratique clinique

(64) :
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- Identifier une thrombopathie constitutionnelle ou acquise a 1’origine de saignements
anormaux
- Assurer le suivi biologique d’un traitement anticoagulant en cas d’échec thérapeutique
ou avant un acte chirurgical
- Rechercher une hypersensibilité plaquettaire chez des malades a risque de thrombose
Les anomalies fonctionnelles plaquettaires sont relativement difficiles a diagnostiquer du fait
d’une variété importante d’anomalies possibles. Plusieurs tests sont disponibles dont les tests
photométriques d’agrégation plaquettaire et la CMF. IIs nécessitent d’étre effectués par des
centres expérimentés ayant une activité suffisante pour entretenir leur compétence. Le temps
de saignement tend a étre abandonné.
De fagon similaire a I’hémogramme, le respect des conditions pré-analytiques (prélé vement
non traumatique, tube citrat¢ bien rempli) est fondamental d’autant plus que la moindre

amorce d’activation plaquettaire induit un biais dans les résultats (63).
a) Tests globaux

(1) Temps de saignement
Développé par Duke en 1910, le temps de saignement (TS) fit le premier test fonctionnel
plaquettaire développé permettant une exploration globale in vivo de I’hémostase primaire. 11
correspond au temps d’arrét du saignement aprés une incision de la peau. Deux méthodes ont
coexisté¢ : le TS au lobe de 'oreille (test de Duke) et le TS a I’avant-bras (test d’IVY par
incision horizontale). Un TS normal est compris entre 2 et 10 minutes. Le TS est influencé par
de nombreux facteurs dont opérateur, ’age et la température de la peau. Bien que le test
d’IVY semble micux maitriser certains facteurs de variation du fait de conditions plus
standardisées (test réalisé a pression constante avec un sphygmomanometre), aucune méthode
n’est reproductible et n’a des performances diagnostiques et pronostiques démontrées (64). Le
TS est resté pendant longtemps le test de premiére ligne recommandé en cas de suspicion de
thrombopathie. Bien qu’il soit toujours inscrit a la nomenclature des actes de biologie
médicale, les dernieres recommandations de la Haute Autorit¢é de Santé¢ (HAS) le décrive
comme « un acte obsolete a ne plus réaliser en pratique courante » (65). L’attention doit
surtout €tre portée par le clinicien sur une éventuelle anamnése de manifestations

hémorragiques ou familiales (64).
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) Temps d’occlusion plaquettaire (PFA-100® Dade-Behring)

Le PFA-100® est un automate permettant de reconstituer in vitro le processus plaquettaire de
I’hémostase primaire. L’appareil est composé de deux parties, une partie mécanique et une
partie biologique ou a lieu la réaction. La partie mécanique contient une pompe a vide
permettant d’aspirer 1’échantillon de sang sous une pression constante négative vers la
cartouche-test unitaire. Cette partic comporte le réservoir de 1I’échantillon ou 800 uL. de sang
total citraté sont déposés, un microcapillaire de 200 pm de diametre et une membrane de
nitrocellulose percée d’un micro-orifice central de 150 pm. La membrane est recouverte
d’agents pro-agrégants plaquettaires, soit collagéne/adrénaline ou collagéne/ADP. La
présence de ces activateurs et le taux de cisaillement ¢levé par le passage des plaquettes dans
le capillaire déclenchent I’adhésion puis ’activation et I’agrégation des plaquettes au niveau
de lorifice. La fonctionnalit¢ de ces plaquettes est appréciée en fonction du temps
d’occlusion compléte du micro-orifice (66). Les valeurs de référence définies par le fabricant
sont de 96-170 s pour collagéne/adrénaline et 71-111 s pour collagéne/ADP. 11 est cependant
recommandé que chaque laboratoire définisse ses propres valeurs de référence (63).
L’ensemble de ce dispositif permet donc de reconstituer in vitro et de fagon standardisée les
conditions rhéologiques rencontrées dans la circulation aprés une bréche vasculaire. Le test
est sensible a plusieurs facteurs affectant la fonctionnalité plaquettaire comme des anomalies
des glycoprotéines de surface, du VWF ou encore des granules plaquettaires. Son intérét
majeur réside surtout pour détecter un déficit en vWF (allongement du temps d’occlusion
collagene/ADP) ou wune prise d’aspirine (allongement du temps d’occlusion
collagéne/adrénaline) qui sont les causes les plus fréquentes d’altération de I’hémostase
primaire (66). Harrison (2005) le propose comme test de screening dans le dépistage d’une
thrombopathie, et plus particuli¢rement dans la maladie de Willebrand, du fait de sa haute
valeur prédictive négative (63). De plus, le PFA-100® se caractérise par une simplicité
d’utilisation, une rapidité¢ d’exécution, la possiilité¢ de travailler sur un faible volume sanguin
et Pabsence de préparation de 1I’échantillon.

Il présente, cependant, quelques limites. Des anomalies minimes de la fonction sécrétoire
plaquettaire observées, par exemple, dans un contexte de syndrome myé¢lodysp lasique
peuvent échapper au dépistage ainsi que les anomalies des grains denses, la maladie de
Willebrand de type I ou encore la thrombopathie Québec (63). Et le test ne peut étre interprété
lorsque I’hématocrite, ’hémoglobine ou la numération plaquettaire sont respectivement

inférieures a 25 %, 6 g/dL et 70 G/L.
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b) Test fonctionnel plaquettaire par agrégamétrie (figure 19)
Développée dans les années 1960, 'agrégamétrie est rapidement devenue le gold standard en
matiere de test fonctionnel plaquettaire (63). 11 s’agit d’un test photométrique qui estime par
turbidimétrie I'agrégation plaquettaire en enregistrant de maniére continue la transmission
d’un faisceaude lumicre a travers un plasma riche en plaquettes (PRP) soumis & une agitation
et a une température de 37 °C. Le regroupement des petits agrégats en agrégats de plus grande
taille s’accompagne d’un éclaircissement progressif de la suspension plaquettaire. Ce terme
d’agrégation désigne un processus actif au terme duquel la liaison du fibrinogéne au
complexe GPIIbllla, en présence de calcium, permet le contact prolongé de plusieurs
plaquettes entrant en collision sous l’effet de I'agitation (64). Cette agrégation survient
secondairement a I’ajout dans le milieu d’un activateur. La technique s’effectue sur un

appareil dédié, le thromboagrégametre.

Informations : NP PRP 514 G/L ajuté a 300pour les tests
ourbe N°1: collagéne 2 ug/ml

Courbe N°2: adp 5 uM

Courbe N°3: adrénaline 5 uM
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Figure 19: Tests fonctionnels plaquettaires par agrégamétrie
A gauche : Phases de ’agrégation plaquettaire in vitro (d’aprés Cazenave, EFS Alsace, InsermU 311)

A droite : Profils normaux en réponse aux quatre agonistes testés

Le test s’effectue sur un plasma riche en plaquettes (PRP) recueilli dans un tube contenant du
citrate de sodium comme anticoagulant (0,109 M) aprés simple centrifugation. Apres
¢talonnage de I’appareil avec un PPP (plasma pauvre en plaquettes) et un PRP définissant
respectivement le 100 % d’agrégation (maximum de transmission lumineuse) et le 0 %
d’agrégation (minimum de transmission lumineuse), un activateur de I’agrégation plaquettaire
est ajouté a chacun des tubes contenant déja le PRP. Les molécules habituellement testées
sont les suivantes : collagéne (2 et 10 pug/mL), ADP (5 et 10 puM), adrénaline, acide
arachidonique, ristocétine. L’ajout de cet activateur déclenche la réaction qui va étre
enregistrée pendant dix minutes. Au terme de I’enregistrement, on obtient une courbe

d’agrégation (figure 19) dont les parametres étudiés sont lallure générale, le temps de latence
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avant ’apparition de la sigmoide et la variation maximale de transmission lumineuse. Un PRP
normal montre avec chaque inducteur une courbe d’agrégation d’amplitude supérieure a 60 %
sans phénomene de désagrégation.

Chaque agoniste testé permet d’explorer une phase de I’activation plaquettaire. La stimulation
par PADP permet d’explorer la fonctionnalit¢ de ses récepteurs ainsi que la sécrétion des
granules denses. Le collagéne permet également d’explorer la fonctionnalité de ses récepteurs.
De plus, en mobilisant le TXA, et en induisant la sécrétion des grains denses, il explore
également ces voies d’amplification. L’agrégation déclenchée par lacide arachidonique
permet d’évaluer la réponse a un traitement inhibiteur de la COX-1 comme I'aspirine et
explore la voie d’amplification du TXA, (64). Les tests d’agrégation plaquettaire sont
¢galement indiqués dans le diagnostic de la maladie de Willebrand en utilisant comme
activateur la ristocétine qui permet la fixation de vVWF a la GPIb plaquettaire.

L’agrégamétrie présente certaines limites comme Iabsence de standardisation, le temps
d’analyse (environ deux heures), la difficulté a mettre en ceuvre ces tests en cas de
thrombopénie inférieure a 100 G/L ou de plaquettes trés dystrophiques. De plus, divers
facteurs influencent la qualité de ces tests comme la préparation des plaquettes, la précision
des pipetages, la propreté¢ des cuvettes de lecture, 'agitation et le réglage de I’appareil qui

compliquent parfois I’interprétation des résultats (64).

c¢) Cytométrie en flux

Outre la numération des plaquettes, la CMF permet également d’explorer leur fonctionnalité.

(1) Quantification des GP plaquettaires membranaires et

analyse fonctionnelle des granules a
L’utilisation d’anticorps anti-glycoprotéines plaquettaires est un outil d’évaluation de
I’expression et de quantification de ces glycoprotéines (63). Elle permet, entre autre, de
diagnostiquer une maladie de Glanzmann (anticorps anti-CD 41a/GPIIbllla) ou une maladie
de Bernard-Soulier (anticorps anti-CD 42b/GPIba ou anti-CD 42a/GPIX) (figure 20). Cette
expression basale peut étre comparée a celle aprés stimulation par le TRAP (Thrombin
Receptor Agonist Peptide). Ce peptide synthétique explore I’activation plaquettaire sans
provoquer la coagulation, via son récepteur a sept passages transmembranaires de la
thrombine, en déclenchant la sécrétion des granules a. Le CD 62P (P-sélectine ou GMP140)
est une glycoprotéine de la membrane des granules a. Durant I’activation plaquettaire et la

dégranulation, il est redistribué a la surface membranaire. L’étude de son expression en CMF
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permet d’explorer une anomalie des granules o et également d’objectiver une activation des
plaquettes, notamment dans des produits de transfusion plaquettaires (67).

Les résultats de CMF doivent étre interprétés avec précaution. L’appareil mesure la
fluorescence émise par une cellule qui est rapportée sous forme de moyenne. Une grande
plaquette présente en toute logique plus de glycoprotéines de surface qu'une plaquette de
taille normale. La valeur absolue de fluorescence peut €tre tout a fait normale dans une
macrothrombopénie bien que la densit¢ antigénique correspondante soit diminuée.
L’expressionde I'antigene d’intérét doit donc étre rapportée a celle d’une autre glycoprotéine

d’expression non altérée (68).
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Figure 20 : Etude de I’expression d’une gly coprotéine plaquettaire (CD41) par cytométrie
en flux (d’apres Hézard et coll., 2007 — la CMF dans un laboratoire d’hémostase)

(2) Analyse fonctionnelle des grains denses

La CMF permet également d’explorer une anomalie des grains denses par le test a la
mépacrine. La mépacrine est un composé fluorescent (longueur d’onde d’émission = 488 nm)
dérivé de la quinacrine ayant une forte affinit¢é pour I’ ADP et ’ATP. Elle lui permet de
s’accumuler de facon rapide et sélective dans les granules denses. Apres ajout de la mépacrine
au milieu réactionnel contenant un PRP prélevé sur tube citraté, deux phases se succedent. La
phase de capture de la mépacrine a lieu pendant I’incubation du composé avec les plaquettes
au repos qui vont I’internaliser dans les granules denses et devenir fluorescentes. La phase de
sécrétion correspond au relarguage de la mépacrine dans le milieu extracellulaire par les
plaquettes activées par du TRAP. Cette phase se traduit par une diminution de leur
fluorescence.

L’analyse de I’expression de CD 63, glycoprotéine présente dans la membrane des granules
denses et des lysosomes, est également un test d’exploration des granules denses (figure 21). Les
plaquettes activées par du TRAP sécretent leurs granules denses dont la membrane vient
s’accoler a la membrane plasmique. I1 en résulte une augmentation de 1’expression de CD 63
révélée par une augmentation de la fluorescence (69).
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L’exploration de [I'émission de microparticules s’effectue également en CMF par
immunomarquage de ’annexine V. Elle utilise la capacité de cette protéine a se fixer a la

phosphatidylsérine exprimée a la surface des microparticules.
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Figure 21 : Analyse de la fonctionnalité des grains denses par étude de 1’expression de
CD 63 avant et aprés stimulation par de la thrombine (0,4 UI/mL)

De nombreuses autres techniques peuvent étre mises en ceuvre pour explorer la fonctionnalité
des plaquettes. L’immunoblot, par exemple, est plus adapté pour explorer les molécules
intracellulaires que la CMF. En plus d’anomalies quantitatives, cette technique peut révéler
d’autres anomalies protéiques comme la production d’une protéine tronquée ou des altérations
post-traductionnelles (68). Le diagnostic moléculaire par recherche d’une mutation est
intéressant pour les maladies ou un gene a été identifié. Ces analyses génétiques, actuellement
en plein essor, permettent d’établir un diagnostic, d’identifier des porteurs asymptomatiques
et sont indiquées dans le diagnostic prénatal (68). Enfin, on peut mentionner dans le cadre du
diagnostic étiologique d’une thrombopénie la mesure de la durée de vie plaquettaire et
¢galement la recherche d’anticorps anti-plaquettes par immunocapture (technique MAIPA-
monoclonal antibody specific immunization platelet antigen) dont les inconvénients majeurs
sont I'utilisation de marqueur radioactif pour la durée de vie plaquettaire et la lourdeur

technique pour la technique MAIPA.

I1. Thrombopénies constitutionnelles

Les anomalies constitutionnelles plaquettaires constituent un ensemble de maladies rares dont
la prévalence reste mal connue. Selon le Centre de Référence des Pathologies Plaquettaires
(CRPP), 4000 personnes seraient atteintes de pathologies plaquettaires constitutionnelles en
France. Ce centre, labellis¢ en 2005 par le ministére de la santé et des solidarités dans le cadre

du plan national des pathologies rares, a pour but la mise en place d'une filiere de soins visant
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a améliorer la prise en charge des patients atteints, la standardisation de tests d’études des
fonctions plaquettaires, le développement de nouveaux outils diagnostiques performants et de

travaux de recherche dans le domaine de ces maladies (70).
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Figure 22 : Maillage territorial des centres de référence et de compétence
des pathologies plaquettaires (71)

Il a ét¢ constitué de 2005 a 2012 par l'association de six Centres Hospitaliers Universitaires
(CHU de Lyon, CHU de Toulouse, CHU APHP Paris : hopitaux Bicétre, Armand- Trousseau
et Robert- Debré) et le CHU de Bordeaux qui assure la coordination nationale. En 2007, dans
le but d'étendre le maillage des centres nationaux de référence des maladies rares, le ministere
de la santé¢ a retenu quatre autres CHU comme centre de compétence : CHU Nancy (région
Grand Nord-Est), CHU Tours (région Grand-Ouest), CHU Montpellier (Région Languedoc-
Roussillon / Outre-Mer) et CHU Marseille (région PACA / Corse) (site officiel : maladies-
plaquettes.org) (71) (figure 22).

Les anomalies constitutionnelles plaquettaires correspondent a des déficits quantitatifs et/ou
fonctionnels des plaquettes résultant de mutations génétiques. Du fait de leur faible
prévalence et de leurs étiologies multiples, le diagnostic reste difficile a établir. Malgré cela, il
doit étre systématiquement évoqué en cas de thrombopénie chronique ou d’un syndrome
hémorragique afin d'éviter I'instauration de traitements inefficaces et iatrogeénes. Le syndrome
hémorragique se manifeste généralement par un purpura pétéchial, des saignements cutanéo-
muqueux (gingivorragies, €pistaxis, ménorragies) lorsque la numération plaquettaire est
inférieure a 50 G/L. Des hémorragies plus graves (bulles hémorragiques intra-buccales,

hémorragies rétiniennes, digestives, intracraniennes, intra-alvéolaires) surviennent pour une

58



numération plaquettaire inférieure a 20 G/L ou en cas de thrombopathie associée.
L’hémarthrose, caractéristique d’une anomalie de la coagulation, est trés rarement décrite
dans les troubles de I’hémostase primaire. En I’absence de thrombopathie associée, un chiffre
de plaquettes modérément abaissé (entre 80 et 150 G/L) n’entraine aucun risque
hémorragique méme apres traumatisme ou acte chirurgical (72).

Plusieurs ¢éléments sont évocateurs d’une thrombopénie constitutionnelle. Des antécédents
familiaux de thrombopénie ou de manifestations hémorragiques ou une consanguinité doivent
alerter sur lorigine constitutionnelle, méme si I’absence de contexte familial ne doit pas
I’exclure du fait de certaines transmissions récessives ou de cas sporadiques. Des anomalies
extra-hé matologiques, morphologiques ou fonctionnelles (syndrome dysmorphique,
anomalies osseuses) orientent également vers une thrombopénie associée a une forme
syndromique, en sachant que certaines malformations peuvent apparaitre plus tardivement
(infections a répétition, troubles auditifs, ophtalmologiques, rénaux). Un syndrome
hémorragique plus séveére que ne le laisserait prévoir le nombre de plaquettes doit faire
rechercher une thrombopathie associée (73). La notion de chronicité ou I’absence de réponse
apres traitement par corticoides ou immunoglobulines alors que la transfusion plaquettaire
s’est révélée efficace doivent conduire a une réévaluation du diagnostic. Enfin, la mise en
évidence d’inclusions intraleucocytaires basophiles, d’un granule o géant ou de plaquettes
dégranulées a I"occasion d’un examen attentif du frottis sanguin doit également faire évoquer
un contexte de thrombopénie constitutionnelle (18).

Drachman (2004 ) a ¢laboré un questionnaire permettant d’orienter la démarche diagnostique

face a une thrombopénie (74) (wableau 11):

Histoire de la maladie hé morragique et/ou de

L. Thrombopénie acquise Thrombopénie constitutionnelle
la thrombopénie P q P
Dat 1 t tologi . . .
ate de syrvenue, d,e a Symp 1omato’ogie Récente Depuis la naissance
hémorragique (pétéchies, ecchymoses) ?
Survenue de symptomes associés ? .
y N ymp Oui Non

Prise de nouveaux médicaments ?

Survenue de saignements excessifs a la
naissance, apres un traumatisme mineur ? Non Oui
M énorragies ?

Présence d’autres membres de la famille atteints

de thrombop énie et/ou de syndrome Non Oui
hémorragique ?
Numération plaquettaire normale auparavant ? Oui Non

Type de réponse aux traitements habituels de
thrombop énie présumée auto-immune
(corticoides, immuno globulines, splénectomie) ?

Augmentation des plaquettes

(d”environ 80 %) Pas ou peu de réponse

Rendement aprés transfusions plaquettaires ? Faible Bon

Tableau Il : Principaux éléments de la démarche diagnostique d’une thrombop énie (74)
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La difficult¢ du diagnostic est illustrée par deux études rétrospectives réalisées sur 117
patients diagnostiqués d’un Purpura Thrombopénique Immunologique (PTI). Treize d’entre
eux, traités par corticoides, immunoglobulines intraveineuses ou splénectomisés, étaient en
réalit¢ atteints d’une thrombopénie constitutionnelle (75,76). La présence de plaquettes
géantes, d’inclusions intraleucocytaires, d’échecs thérapeutiques ou un contexte familial
évocateur ont permis de réévaluer le diagnostic initial et de conclure a une thrombopénie
constitutionnelle. Noris et coll. (2009) a effectué une revue de la littérature sur ces cas de
diagnostics erronés (77). Entre 1999 et 2009, 50 patients présentant, pour la plupart, une
maladie de Bernard-Soulier ou un syndrome MYH9 ont été traités au départ pour un PTL

Trente-quatre d’entre eux ont €té splénectomisés.

A. Classification des thrombopénies constitutionnelles
Les anomalies constitutionnelles plaquettaires représentent un ensemble trées hétérogene de
pathologies pour lesquelles différents critéres de classification sont proposés : l'existence
d'anomalies extra-hématologiques (73), le mode de transmission, la fonction plaquettaire
deéfaillante, lanomalie moléculaire identifiée (78) ou encore la taille plaquettaire définie par le
volume plaquettaire moyen (68). Nous présenterons I’essentiel de ces pathologies selon la
taille des plaquettes. Certaines thrombopathies sans thrombopénie associée seront présentées
a part. Au-dela de toutes ces entités décrites, il reste a savoir que 40 % des patients présentant
une thrombopénie héréditaire n’ont pas de diagnostic bien établi car leur pathologie n’a

encore jamais été décrite (79).
1. Thrombopénies constitutionnelles avec plaquettes de petite taille

a) Syndrome de Wiskott-Aldrich
Le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) est une maladie rare de transmission récessive liée a
IX (1 /250000) (80). Il se caractérise par la présence d'une thrombopénie sévere quasi
constante au diagnostic (90 % des cas) associée a des plaquettes de petite taille, un eczéma et
un déficit immunitaire. Cette thrombopénie est souvent responsable de manifestations
hémorragiques des les premicres semaines de vie lesquelles étaient responsables de 20-30 %
de mortalité¢ avant le recours a la greffe de moelle (81). Les conductrices sont généralement
asymptomatiques, sans anomalies hématologique et immunologique. La difficulté
diagnostique est liée a la découverte précoce de la thrombopénie dont les étiologies acquises
sont nombreuses a cette période de la vie (syndrome infectieux, allo-immunisation foeto-

maternelle, passage passif d'auto anticorps maternels). De plus, les manifestations cutanées et
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celles liées au déficit immunitaire peuvent étre absentes lors du bilan étiologique de la
thrombopénie (82). Enfin, la numération plaquettaire basse (oscillant généralement entre
5-50 G/L) et la morphologie microcytaire (VPM inférieur a 7 fL) rendent difficile le
comptage par les hématimetres (80). Cette difficulté est illustrée par les divergences dans les
résultats obtenus par différents appareils d'hématimétrie (80). Ochs et coll. (1980) rapporte un
VPM inférieur a 5fL. mesuré par impédancemétrie (83). Dans cette situation, il convient d'étre
attentif a la courbe de distribution volumétrique des plaquettes qui est déplacée vers la gauche
traduisant la microcytose plaquettaire et a I'examen morphologique des plaquettes colorées au
MGG. Celui-ci montre de rares plaquettes de morphologie arrondie et d'aspect ponctiforme,
sans anomalies des grains nidifférenciation granulomere-hyalomere (80). L'examen du frottis
sanguin alerte donc sur la présence d'une population homogéne de microplaquettes dont la

numération doit étre effectuée par CMF (figure 23).

TEMOIN.OC8

10+

10°

gace T (e
Structure

Patient

Figure 23 : Morphologie des plaquettes et aspects cytométriques dans le syndrome de Wiskott-Aldrich (80)
En haut : Frottis sanguin coloré au MGG montrant des plaquettes de petite taille d’aspect ponctiforme
En bas : Cytogramme taille/structure des plaquettes du patient significativement plus petite que celle d’un témoin

Une thrombopathie associée de type anomalie des grains denses est mise en évidence par une

diminution de la capture de la mépacrine et une diminution de I'expression de CD 63 par CMF

(80).
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Les multiples anomalies moléculaires responsables de ce syndrome (mutations ponctuelles,
délétion, insertion) concernent le géne WAS, situé¢ en Xp11.22, codant pour la protéine WASP
(Wiskott-Aldrich syndrome protein), protéine intracellulaire de 502 acides aminés présente
dans les plaquettes, les polynucléaires et les cellules mononucléées. Elle appartient a une
famille de protéines responsable de la transduction de signaux depuis la surface cellulaire
jusqu’au cytosquelette. En régulant la polymérisation de nouveaux filaments d'actine par
activation de Arp 2/3 (actin related protein), WASP participe indirectement aux changements
de forme de la cellule nécessaires a sa fonctionnalité, a sa mobilité et notamment a
I’interaction avec des protéines de surface comme GPIba. Ainsi les anomalies d'expression
des GP associées a ce syndrome (diminution de la GPIb plaquettaire, du CD 43
lymphocytaire) sont le reflet d'un dysfonctionnement du cytosquelette et témoignent donc
indirectement des anomalies de WASP (81).

Le bilan étiologique comporte également 1’étude des sous-populations lymphocytaires. Des
anomalies fonctionnelles des lymphocytes T et B sont constantes avec une absence ou une
diminution d’expression de la protéine WASP dans les lymphocytes (82). Outre la biologie
moléculaire, ce déficit quantitatif peut étre détecté par CMF en utilisant des anticorps
spécifiques sur cellules perméabilisées ou par immunoblot couplé a de I’électrophorese qui
permet également d’identifier des anomalies qualitatives (formes tronquées) (68).

Le mécanisme de la thrombopénie est discuté. D'origine central par anomalie de la
mégacaryopoiese selon Sabri et coll. (84), nombreux autres auteurs s’accordent a dire que des
anomalies du cytosquelette plaquettaire et une déformabilit¢ membranaire inappropriée dans
les sinusoides spléniques sont responsables de la thrombopénie (85). La correction partielle de
la thrombopénie apreés splénectomie et la durée de vie des plaquettes raccourcies sont
d’ailleurs en faveur d'un mécanisme de destruction périphérique (82). La coexistence de

manifestations auto- immunes aggrave trés souvent cette destruction périphérique.

b) Thrombopénie liée a I'X
La thrombopénie lice a I’X ou XLT correspond a la forme exclusivement hématologique du
WAS sans déficit immunitaire ni ecz€ma. La thrombopénie a les mémes caractéristiques mais
elle peut régresser spontanément a lage adulte rendant le pronostic meilleur que celui du

WAS (81).
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2. Thrombopénies constitutionnelles avec plaquettes de taille

normale

a) Thrombopénie familiale et prédisposition a développer des

leucémies (FPD/AML)
L'association thrombopénie et prédisposition aux leucémies (nommée dans la littérature
anglo-saxone FPD/AML pour familial platelet disorder with predisposition to acute
myelogenous leukemia) a ét¢ décrite en 1985 (86). Une vingtaine de cas familiaux ont été
rapportés a travers le monde. De transmission autosomique dominante, ce syndrome se traduit
par une thrombopénie et la survenue d'une leucémie aigué dans environ 35 % des cas. La
thrombopénie est isolée, modérée avec des plaquettes de VPM normal et sans anomalie
morphologique et est associée a une thrombopathie de type aspirine-like (réponse anormale a
lacide arachidonique, figure 24) et/ou évocatrice d'une anomalie des grains denses
(¢f paragraphe 1)4-5-b) (87). Les manifestations hémorragiques sont variables d'un patient a
lautre.
Sur le plan génétique, I'anomalie est liée a des mutations du géne AMLI, encore appelé
RUNXI ou CBFA2, situé sur le chromosome 21q22.12 qui code pour le facteur de
transcription CBFa (88). Un déficit de type haploinsuffisance ou des mutations non-sens
limitent la fixation du facteur de transcription sur I’ ADN et modifient I’expression des genes
codant pour la myosine Il (MYL9 et MYH10) (89). 1l en résulte un arrét de la maturation des
MK avec expansion de la population de progéniteurs et un défaut de formation des
proplaquettes dans les MK matures (21). Le myélogramme montre d’ailleurs une
dysmégacaryopoic¢se avec une diminution de la population mégacaryocytaire et une
morphologie de MK immature (rapport nucléocytoplasmique élevé, cytoplasme trés basophile

et noyau hypolobulé) (figure 24).
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Figure 24 : Thrombop énie familiale avec prédisposition a développer des leucémies aigués
A gauche : Profil de type « aspirine-like » en agrégamétrie

A droite : Aspect cytologique de la dy smégacaryopoicse (19)
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Latger-Cannard et coll. (2011) souligne I’intérét de réaliser un myélogramme dans les cas de
thrombopénies constitutionnelles a plaquettes normales non étiquetées et d’une recherche

d’une mutation de RUNXT si le frottis médullaire montre une dysmégacaryopoiese (90).

b) Thrombopénie autosomique dominante
Caractérisée par une numération plaquettaire variant entre 20 et 110 G/L et un VPM normal,
cette thrombopénie a ét¢ décrite au départ chez deux familles, I'une italienne et 1’autre
américaine (91). Les manifestations cliniques sont souvent absentes. Les MK présentent de
discrets signes de dysmégacaryopoiese (MK dystrophiques, hypolobulés associés a des
micromégacaryocytes) ainsi que des noyaux hypoploides en culture témoignant d’une
maturation incomplete. Le locus chromosomique impliqué, THC2 (thrombocytopenia 2), est
situé¢ au niveau du bras court du chromosome 10 (10p11.2-12). Deux mutations non sens ont
été décrites impliquant respectivement le géne MASTL et ACBD5 dans la famille américaine
et dans celle italienne. Un autre géne candidat a ét¢ décrit récemment, situé¢ également au
niveau du locus THC?2. 11 s’agit du géne ANKRD26 codant pour une protéine du cytosquelette,
I’ankyrine (92). Noris et coll. (2011) ont mené une ¢étude chez les neuf familles
diagnostiquées avec cette mutation de ANKRD26. Cent-cinq individus supplémentaires ont
été intégrés a cette étude, diagnostiqués par recherche systématique de la mutation dans une
population présentant une thrombopénie héréditaire non étiquetée. Les auteurs décrivent des
plaquettes relativement pales a I’examen du frottis sanguin color¢ au MGG li¢ a une
diminution des grains azurophiles. Un immunomarquage fluorescent des granules o via la
thrombospondine confirme le déficit en ces granules. L’analyse par CMF montre une moindre
expression de GPla. La concentration de TPO est augmentée, ce qui est cohérent avec la
présence de MK dysplasiques dans la moelle osseuse. I1 n’y a pas de thrombopathie associée.
Ils ont par ailleurs constat¢ un pourcentage ¢levé d’individus souffrant de leucémie aigué
(myéloide ou forme indéfinie) avec une prévalence estimée a 167 individus pour 100000, ce
qui est bien plus €levé que dans la population générale (3,4 a 6,6 pour 100 000) (91). Des
¢tudes supplémentaires portant sur un plus grand nombre d’individus permettront de

confirmer ou non cette tendance.

¢) Amégacaryocytose congénitale
Cette anomalie génétique est a lorigine d’une thrombopénie majeure se manifestant

rapidement aprés la naissance par des manifestations hémorragiques parfois graves
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(hémorragies intracérébrales et digestives). La thrombopénie se complique ensuite d’une
aplasie médullaire responsable d’une pancytopénie. Le mode de transmission n’est pas connu
mais des formes de novo et autosomiques récessives ont ét¢ décrites (81). Seuls une vingtaine
de cas ont ét¢ diagnostiqués a travers le monde. Mais d’apres Savoia et coll. (2007), cette
incidence pourrait étre sous-estimée du fait d’une présentation initiale caractérisée par une
thrombopénie isolée qui peut étre confondue avec une thrombopénie néonatale acquise puis
une évolution en pancytopénie indistinguable d’une aplasie médullaire (93). L’absence de
MK a P’examen d’un frottis médullaire est ’élément clé du diagnostic. Lorsqu’ils sont
présents, ils sont rares, hypolobés et de petite taille. In vitro, les progéniteurs médullaires
CD 34 + ne peuvent se différencier en MK (73). Ce défaut de différenciation s’explique par
une anomalie du géne codant pour le récepteur de la TPO, ¢-MPL, situé sur le chromosome 1
(1p34). Par un mécanisme de rétrocontrole, le taux de TPO est tres augmenté dans le sang des
patients. La survenue de la pancytopénie pourrait étre liée a des taux anormalement élevés de
cytokines inhibitrices de la mégacaryopoiese (TNF-a et IFN-y), comme observé dans
I’anémie de Fanconi ou les aplasies médullaires auto-immunes (21,93). Différents types de
mutations du géne c-MPL ont ét¢ identifiés. Celles par anomalies du cadre de lecture ou de
type non-sens sont associ€¢es a un déficit complet en c-MPL et au développement rapide de
I’aplasie médullaire. Les mutations de type faux-sens, ou il existe une expression résiduelle

durécepteur de la TPO, sont associées a une progression moins rapide de la maladie (94).

d) Thrombopénie et aplasie radiale (syndrome TAR)
Le syndrome TAR est une maladie autosomique récessive rare dont I'incidence est estimée a
0,5 a 1 cas pour 500000 naissances vivantes. La plupart des cas rapportés sont sporadiques
avec de rares cas a transmission autosomique récessive (81). Il se caractérise par une
thrombopénie et une aplasie radiale bilatérale avec des pouces présents. D’autres anomalies
cardiaques et ¢galement squelettiques peuvent étre présentes mais les mains et les doigts ne
sont généralement pas affectés (21,73). La thrombopénie est généralement grave, inférieure a
50 G/L. Elle se manifeste des la naissance par des manifestations hémorragiques et jusqu’a la
premicre année de vie. Au-dela, la numération plaquettaire peut se normaliser spontanément.
L’examen d’un frottis médullaire montre une moelle riche avec une hypoplasie ou une aplasie
mégacaryocytaire. Les rares MK présents sont immatures, de petite taille avec un noyau
monolobé (81). La concentration sérique de TPO est élevée et les plaquettes ne répondent pas
a des recombinants de la TPO in vivo. Une anomalie du géne c-MPL a ét¢ évoquée,
similairement a ’amégacaryocytose congénitale, mais un screening de ce géne n’a pas montré
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de mutations. Une anomalie du signal de transduction de ¢-MPL pourrait étre responsable de
la thrombopénie. Une autre hypothése concerne les geénes impliqués dans 1’ontogénese

embryonnaire et ¢galement dans I’hématopoicse comme HOXA10 (21,81).

e) Syndrome oculo-oto-radial
Le syndrome oculo-oto-radial ou syndrome d’IVIC (Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas) est une maladie rare de transmission autosomique dominante décrite initialement
dans une famille vénézuélienne (95). Il associe un syndrome malformatif caractérisé par des
anomalies des membres supérieurs, une surdité¢, une atteinte des muscles oculomoteurs
externes et une thrombopénie modérée (40 a 120 G/L) présente dans plus de la moitié des cas.

La mutation responsable serait située au niveau du locus SALL4 (96).

f) Syndrome de Québec
Décrit initialement sous le nom de facteur V Québec en raison de la diminution du taux de
facteur V plaquettaire, le syndrome plaquettaire Québec est également une thrombopathie li¢e
a une anomalie des granules o comme le syndrome des plaquettes grises. De transmission
autosomique dominante, il n’y a pas d’anomalies de stockage des granules mais une
protéolyse de toutes les protéines contenues dans les granules o par Dactivateur du
plasminogéne de type urokinase contenu en exces (21,81). La thrombopénie est inconstante
caractérisée par un VPM et une morphologie plaquettaire normaux. L’agrégation plaquettaire
a ’adrénaline ou I’épinéphrine est souvent nulle. Le déficit en facteur V plaquettaire, qui
correspond normalement a environ 20 % des taux plasmatiques, entraine une diminution des
fonctions procoagulantes (1). Les saignements sont rarement spontanés. Ils surviennent plus
volontiers secondairement a un acte chirurgical ou a un traumatisme. Il est alors important
d’établir le diagnostic car le syndrome hémorragique est contr6lé par les anti- fibrinolytiques

alors que les transfusions plaquettaires sont inefficaces (81).

g) Amégacaryocytose et synostose radio-cubitale (73,81)
Décrite initialement en 2000 dans deux familles non apparentées, non consanguines et
d’origine éthnique différente, cette association se caractérise par une limitation de la
pronosupination associée a une clinodactylie, une syndactylie, une hypoplasie des hanches et
des troubles auditifs de facon inconstante. La thrombopénie peut étre modérée. Dans les cas
les plus sévéres, la thrombopénie est importante et objectivée par une amégacaryocytose a
I’examen du frottis médullaire. Evoluant vers une aplasie médullaire, elle peut justifier une
allogreffe de moelle osseuse. L’anomalie moléculaire retrouvée chez tous les individus
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concernait le géne HOXAII (chromosome 7pl4-15) impliqué dans la morphogénése de

I’avant bras et dans la différenciation mégacaryocytaire au stade embryonnaire.
3. Thrombopénies constitutionnelles avec macroplaquettes

a) Thrombopénie Paris-Trousseau/syndrome de Jacobsen
Le syndrome de Jacobsen est un désordre congénital de transmission autosomique dominante
ou survenant plus souvent de novo (85 % des cas). La prévalence est évaluée a moins de 1
pour 100000 naissances vivantes (97). Décrit pour la premiere fois en 1973 par Jacobsen, il
résulte de la délétion partielle de I'extrémité distale du bras long du chromosome 11 (11q3.3,
11924, 11g25). Ce syndrome malformatif associe unretard staturo-pondéral, un retard mental
généralement modéré, une dysmorphie faciale (trigonocéphalie, hypertélorisme, épicanthus,
strabisme, cataracte, ¢largissement de I’ensellure nasale, rétrognathie, anomalie palatine et
dentaire, implantation basse des oreilles...) et des malformations cardiaques responsables des
25 % de cas de mortalité avant 2 ans (81). La thrombopénie de Paris-Trousseau, décrite
initialement par Favier en 1993, correspond a la thrombopénie associée au syndrome de
Jacobsen dans 50 % des cas. Elle est modérée (30 & 80 G/L), généralement asymptomatique,
comportant un contingent de macroplaquettes (10%) (73). Certaines possedent une
granulation géante correspondant a la fusion des granules o intraplaquettaires (15 % de la

population plaquettaire)(98) (figure 25).

Figure 25 : Granule a géant au sein d’une macrop laquette (19)

L’incapacité de ces granules géants a libérer leur contenu apres activation par la thrombine ne
se traduit pas par une thrombopathie car le contingent plaquettaire anormal est minoritaire.
L’expression de cette thrombopénie est fluctuante et peut s’atténuer a 1’age adulte. Elle
s’accompagne dans 20 % des cas d’une bi- ou pancytopénie (97). Au niveau médullaire, on
observe une hyperplasie mégacaryocytaire associée a une fibrose réticulinique
périmégacaryocytaire et une dysmégacaryopoiese avec des MK de petite taille et des

micromégacaryocytes retrouvés également dans le sang. La richesse de la moelle contraste
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avec une production plaquettaire diminuée de 30 % (97). En culture, les colonies
mégacaryocytaires sont de petite taille et précocement lysées (81). Ces anomalies
cytologiques s’expliquent par la délétion d’une partie du chromosome 11, décrite dans le
syndrome de Jacobsen, responsable d’une haplo-insuffisance du géne FLI-I (Friend
Leukemia virus Integration 1). Ce géne code pour la protéine fli-1 qui est un facteur de
transcription nécessaire a la mégacaryopoiese (99). Le mécanisme de la thrombopénie est
donc central par dysmégacaryopoicse et par avortement intramédullaire au stade tardif des

MK.

b) Thrombopénie macrocytaire liée a I'X et dysérythropoiese

Alors que la thrombopénie constitutionnelle liee a I’X était bien connu et notamment associée
a une mutation du géne WAS, une nouvelle entité a ét¢ décrite en 2000 dans une famille par
Nichols ef coll. se différenciant de la précédente par une thrombopénie a plaquettes de grande
taille et une dysérythropoiese (100). L’identification du géne GATAI et la compréhension de
son role fonctionnel ont permis de mieux définir cette nouvelle entité. Ce géne est situé sur le
chromosome Xp11.23. Il code pour un facteur de transcription qui joue un réle important dans
I’hématopoicse, en particulier dans la différenciation du précurseur commun érythro-
mégacaryocytaire mais aussi dans la transcription de génes cibles (génes codant pour GPIb et
GPIX) (73). Le modele murin de la thrombopénie macrocytaire lice a IX avec
dysérythropoié¢se par inactivation génique du géne GATA-I en est une bonne illustration. Les
souris présentent une anémie qui régresse rapidement et une thrombopénie macrocytaire
permanente. Elles ont également un excés de MK qui ne se différencient pas en proplaquettes
et elles développent progressivement une myélofibrose (101). Chez I’'Homme, quatre
mutations de GATA-1 ont ét¢ décrites. En fonction de cette mutation, la thrombopénie est plus
ou moins sévere et ’anémie peut étre présente ou absente. Ainsi, la mutation ValR05M¢ét est
associ¢e a la symptomatologie la plus marquée avec une thrombopénie inférieure a 20 G/L et
une anémie sévere et précoce. Une greffe de moelle peut d’ailleurs étre proposée dans ce
contexte (81). Gly208Ser et Asp218Gly correspondent a des formes modérées sans anémie
malgré une thrombopénie sévere (102). Seule la mise en évidence d’une de ces mutations sur
le géne GATA-1 permet d’établir le diagnostic de thrombopénie macrocytaire liée a I’X avec
dysérythropoicse (68).

En microscopie ¢lectronique, les plaquettes présentent une diminution des granules a. Elles se
caractérisent également par une diminution de certaines glycoprotéines membranaires et
notamment de GPIb et GPIX. Une faible agglutination en réponse a la ristocétine peut
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s’expliquer par cette anomalie quantitative de GPIb (102). L’exploration médullaire montre
une moelle riche avec une lignée mégacaryocytaire abondante présentant des signes de
dysmégacaryopoicse (micromégacaryocytes dysmorphiques, a noyaux excentrés et/ou
fragmentés) et une dysérythropoieése (retard de maturation, macroblastes, ponctuations
basophiles, noyaux multinucléés, bourgeonnement nucléaire et carryorhexis) (81). Il existe
une anisocytose et une poikylocytose ¢érythrocytaire périphérique avec présence
d'érythroblastes binucléés circulants.

Outre les trois mutations décrites précédemment, une autre mutation du géne de GATAI a été
décrite (Arg216GlIn). Elle correspond a une forme particuliere de thrombopénie liée a I'X
associée a un trait B-thalassémique et a une splénomégaliec modérée. La thrombopénie est
modérée (90 G/L) contrastant avec un allongement majeur du temps de saignement (supérieur
a 30 min) et une augmentation de l'agrégation plaquettaire a  ADP. Les hommes porteurs de
cette anomalie présente inconstamment une anémie mais systématiquement un déséquilibre de
synthése des chaines de la globine, des signes d’hémolyse périphérique et une
dysmégacaryopoicse majeure au niveau médullaire (68). Les femmes conductrices sont
asymptomatiques et présentent une discréte thrombopénie parfois associée a un déséquilibre

des chaines de la globine.

¢) Syndrome vélo-cardio-facial
Encore appelé syndrome de Di George ou par 'acronyme CATCH 22 (cardiac abnormality,
T-cell deficit, cleft palate, hypocalcemia due to a chromosome 22 deletion), ce syndrome est
relativement fréquent, survenant chez 1 enfant pour 4000 naissances. Bien que I’expression
phénotypique soit variable, elle se caractérise dans sa forme classique par une dysmorphie
faciale caractéristique (petit nez rond, microstomie, fente palatine, implantation basse des
oreilles mal ourlées, micrognathie), des malformations cardiaques et des vaisseaux, une
hypoplasie thymique et des glandes parathyroides responsables d’un déficit de 1’immunité
cellulaire et d’une hypocalcémie (73). Ce syndrome est li¢ a une délétion du bras long du
chromosome 22 qui peut également concerner le géne de la glycoprotéine plaquettaire GPIbp
(22q11.2). La thrombopénie associée a ce syndrome malformatif correspond donc a une
forme hétérozygote du syndrome de Bernard-Soulier, sans défaut d’agglutination plaquettaire
a la ristocétine. Elle est modérée, en régle supérieure a 100 G/L, avec un VPM augmenté (10
a 20 fL) (103). D’authentiques syndromes de Bernard-Soulier ont également €té décrits
associés au syndrome de Di George par délétion en 22q11.2 associée a une mutation sur
I’allele controlatéral (81).
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d) Syndrome des plaquettes grises
Le syndrome des plaquettes grises (ou a-storage pool deficiency, aSPD) est une maladie de
transmission autosomique dominante. Des cas sporadiques ont également été décrits (81). Il
se manifeste par des hémorragies cutanéomuqueuses d'intensit¢é modérée. Il associe une
thrombopénie d'intensité variable ( > 20 G/L), une augmentation du VPM et une absence du
contenu en granules a. Ce sont particulierement les protéines synthétisées par les MK qui sont
absentes (VWF, PF4, B-thromboglobuline) malgré une synthése préservée. Les protéines
endocytées a partir du plasma ne sont que partiellement diminuées (81). Une splénomégalie,
t¢émoin de I'hématopoicse extra-médullaire secondaire a une myélofibrose, est parfois
présente. Cette fibrose médullaire réticulinique périmégacaryocytaire est liée a la libération de
facteurs de croissance (PDGF, TGF-f, PF4) par les MK stimulant les fibroblastes tandis que
le PF4 serait responsable d’un inhibition de la mégacaropoiese (21). Le diagnostic est évoqué

par lobservation de plaquettes agranulaires de couleur grise a lexamen du frottis sanguin

(figure 26).

Figure 26: Plaquettes vides de leur contenu o granulaire (19)

Ce syndrome doit étre différenci¢ du pseudo-syndrome du pool vide par dégranulation
plaquettaire (granules denses et o) di a ’EDTA (104). Il est confirmé par un défaut
d'agrégation a la thrombine (étude de lagrégation plaquettaire au TRAP) alors que la réponse
aux autres agonistes plaquettaires est le plus souvent normale.

La microscopie électronique met en évidence labsence de granules o mais la présence de
vacuoles, de granules denses et d'hypothétiques précurseurs des granules o (105). Une
anomalie d'agrégation au collagéne et une moindre expression de la GPVI ont également été
rapportées.

L'identification du géne responsable est tout a fait récente. Il s'agit du geéne NBEAL2, codant
pour une protéine a domaine BEACH impliqué dans la formation et le transport vésiculaire

(106). Ce domaine BEACH vient de « Beige and CHS domain » en allusion au syndrome de
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Chediak-Higashi et au nom de la maladie équivalente chez la souris. L’hypothese
physiopathologique retenue serait un défaut de stockage et de transport vésiculaire
responsable d’une fuite des protéines dans le systéme de démarcation membranaire pendant la
maturation mégacaryocytaire (25).

Des syndromes acquis des plaquettes grises ont ét¢ décrits au cours de syndromes
my¢loprolifératifs, du lupus, du diabéte, de I’insuffisance rénale mais aussi au cours
d’infarctus du myocarde et de circulation extra-corporelle ou un état d’hyperactivation

plaquettaire responsable d’une sécrétion granulaire augmentée a ét¢ démontrée in vivo (25).

e) Macrothrombopénies autosomiques dominantes
En 1975, von Behrens étudie la numération plaquettaire et le VPM chez 145 individus,
apparemment en bonne sant¢, d’Italie et de la péninsule des Balkans. Nombre d’entre eux
présentaient une forme indéfinie de macrothrombocytopénie. En raison de I’absence de
description de cette entité¢ dans une population témoin du nord de I’Europe, elle a ét¢ nommée
macrothrombocytopénie Méditerranéenne (107). 11 s’agit d’une thrombopénie modérée
familiale autosomique dominante, peu ou pas symptomatique.
Chez certains patients a €t¢ trouvée la mutation Alal56Val a 1’état hétérozygote sur le géne
codant pour GPIba. Cette mutation, dite variant Bolzano, est responsable d’un syndrome de
Bernard-Soulier pour les sujets homozygotes ou hétérozygotes composites. Une partie de ces
macrothrombocytopénies méditerranéennes pourrait donc étre des variants dits Bolzano (81).
Il a récemment ét¢ décrit des anomalies morphologiques plaquettaires avec présence de
grandes plaquettes chez des patients atteints de filaminopathie. Cette maladie autosomique
dominante liée a I'X est due a des mutations du géne FLNA codant la filamine A. Cette
protéine serait le site d’attachement de la glycoprotéine membranaire GPIba au niveau du
cytosquelette plaquettaire et mégacaryocytaire. Une nouvelle mutation du géne FLNA a
¢galement ét¢ identifiée chez une femme présentant une thrombopénie isolée diagnostiquée en
premier lieu comme un PTI (108).
Un cas isolé de macothrombopénie autosomique dominante a €té rapporté au Japon chez un
garcon et sa mere. Ils portaient une mutation du géne TUBBI codant pour la tubuline, protéine
exclusivement exprimée dans les plaquettes et les MK.
La découverte de ces mutations (génes FLNA, TUBBI) pourait expliquer des
macrothrombopénies encore non étiquetées.
Ainsi dans la démarche de typage d’une macrothrombocytopénie non incluse dans un
syndrome génétique particulier et ne présentant pas d’anomalie du complexe GPIb-1X-V, le
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diagnostic de macrothrombocytopénie chronique autosomique dominante est souvent retenu.
Il s’agit d’une catégorie hétérogene contenant différentes formes de macrothrombocytopénie

non syndromique qui ne peuvent, a I'heure actuelle, pas étre diagnostiquées plus précisément
(63).

f) Pseudo-Willebrand plaquettaire
Comme le syndrome de Bernard-Soulier, le syndrome de pseudo-Willebrand est également li¢
a une anomalie de la glycoprotéine GPIba et plus particulierement au niveau de la zone de
fixation du vWF. De transmission autosomique dominante, il a pour origine une mutation du
gene codant GPIba (Gly233Val, Gly233Ser ou Met239Val) situé sur le chromosome 17 (21).
Le syndrome de pseudo-Willebrand se caractérise par une augmentation de I’affinité de la
GPIba pour le VWF ce qui explique la diminution du taux de VvWF circulant et la
symptomatologiec hémorragique par défaut d’adhésion plaquettaire. Il comporte les mémes
caractéristiques cliniques et biologiques que la maladie de Willebrand de type 2B, pathologie
trois fois plus fréquente que le syndrome de pseudo-Willebrand (109), ou anomalie réside
sur le VWF : diminution du vWF plasmatique et des multiméres de haut poids moléculaire,

agglutination plaquettaire in vitro a de faibles doses de ristocétine (figure 27).

100 Aaresa. 423 100 pase

ristocétine 1,5 mg/mL ristocétine 1 mg/mL

ristocétine 0,4 mg/mL ristocétine 0,3 mg/mL

Figure 27 : Agglutination des plaquettes a des faibles doses de ristocétine
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La présence d’une thrombopénie normo ou macrocytaire est fluctuante et souvent majorée en
cas de syndrome inflammatoire ou de stress (81). Seule la recherche des mutations respectives

sur les chromosomes 12 et 17 permet de différencier les deux maladies.

Le syndrome plaquettaire de Montréal est une pathologie de transmission autosomique
dominante décrite dans une seule famille. Il se caractérise par une agglutination spontanée des
plaquettes au repos ou agitées dans un PRP (68) Il existe également une hyperagrégation
plaquettaire pour I’ensemble des agonistes a I’exception de le thrombine. La présence
d’agrégats plaquettaires aprés mélange des plaquettes du patient avec un plasma normal est en

faveur d’une anomalie de la GPIb qui pourrait étre compatible avec un syndrome de Montréal

(81).
4. Thrombopénies constitutionnelles avec plaquettes géantes

a) Syndrome de Bernard Soulier

Décrit en 1948 par Jean Bernard et Jean-Pierre Soulier sous le nom de dysthrophie
thrombocytaire hémorragipare congénitale, le syndrome de Bernard-Soulier (SBS) est présent
dans 1 cas pour 10° naissances (110). Environ 40 patients présenteraient la forme homozygote
en France. De transmission autosomique récessive, seuls les individus homozygotes ou
hétérozygotes composites présentent un syndrome hémorragique sévere. 11 se manifeste
rapidement aprés la naissance et dans la jeune enfance par un purpura, un épistaxis, des
saignements gingivaux ou encore des ménorragies chez I’adulte. Les saignements gastro-
intestinaux et "hématurie sont plus rares. Les manifestations hémorragiques les plus graves
surviennent surtout apreés un traumatisme ou un geste chirurgical (appendicectomie, extrac tion
dentaire). 11 existe également des formes de SBS de transmission autosomique dominante
(formes dites monoalléliques) dans lesquelles la thrombopénie et les manifestations
hémorragiques sont modérées ou absentes (111). Le SBS résulte d’un déficit quantitatif ou
qualitatif du complexe glycoprotéique plaquettaire GPIb-IX-V assurant la liaison avec le
VvWE. Plus de 50 mutations impliquant les génes codant pour GPIba, GPIb ou GPIX ont été
identifiées (112) (figure 28).

Les anomalies les plus souvent retrouvées concernent la sous-unité GPIba. En particulier, la
mutation Alal56Val correspond a une forme de SBS monoallélique dite « variant Bolzano ».
Trois types de mutations ont été décrits. Les mutations faux-sens aboutissent a une diminution

de Texpression du complexe glycoprotéique ou a sa dysfonction. Les mutations non-sens
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entrainent la synthése de petites sous-unités glycoprotéiques non retrouvées sur la membrane
plaquettaire. Les insertions ou délétions survenant dans le cadre de lecture codent pour une
nouvelle séquence polypeptidique dont la syntheése est prématurément arrétée. Dans de rares
cas, des mutations de la sous-unit¢ GPIba ou GPIX affectent principalement la fonctionnalité

du récepteur qui est malgré tout exprimé a la surface plaquettaire (110).
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Figure 28 : Mutations de GPIba (A), GPIbp (B) et GPIX (C) associées au syndrome
de Bernard- Soulier de type faux-sens (verf), non-sens (rouge) ou a I’origine d’un
codon stop (bleu)

Sur le plan biologique, le SBS se présente par une thrombopénie d'intensité¢ variable
(20 - 150 G/L) avec un contingent de plaquettes géantes aisément reconnaissables sur le
frottis sanguin (figure 29) (75). Comparativement a des sujets témoins normaux qui possedent
0,2 % de plaquettes de taille supérieure a 8 pum, Balduini ef coll. (2003) a montré que les
individus homozygotes pour le SBS avaient 6% de plaquettes de grande taille (68). Lanza et
coll. (2006) décrit une population plaquettaire dont le VPM varie entre 11 et 16 fL (110).

Figure 29 : Frottis sanguin montrant une plaquette géante (19)
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Cette population de plaquettes géantes s’expliquerait par un défaut de maturation des MK
mais aussi par I’altération des interactions entre la membrane et le cytosquelette plaquettaire
(81). A ce propos, la découverte de plaquettes de grande taille dans les filaminopathies
(anomalie du géne codant la filamine A impliquée dans les interactions GPIba et
cytosquelette) pourrait expliquer cette altération des interactions membrane/cytoplasme
plaquettaire (108). En microscopie ¢lectronique, les plaquettes se caractérisent par de
nombreuses vacuoles cytoplasmiques également retrouvées dans les MK (21). Elle révele
également des anomalies du systtme de démarcation mégacaryocytaire (81). Une
thrombopathie est associée au SBS, mise en évidence par un défaut d'agglutination a Ia
ristocétine. La réponse a la thrombine est également diminuée alors que celles a ' ADP et au

collagéne restent normales. Le diagnostic est confirmé par CMF en utilisant des anticorps

monoclonaux anti-CD 42a (anti GPIX) et -CD 42b (anti GPIba).

b) Syndrome MYH9

Le syndrome de May-Hegglin (SMH), le syndrome de Fechtner (SF), le syndrome d'Epstein
(SE) et celui de Sebastien (SS) font partie d'un méme groupe d'affections rares (dit syndrome
MYH9) dont les caractéristiques communes sont la transmission autosomique dominante, une
thrombopénie d'intensité variable avec présence de plaquettes géantes (figure 29) et une
anomalie du gene MYH9Y situé¢ en 22q12-13 (81). Une élévation des enzymes hépatiques qui
ne semble pas avoir de répercussion clinique, est observée chez 50 % des patients présentant
un syndrome MYH9 (113). Outre la thrombopénie, le SF comprend une atteinte rénale a type
de glomérulonéphrite interstitielle, une surdité neurosensorielle et une cataracte bilatérale. Le
SE se différencie du SF par l'absence de cataracte et d’inclusions leucocytaires (81). Le SMH
et le SS sont des formes hématologiques pures qui se différencient par l'aspect des inclusions
leucocytaires (figure 30). Les polynucléaires présentent, en effet, des inclusions bleu pales a
Iexamen du frottis sanguin coloré¢ au MGG, excepté pour le SE (figure 30). Autrefois décrites
sous le nom de pseudo-corps de Dohle pour les différencier des corps de Dohle observés au
cours des sepsis ou des syndromes myelodysplasiques, on les définit désormais par des
« inclusions leucocytaires basophiles » (68,114).

En microscopie €lectronique, les plaquettes sont sphériques avec une augmentation de taille
des granules o et un systéeme de démarcation intra-membranaire irrégulier. Les plaquettes
géantes ont une anomalie de distribution de I'a-tubuline qui est dispersée dans I'ensemble du

cytoplasme alors qu'elle est en position sous-membranaire dans les plaquettes normales (81).
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La microscopie électronique permet également d’apprécier I'ultrastructure des inclusions
leucocytaires (zone amorphe constituée d’un groupement de ribosomes, dépourvue

d’organites et entourée par du réticulum endoplasmique) (114).

Figure 30: Inclusions basophiles (pseudo-corps de Dohle)
- de grande taille a gauche (syndrome de M ay -Hegglin)
- depetitetaille et ovalaire (syndrome de Sebastian ou Fechtner)

Ces inclusions sont ovalaires, se constituent de filaments disposés parallelement les uns aux
autres et mesurent 5-10 um dans le SMH. Dans le SS et le SF, elles mesurent 1-2 um, sont
ovalaires, parfois multiples et se constituent de filaments dispersés peu organisés. Situées en
périphérie du cytoplasme, elles sont difficilement visibles a I'ceil nu. Les inclusions
basophiles intraleucocytaires associées aux infections présentent, en microscopie
¢lectronique, plusieurs rangées de réticulum endoplasmique granuleux (68).

Ces syndromes constituent les variants alléliques du géne MYH9 codant pour la chaine lourde
de la myosine non musculaire de type IIA (NMMHC-IIA). Elle appartient a la superfamille
des myosines. Deux types de protéines, A et B, constituent le groupe des myosines non
musculaires. Le type A (NMMHC-IIA) est présent dans différents tissus comme les
plaquettes, le rein, les leucocytes et la cochlée. Ce complexe hexamérique est constitu¢ de
deux chaines lourdes et de deux paires de chalnes 1égeres. Son role essentiel est d’assurer les
fonctions contractiles et sécrétoires de la plaquette (115). La myosine non musculaire de type
B est ubiquitaire et est codée par le chromosome 17 (81). Une anomalie moléculaire est
retrouvée dans 70 % des cas de syndrome MYH9. Plus de 40 mutations, majoritairement
réparties sur les exons 1, 16, 30 et 40, ont ét¢ décrites. Une étude moléculaire réalisée sur 19
familles présentant un syndrome MYH9 a révélé que dans 9 cas sur 19 il s’agissait de
mutations de novo (68). Ces anomalies du géne de la myosine entralnent une dimérisation
anormale de la NMMHC-IIA, un défaut de polymérisation et une précipitation avec la
NMMHC-IIA normale dans le cytoplasme des leucocytes formant ainsi les inclusions

observées. La NMMHC-IIA anormale est a l'origine d'une désorganisation du cytosquelette
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mégacaryocytaire et plaquettaire responsable de la thrombopénie (116). Le cytosquelette des
autres lignées hématopoictiques n'est pas concerné car la myosine non musculaire de type IIB,
présente dans ces cellules, compense l'absence de la NMMHC-IIA (81).

La présentation clinique de ce groupe de syndromes étant hétérogéne, le diagnostic est €évoqué
devant la présence d’inclusions leucocytaires et d’une thrombopénie a plaquettes géantes. Seri
et coll. rapporte 12 % de plaquettes de VPM supérieur a 8§ um déterminé par un microscope a
oculaire graduée, tandis que Balduini et coll. (2003) conclue a 16,8 % (68). Une analyse
spécifique des plaquettes par immunocytochimie ou immunofluorescence utilisant des
anticorps anti- NMMHC-IIA permet de mettre en évidence une anomalie de distribution de
cette molécule dans les polynucléaires méme si les inclusions basophiles ne sont pas visibles a
I’examen du frottis sanguin coloré au MGG. Du fait de l'organisation normale de cette
myosine dans les polynucléaires dans des cas de thrombopénies constitutionnelles non-
MYH9, ce test apparait donc hautement spécifique et doit étre réalisé en cas de forte
suspicion. La recherche d’une mutation par biologie moléculaire permet de confirmer le

diagnostic (68).
5. Autres thrombopathies constitutionnelles

a) Thrombasthénie de Glanzmann
Décrite initialement par Glanzmann en 1918, cette thrombopathie constitutionnelle sans
thrombopénie est de transmission autosomique récessive. En France, cette maladie est le plus
fréquemment observée chez les gitans, groupe ethnique a forte endogamie (1). Environ 500
patients sont suivis (71). La thrombopathie est liée a un déficit quantitatif ou qualitatif du
complexe GPIIbllla ou intégrine allbf3, glycoprotéine majeure de la phase d’agrégation
plaquettaire. Les anomalies les plus communes sont des mutations non-sens situées sur les
sites d’épissage ou encore des mutations faux-sens liées a la substitution d’un acide aminé
(94). En 2010, 164 mutations responsables de ce phénotype ont été répertoriées (117). Il
semblerait que les mutations impliquant la sous-unité¢ B3 soient associées a un déficit en
intégrine aVP3 (récepteur plaquettaire de la vitronectine) (1). L’ensemble de ces mutations
affecte la synthése d’une sous-unité de I’intégrine au niveau des MK ou altére la synthése
protéique au niveau du transport entre le réticulum endoplasmique et I’appareil de Golgi
(118). Un déficit du complexe GPIIbllla entraine ’absence d’interactions des plaquettes entre
elles aux points de Iésion vasculaire empéchant I’arrét du saignement. 11 existe une grande

variabilit¢ dans ’expression clinique de cette maladie. Certaines mutations pourraient étre
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plus déléteres que d’autres. Seuls les individus homozygotes présentent généralement des
symptomes hémorragiques (119). Ces symptomes apparaissent souvent précocement, parfois
dés la naissance, avec des hémorragies cutanéomuqueuses. Des hémorragies gastro-
intestinales et des hématuries sont moins fréquentes (119). Elles peuvent s’estomper a 1’age

adulte (1).

Informations : NP PRPc 250 G/L
Courbe N°1: COLLAGENE 2ug/mL
Courbe N°2: ADP 5uM
Courbe N°3: ADRENALINE 5uM
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Figure 31 : Profil d’agrégamétrie correspondant & une thrombasthénie de Glanzmann

Le diagnostic s’établit a partir de tests fonctionnels plaquettaires anormaux en dépit d’une
numeération, une morphologie plaquettaire et d’'un VPM normaux. Quelques cas présentant
une thrombopénie avec la présence de grandes plaquettes ont été rapportés associés a une
mutation Arg995 de GPIIb ou Asp723 GPIIla (120). Les cas concernés étaient de
transmission autosomique dominante (121). Le temps d’occlusion mesuré par I'appareil
PFA-100® est infini avec les deux cartouches testées. Le test photométrique par agrégamétrie
montre une absence d’agrégation des plaquettes quel que soit 'agoniste utilisé et ’absence de
rétraction du caillot (64) (figure 31). Le déficit en GPIIblIla peut également étre mis en évidence

par CMF et par immuno-blot.

Une classification biologique est proposée en fonction du pourcentage d’expression résiduelle
de l'intégrine ollbP3 (wabieau 11). Elle ne permet pas de prédire fidélement la gravité du
syndrome hémorragique. Il n’existe, en effet, pas de corrélations entre la quantité¢ d’intégrine

allbB3 et la sévérité¢ des hémorragies (119).
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allbp3

Fibrinogéne Rétraction du
Agrégation membranaires ) ) .
intraplaquettaire caillot
(% normale)
Type 1 absent 0-5 absent absente
Type 2a absent 10-20 présent différée
Type 2b absent 50-100 présent variable

Tableau 111 : Classification de la thrombasthénie de Glanzmann (1)

b) Déficit en granules denses

Le déficit en granules denses (6-SPD, d-storage pool deficiency) ou maladie du pool vide est
une thrombopathie définie par un déficit qualitatif ou quantitatif en granules denses
intraplaquettaires. Les étiologies du 0-SPD sont multiples (122). Il existe une forme isolée,
congénitale, a transmission autosomique dominante qui représente preés de 20 % des
thrombopathies congénitales (1) mais également des formes associées a d’autres pathologies
héréditaires. C’est le cas du syndrome de Wiskott-Aldrich mais aussi des syndromes
d’Hermansky-Pudlak, de Chediak-Higashi (mutation de la prot¢ine CHS a domaine BEACH)
et de Griscelli ou l'anomalie des granules denses s’accompagne d’une anomalie des
mélanosomes (21). Il existe également une forme de d-SPD associée a un déficit en granules
o. Les formes secondaires ou acquises sont observées au cours d’hémopathies malignes mais
aussiau cours de maladie auto-immunes, de valvulopathie et d’insuffisance rénale chronique
terminale (122).

Les manifestations hémorragiques sont trés hétérogénes mais sont le plus souvent modérées.
Le diagnostic est évoqué devant une réduction du nombre de granules denses totale ou
partielle en microscopie électronique et un profil caractéristique des tests d’agrégation
plaquettaire. Il se traduit par une agrégation des plaquettes diminuée et réversible en présence
de collagéne et d’acide arachidonique, diminuée et réversible (absence de seconde vague) en
présence d’ADP et d’adrénaline et généralement normale en présence de ristocétine.

Toutefois, la littérature rapporte des cas de 5-SPD associés a des tests d’agrégation normaux.

¢) Syndrome de Scott
Du nom de la premiére patiente décrite, le syndrome de Scott est une thrombopathie
constitutionnelle tres rare. Elle se manifeste par des épisodes hémorragiques provoqueés
notamment au cours de I’accouchement ou d’actes chirurgicaux. La symptomatologie résulte
d’un défaut d’exposition des phospholipides procoagulants a la surface plaquettaire. Ces
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phospholipides, et plus particulié¢rement la phosphatidylsérine, restent séquestrés dans le
feuillet interne de la membrane plasmique malgré I’activation plaquettaire. Cette anomalie du
flip-flop plaquettaire empéche la fixation des facteurs Va et Xa de la coagulation aux
phospholipides plaquettaires et la conversion de prothrombine en thrombine ainsi que la
libération de microvésicules procoagulantes (123). Une augmentation de la concentration
sérique de prothrombine résiduelle est trés évocatrice du syndrome. Le déficit de la
microvésiculation peut étre évalué en CMF par marquage fluorescent de I'annexine V a la
surface des plaquettes et des hématies. Des mutations du géne TMEMI6F codant pour un

canal calcique transmembranaire seraient impliquées dans ce syndrome (94).

d) Autres pathologies des récepteurs plaquettaires
Des déficits concernant divers récepteurs des agonistes plaquettaires ont été décrits. Ce vaste
groupe est tres hétérogene et il s’agit le plus souvent de cas isolés. Le syndrome de Bolin-
Jamielson se caractérise par un variant de la GPIba. Des manifestations hémorragiques ont été
décrites consécutivement a une anomalie du complexe GPlalla, GPVI, des récepteurs P2 a
I’ADP ou encore des récepteurs du TxA2. Des anomalies des voies du collagéne, du TxA2 ou
de I’ ADP ont également été décrites consécutivement a une anomalie de certaines enzymes ou

protéines G impliquées dans la voie de signalisation (1).

B. Prise en charge thérapeutique
Le but de la prise en charge thérapeutique de ces pathologies plaquettaires est double : mettre
en place des mesures prophylactiques pour prévenir toutes hémorragies et stopper tout

saignement par des mesures a visée curative pour rétablir une hémostase suffisante (1).

1. Mesures préventives

Ces mesures consistent a éviter tout comportement majorant le risque hémorragique. Il s’agit
de limiter la pratique de sports violents. Les injections intramusculaires et tout traitement
interférant avec les fonctions plaquettaires (anti-agrégants plaquettaires, anti-inflammatoires)
sont contre-indiqués. La prévention des saignements gingivaux repose sur un suivi dentaire
régulier et une bonne hygiéne buccale.

Le CRPP met a disposition des familles concernées des cartes de santé officielles sur la
pathologie et les mesures préventives nécessaires a appliquer au quotidien. L’efficacité de ces

mesures nécessite, en effet, une véritable éducation du patient et de son entourage.
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2. Prise en charge d’une hémorragie

La gestion de manifestations hémorragiques superficielles, et notamment en cas d’épistaxis,
repose, en premier lieu, sur des mesures locales par compression directe a 1’aide d’une
compresse voire une compresse hémostatique en cas d’échec. L’utilisation d’anti-
fibrinolytiques comme I’acide tranexamique peut étre nécessaire. Il est utilisé par voie locale
(bains de bouche) lors d’extractions dentaires et également par voie orale dans les jours
suivant un geste chirurgical (amygdalectomie, par exemple). La desmopressine, analogue
synthétique de la vasopressine, a montré son intérét dans des thrombopathies héréditaires sauf
dans la maladie de Glanzmann.

La transfusion de plaquettes est indiquée en cas d’hémorragie sévere, en per-partum pour les
césariennes programmeées et dans des chirurgies a haut risque hémorragique. Ces transfusions
doivent rester limitées afin de prévenir une allo-immunisation anti- HLA et donc la survenue
d’un état réfractaire aux transfusions (1). Les sujets présentant une maladie de Glanzmann de
type I peuvent développer des iso-anticorps anti-GPIIbllla qui peuvent bloquer I'agrégation
plaquettaire et accélérer la clairance des plaquettes transfusées par un mécanisme immun.
Cette iso-immunisation rend les transfusions de plaquettes inefficaces (1,119).

Le Novoseven®, facteur VII activé recombinant, représente une alternative intéressante chez
des patients ayant des anticorps anti-HLA ou anti-GPIIbllla (plasmaphéréses d’épuration
insuffisantes) et présentant une absence de réponse aux transfusions plaquettaires. En
augmentant la quantit¢ de thrombine générée, cet agent thérapeutique améliore I’interaction

des plaquettes déficientes avec le sous-endothélium via la fibrine formée (124).

3. Greffe de moelle osseuse
Bien que les mesures préventives et thérapeutiques décrites précédemment soient privilégiées
dans la majorité des cas, I’allogreffe de moelle osseuse garde une indication dans les cas ou le
pronostic vital est menacé. Ainsi dans le syndrome WAS, lallogreffe de cellules souches a
transformé le pronostic de cette maladie en corrigeant la thrombopénie et le
dysfonctionnement immunitaire (eczéma, susceptibilité aux infections, manifestations auto-
immunes, évolution vers un lymphome non hodgkinien). Dans I'attente de la greffe de moelle,
la thrombopénie peut étre corrigée de fagon inconstante par une corticothérapie, des
perfusions d'immunoglobulines intraveineuses ou par splénectomie qui corrige en partie la
numération plaquettaire (81). Dans I'amégacaryoctyose congénitale et I’amégacaryoctyose

avec syndrome radio-cubital, la greffe de moelle constitue la seule prise en charge adaptée.
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Elle est souvent rapidement indiquée du fait d’une symptomatologie marquée et de

I’évolution rapide en aplasie médullaire.

4. Diagnostic anténatal et conseil génétique
En cas de consanguinité et notamment dans la maladie de Glanzmann, le diagnostic prénatal
peut étre proposé par phénotypage des plaquettes foetales dés la 16™ semaine d’aménorrhée a
partir d’une ponction de villosités choriales. Pour les cas sporadiques, ce n’est qu’apres la
naissance d’un premier enfant atteint qu'un diagnostic prénatal peut étre envisagé car

I’anomalie génétique doit étre identifiée parmi de nombreuses possibilités (119).

C. Diagnostics différentiels : thrombopénies acquises

Si la découverte fortuite d’une thrombopénie isolée doit faire €voquer une origine
constitutionnelle, une origine acquise reste la cause la plus fréquente et demande une prise en
charge bien spécifique. La transfusion plaquettaire peut €tre nécessaire lorsque le risque
d’hémorragies menacant le pronostic vital doit étre écarté. Cependant les anti-fibrinolytiques,
la desmopressine ou encore la greffe de moelle n’ont pas leur place dans les thrombopénies
acquises.

Les étiologies des thrombopénies acquises sont nombreuses et varient en fonction de 1’age.
Chez le nouveau-né, une atteinte médullaire consécutive a un sepsis, une allo-immunisation
ou encore un passage transplacentaire d’anticorps antiplaquettaires maternelles sont les
¢tiologies les plus fréquentes. Chez 'enfant, les thrombopénies liées aux infections virales et

le PTI prédominent. Chez I’adulte, les étiologies sont trés nombreuses (72).
1. Thrombopénies non auto-immunes

(1) Thrombopénies infectieuses
Une infection virale est une cause fréquente de thrombopénie, surtout chez ’enfant. Plusieurs
virus en sont responsables, et notamment le virus des oreillons, de la varicelle, de la
mononucléose infectieuse (Ebstein-Barr virus, EBV), de la rubéole, des hépatites, le VIH
(virus d’immunodéficience humaine) ou encore le CMV (cytomégalovirus). L’infection virale
peut passer inapergue sur le plan clinique et une thrombopénie, éventuellement accompagnée
d’'un syndrome mononucléosique (hyperlymphocytose a grands lymphocytes
hyperbasophiles), en est le seul stigmate. Généralement transitoire, elle devient chronique
dans I’infection & VIH ou a VHC (virus de I'hépatite C). Chez le nouveau-né, des infections

virales a herpes virus, EBV, CMV, virus de la rubéole peuvent étre responsables d’une
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thrombopénie mais rarement isolée (pancytopénie). Et la symptomatologie bruyante (atteinte
pluri viscérale) ne pose généralement pas de probleme de diagnostic avec les thrombopénies
constitutionnelles (125).

Certaines infections bactériennes s’accompagnent d’une thrombopénie comme la brucellose
ou encore la fievre typhoide. Dans un contexte néonatal, les germes impliqués sont ceux des
infections materno-feetales (streptocoque B, Escherichia coli, Listeria monocytogenes) ou
plus rarement la syphilis congénitale. Dans les services de soins intensifs, les prématurés sont
sujets a des infections par des germes nosocomiaux (Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus). La thrombopénie est généralement sévere mais s’améliore

rapidement avec une antibiothérapie efficace (125).

(2) Thrombopénies médicamenteuses (126,127)

Dans la démarche ¢étiologique d’une thrombopénie, Ila recherche d’une origine
médicamenteuse s’impose mais I’enquéte est souvent difficile, surtout si les patients sont
poly-médicamentés. De plus, il n’existe pas de tests biologiques accessibles en routine
permettant de confirmer la responsabilité d’un médicament, en dehors de I’exploration d’une
thrombopénie induite par ’héparine (TIH). Le mécanisme est rarement d’origine central (sauf
hydrochlorothiazide). 11 est le plus souvent périphérique par un mécanisme immunologique.
Des anticorps dépendant du médicament en question se fixent sur des épitopes de surface
plaquettaires en présence de ce médicament. Le mécanisme de survenue de la thrombopénie
consécutive a la prise d’abciximab (fragment Fab de I’anticorps chimérique anti allbp3) est
différent. I1 s’explique par la présence d’anticorps naturels reconnaissant le fragment murin.
Le délai de survenue de la thrombopénie est variable : dans les 24 premiéres heures pour
I’abciximab et entre le 5™ et le 21°™ jour pour les héparines. Il est d’ailleurs recommandé de
surveiller la numération plaquettaire lors de la prise de ces médicaments. Dans le cadre de la
TIH, la physiopathologie repose sur la formation d’anticorps reconnaissant le PF4 modifié par
les héparines, ’activation plaquettaire et I'émission de microparticules procoagulantes a
I’origine de manifestations thrombotiques.

La thrombopénie médicamenteuse survient souvent brutalement et expose a un risque
d’hémorragies graves du fait de sa sévérité. Des manifestations thrombotiques sont plutdt
attendues dans la TIH. De nombreux médicaments parmi la quinine, la rifampicine, les
héparines, le triméthoprime-sulfaméthoxazole...etc... peuvent étre incriminés. Une base de
données disponible sur internet décrit le risque de thrombopénie associ¢ & de nombreux
médicaments (128). L’arrét du médicament incriminé permet d’améliorer la thrombopénie dés
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le premier ou le deuxi¢éme jour. La normalisation de la numération plaquettaire survient en

une semaine environ.

(3) Thrombopénie de consommation

La CIVD correspond a une activation généralisée de I’hémostase, de la coagulation et de la
fibrinolyse a l’origine d’une thrombopénie et d’une coagulopathie de consommation. Les
¢tiologies (infectieuses, traumatiques, tumorales...) sont nombreuses. Un bilan d’hémostase
systématique comprenant TP, TCA et fibrinogéne permet d’écarter cette hypothése dans la
démarche étiologique d’une thrombopénie isolée (129).

Les microangiopathies thrombotiques (syndrome hémolytique et urémique, purpura
thrombotique thrombocytopénique) sont également des causes de thrombopénie de
consommation mais s’accompagne nécessairement d’une anémie hémolytique avec la

formation de schizocytes.

(4) Thrombopénie par hypersplénisme
Une rate normale séquestre 20 a 30 % des plaquettes synthétisées par la moelle (5). Une
splénomégalie importante, quelle soit d’origine infectieuse, tumorale ou par hypertension
portale, hausse la proportion de plaquettes intraspléniques par rapport a celle du sang. Il en
résulte une thrombopénie pouvant aller jusqu’a 40-50 G/L méme si la thrombopoiese est

ntacte.

(5) Thrombopénies centrales

Chez I’enfant, les étiologies sont les leucémies aigués et ’aplasic médullaire. Néanmoins, il
est exceptionnel que la thrombopénie soit isolée dans ces contextes. La prise de diurétiques
thiazidiques par une femme au cours de la grossesse peut induire une thrombopénie centrale
toxique chez le nouveau-né.

Chez l’adulte les causes centrales de thrombopénie sont représentées par I'intoxication
alcoolique et médicamenteuse (diurétiques thiazidiques). Une carence en vitamine B12 ou en
folates, I’aplasie médullaire ou I'envahissement de la moelle par des cellules tumorales
(blastes, cellules lymphomateuses, métastases de cancer solide) sont également des causes de
thrombopénie mais rarement isolées. En revanche, une thrombopénie isolée peut étre le seul
signe annonciateur d’un syndrome myé¢lodysplasique (130). Cette possibilit¢é impose la
réalisation d’un myélogramme chez tout individu de plus 60 ans chez qui a ét¢ découvert une

thrombopénie isolée chronique (13).
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(6) Thrombopénies néonatales immunologiques

L’incidence des thrombopénies néonatales allo-immunes est faible avec un cas pour 3000
naissances. 1 existe deux systémes antigéniques plaquettaires distincts : le systtme HLA et
les antigénes spécifiques plaquettaires. Ce sont ces derniers qui sont impliqués dans l'allo
immunisation foeto-maternelle et notamment I'antigene HPAla présent chez 97,5 % de la
population générale. L’immunisation d’une mére HP Ala négative contre les antigénes foetaux
hérités du peére HPAla entraine une thrombopénie néonatale le plus souvent profonde et
responsable d’hémorragies dés la naissance. Les antigenes HPAS, HPA1b et HP A3 peuvent
¢galement étre impliqués mais plus rarement (125).

La présence d’auto-anticorps plaquettaires chez la mére dans le cadre d’un PTI ou d’une
maladie auto-immune peut également étre responsable d’une thrombopénie chez le nouveau-

né.
2. Thrombopénies auto-immunes

(1) Thrombopénies associées aux maladies auto-immunes
Une thrombopénie peut s’observer dans le cadre d’un syndrome des antiphospholipides, un
lupus ou encore une thyroidite auto-immune. Elle s’accompagne éventuellement de

manifestations thrombotiques.

(2) Purpura thrombopénique immunologique, PTI

Le PTI est une maladie auto-immune définie par une thrombopénie isolée inférieure a
150 G/L (thrombopénie immune idiopathique) due a la présence d’auto-anticorps
plaquettaires et a un défaut de production médullaire d’origine immunologique (12).
L’incidence est évaluée a 1 a 6 cas pour 100000 habitants (13,131,132). On distingue le PTI
de ’adulte, qui touche un peu plus les femmes, de celui de I'enfant ainsi que les formes
aigués des formes chroniques. Le PTI est dit chronique pour une durée d’évolution supérieure
ou égale a 12 mois. Chez I’adulte, cette chronicité concerne 70 % cas. Chez I’enfant, le PTI
survient souvent dans un contexte d’infections virales (1 a 3 semaines auparavant) et 80 %
des enfants atteints guérissent en quelques semaines (13). Les manifestations cliniques sont
variables allant du PTI asymptomatique a des hémorragies intracraniennes potentiellement
fatales.

Comme de nombreuses maladies auto-immunes, le facteur déclenchant la perte de tolérance
du soi n’est pas connu. La physiopathologie repose sur [’apparition d’anticorps
antiplaquettaires responsables d’une destruction périphérique des plaquettes. Une population
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é¢mergente de lymphocytes T cytotoxiques qui induisent la production d’anticorps
antiplaquettaires par les lymphocytes B joue également un réle central dans la thrombopénie.
La rate constituerait le site majeur de synthése de ces anticorps et d’épuration des complexes
plaquettes-anticorps. Enfin, les auto-anticorps plaquettaires interféreraient avec la
mégacaryocytopoicse et la formation de proplaquettes (132).

L’examen du frottis sanguin montre des plaquettes de morphologie normale et de taille
normale ou faiblement augmentée. A ce propos, plusieurs études rapportent une Il€gére
augmentation du VPM dans les thrombopénies périphériques liée a la régénération médullaire
et soulignent I'intérét du VPM pour le diagnostic différentiel des thrombopénies centrales et
périphériques (133—136) (¢f paragraphe 111)C).

En I'absence de tests diagnostiques spécifiques, le diagnostic de PTI est retenu par exclusion
des autres causes de thrombopénie. L’HAS recommande donc d’effectuer un bilan
d’hémostase, d’auto-immunité, des sérologies virales, un myélogramme pour écarter une
cause centrale (il montre une moelle riche avec hyperplasie mégacaryocytaire sans signes
dysplasiques) ainsi qu’une échographie abdominale pour écarter un hypersplénisme (13).
Concernant la prise en charge thérapeutique, I’HAS recommande, chez I’adulte, I'instauration
d’un traitement lorsque la thrombopénie est inférieure a 30 G/L (13). Le traitement de
premiere ligne repose sur une corticothérapie per os pendant 2 a 3 semaines. L’association a
des immunoglobulines intraveineuses se justifie en cas de syndrome hémorragique sévere.
Les transfusions plaquettaires ne sont indiquées qu’en cas d’hémorragies menacant le
pronostic vital. Chez I'enfant, ce traitement de premiere ligne n’est instauré qu’en cas de
thrombopénie inférieure a 10 G/L ou de manifestations hémorragiques séveres (13). Encas de
PTI chronique avec échec du traitement de premicre ligne, la dapsone ou le danazol peuvent
étre utilisés en attendant la splénectomie. En cas de contre-indication a la splénectomie ou de
PTI réfractaire, les agonistes du récepteur de la TPO ont leur indication. Chez I’enfant, des
études sont toujours en cours pour évaluer 'efficacité et la tolérance de ces traitements de
deuxieme ligne. La splénectomie n’est discutée que dans de rares cas étant donné le risque

infectieux auquel elle expose.

II1. Analyse des plaquettes par ’ADVIA® 2120
L’ ADVIA®2120, développé en 2004, constitue la version optimisée de I’ADVIA®120 mis sur
le marché par Bayer Diagnostics en 1998 ¢figure 32. L’ADVIA®21201i lui a succédé en 2009.

Ces appareils sont désormais distribués par Siemens Healthcare Diagnostics®.
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Figure 32: ADVIA®120 (4 gauche) et ADVIA®2120 (a droite)

A. Principe de ’hématimetre ADVIA®2120
L’hématimétre ADVIA®2120 est un cytométre de flux entiérement automatisé ou la
caractérisation des cellules repose sur une analyse bidimensionnelle de la lumiere diffractée.
L’appareil utilise cinq canaux d’analyse pour établir la numération des globules rouges, des
globules blancs, des plaquettes et des réticulocytes et mesurer 1’hémoglobine. Seule la
méthode d’analyse des plaquettes et celle combinée aux globules rouges (GR) seront

développées ici.

1. Principe d’analyse des plaquettes et des érythrocytes

Apres aspirationde 175 pL de sang, une vanne de cisaillement divise I’échantillon sanguin en
aliquotes qui sont répartis dans les différents canaux. L’analyse des plaquettes et des
érythrocytes dans le canal des globules rouges/plaquettes (GR/Plaq) nécessite au préalable
une sphérisation des cellules au moyen d’un réactif contenant du dodécyl sulfate de sodium et
du glutaraldéhyde. Cette étape permet de mesurer un signal identique quelle que soit la
position de la cellule a son passage devant le laser (face ou profil).

L’analyse des plaquettes et des globules rouges s’effectue dans le bloc optique laser selon un
principe d’hydrofocalisation dynamique, permettant une mesure de la diffraction lumineuse
cellule par cellule. Selon la théorie de Mie sur la diffraction de la lumiére appliquée a des
spheres homogenes (137), les signaux de diffraction petit angle (2° a 3°) et grand angle (5° a
15°) mesurés sont respectivement convertis en volume cellulaire (la projection surfacique des
plaquettes permet d’obtenir une taille elle-méme transformée en volume) et en indice de
réfraction (n).

L’ADVIA®2120 combine donc I’analyse d’une taille 4 une analyse de structure. Les
cytogrammes de diffraction des plaquettes (Plaq) et des globules rouges (GR) sont la
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représentation graphique des deux mesures de diffraction de la lumiére (fieure 33). La
diffraction lumineuse a grand angle des plaquettes représentée sur ’axe des X du cytogramme
Plag est également représentée sur I’Histogramme Plag X (figure 33). L’ histogramme Plag Y est
la représentation de la diffraction lumineuse a petit angle qui correspond également a
I’ordonnée du cytogramme Plag (figure 33). Le cytogramme Plag correspond a un

agrandissement des mesures figurant dans le coin inférieur gauche du cytogramme GR.

Plaquettes Y

FPlaquettes 2X

]
£
=
(o]
S
g
2

diffraction de la lumiére diffraction de la lumiére

sous grand angle (5 a 15 °) sous petit angle (2 a3 °)

Diffraction plaquettes _ -
T Diffraction GR

O plaquettes ® hématies fragmentées
Figure 33: en haut : histogrammes Plag X et Plag Y @® grandes plaquettes © hématies fantémes
en bas a droite: cytogramme Plag © hématies

en bas a gauche : cytogramme GR

Les plaquettes sont identifiées sur le cytogramme Plag comme les événements de volume
compris entre 1 et 30 fL et d’indice de réfraction (n) compris entre 1,35 et 1,40. La

numération plaquettaire (NP) est établie selon I’algorithme suivant :

Numération plaquettaire (G/L) = numération plaquette corrigée x facteur

d’étalonnage GR x facteur étalonnage Plaq x taux de dilution
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2. Intérét de l'analyse combinée des globules rouges et des
plaquettes
La combinaison des mesures de taille et de densité utilisée par I’hématimétre ADVIA® assure
un comptage précis des plaquettes en excluant des interférences liées a des particules de taille

semblable aux plaquettes et en intégrant les grandes plaquettes.

a) Exclusion des interférences liées aux microcytes et
fragments de GR
Les fragments de GR et les microcytes, connus pour interférer avec la numération plaquettaire
dans les hématimetres fonctionnant par impédance (60), ont des propriétés de diffraction de la
lumieére qui leur sont propres. Ainsi, malgré un volume semblable aux plaquettes, ils s’en
distinguent par un indice de réfraction supérieur a 1,40 da a la présence d’hémoglobine. Les
hématies fantdmes se différencient également de la population plaquettaire par leur indice de

réfraction inférieur a 1,35 1i¢ a 'absence d’hémoglobine (54).

b) Intégration des grandes plaquettes a la numération

plaquettaire
Les hématimetres a mesure par impédance sont également fiéquemment limités avec la
numération des grandes plaquettes (de volume supérieur a 20 fL) qui sont faussement
intégrées a la numération des globules rouges (54). Sur les appareils ADVIA® & mesure
optique, ces plaquettes sont clairement identifiées sur le cytogramme Plag par leur indice de
réfraction compris entre 1,35 et 1,40 et leur volume supérieur a 20 fL et sur le cytogramme
GR par un indice de réfraction similaire et un volume inférieur a 60 fL (54). L’identification
de ces plaquettes de grande taille permet de calculer le paramétre « % Grandes plaquettes »
(% GP) qui indique le pourcentage de plaquettes dont le volume est supérieur a 20 fL. La
numération de celle-ci s’effectue a partir de I’histogramme Vol Plag qui représente la
distribution log-normale des plaquettes en fonction de leur volume (figure 34). Une alarme
« grandes plaquettes » est programmée pour se déclencher lorsque ce pourcentage de grandes
plaquettes est supérieur a 10 % de la numération plaquettaire. Un autre cytogramme proposé
par PADVIA® qui représente en abscisse I'indice de réfraction des plaquettes et en ordonnée
leur volume montrent bien le nuage de grandes plaquettes distinct des globules rouges dans le

continuum de la population plaquettaire (cytogramme Volume / CP Plaq, figure 36).
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3. Calcul des autres parametres
A partir des mesures de diffraction de la lumiere, d’autres paramétres plaquettaires sont
proposés par I’hématimétre ADVIA® 2120.
e [e volume plaquettaire moyen (VPM) est calculé a partir de [Ihistogramme
Vol Plaq (figure 34) qui représente la distribution des plaquettes en fonction de leur volume

(compris entre 0 et 60 fL).

e Le PDW, platelet volume distribution width (%), est un coefficient de variation du
volume plaquettaire calculé par le rapport entre I'écart-type du VPM et le VPM. Il reflete

le degré d’anisocytose plaquettaire.

ol Plaguettes

nombre
d’impulsions

0 > 60 fL

Figure 34 : Histogramme Vol Plag

e Le plaquettocrite (PCT) est calculé selon la formule suivante :
PCT (%) = Numération plaquettaire x VPM/1000

Il correspond au volume sanguin occupé par les plaquettes (46).

e L’indice de réfraction plaquettaire (n), corré¢lé a la densité plaquettaire, refléte la
concentration des composés intra-plaquettaires (138). Il est converti en concentration
plaquettaire moyenne (MPC pour mean platelet component concentration) en le
soustrayant a I’indice de réfraction de I’eau (1,333) et corrigé par un indice moyen
(0,0018 dL/g). Celui-ci correspond a la moyenne pondérée des indices des différents
composants des plaquettes (protéines, lipides, hydrates de carbone) (139).

MPC (g/dL) = (n— 1,333)/0,0018

Le PCDW (platelet component distribution width) correspond a [’écart-type de la

distribution de la MPC.
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L'histogramme CP Plag représente la distribution des plaquettes en fonction de la

concentration plaquettaire. L’échelle varie en abscisse de 0 a 40 g/dL (figure 35).

C P Plaqg

nombre
d’impulsions

v

40 g/dL

0
Figure 35: Histogramme CP Plag

Le cytogramme Volume / CP Plaq (figure 36) est une représentation en abscisse de la

concentration plaquettaire ( @ ) en fonction du volume plaquettaire (0).

© population plaquettaire
@® hématies

© grandes plaquettes

0 > 40 g/dL

A

Figure 36: Cytogramme Volume / CP Plaq

e Masse séche plaquettaire : I'histogramme 7P Plaqg est une représentation en deux

dimensions de I’analyse des plaquettes montrant leur distribution en fonction de

leur masse séche (TP). L'échelle de ce graphique s'étend de 0 pga 5,0 pg (figure 37).

TP Plaqg

'

nombre
d’impulsions

0 > 5pg
Figure 37 : Histogramme TP Plag
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La masse seche correspond au produit du volume par le contenu de chaque plaquette. La
moyenne correspond au paramétre MPM (mean platelet mass dry) et ’écart-type de la

MPM est exprimé par le PMDW (platelet mass dry distribution width) (45).

B. Valeurs de référence des parametres plaquettaires et facteurs de

variation
Le réglage de I'hématimétre ADVIA® est effectué, selon les recommandations émises par le
fabricant, par TOP TIpoint™ (Siemens) qui permet de positionner le laser et par un calibrateur
(SETpoint™, Siemens) qui permet d’associer a un résultat numérique connu un nombre
d’impulsions. Ce calibrant est défini par le fabricant pour la numération plaquettaire mais pas
pour les autres parametres plaquettaires.
- Brummit et coll. (2000) a réalisé¢ une étude sur les parametres plaquettaires mesurés par un
hématimétre ADVIA®120 dans le but de proposer des valeurs de référence (45). Ces
parametres ont été évalués chez 122 individus (63 femmes et 59 hommes) agés de 16 a 62 ans
et mesurés a deux temps différents (30 minutes et 210 min aprés le prélévement) dans le but
d’évaluer la variabilité li¢ a I’age, au sexe et au temps passé au contact de 'EDTA.
Concernant les variations liées a ’age, Brummit ef coll. (2000) ne rapporte pas de différences
significatives pour tous les parametres plaquettaires (45). En revanche, le sexe constitue un
facteur de variation significatif mais pour lequel il n’y a aucun impact clinique. Concernant le
tabac, si Brummit ez coll. (2000) ne rapporte pas de différences significatives entre les sujets
fumeurs et non fumeurs, une étude récente a conclu a un effet aigu du tabac sur I’activation
plaquettaire mise en évidence par une augmentation du VPM (140).
Concernant les variations liées a ’EDTA présent dans le tube de prélevement, il met en
évidence une variation de certains parametres en fonction du temps écoulé depuis le
prélevement. En effet, le VPM augmente avec le temps tandis que la MPC diminue de fagon
é¢vidente. Bien que ’EDTA soit I'anticoagulant recommandé et le plus adapté pour la
numération sanguine et la différenciation des populations leucocytaires, plusieurs études
mettent en évidence son inaptitude a préserver I’ultra-structure des plaquettes et leur capacité
fonctionnelle (141,142). Diaz-Ricart et coll. (2010) (143) rapporte une diminution
significative des granules o en microscopie ¢lectronique corrélée a une augmentation de
I’expression du CD 62P (144) ainsi qu’une diminution du profil de phosphorylation des
protéines. Il suggere d’ailleurs d’ajouter des inhibiteurs de la phosphorylation protéique dans

le tube de prélevement. Ma et coll. (2007) décrit une translocation membranaire de la
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glycoprotéine GPIIbIlla (145). Patterson et coll. (1997) rapporte un grossissement des
plaquettes et une perte de leur forme discoide au-dela de 2 heures au contact de 'EDTA
(146). D’autres anticoagulants comme le citrate préserveraient davantage la forme discoide
des plaquettes et influenceraient moins ces parametres plaquettaires (45). Au-dela de 4 heures
de contact avec '’EDTA, le VPM et la MPC ne sont plus fiables. La MPC, qui diminue de
maniere conséquente, refléte 1’état d’activation plaquettaire et la dégranulation (147). Selon
Macey et coll. (2002), un prélévement sanguin réalis¢ dans un tube contenant du CTAD,
conservé a 4 °C et analysé entre 1h et 3h aprés la ponction veineuse permettrait de préserver
de maniere optimale la MPC (144). Néanmoins, selon Bowles et coll. (2005), les variations du
VPM li¢es a PEDTA seraient moins importantes que celles observées dans un contexte de
PTI (135). Elles ne remettraient donc pas en question son intérét clinique (cfparagraphe C.).

- Giacomini et coll. (2001) a également mené une étude sur les parametres plaquettaires
mesurés par PADVIA®120 dans le but d’établir des valeurs de référence et d’identifier des
facteurs de variation pré-analytiques (45). Les 500 individus t¢émoins inclus dans cette étude
ont été divisés selon 5 classes d’age allantde 1 ana 85 ans. D’apres cette étude, le sexe serait
un facteur de variation de la numération plaquettaire, du PCT et de la MPC pour la tranche
d’age des 45-65 ans avec des valeurs plus ¢levées chez les femmes. Ils montrent également
des différences significatives pour le VPM, la MPC et la MPM en fonction de I'age. Il
propose donc des valeurs de références en fonction de la tranche d’age et également du sexe
pour les individus agés de 45 a 65 ans. Dans une étude portant sur 1822 individus agés de 18 a
plus de 80 ans, Lippi ef coll. (2012) a également conclu a une augmentation du VPM li¢ a
I’age (148).

Si les valeurs de référence s’accordent entre ces deux études pour la numération plaquettaire

et la MPM, elles différent cependant pour la MPC, le VPM et le PCT.

Van Cott et coll. (2005) a étudié¢ les variations subies par les paramétres plaquettaires en
fonction du type de tube de collection et du temps de conservation de I’échantillon. Il
confirme ’augmentation du VPM, et la diminution de la MPC, du PCDW et de la MPM avec
le temps et ne montre pas de différence significative entre les mesures faites sur tube en

plastique et celles sur tube en verre (149).
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Latger-Cannard et coll. (2012) a évalué les variations du VPM en fonction du type de mesure
utilis¢ par différents hématimetres (mesure par impédance et mesure optique
bidimensionnelle). Sans revenir sur les limites des appareils a impédancemétrie pour
I’identification des grandes plaquettes, cette étude a démontré une variabilité¢ des valeurs de
référence déterminées a partir d’une population de trente témoins entre les trois automates
testés (ADVIA®2120, LH750® et Sysmex XE-2100D®). Comparativement a I"’hématimétre
LH750® (Beckman Coulter), TADVIA®2120 rend des valeurs de VPM inférieures avec un
différentiel de -0,89 fL. Celles rendues par I’appareil Coulter sont elles-mémes inférieures de
1,11 fL & celles du Sysmex XE-2100D". Les variations observées entre ' ADVIA®2120 et le
Sysmex® représentent ainsi une variation de 20 a 25 % des mesures. Hoffmann ez coll. (2012)
propose plusieurs explications a cette variabilit¢ inter automates. Deux facteurs majeurs
contribueraient a ces différences (150) : la technologie de mesure employée par 'automate et
la fagon dont est calculé le VPM. Bien que la mesure par impédancemétrie soit théoriquement
plus adaptée puisque le signal mesuré est directement proportionnel au volume de la particule,
on connait les limites de cette technologiec notamment dans la ségrégation
plaquettes/microcytes responsables d’interférences dans la numération plaquettaire et
I’estimation du VPM. Quant a la mesure optique, elle est moins suyjette a ce type
d’interférences mais la mesure de la lumiere transmise est proportionnelle a la structure et au
contenu des particules. La dégranulation des plaquettes in vitro consécutive a leur activation
ainsi qu'une dilution du contenu cytoplasmique plaquettaire par le réactif utilisé pour la
sphérisation des cellules peuvent donc modifier la détermination du VPM. Au-dela de la
technologie utilisée, les variations inter-automates s’expliquent par le mode de calcul du
VPM. Du fait d’une distribution non gaussienne du volume plaquettaire, les fabricants des
automates utilisent un logarithme qui transforme les données avant le calcul du VPM. Ce
logarithme n’est pas toujours adapté, surtout dans les cas ou la population plaquettaire est treés
hétérogéne et s’écarte de facon importante d’une population gaussienne. L’estimation du
VPM est alors incorrecte. De plus, les fabricants limitent le calcul du VPM aux particules
dont le volume est compris dans un certain intervalle qu’ils ont défini dans le but d’augmenter
la précision de leur algorithme. Cet intervalle varie d’un automate a un autre (150).

L’¢tude de Latger-Cannard et coll. (2012) démontre donc les limites de la comparaison du
VPM mesur¢ d’un laboratoire a un autre et dénonce I’absence de standardisation. Un controle

externe de qualité¢ serait utile pour évaluer I'exactitude de ces mesures. Et il apparait
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nécessaire que chaque laboratoire établisse ses propres valeurs de référence pour tous les

parametres plaquettaires (20).
C. Utilisation des parametres plaquettaires

1. Volume plaquettaire moyen

Le VPM est le parametre permettant d’apprécier la taille des plaquettes. Plusieurs facteurs
interviennent dans la régulation de la taille plaquettaire. Elle est déterminée par la
mégacaryopoiese et la thrombopoiése et ne serait pas corrélée a 1’age des plaquettes (151).
Des études ont montré une relation positive directe entre le VPM et le taux de TPO et d’1L-6,
cytokines régulant la ploidie des MK et le nombre de plaquettes synthétisées.

Cet équivalent du volume globulaire moyen (VGM) chez les globules rouges tend a se faire
une place dans 'hémogramme. Depuis plusieurs années, nombreuses études tentent d’évaluer

son intérét clinique dans des domaines variés.

a) VPM et étiologie d’'une thrombopénie
Dans un contexte de thrombopénie qui peut nécessiter une prise en charge rapide du fait du
risque hémorragique, la connaissance de son mécanisme est essentielle. En particulier, il est
important de savoir si la thrombopénie résulte d’une diminution de la production ou d’une
hyper-destruction plaquettaire. Dans ce sens, le VPM constitue un point-clé du diagnostic
¢tiologique d’une thrombopénie. Plusieurs études ont souligné ’avantage de I'utilisation du
VPM pour déterminer la nature régénérative d’une thrombopénie. Un VPM augmenté
refléterait la capacité de régénération de la moelle osseuse et 'augmentation du nombre de
MK. Plusieurs auteurs ont d’ailleurs proposé des valeurs seuils permettant de différencier une
thrombopénie centrale d’une origine acquise. Bowles et coll. (2005) conclut qu’un VPM
supérieur a 9,8 fL mesuré sur Gen-S® Beckman Coulter exclurait I'origine médullaire de la
thrombopénie tandis qu’un VPM inférieur a 8,1 fL serait en faveur d’une cause centrale (133).
Kaito et coll. (2005) propose un seuil de VPM a 11 fL (mesuré sur Sysmex XE-2100%) au-
dela duquel le diagnostic retenu est un PTI avec une spécificité de 87,2 % et une sensibilité de
80 % (134). Selon Ntaios et coll. (2008), un VPM supérieur a 9,0 fL (Sysmex XE-2100%)
permettrait de différencier une thrombopénie périphérique d’une origine centrale post-
chimiothérapie avec une sensibilité et une spécificité de 100 % (135). Enfin Numbenjapon et
coll. (2008) propose une valeur seuil & 7,9 fL (STKS® Beckman Coulter) (136). Il souligne
cependant les limites de 1’utilisation du VPM pour des thrombopénies inférieures a 20 fL.

Cette variabilit¢ dans les valeurs seuils de VPM proposées pourrait s’expliquer par les
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différents automates utilisés (20). Tous ces auteurs insistent particulierement sur la simplicité
d’obtention du VPM par rapport au myélogramme ou la recherche d’anticorps
antiplaquettaires qui est peu fiable. Son intérét concerne surtout le PTI qui est un diagnostic

d’exclusion pour lequel il n’y a pas de tests spécifiques (134—136).

Le VPM a également ét¢ évalu¢ pour différencier une thrombopénie périphérique d’une
macrothrombopénie constitutionnelle (77). Noris et coll. (2009) a démontré que le VPM était
augmenté par rapport a une population témoin dans le PTI et de fagon encore plus importante
dans deux thrombopénies constitutionnelles a plaquettes géantes (la maladie de Bernard-
Soulier et le syndrome MYH9). Il conclut qu’une valeur seuil de VPM établie a 12,4 fL
(Sysmex XE-2100%) permettrait de différencier une thrombopénie constitutionnelle d’un PTI
avec une sensibilité de 83 % et une spécificité¢ de 89 % (77). Dans ce contexte, le VPM est

déja utilisé comme critére de classification des thrombopénies constitutionnelles (68,111).

Enfin, I'intérét du VPM a également ét¢ souligné par I’équipe de Gerday (2009) pour gérer les

transfusions plaquettaires dans le cadre des thrombopénies néonatales (152).

Bien que I'intérét du VPM ait ét¢ démontré dans le bilan étiologique d’une thrombopénie, son
utilisation reste limitée dans des contextes complexes associant une diminution de Ia

thrombopoiese et une hyperdestruction périphérique ou lors d’un hypersplénisme (135,136).

b) VPM et maladies thrombotiques
Etant donné le role des plaquettes dans les évenements thrombotiques, nombreuses études ont
évalué le VPM dans des contextes de thromboses artérielles et veineuses. Chu et coll. (2010)
a réalis¢é une méta-analyse de I'ensemble des études évaluant la variation du VPM dans
I’infarctus du myocarde (151). Il rapporte une augmentation du VPM au diagnostic
d’infarctus du myocarde par rapport a une population présentant une maladie coronarienne
stable, un angor instable ou indemne de maladie coronarienne. Le différentiel était de 0,92 fL.
Une augmentation du VPM avait déja été constatée chez des sujets présentant des facteurs de
risques cardiovasculaires comme le diabete, 1’hypertension, "hypercholestérolémie, le tabac
et Pobésit¢ (153,154). Une augmentation de 0,98 fL a également été relevée chez les
individus présentant une resténose coronarienne dans les suites de ’angioplastie. Enfin, parmi
les individus ayant déclaré un infarctus du myocarde, ceux ayant un VPM augmenté auraient
un risque de mortalit¢ plus élevé. Cette méta-analyse souléve donc I'intérét du VPM,
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marqueur simple et facilement dosable, comme bio-marqueur pronostic chez le patient
souffrant de maladies cardiovasculaires. Le mécanisme physiopathologique expliquant le lien
entre I'élévation du VPM et la progression d’une maladie coronarienne est mal élucidé. Mais
on sait que les grandes plaquettes sont plus actives sur le plan enzymatique et métabolique
que les petites. Leur potentiel pro-thrombotique est augmenté par une augmentation du
TXA2, de TI'expression de GPIIbllla et des granules o qui contiennent également des
substances pro-thrombotiques comme la P-sélectine et le PF4 (155).

Dans le cadre des manifestations thrombotiques veineuses, Brackkan et coll (2010) a
démontré une augmentation significative du VPM indépendamment de la numération
plaquettaire et a discuté de I'intérét du VPM comme facteur prédictif de thromboses
veineuses profondes (156). L’intérét du VPM a également été abordé par Kamisli et coll
(2012) comme facteur prédictif de la sévérité des thromboses d’un sinus veineux cérébral. 11
a, en effet, mis en évidence une augmentation plus importante du VPM en cas de souffrance
du parenchyme cérébral associée a la thrombose (157).

La CIVD correspond a une activation généralisée de I’hémostase, de la coagulation et de Ila
fibrinolyse a I’origine d’une thrombopénie et d’une coagulopathie de consommation. Une
augmentation du VPM plus importante chez les individus n’ayant pas survécu a cet
emballement de la coagulation a ét¢ mise en évidence par Kim et coll. (2008) par rapport aux

survivants (158).

c¢) VPM et maladies inflammatoires
Plusieurs études ont étudi¢ le VPM comme un marqueur de I’inflammation. I1 a été rapporté
que ce parametre plaquettaire était sensible a un contexte inflammatoire. Notamment, une
augmentation du VPM a ét¢ démontrée dans le sepsis, les syndromes de détresse respiratoire
et les maladies pulmonaires chroniques (159). L’augmentation du VPM corrélée a celle de
I'IL-6, cytokine pro-inflammatoire, corrobore ces résultats (160). En revanche, une
diminution du VPM a été mise en évidence dans les maladies inflammatoires de 1’intestin et
I’appendicite de ’adulte et de 'enfant. L hypothése explicative retenue est la consommation
et la séquestration des plaquettes de grande taille dans les vaisseaux irriguant les territoires
inflammés (161). Cette diminution du VPM a également €t¢ mise en évidence dans la

spondylarthrite ankylosante, la polyarthrite rhumatoide et le syndrome de Kawasaki
(162,163).
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2. Coefficient de variation du volume plaquettaire, PDW

Le PDW est un indice d’anisocytose plaquettaire qui refléte la variation de volume
plaquettaire. Il a ét¢ étudi¢ dans une population souffrant de manifestations thrombotiques
(thrombose veineuse profonde, infarctus du myocarde) qui présente une activation des
plaquettes. Il a ét¢ démontré une augmentation du PDW par rapport a une population t¢émoin.
Elle s’explique par le changement de forme des plaquettes activées et I’émission de
pseudopodes (164). Dans un contexte similaire, Kamisli et coll. (2012) a discuté de I’intérét
du PDW associ¢ au VPM comme facteur prédictif de la sévérité de thromboses d’un sinus
veineux cérébral (157). Amin et coll. (2004) a également mis en évidence une augmentation
du PDW chez les enfants souffrant de drépanocytose chez lesquels était suspectée une crise
vaso-occlusive (165).

Comme pour le VPM, Ntaios et coll. (2008) démontre une augmentation significative du
PDW dans le PTI par rapport a une thrombopénie d’origine centrale et propose un cut-off a
15 fL (Sysmex XE-2100") pour le PDW (135). D’autres auteurs concluent au méme résultat
(134).

L’intérét du PDW a surtout ét¢ étudié dans le diagnostic différentiel entre la thrombocytose
réactionnelle et la thrombocytose associée a un syndrome myéloprolifératift Une
augmentation plus importante du PDW a été observée dans les syndromes myéloprolifératifs

par rapport aux thrombocytoses réactionnelles (166,167).

3. Plaquettocrite, PCT

L’¢quipe de Gerday (2009) a montré I’intérét du VPM et du plaquettocrite (PCT) pour définir
les indications de transfusions plaquettaires dans les thrombopénies néonatales. Notamme nt,
un suivi attentif de ces parameétres permettait de réduire les indications transfusionnelles sans
augmenter la survenue d’hémorragies (152).

Ce paramétre a ¢également démontré son intérét dans le diagnostic différentiel entre
thrombocytose réactionnelle et thrombocytémie essentielle. Un PCT supérieur a 0,63 % est en
faveur d’une thrombocytémie essentielle avec une spécificité¢ de 80,0 % et une sensibilité de

80,6 % (167).

4. Concentration plaquettaire moyenne, MPC
L’activation plaquettaire est impliquée dans de nombreux désordres pathologiques
(thrombose, cancer, maladies inflammatoires). L’évaluation et la surveillance de 1’état activé

des plaquettes chez un patient peuvent s’avérer pertinentes. L’activation des plaquettes se
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manifeste par leur changement de forme et leur dégranulation. Elle se traduit par la
translocation de marqueurs de la membrane granulaire a la surface des plaquettes comme la
P-sélectine (CD 62P) dont I’expression peut étre mesurée par CMF. L’expression de CD 63,
la fixation d’annexine V ou encore [’émission de microparticules mesurées par CMF
permettent également d’évaluer D’activation plaquettaire (168). Dans le but d’utiliser une
méthode de détection plus aisée que la CMF, Macey et coll. (1999) a étudié I'intérét de la
MPC mesurée par un hématimétre ADVIA® (147). En stimulant Pactivation de plaquettes par
de la thrombine bovine, il met en évidence une augmentation de 1’expression de CD 62P par
CMF corrélée a une diminution de la MPC sur 'ADVIA®. Cette relation négative entre
I’expression de CD 62P et la MPC a été confirmée dans un PRP stimulé par de ’ADP, dans
des pools plaquettaires conservés jusqu’a 13 jours ainsi que dans des produits plaquettaires
destinés a la transfusion (168—170). La détection de I’activation plaquettaire est importante
dans ce contexte car il est maintenant admis que des plaquettes transfusées a 1’état activé ont
un moins bon potentiel de survie (67).

Plusieurs études épidémiologiques ont établi un lien entre une hyperactivité plaquettaire et
une augmentation des ¢évenements cardiovasculaires. L’efficacité des traitements
antiagrégants plaquettaires dans la diminution du risque d’événements vasculaires en est la
preuve. L’intérét de la MPC dans la prévention de ces maladies a donc été étudié. Une
diminution de la MPC a été rapportée dans la thrombocytémie essentielle ainsi que dans
I’hypertension artérielle (154,171). Bae ef coll. (2003) a également décrit une diminution de la
MPC chez des patients présentant une rétinopathie diabétique et conclue a une activation
plaquettaire pour une valeur de MPC inférieure a 26,7 g/dL (172). Enfin, Ahnadi et coll.
(2004) rappelle la variabilit¢ de réponse interindividuelle aux traitements anti-agrégants
plaquettaires et le risque associé d’évenements hémorragiques. 11 démontre, alors, I'intérét de
la MPC pour rechercher une activation plaquettaire chez des patients ayant un syndrome
coronarien aigii, définir les patients candidats a un traitement anti-agrégant plaquettaire et

suivre la réponse a ce traitement (173).

5. Ecart-type de la concentration plaquettaire, PCDW
Le PCDW mesure la variation de densité plaquettaire.
Comme pour la MPC, il a ét¢ démontré une corrélation inverse entre le PCDW et I’expression
de CD 62P dans des pools plaquettaires prélevés sur EDTA et citrate. Cette corrélation n’est
pas retrouvée pour les plaquettes issues d’aphérése. La MPC représente un meilleur marqueur
d’activation plaquettaire dans ce contexte (168). Dans des produits plaquettaires destinés a la
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transfusion, le PCDW diminue également parallelement a lactivation des plaquettes mais
cette diminution ne survient qu’au bout de 5 jours de conservation (170). Selon Lim et coll.
(2002), le PCDW serait le parametre le plus sensible pour mettre en évidence une altération
des plaquettes conservées. Il refléterait plus précocement un changement de forme
plaquettaire en rapport avec leur altération (174).

Une diminution de ce parametre est rapportée dans I’hypertension artérielle (154) tandis
qu'une augmentation est décrite dans la thrombocytémie essenticlle ainsi que dans la CIVD

associ¢e a une plus forte mortalit¢ (158,171).

6. Pourcentage de grandes plaquettes, %GP

Kaito et coll. (2005) montre dans son étude comparative entre PTI et thrombopénie centrale
non seulement une augmentation du VPM, du PDW mais également du %GP associée au PTI
(134). Parmi les trois parametres, PDW et %GP seraient les plus fiables. En revanche selon
Ntaios et coll. (2008), le VPM et le PDW ont montré leur supériorité (135).

Song et coll. (2009) a également démontré son intérét dans le diagnostic différentiel entre
thrombocytose réactionnelle et thrombocytémie essentielle. Une numération des grandes
plaquettes supérieure a 23 G/L est en faveur d’une thrombocytémie essentielle avec une

spécificité¢ de 99,1 % et une sensibilité de 64,5 % (167).

7. Masse plaquettaire moyenne, MPM
La MPM est I’équivalent de la TCMH (teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine) pour
les globules rouges. Ce parameétre a peu été ¢tudié et son intérét semble limité.
Une augmentation de la MPM a été rapportée dans 1’hypertension artérielle ainsi que dans la
thrombocytémie essentielle (augmentation significativement plus importante que dans la

thrombocytose réactionnelle (154,167).

8. Ecart-type de la masse plaquettaire, PMDW
Peu d’études lui sont consacrées. Dans le cadre de la CIVD, Kim et coll. (2008) démontre une

augmentation de ce parametre associée a un mauvais pronostic (158).

En dépit de la valeur diagnostique ou pronostique de certains parametres, 'amélioration de la
stabilit¢ des échantillons sanguins, le respect de conditions préanalytiques strictes ainsi que
I’établissement de valeurs de référence propres a chaque laboratoire sont nécessaires pour

I’obtention de mesures précises et une utilisation clinique pertinente.
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Les pathologies constitutionnelles plaquettaires correspondent a des déficits ou a des
anomalies fonctionnelles des plaquettes résultant de mutations génétiques. Avec une
prévalence estimée a 1/30000 en France (71), ce groupe de pathologies reste rare et méconnu
des équipes médicales non spécialistes confrontées a la prise en charge d’une thrombopénie
ou de manifestations hémorragiques chroniques. Bien que la connaissance de la physiologie
plaquettaire et de la mégacaryopoicse ait largement progressé parallelement a 1’utilisation
d’outils d’analyses moléculaires performants, toutes les bases moléculaires n’ont pas été
identifiées et plusieurs cas de thrombopénies constitutionnelles ne s’inscrivent pas parmi les
nombreuses entités déja décrites. Le diagnostic des thrombopénies ou thrombopathies
constitutionnelles reste donc difficile a établir mais les conséquences, en cas d’erreur, peuvent
s’avérer délétéres pour le patient. Plusieurs cas de diagnostics erronés de PTI ont été établis
aboutissant a un traitement médicamenteux inapproprié voire a une splénectomie. Des progres
en terme de sensibilisation du corps médical mais aussi dans la reconnaissance phénotypique
de ces nombreuses entités doivent encore étre faits afin de mieux orienter la recherche

moléculaire et adopter la prise en charge thérapeutique adaptée.

Depuis de nombreuses années, le march¢ de I’analyse hématologique propose des
hématimetres a impédancemétrie et d’autres 2 mesure optique. Bien que le gold standard pour
la numération plaquettaire reste la CMF (62), ' ADVIA®2120, appareil & mesure optique, a
montré sa supériorité en terme de précision de la numération plaquettaire par rapport a la
technologie Coulter, grace a lanalyse bidimensionnelle combinée des plaquettes et des
globules rouges (20,54,55). Plusieurs parametres plaquettaires sont directement disponibles a
partir du logiciel d’exploitation de ’ADVIA® donnant des informations sur I'hétérogénéité de
la taille des plaquettes ainsi que sur leur contenu et la masse plaquettaire (PCT, VPM, GP,
PDW, MPC, PCDW, MPM, PMDW). S’ils ont dé¢ja fait ’objet d’études dans des domaines
trés variés comme les maladies thrombotiques, les thrombocytoses (thrombocytémie
essentielle et thrombocytoses inflammatoires) ou encore comme indicateurs de conservation
des produits de transfusion plaquettaire (151,153,154,156,167,170,174), peu de recherches
leur ont ét€¢ consacrées concernant les thrombopénies constitutionnelles comparativement aux
thrombopénies immunes ou a des sujets sains. Seule une étude a décrit le VPM dans
I’ensemble des thrombopénies constitutionnelles et a aboutit a la classification de ces

pathologies selon la taille plaquettaire (68).
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L’¢tude que nous proposons ici est multicentrique et rétrospective et consiste a analyser
I’ensemble de ces paramétres plaquettaires innovants dans une population d’individus suivis
pour diverses thrombopénies ou thrombopathies constitutionnelles par les biologistes
référents des CRPP des CHU de Nancy, Marseille et de ’hopital Kremlin-Bicétre APHP a
Paris, respectivement dirigés par Dr V. Latger-Cannard, Pr M.C. Alessi et Dr M. Dreyfus.

Les objectifs de cette étude sont les suivants :

1- Connaitre la répartition de ’ensemble des paramétres plaquettaires de '’ ADVIA® 2120
pour une population de sujets témoins inclus a partir des trois CRPP. Cette premiére
phase de I’étude nous a permis d’évaluer la variabilité inter-centres.

2- FEtudier la répartition de ces parameétres plaquettaires pour chaque pathologie
plaquettaire constitutionnelle suivie dans ces trois centres par rapport aux valeurs
déterminées pour les témoins. Cette deuxiéme phase de I'étude a pour objectif de
déterminer s’il est possible de caractériser chaque thrombopénie constitutionnelle par
une « identité phénotypique plaquettaire ».

3- Le diagnostic différentiel des thrombopénies constitutionnelles étant principalement
les thrombopénies immunes idiopathiques, le troisieme objectif est de connaitre la
distribution de I’ensemble de ces paramétres plaquettaires pour une population de
patients suivis pour un PTI et de les comparer a ceux trouvés pour la population de
sujets témoins.

L’objectif final de ce travail est de montrer la potentielle application clinique de I’utilisation
des paramétres plaquettaires en pratique courante puisqu’il s’agit de mesures disponibles
directement, sans surcolt financier. La détermination d’une « identit¢ phénotypique
plaquettaire » permettrait dans un premier temps de différencier une thrombopénie
constitutionnelle d’une thrombopénie immune idiopathique. Cette étape de dépistage
permettrait, dans un second temps, de mieux orienter les analyses plaquettaires fonctionnelles
complémentaires et par conséquent de mieux cibler le diagnostic moléculaire pour caractériser

la thrombopénie constitutionnelle.
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I. Criteres d’inclusion des sujets

A. Témoins

Comme nous I'avons vudans la partie consacrée (cfparagraphelll)B), les diverses études publiées
sur les parameétres plaquettaires insistent sur les variabilités inter-laboratoires et inter-
automates et I'importance d’établir des valeurs de référence pour chaque laboratoire. Ces
valeurs ont donc été établies a partir d’une population témoin pour chacun des trois centres
inclus.

La population témoin de Nancy a ét¢ sélectionnée parmi les donneurs de sang de I'EFS
(Etablissement frangais du sang) de Brabois/Vandoeuvre-les-Nancy. Les 86 témoins se
constituent de 35 femmes et 51 hommes. Les hémogrammes collectés faisaient partie du bilan
biologique systématique nécessaire a la qualification biologique du don.

Les populations de t¢moins de Marseille et de Paris comportent respectivement 22 et 34

individus « sains » (hommes et femmes).

B. Patients présentant une thrombopénie constitutionnelle
L’ensemble des patients inclus présente une thrombopénie ou une thrombopathie
constitutionnelle dont le diagnostic a été établi selon des critéres cliniques, biologiques et
moléculaires (¢f partie consacrée 1). Tous les hémogrammes collectés ont été réalisés au cours

d’une consultation de suivi au CRPP.

Quarante-trois patients, suivis au Centre de Compétence des Pathologies Plaquettaires
(CCPP) Nord-Est (CHU Nancy, coordonnateur : Dr V. Latger-Cannard) pour une
thrombopénie constitutionnelle, sont inclus dans notre étude. Les patients qui n’ont pas été
suivis depuis I’année 2006 ont été¢ exclus faute de sauvegarde informatique des données des
automates ADVIA® avant cette date.

A Marseille, le suivi des patients est assuré par le Centre d’Exploration des maladies
Hémorragiques et Thrombotiques, également CRPP (coordonnateur : Pr M.C. Alessi), qui
collabore avec le laboratoire d’hématologie biologique de la Timone. Vingt patients
supplémentaires ont ét¢ inclus.

A Paris, 31 patients suivis pour une thrombopénie constitutionnelle ont ét¢ inclus (CRPP

Kremlin-Bicétre, coordonnateur : Dr M. Dreyfus).
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C. Patients suivis pour un PTI
Quatre-vingt douze patients suivis pour un PTI par les médecins des services de pédiatrie et
hématologie clinique des hopitaux de Nancy et Marseille ont été inclus. Le diagnostic avait
¢été établi par exclusion des diagnostics différentiels de thrombopénie acquise sur la base des
examens biologiques décrits dans la partie consacrée (cfparagraphe I1)C-2).
La population de PTI incluse a Nancy comprend 15 adultes et 10 enfants présentant une
forme aigué de PTI. Vingt-quatre adultes et 10 enfants sont suivis pour un PTI chronique.
Concernant les cas de PTI inclus a Marseille, il s’agit exclusivement d’enfants dont 10 cas de
PTI chronique et 23 cas de PTI aigii.
Le diagnostic de PTI chronique a été retenu aprés un an d’évolution selon la définition de
I’HAS (13).
Les hémogrammes collectés ont été réalisés au moment du diagnostic de PTI ou au cours du

suivi.

I1. Matériels

Les hémogrammes analysés dans notre étude ont été rendus par des hématimétres ADVIA® de
différentes générations. Le laboratoire d’hématologie biologique de Nancy est équipé de deux
ADVIA®2120, celui de Marseille de deux ADVIA®120 et enfin I’hopital Kremlin- Bicétre a
Paris utilise un ADVIA®2120.

Chacun des appareils est soumis a un réglage du laser (OPTIpoint™, Siemens) permettant un
bon positionnement du nuage de cellules selon des parametres GR X et GR'Y donnés par le
fournisseur, ainsi qu’a un étalonnage complet au moment de I'installation et en cas de dérive
des mesures de contrdles (calibrateur SETpoint™, Siemens), selon les recommandations du
fabricant. Cet ¢talonnage permet d’associer a un résultat numérique connu un nombre
d’impulsions.

La vérification de la calibration des appareils ainsi que le suivi de leur précision et exactitude
sont réalisés par le passage de contrdles de qualité internes quotidiens (TESTpoint™ 3.en.1,
Siemens). Ils évaluent a trois niveaux différents (valeurs basses, hautes et normales) la
numération des cellules sanguines (globules rouges, globules blancs, plaquettes, réticulocytes)
et la formule leucocytaire. Parmi I'ensemble des paramétres plaquettaires étudi€s, seule la
numération plaquettaire est étalonnée et controlée. Le VPM est uniquement suivi par un

controle. Aucun suivi n’est effectué pour tous les autres parametres.

106



Chaque ADVIA® est muni d’un logiciel de relecture (logiciel PlayBack) qui fonctionne sous
le systeme d’exploitation Windows. 11 constitute une interface possible entre I'analyseur et le

technicien pour la gestion de I’appareillage et des données analytiques.

II1.Méthodologie

Tous les hémogrammes inclus dans notre étude sont issus de 'analyse d’échantillons de sang
total réalisée dans les quatre heures suivant le préleévement, a laide d’un tube EDTA
(conformément aux recommandations en vigueur - GBEA, NF ISO15189). Chacun des trois
laboratoires disposent de sauvegarde de ces hémogrammes sous forme de «raw datas »
directement dans 1’unité centrale ADVIA®, soit sur cédérom ou sur un disque dur externe
pour les plus anciennes. Les données issues des trois laboratoires ont donc été€ centralisées au

service d’hématologie biologique du CHU de Nancy sous ce format et ont toutes été traitées

par ' ADVIA® 2120.

A. Traitement des raw datas

Les raws datas correspondent a des données brutes directement issues de ’analyseur qui
nécessitent d’étre relues par le logiciel d’exploitation d’ADVIA® (logiciel Playback). Ce
logiciel permet, entre autre, d’accéder a I« €cran Run » qui affiche toutes les informations sur
chaque échantillon apres relecture par I’analyseur. Il comporte des parametres de calculs
intermédiaires, des alarmes échantillons/syst¢mes ainsi que des alarmes morphologiques et
d’autres parametres utiles qu’au laboratoire et qui ne sont pas destinés au rapport patient. Les
paramétres plaquettaires explorés dans notre étude ne figurent pas sur le compte-rendu
d’analyse a destination du prescripteur et ne sont accessibles qu’a partir de cet écran Run.

La lecture des raw datas issues des différents hématimétres ADVIA® par un seul et méme
logiciel Playback a permis d’interpréter de facon uniforme les cytogrammes selon la version
de logiciel de I’ADVIA®™ de Nancy (réglages qui conditionnent le positionnement des courbes
isovolumétriques et isoconcentrationnelles des cytogrammes Plaq et GR) et de s’affranchir de
cette source de variation entre les trois automates inclus dans 1’étude. Cependant, cette
méthodologie ne permet pas de tenir compte des variations de réglage des lasers des différents
ADVIA®.

L’ingénieur Applications Siemens a apporté une aide logistique importante sur les aspects

méthodologiques de cette étude en configurant 'écran Run de fagon a ne faire figurer que les
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parametres plaquettaires d’intérét. Il a également établi une macro permettant de générer un

tableau excel pour chaque échantillon analysé facilitant ainsi ’exploitation de ces données.

B. Analyse des données recueillies
En partant de I’hypothése que les paramétres plaquettaires étudiés posseéde une distribution
normale, des valeurs de référence ont été définies pour chacun d’entre eux et pour chacune
des trois populations de t¢moins selon I’intervalle [m- 1,96 6 ; m+ 1,96 6] ou m correspond a
la valeur moyenne et o, I'écart-type (wbleau 1v). D’aprés la loi normale de distribution d’une
population, cet intervalle représente 95 % de cette population. Ces valeurs de référence ont
ensuite été comparées entre elles et a celles publiées dans la littérature (45,46).
Les thrombopénies constitutionnelles ont été classées en fonction de la taille plaquettaire
attendue dans différentes catégories (thrombopénies a petites plaquettes, a plaquettes
normales, a macroplaquettes et a plaquettes géantes). Cette classification a été établie a partir
des travaux menés par I'équipe de Dr Latger-Cannard qui avaient consisté a catégoriser la
taille des plaquettes en fonction du profil de la courbe volumétrique plaquettaire, des mesures
de VPM effectuées sur les automates ADVIA®2120, LH750% et XE-2100D® et de ’aspect
des plaquettes a I’examen du frottis (cfparagraphe )D-1-a-(2)) (20).
Concernant les patients suivis @ Nancy, I’analyse des plaquettes sur le frottis sanguin et par les
trois automates cités ci-dessus avaient ét¢ réalisées systématiquement au moment du
diagnostic de la thrombopénie constitutionnelle.
Certaines entités cliniques présentes dans la base de données de Marseille ou Paris et absentes
de celle de Nancy n’ont pas fait I’objet de cette analyse combinée par les trois automates.
Leur classification en fonction de la taille des plaquettes a donc été établie en fonction du

VPM des patients et des données de la littérature (68).
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I. Sélection des données par analyse des cytogrammes et
histogrammes plaquettaires

Avant de procéder a une comparaison des paramétres plaquettaires entre la population témoin
et les patients inclus, I’ensemble des datas a été rigoureusement analysé et notamment les
histogrammes et cytogrammes plaquettaires. 11 s’agissait a travers cette analyse de mettre en
évidence des potentiels problemes analytiques de PADVIA® qui pourraient biaiser les
résultats des parametres plaquettaires.

Sur les 186 données (correspondant aux 186 patients inclus), 31 ont été¢ exclues. La principale
anomalie analytique mise en €vidence par I'analyse des cytogrammes plaquettaires, ayant
conduit & D’exclusion des données, a ét¢ un défaut d’identification de la population
plaquettaire.

Celle-ci peut étre mise en évidence au niveau du cytogramme Volume / CP Plag et de
I’histogramme Vol Plag. Les cas suivants permettent d’illustrer ce probléme d’identification
de la population plaquettaire.

e Analyse du cytogramme Volume /CP Plag

Cas 1 (figure 38) : ce cas correspond a une thrombopénie a plaquettes géantes (syndrome
MYH9). Il montre une population plaquettaire en bleue avec des points rouges dans la zone
des grandes plaquettes. Ceux-ci correspondent €galement a des grandes plaquettes mais
’ADVIA® les a identifiés par erreur comme des globules rouges (cytogramme Vol / CP
Plag.). Les histogrammes Vol Plag et Plag Y, qui sont deux représentations graphiques du
volume plaquettaire, mettent en évidence la présence de ces plaquettes géantes. Elles sont
¢galement visibles au niveau du cytogramme GR et correspondent a la fleche présente a
gauche du nuage de globules rouges. Ce probléme analytique se traduit par une sous-

estimation du VPM (évalué icia 15,4 fL) et de la numération plaquettaire (105 G/L).

Volurme | CF Plag ™ F'|EI-E|L.IE_IIIE5"|" Dfﬁm-:HJLﬂE-H

.
Vol Plagu

grandes pla quettes/
Figure 38: (cas 1)
Cytogramme Vol / CP Plag (a gauche) montrant une population de grandes plaquettes comptée comme des
globules rouges (cercle orange) et retrouvée au niveau des histogrammes Volume Plaq et Plag Y (au centre)
et du cytogramme GR (a droite)
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Cas 2 (figure 39): 1l s’agit également d’un cas de syndrome MYH9. Le nuage de points gris
présent dans la zone des grandes plaquettes correspond a ces grandes plaquettes, que
I’automate a faussement exclues de la population plaquettaire. La numération plaquettaire et

le VPM, probablement sous-évalués par 'automate, ont €t¢ respectivement mesurés a 7 G/L

et 8,5 fL.
Volume / CP Plag _!

grandes plaquettes

+—  exclues

Figure 39 : (cas 2) Plaquettes géantes exclues par I’ADVIA® 2120 dans un contexte de syndrome

MYH9

'u"dLI‘I:hE /1 CGP Flarq

Diffraction GR

grandes plaquette

/ exclues

Figure 40: (cas 3) Plaquettes géantes exclues de la population plaquettaire dans un contexte de
syndrome de Bernard-Soulier et d’anémie microcytaire

Les cas de thrombopénies séveres (inférieure a 20 G/L) constituent une circonstance fréquente
de défaut d’identification des plaquettes. Les patients exclus du fait d’un probléme analytique
sont représentés, en majorité, par des cas de PTI présentant une numération plaquettaire
inférieure a 20 G/L.

Cas 3 (figure 40) : la patiente, suivie pour une maladie de Bernard-Soulier (thrombopénie a
plaquettes géantes), présente une anémie microcytaire (Hb a 8,2 g/dL., VGM a 67,2 fL). Le
cytogramme Vol / CP Plag montre un nuage de points gris et rouges au niveau de la zone des
plaquettes géantes. Si certains correspondent & des microcytes, la majorit¢ de ces points
correspond a des plaquettes géantes. On remarque, en effet, un continuum entre ces points et
la population de plaquettes représentée en bleue dans la partie inférieure du cytogramme. La

présence de ces plaquettes géantes est confirmée a gauche du nuage de globules rouges
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(cytogramme GR). La numération plaquettaire et le VPM, probablement sous-évalués par

I’automate, ont été respectivement mesurés a 8 G/L et 12,5 fL.

e Analyse de I'histoegramme Vol Plag

L’histogramme Vol Plag a également été attentivement analysé. Il montrait dans certains cas
une courbe en pointillés rouge superposée a la représentation graphique habituelle.

Cas 1 (figure 41) : le patient, suivi pour une maladie de Glanzmann, présente une anémie
microcytaire (Hb a 9,5 g/dL, VGM a 63,6 fL). On remarque au niveau de I'histogramme Vol
Plag ’apparition d’une courbe en pointillés rouge. D’apres les informations transmises par le
fournisseur de ' ADVIA®2120, quand le rapport entre les fragments de globules rouges et les
plaquettes dépasse 0,25, le systeme utilise un calcul d’ajustement log normal pour déterminer
la numération plaquettaire. La courbe en pointillés rouge, qui correspond a la courbe
d’ajustement log normal, s’affiche alors sur I’histogramme de volume plaquettaire et traduit

ici la juste exclusion des microcytes de la population plaquettaire.

Volume /! CP Plag

Vol Plag

Volume / CP Plag _|

Vol Plag

B

Figure 41 : (cas 1) : Patient suivi pour une maladie de Glanzmann dans un contexte
d’anémie microcytaire (A) — Témoin (B)

Cas 2 (figure 42) : le patient présente un PTI avec une thrombopénie sévere, évaluée par

’ADVIA®2120 4 3 G/L. La courbe de distribution volumétrique (histogramme Vol Plag) est
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extrapolée par cette courbe en pointillés rouge. Elle reflete ici un défaut d’identification de la

population plaquettaire par I’ ADVIA®2120.
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Figure 42 : : (cas 2) : Patient suivi pour un PTI avec une thrombop énie sévére. Courbe d’ajustement
log-normale au niveau de I’histogramme Vol Plaq, témoin d’un probléme analytique (A) - Témoin (B)

Le coefficient d’anisocytose plaquettaire (PDW) est mesuré a partir de I’histogramme Vol
Plag. L’apparition de la courbe rouge (figures 41 et 42) sur cet histogramme entraine une
diminution importante de la valeur de ce parametre lorsqu’on le compare a la valeur des
témoins mais aussia celle de ’ensemble des patients. En effet, le PDW, respectivement égal a
52,4 %, 49,7 % et 52,3 % dans la population t¢moin de Nancy, Paris et Marseille, oscille entre
13,3 % et 26,6 % pour les patients dont I’histogramme Vol Plag est extrapolé par la courbe
d’ajustement. Pour I’ensemble des patients pour lesquels I’analyse des histogrammes et
cytogrammes plaquettaires ne montre pas d’anomalie, le PDW varie entre 35,4 % et 82,6 %
en fonction de la pathologie plaquettaire.

La présence de cette courbe d’ajustement associée a un PDW anormalement bas a donc
permis de repérer les cas de défaut d’identification de la population plaquettaire et de les

exclure systé matiquement de notre analyse.
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I1. Populations témoins et détermination des valeurs de référence

A. Valeurs de références

Ces valeurs de référence ont été définies pour chacun des parametres plaquettaires et pour

chacune des trois populations de témoins selon I’intervalle [m - 1,96 ¢ ; m + 1,96 ] ou m

correspond a la valeur moyenne et o, I’ écart-type (wubleau 1V).

VPM MPC __ PCDW PMDW

NP(GL) PCT(%) gV GP(GL) PDW(%) o (o MPM(pg) T

m 284 0,26 9,2 8 52,4 23,9 55 2,01 0,80

N:i? o 64 0,06 07 4 6,3 2,0 05 0,15 0,09
m+-1960 | 159-409 0,14-0,38 7,8-10.6 0-16  40,1-647 20,0-27,8 45-65 1,72-2,30 0,62-0,98

PARIS m 263 0,22 8,3 5 49,7 26,5 53 2,00 0,86

234 o 49 0,04 0,6 2 55 16 0,4 0,16 0,08
m+-1960 | 167-359 0,114-0,30 7,1-95 1,090 389-60,5 234-296 45-61 1,78-240 0,70-1,02

m 287 0,24 8,4 7 52,3 26,0 6,0 2,05 0,85

MAEEZE'ZL"E o 54 0,05 0,6 4 51 1,0 0,4 0,16 0,07
m+-1960 | 181-392 0,115-0,33 7,2-95 014 424-622 241-27,9 53-67 1,74-2,36 0,71-1,00

Tableau 1V : Valeurs de référence des parameétres plaquettaires p our les trois centres inclus

B. Comparaison statistique des trois populations de témoins

L’analyse statistique effectuée par un test ANOVA (analyse de la variance) met en évidence

une différence statistique (p < 0,05) des valeurs moyennes des trois populations de témoins

pour les parametres suivants : PCT, VPM, GP, MPC, PCDW, MPM, PMDW (wbleau v).

Seules les valeurs moyennes de la numération plaquettaire et du coefficient d’anisocytose

PDW sont statistiquement identiques.

(gfL) PCT (%) ‘im GP(GIL) PDW (%) (';'sz) ':g‘l:,gl‘f‘)’ MPM (pg) PMDW (pg)

m| 284 0,26 9,2 8 52,4 23,9 5,5 2,01 0,80

NANCY | o2 | 4006 0,00 05 16 39,7 4,0 03 0,02 0,01
m | 263 0,22 8,3 5 49,7 26,5 5,3 2,09 0,86

PARIS | o*| 2401 000 0,4 4 30,3 2,6 0,2 0,03 0,01
m | 287 0,24 8,4 7 52,3 26,0 6,0 2,05 0,85

MARSHLLE | o> | 2919 0,00 03 14 25,6 1,0 01 0,02 0,01
ANOVA | p | 005 0001 0000 0000  >005 0000 0,000 0,036 0,001

Tableau V : Comparaison des trois populations de témoins par un test statistique d’analy se de la variance (test ANOVA)

III.Parametres plaquettaires en fonction du type de thrombopénie

Les profils biologiques obtenus pour chaque pathologie plaquettaire ont ét¢ comparés aux

valeurs de référence des centres dont elles sont issues.
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A. Thrombopénie avec plaquettes de petites tailles
Quatre patients présentant un syndrome de Wiskott-Aldrich ont été inclus dans notre étude.
L’un d’entre eux a été secondairement écart¢ de la base de données car I'histogramme
plaquettaire Vol Plag montrait la courbe pointillée rouge, t¢moin d’un probléme analytique
(cf paragraphe 1), dans un contexte de thrombopénie importante (€valuée a 6 G/L par ’automate).
Deux patients suivis @ Nancy pour ce syndrome n’ont pu étre inclus car ils ont été¢ greffés

avant 2006, date avant laquelle nous ne disposions pas de raw datas sauvegardées.

NP GP PCDW MPM PMDW
PCT (% VPM (fL PDW (% MPC (g/dL
(GIL) () M G () (gL (gia)  (pg) (Pg)
® Valeurs deréf. 167-359 0,14-0,30 7,1-9,5 1,0-9,0 38,9-60,5 23,4-29,6 45-6,1 1,78-2,40 0,70-1,02
E Patient 1 WAS 35 0,03 7,3 0 45,3 21,4 6,7 1,43 0,56
o Patient 2 WAS 84 0,06 7,6 0 35,7 18,9 57 1,35 0,44
Valeurs deréf. 181-392 0,15-0,33 7,2-9,5 0-14 42,4-62,2 24,1-27,9 5,3-6,7 1,74-2,36 0,71-1,00
. (meére
Patient 1 patient 2) 149 0,11 7,5 2 44,3 28,2 5,4 2,06 0,78
@
< Vol Plaquette

Patient 2 WAS (patient exclu de la base de données)

Tableau VI : Profils plaquettaires des cas de thrombopénies a petites plaquettes (WAS)
[ ] Valeurpatient < Valeur de réf. [[] Valeur patient > Valeur de réf.

Les deux patients parisiens présentent des similarités dans leur profil biologique avec, en
particulier, une thrombopénie a plaquettes normales (wableau v1). Le VPM est, en effet, dans les
valeurs basses de référence mais non diminué. Cependant les PCT, MPC et MPM sont
diminués ainsi que la numération des grandes plaquettes (GP) correspondant aux plaquettes
de volume supérieur a 20 fL.

Le «patient 1 » de Marseille est la mere « conductrice » asymptomatique du patient 2 qui a
¢été exclu. Son profil biologique ne montre pas d’anomalies notables (wbieau v7). La numération
plaquettaire tend vers les valeurs normales (150-400 G/L). On note simplement une légere

augmentation de la concentration plaquettaire moyenne MPC.

B. Thrombopénies constitutionnelles avec plaquettes de taille
normale
Douze patients suivis pour une thrombopénie constitutionnelle a plaquettes normales ont été
inclus (ableau vir). Six présentent une thrombopénie autosomique dominante avec anomalie du

géne ANKRD?26. Les six autres sont suivis pour une thrombopénie avec prédisposition a
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développer des leucémies (FPD/AML). La thrombopénie est toujours constante, évaluée entre
50 et 120 G/L avec un VPM normal ou augmenté pour 2 cas de FPD/AML. Le contingent de
plaquettes de grandes tailles est normal pour tous les patients. Le PDW est normal ou
augmenté ce qui correspond a une anisocytose plaquettaire plus marquée. Deux parametres
semblent varier entre ces deux thrombopénies constitutionnelles. La MPC est augmentée ou
dans les valeurs hautes de la normale pour les patients « ANKRDZ26 », ce qui correspond a une
population plaquettaire plus granuleuse alors qu’elle est normale pour les patients
«FPD/AML ». La MPM est, en revanche, normale pour les patients « ANKRD26 » et plutot
diminuée pour les patients « FPD/AML ».

(g:_) PCT (%) VPM (fL) (g/T_) PDW (%) MPC (g/dL) ':;Igl‘f‘)’ "("pps;' P?:)Z;N
Valeursderéf. | 181-392 0,15-033 7,295 014 424622 241-279 5367 1,74-236 0,71-1,00
Patient1 ANKRD26 | 15 0,01 7.7 0 48,9 27,7 5,4 1,96 0,74
Patient2 ANKRD26 | 67 0,05 7.9 2 57,4 27,0 46 2,04 0,96
Patient3 ANKRD26 | 62 0,05 7.9 2 70,1 20,1 5,3 2,13 0,95

L | patient4 ANKRD26 | 47 0,04 7.6 1 61,4 29,1 5,4 2,01 0,83
% Patient5 ANKRD26 | 65 0,05 7.8 2 62,5 20,6 5,1 2,08 0,81
g Patient6 ANKRD26 | 85 0,06 7.1 2 62,7 30,0 5,4 1,92 0,74
= | patient1 FPDIAML | 86 0,07 7.4 2 711 25,1 6,8 1,60 0,65
Patient2 FPDIAML | 54 0,04 7.2 1 46,2 22,4 6,7 1,55 0,74
Patient3 FPDIAML | 74 0,09 12,8 10 815 26,5 4.4 2,36 0,97
Patient4 FPDIAML | 83 0,09 10,5 6 63,8 27,8 5,9 2,63 1,14
Patient5 FPDIAML | 120 0,08 7.0 1 42,1 21,8 6 1,47 0,63

> Valeursderéf. | 159-400 0,14-038 7,8-106 0-16 40,1-64,7 200-27.8 4565 1,72-230 0,62-0,98
E Patient1 FPDIAML | 80 0,06 8,1 2 55,5 23,1 5 1,69 0,76

Tableau VII : Profils plaquettaires des cas de thrombopénies a plaquettes normales

[ ] Valeurpatient < Valeur de réf. [[] Valeur patient > Valeur de réf.

C. Thrombopénies constitutionnelles avec macroplaquettes
Onze patients présentant une thrombopénie a macroplaquettes ont été inclus. Concernant les
patients nancéiens, huit d’entre eux ont €té étiquettés « macrothrombopénie non MYH9 ». Ils
présentent, en effet, une thrombopénie constitutionnelle avec présence de grandes plaquettes a
I’examen du frottis sanguins mais pour lesquels une mutation du géne MYH9 n’a pas été
retrouvée pour les huit principaux exons analysés. On met en évidence chez ces patients une
thrombopénie modérée (entre 60 et 130 G/L) avec un VPM toyjours augmenté compris entre
11,0 fL et 16,5 fL (ableau viir). La population de plaquettes de VPM supérieur a 20 fL (GP)

n’est pas nécessairement augmentée. Le coefficient d’anisocytose plaquettaire, PDW, et la
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MPC sont normaux ou augmentés. La masse plaquettaire, MPM, est en revanche
systématiquement augmentée.

Pour I'unique cas de syndrome de Paris-Trousseau (twbleau viil), la population plaquettaire est
tres hétérogene en taille (PDW) et présente un VPM dans les limites de la normale sans exces
de grandes plaquettes (GP). La MPM est augmentée.

Sept cas de maladies de Willebrand 2B et deux cas de Peudo-Willebrand ont ét¢ inclus, issus
du CRPP de Paris. Bien que la maladie de Willebrand 2B ne constitue pas, stricto sensu, une
thrombopénie constitutionnelle, nous I'avons classée dans la catégorie des thrombopénies a
macroplaquettes avec le Pseudo-Willebrand plaquettaire afin de comparer ces patholo gies treés
proches sur le plan clinique et biologique. Dans la maladie de Willebrand de type 2B, la
numération plaquettaire est variable. Trois patients sur les sept ne présentent pas de
thrombopénie. La population plaquettaire est hétérogéne en taille (PDW) avec un VPM
syst¢ématiquement augmenté, qui varie entre 10,9 fL et 13,2 fL (wbleau viip. La masse

plaquettaire est également augmentée dans chacun des cas.

(gﬁ_) PCT (%) VPM (fL) (g/'f_) PDW (%) MPC (g/dL) ?ggl‘_")’ "("ppé‘;' ng;”
Valeurs deréf. 159-409 0,14-0,38 7,8-10,6 0-16  40,1-64,7 20,0-27,8 45-65 1,72-2,30 0,62-0,98
Patient 1 mMYH9- 124 0,15 12,5 17 67,5 28,5 51 2,78 1,06
Patient 2 mMYH9- 135 0,21 15,3 28 71,0 27,1 4.8 3,02 1,13
Patient 3 mMYH9- 82 0,10 11,8 8 64,4 29,7 4,8 2,80 0,93
S Patient 4 mMYH9- 101 0,16 15,5 22 76,9 26,7 4,4 2,64 1,06
E Patient 5 mMYH9- 88 0,10 11,2 10 72,1 28,9 51 2,46 0,92
Patient 6 mMYH9- 54 0,07 12,4 7 56,8 26,7 3,3 2,89 0,99
Patient 7 mMYH9- 86 0,11 12,7 10 60,7 26,7 5,3 2,89 1,02
Patient 8 mMYH9- 69 0,11 16,4 20 63,4 26,6 3,6 3,25 1,05
Patient1 Paris-Trousseau 99 0,10 10,6 8 70,7 27,0 54 2,35 1,00
Valeurs deréf. 167-359 0,14-0,30 7,1-95 1,0-90 389-605 234-296 45-61 1,78-2,40 0,70-1,02
Patient 1 Pseudo-Will. 345 0,26 7.4 4 46,6 29,1 5,3 2,08 0,80
Patient 2 Pseudo-Will. 199 0,18 91 8 57,5 27,0 5,0 2,30 0,98
Patient 1 Willebrand 2B 33 0,04 12,5 5 68,4 27,8 59 2,92 1,29
g Patient2  Willebrand 2B 97 0,11 11,2 10 59,9 30,8 4,5 3,02 1,22
< | Patient3  Willebrand 2B 232 0,24 10,3 15 58 28 4,8 2,66 1,07
Patient 4 Willebrand 2B 74 0,08 10,9 8 66,4 29,3 3,9 2,82 1,18
Patient5  Willebrand 2B 51 0,07 13,2 8 63,7 28,7 4,4 3,19 1,19
Patient6  Willebrand 2B 182 0,21 115 19 68,3 26,3 4,5 2,64 1,11
Patient7  Willebrand 2B 107 0,13 12,4 14 67,5 27,2 52 2,85 1,19
Tableau VIII : Profils plaquettaires des cas de thrombopénies & macroplaquettes
[ ] Valeur patient < Valeur de réf. [] Valeur patient > Valeur de réf.
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En revanche, les deux cas de Pseudo-Willebrand plaquettaires présentent des valeurs dans les

intervalles de référence pour les différents parametres plaquettaires (wableau viii).

D. Thrombopénies constitutionnelles a plaquettes géantes

Quinze patients présentant un syndrome MYH9 ont ét¢ inclus (wableau 1x). Les résultats sont

homogenes entre les trois centres et mettent en évidence une thrombopénie variable (31-120

G/L) avec un VPM augmenté qui varie entre 15,3 et 28,1 fL. La population de grandes

plaquettes est augmentée dans 14 cas sur 15. L anisocytose plaquettaire est peu marquée avec

un PDW normal dans la majorité des cas.

(gﬁ_) PCT (%) VPM (L) (g/T_) PDW (%) MPC (g/dL) '(’ggl‘f‘)’ MPM (pg) Pm’;;”

Valeursderéf. | 181-392 015033 7,295  0-14 424622 241279 5367 174236 071100
Patient1  MYH9 | 99 0,16 s75 | 204 39
w | Patient2  MYH9 71 02 53,8 24 3,8
% Patient1  SBS 86 011 3.9
g Patient2  SBS 43 0,08 41

= | patient1 Bolzano | 103 0,13 39 m
Patient2 Bolzano 125 0,17 3,9
Patient3 Bolzano 76 0,13 3,6

Valeursderéf. | 159-409 0,14-038 7,8-10,6 0-16  40,1-647 200278 4565 172-230 0,62-0,98
Patient1 MYH9 | 86 0,16 58,4 43
Patient2 MYH9 | 85 0,15 62,0 43
Patient3  MYH9 78 0,14 61,1 43
Patient4 MYH9 | 105 018 60,4 41
5 | Patient5 MYH9 | 55 011 59,8 27,0 44
% Patient6 ~ MYH9 | 31 0,05 26,5 5,4
Z | patient7 MYH9 | 52 0,10 59,6 271 3.9
Patient8  MYH9 62 0,12 63,5 - 45
Patient9  MYH9 | 46 0,08 61,4 273 45
Patient1  SBS 36 0,08 58 26,7 5,1
Patient2  SBS 56 0,10 61 27,8 4.6
Patient3  SBS 52 013 56,2 27,8 4.4

Valeursderéf. | 167-359 0,14-030 7,195 1,0-90 389-605 234296 4561 178240 070-102
Patient1  MYH9 72 011 29,6 4,2
Patient2  MYH9 | 105 0,16 28,1 48
@ | Patient3  MYHO | 120 0,22 25,8 42
< | Patienta MYH | 32 0,07 25,3 3.9
Patient1  SBS 17 0,04 26,5 34
Patient2  SBS 54 0,10 27,8 5,9
Patient1 SBSHZ | 148 0,19 27,4 5,1

Tableau IX : Profils plaquettaires des cas de thrombopénies a plaquettes géantes

[ ] Valeurpatient < Valeur de réf.

[[] Valeur patient > Valeur de réf.
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La masse plaquettaire moyenne et son écart-type sont systématiquement augmentés tandis que
la MPC est augmentée dans la moiti¢ des cas.

Les sept cas de syndrome de Bernard-Soulier présentent une thrombopénie qui varie de 17 a
86 fL. Le VPM est sytématiquement supérieur a 15 fLL sauf un cas (patient 1 Marseille) dont
I’analyse des cytogrammes et histogrammes plaquettaires ne permet pas d’apporter
d’explications. On observe également une augmentation de la population des grandes
plaquettes, un coefficient d’anisocytose plaquettaire et une MPC normaux dans la majorité
des cas. La masse plaquettaire moyenne et son écart-type sont augmentés dans chacun des
cas. Le PDW est normal, dans la majorité¢ des cas, ce qui témoigne de I'homogénéité de la
population plaquettaire avec la présence quasi-systématique de plaquettes de VPM supérieur a
20 fLL (GP). Les plaquettes semblent ¢galement plus granuleuses avec une MPC élevée ou

dans les valeurs hautes de la normale et cela de fagon homogene (PCDW normal ou bas).

E. Thrombopathie

Quinze patients suivis aux CRPP de Nancy ou Paris pour une maladie de Glanzmann ont ét¢

mclus (tableau X).

NP (GIL) PCT (%) VPM (fL) (g‘/':_) PDW (%) MPC (g/dL) l()s;:/gx\)’ "("ppg"‘;' P?’['Jg;”

Valeursderéf. | 159-409 0,14-0,38 7,8-10,6 0-16 40,1-64,7 20,0-27,8 4,5-6,5 1,72-2,30 0,62-0,98
Patient 1 138 0,14 10,3 10 70,8 29,2 5,6 2,40 1,02
Patient 2 300 0,27 9,1 13 62,9 27,7 52 2,24 0,90
> Patient 3 235 0,19 7.9 3 48,6 24,6 55 1,82 0,70
% Patient 4 207 0,18 8,8 6 55,4 28,1 53 2,19 0,78
z Patient 5 236 0,19 8,2 6 58,6 28,8 5,6 2,13 0,77
Patient 6 331 0,37 11,2 15 53,2 20,7 3,8 2,12 0,78
§ Patient 7 174 0,15 8,9 6 59,2 27,7 53 2,25 0,89
% Patient 8 299 0,24 7,9 5 51,6 27,9 55 2,05 0,78

(§D Valeursderéf. | 167-359 0,14-0,30 7,1-9,5 1-9 38,9-60,5 23,4-29,6 4,5-6,1 1,78-2,40 0,70-1,02
Patient 1 146 0,15 10 11 66,2 27,6 4,7 2,48 1,11
Patient 2 130 0,18 13,5 22 72,0 28,1 4,2 3,08 1,22
g Patient 3 242 0,33 13,5 39 75,3 25,6 4,1 2,80 1,16
E Patient 4 213 0,23 10,6 15 70,4 24,5 4,1 2,31 0,98
Patient 5 215 0,19 8,9 8 60,9 25,2 4,9 2,10 0,91
Patient 6 126 0,12 9,4 5 58,6 26,3 4.5 2,31 0,99
Patient 7 188 0,16 8,7 6 53,5 26,5 51 2,21 0,95

Tableau X : Profils plaquettaires des cas de maladie de Glanzmann
[_] Valeur patient < Valeur de réf. [[] Valeur patient > Valeur de réf.
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L’analyse de leurs parameétres biologiques ne permet pas de mettre en évidence une identité
phénotypique particuliere. Seuls quatre patients présentent une thrombopénie modérée,
supérieure a 120 G/L. Le VPM est, dans la majortié des cas, normal. Il est augmenté dans
quatre cas (< a 16 fL) et s’accompagne d’une augmentation du contingent de grandes

plaquettes (GP).

F. Anomalies des granules

Les neuf cas d’anomalies des grains denses (6-SPD) présentent une numération plaquettaire
normale ou augmentée (wbleau X7). Le VPM est normal ou diminué sans exces de grandes
plaquettes. La concentration plaquettaire (MPC) est normale ou augmentée mais jamais
diminuée, bien qu’il s’agisse d’une anomalie des granules. La MPM est diminuée dans les
deux seuls cas ou le VPM est diminué.

Le profil biologique des parametres plaquettaires est différent concernant le syndrome des
plaquettes grises (a-SPD) (wbleau x1). Les deux patients présentent une thrombopénie avec un
VPM augmenté, mais qui reste inférieur a 16 fL. Cette population plaquettaire est plus

hétérogene en taille avec un PDW plus élevé que les valeurs de référence.

NP (GIL) PCT (%) VPM (fL) (gﬁ_) PDW (%) MPC (g/dL) ?g;gl‘f‘)’ "z' ppg',‘;' P?:,';;N

Valeursderéf. | 159-409 0,14-0,38 7,8-10,6 0-16 40,1-647 200-27,8 4565 1,72-230 0,62-0,98
Patient1 &5SPD | 525 0,44 8,5 4 36,4 21,3 5,2 1,73 0,61
Patient2 5SPD | 283 0,22 7.8 2 41,0 23,6 5,1 1,79 0,66
Patient3 &SPD | 537 0,36 6,7 2 39,7 26,3 6,4 1,66 0,53
. | Patienta &sPD | 341 0,25 7.3 4 48,1 28,2 5,7 1,92 0,67
% Patient5 &SPD | 521 0,40 7.6 2 35,4 23,2 5,4 1,71 0,62
Z | Ppatient6 5SPD | 182 0,13 7,2 4 56,0 20,4 6.1 2,01 0,89
Patient7 5SPD | 106 0,10 9,9 5 55,5 25,1 4.8 2,31 0,95
Patient8 &5SPD | 198 0,16 7.9 3 52,8 27,5 5,6 2,01 0,75
Patient9 &SPD | 181 0,20 11,0 13 65,3 27,8 4.4 2,53 0,90
Patient10 aSPD | 71 0,10 14,0 12 66,9 22,2 38 2,63 1,10

@ [ Valeursderéf. | 167-359 014-030 7,195 10-90 389605 234296 4561 178240 070-1,02
< | Ppatient1 aSPD | 60 0,06 10,0 3 75,1 22,9 5,0 2,06 1,05

Tableau XI : Profils plaquettaires des cas de pathologies des granules
[] Valeurpatient < Valeur de réf. [[] Valeurpatient > Valeur de réf.
G. Autres pathologies plaquettaires

Nous rapportons deux cas de thrombopathies constitutionnelles trés rares recensées au CCPP
de Nancy (wbleau x11). 11 8’ agit d’une patiente suivie pour un syndrome de Scott et une patiente

présentant une anomalie de la voie de I’ ADP. Avec un unique cas représentatif de chacune de
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ces pathologies, aucune interprétation ne peut &tre proposée a partir de

biologiques, qui sont présentés ici a titre indicatif.

leurs profils

MPC PCDW PMDW
NP (G/L) PCT (%) VPM (fL) GP (G/L) PDW (% MPM
(GIL) PCT (%) VPM (L) GP(GL) PDW(%)  (grr)  (adL) P8 " (og)
Valeurs deréf. 159-409 0,14-0,38 7,8-10,6 0-16 40,1-64,7 20,0-27,8 4,5-6,5 1,72-2,30 0,62-0,98

5 Patient SCOTT
E syndrome 456 0,33 7,3 4 45,7 27,7 5,8 191 0,68
= | Patientanomalie vole | 335 0,28 8,4 7 54 252 7.2 1,92 0,76

Tableau XII : Profils plaquettaires d’un cas de syndrome de Scott et d’un cas d’anomalie de la voie de ’ADP

[ ] Valeurpatient < Valeur de ref. [[] Valeur patient > Valeur de ref.
IV.Profil biologique des cas de purpura thrombopénique
immunologique

Parmi les 92 cas de PTI inclus dans notre étude, 24 cas ont été exclus de la base de données,

soit 26 %, du fait d’un probléme analytique de I’ ADVIA®. (¢fpariie Résultats 1).

[ ] Valeurpatient < Valeur de réf.

[[] Valeurpatient > Valeur de réf.

NP(GLL) PCT(% VPM(L) (G7) PDW(% MPC(gdL) 'oof mPm(pg) PO
> Valeursderéf. | 159-409 0,14-0,38  7,8-10,6 0-16 40,1-64,7 20,0-27,8 45-6,5 1,72-2,30 0,62-0,98
% m 32 0,03 10,1 2 60,0 251 5,6 2,16 0,91
= c 30 0,03 2,4 2 12,7 2,8 1,3 0,42 0,19
ﬂ Valeursderéf. | 181-392 0,15-0,33 7,2-9,5 0-14 42,4-62,2 24,1-27,9 53-6,7 1,74-236 0,71-1,00
é m 19 0,02 8,5 1 40,2 21,6 55 1,86 0,86
o
<Et o 17 0,02 3.3 1 21,3 7,8 2,0 0,67 0,30

Tableau X111 : Valeurs moyennes des paramétres plaquettaires dans une population de patients suivis pour un PTI

Le tableau XIII représente les valeurs moyennes des parameétres plaquettaires calculées a

partir des 68 cas restants, apres exclusion des données erronées.

Il montre une numération plaquettaire moyenne et un plaquettocrite trés diminués ainsi

qu'une diminution du PDW et de la MPC dans la population marseillaise, qui n’est pas

retrouvée pour les cas de Nancy. Le VPM moyen est dans les intervalles de référence pour la

population de Nancy et celle de Marseille ainsi que la valeur moyenne de PCDW, MPM et

PMDW.

Lorsqu’on regarde les profils plaquettaires de chacun des cas de PTI (annexes 1 er 2), on observe

un VPM augmenté dans 27 cas/68 qui est généralement associé¢ a une augmentation du PDW,
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de la MPM ou de la MPC. Le VPM est dans les valeurs de référence dans 28 cas/68 et est
diminué¢ dans les 13 cas restants. On notera que, quelle que soit la valeur du VPM, le

contingent de grandes plaquettes (GP) n’est jamais aumenté.

Afin de faciliter la lecture de ces résultats, nous proposons une représentation simplifiée sous
forme de tableaux récapitulatifs pour les cas de thrombopénies constitutionnelles (annexes 3-5)
ainsiqu’une représentation graphique ou les résultats ne sont plus différenciés en fonction des

centres d’inclusion (annexe 6).
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La thrombopénie est une situation trés friéquente en hématologie clinique. Elle s’accompagne
souvent d’autres anomalies de I’hémogramme et le contexte clinique permet, en général,
d’orienter le diagnostic. Quand la thrombopénie est isolée, sa présence depuis I’enfance, voire
la naissance, et I'anamnése familiale sont des facteurs orientant fortement vers une
thrombopénie constitutionnelle plutdt que vers un PTI. Cependant, ces critéres peuvent étre
manquants ou mal recherchés et faire conclure a tort a une étiologie immune. Dans ces
conditions, I'analyse des histogrammes, des cytogrammes et des parametres plaquettaires
proposés par I’ADVIA®2120 apporte des informations facilement disponibles qui pourraient,
d’une part, constituer des critéres distinctifs entre les étiologies immune et constitutionnelle,
et d’autre part, caractériser les différentes entités de thrombopénies contitutionnelles.

L’¢équipe du service d’hématologie biologique de Nancy a déja acquis une expérience dans
I’¢tude du parametre VPM en proposant une standardisation de I’évaluation de la taille des
plaquettes (20), permettant de s’orienter vers un type de thrombopénie constitutionnelle
(thrombopénie a grandes plaquettes, a plaquettes normales ou a petites plaquettes), selon la
classification de Balduini (111). Fort de cette expérience et grice au recrutement de
pathologies plaquettaires au Centre de Compétence des Pathologies Plaquettaires de Nancy et
a la participation des CRPP de Paris et Marseille, ce travail multicentrique a permis de
colliger un grand nombre de thrombopénies constitutionnelles et d’étudier ces parametres
plaquettaires pour quinze entités différentes. Si le syndrome MYH9, le syndrome de Bernard-
Soulier ou le syndrome de Wiskott-Aldrich constituent les pathologies plaquettaires les plus
communes, la FPD/AML, la thrombopénie autosomique dominante liée a ANKRD26 ou le
syndrome des plaquettes grises sont beaucoup plus rares et leur caractérisation moléculaire
reste récente (92,106). On notera qu’un cas d’anomalie combinée des grains denses et des
granules o a ét¢ découvert tres récemment au CCPP de Nancy chez une patiente de 56 ans en
errance diagnostique depuis son enfance (données non présentées). Les CRPP et CCPP,
développés dans le cadre du plan national des pathologies rares, disposent donc de moyens
techniques adaptés au diagnostic de ces pathologies et jouent un réle essentiel pour

sensibiliser les médecins non-spécialistes et mettre en place une filiére de soins adaptée.

» La littérature ayant rapporté 1’influence de facteurs préanalytiques et analytiques sur la
détermination des parametres plaquettaires, la premiere étape de ce travail a €t¢ de définir des
« valeurs de référence » pour chacun des trois laboratoires inclus. Nous avons vérifié, dans un

deuxieéme temps, si les valeurs trouvées pour des sujets sains pouvaient étre assimilées dans
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un seul groupe ou présentaient des différences. La comparaison de ces valeurs a mis en
évidence des différences statistiques significatives (wbleaux 1V et V). Outre la variabilité
d’hématimetre, elles peuvent s’expliquer par une population t¢émoin différente selon les trois
centres avec des effectifs variables et probablement des origines ethniques ainsi qu’une
répartition des ages et des sexes différentes. Des études ont rapporté que le sexe était une
source de variation des parametres plaquettaires et notamment pour la classe d’age 45-65 ans
ou les femmes présentent un PCT supérieur et une MPC inférieure aux hommes (46).
Concernant I’age, deux études démontrent qu’il constitue une source de variation et proposent
de définir des valeurs de référence en fonction des différentes classes d’age (148,169).
Comparativement a I'étude déja menée au laboratoire de Nancy sur un ADVIA®2120 qui
rapportait un VPM compris dans l'intervalle [7,1-10,5 fL.] (moyenne, m £+ 1 écart-type, o)
¢tabli a partir de 30 individus sains, nous rapportons ici un intervalle de référence égal a
[7,8-10,6 fL], déterminé par m+ 1,96 o.

Les valeurs de référence trouvées pour les trois sites sont cohérentes avec les données de la

littérature pour la numération plaquettaire, PCT, PDW, PCDW, MPM et PMDW (wbleau X1v).

MPC  PCDW PMDW
NP(GIL) PCT(%)  VPM(L) GP(GIL) PDW(%) o) %) MPM(pg) (%)
Nﬁ‘:":;? m+-1,96¢ | 159-409 0,14-0,38  7,8-10,6 0-16  40,1-64,7 20,0-27,8 4,5-6,5 1,72-2,30 0,62-0,98
'n;=“3a4s m+-196c | 167-359 0,14-030  7,1-9,5 1,0-9,0 38,9-60,5 234-296 4,5-6,1 1,78-2,40 0,70-1,02
AR = | m+-1960 | 181-392 015033  7,2:95 0-14 42,4622 241-279 53-67 1,74-2,36 0,71-1,00
Brummit et
coll. (2000) 146-344  0,12-029  7,3-10 7-66,9 23,0-27,5 4,2 1,7-2 1,06
=122 m+- 1,96 o -3 ,12-0,29 ,3-10,5 - 39,7-66,9 23,0-27,5 4,2-59 1,725  0,6-1,
ADVIA®120
Giacomini et 197-273 0,16-0,24 9,4-10,3 - 40,4-47,0 21,2-22,8 4,9-5,3 2,0-2,2 0,7-0,9
coll. (2001) +-1.96 (toutes classes d'4ge confondues)
n=s%0 e 8,5-12,8
ADVIA®120 (18-45 ans)
Hoffmann et
coll. (2001) | m+-1,96 - - 5,6-8,9 - - - - - -
ADVIA®120

Tableau X1V : Valeurs de références établies pour les trois laboratoires inclus comparativement aux données de la littérature

Concernant le VPM, Giacomini et coll. (2001) rapporte des valeurs un peu plus élevées
(ADVIA®120) avec une valeur supérieur définie a 12,8 fL pour la classe d’age des 18-45 ans
(138). Hoffmann et coll. (2012) rapporte un intervalle de référence compris entre 5,6 et 8,9 fLL
mesuré également sur ADVIA®120 (150). Cette revue de la littérature témoigne des petites
variations observées dans les intervalles de référence. Si la technologie (optique ou

impédance) constitue la source de variation la plus importante, on montre que pour une méme
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famille d’automate (ici les ADVIA®), les différences persistent. Giacomini et coll. (2001) les
explique par des fluctuations d’échantillonnages et affirme qu’elles nont peu de
conséquences en pratique clinique (46). On notera cependant que les patients considérés
comme ayant une pathologie a grandes plaquettes selon les valeurs de référence de Nancy
(VPM supérieur a 10,6 fL) ont une population plaquettaire de taille normale si on applique les
valeurs de référence rapportées dans I’é¢tude de Giacomini et coll. (2001). Bien que la
littérature recommande d’établir des valeurs de référence pour chaque centre, notre étude
illustre les difficultés liées, entre autre, au choix de la population témoin et a la définition
méme de Dintervalle de référence et montre la nécessit¢ de la calibration et de la
standardisation des paramétres plaquettaires.

Ayant démontré des différences statistiquement significatives dans les valeurs obtenues entre
les trois centres, nous n’avons pas uniformisé les valeurs de référence et avons déterminé des

intervalles spécifiques a chaque laboratoire.

* Le deuxieme objectif de ce travail a été de comparer les paramétres plaquettaires trouvés
pour les sujets atteints de thrombopénies constitutionnelles a ceux correspondant a Ia
population de t¢émoins.

- Concernant les thrombopénies associ¢es a des plaquettes de taille diminuée, notre
¢tude s’est portée sur deux cas de WAS (tableau VI et annexe 3). Deux autres cas suivis a Nancy
n’ont pu étre inclus car les patients ont été greffés avant ’'année 2006, date avant laquelle
nous ne disposons pas de sauvegarde informatique des données analytiques. Conformément a
ce qui est rapport¢ dans la littérature, la numération plaquettaire est diminuée de facon
importante (82). Malgré cette faible numération plaquettaire, la courbe de distribution du
volume plaquettaire est de répartition log-normale, ce qui a permis de déterminer un VPM. En
cas de plus forte thrombopénie, le VPM peut ne pas étre rendu (175). Contrairement a la
description cytologique (80,83), ce VPM a été trouvé normal avec une valeur basse. Ce
comportement du VPM peut étre en relation avec la sphérisation des cellules au préalable de
I’analyse a I’aide du réactif contenant du dodecyl sulfate de sodium et du glutaraldéhyde. Cet
aspect est important a prendre en considération puisqu’il signifie que dans notre petite
expérience, un VPM non diminué¢ n’exclue pas le WAS ou sa forme hématologique pure,
I’XLT. Un cas de WAS avec des plaquettes de taille normale a déja été rapporté dans la
littérature en relation avec une mutation faux-sens (c.862 A>T) (176). Une centaine de

mutations a été décrite a ce jour et cette variabilit¢ de présentation est probablement en
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rapport avec le polymorphisme génétique. Dans notre étude, I’analyse des autres parametres
plaquettaires montre que, méme en cas de VPM normal bas, les autres parametres MPC et
MPM sont diminués, ce qui n’est jamais retrouvé dans les autres thrombopénies
constitutionnelles. En conclusion pour cette entité, une thrombopénie importante avec un
VPM limite bas ou diminué associ¢ée a une diminution de la MPM et de la MPC est
caractéristique (voire pathognomonique) et oriente fortement le diagnostic. L’analyse du
frottis sanguin coloré au MGG permettra de confirmer la nature ponctiforme de I’ensemble
des plaquettes. Ces arguments biologiques, interprétés avec les renseignements cliniques
(thrombopénie depuis la naissance, eczéma, infections éventuelles), seront suffisants, a notre

avis, pour rechercher la mutation du gene WAS.

- Concernant les thrombopénies constitutionnelles avec des plaquettes de taille
normale, nous avons pu étudier six cas de thrombopénies de type FPD/AML et six cas de
thrombopénies liées a des mutations de ANKRDZ26 (tableau VII et annexe 3). NOUS n’avons pas pu
¢tudier de TAR syndrome du fait de données analytiques non archivées (antérieures a 2006)
mais le contexte clinique est, dans ce cas, assez suggestif du diagnostic. Les deux entités
¢tudi€es présentent des traits communs. Elles se caractérisent par une thrombopénie modérée
comprise entre 47 G/L et 120 G/L, saufpour uncas. Le VPM est toujours normal pour les cas
de thrombopénies associées a ANKRD26 et normal ou faiblement augmenté pour les cas de
FPD/AML. Ces résultats sont cohérents avec ceux décrits dans la littérature (111).
L’augmentation du PDW trouvée dans les deux entités est étonnante puisqu’elle est présente
alors que le VPM n’est pas augmenté. Elle pourrait s’expliquer par une accentuation de
I’anisocytose physiologique en rapport avec une dysmégacaryopoiese que nous avons, par
ailleurs, observé pour FPD/AML (90). Parmi les parametres distinctifs entre ces deux entités,
nous notons que la thrombopénie FDP/AML est plutot associée a une MPC normale alors que
la thrombopénie liée & ANKRD26 est associée a une MPC augmentée. Ce comportement
différentiel pourrait étre attribué a une différence de contenu granulaire plaquettaire. La
littérature et nos données (en cours de publication) montrent que la thrombopénie FDP/AML
est souvent associée, quand elle est recherchée, & une anomalie des granules denses entrainant
une thrombopathie de type 6-SPD. Paradoxalement & nos résultats qui montrent une MPC
augmentée, une ¢tude de cas liés a une mutation du géne ANKRD26 a montré la présence sur
le frottis sanguin de plaquettes pales avec une diminution des granules o confirmée par

immunomarquage (91). Ainsi la MPC et la MPM seraient plus sensibles a une anomalie des
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granules denses qu’a celle des granules a. Cette tendance observée sur un faible nombre de
cas mériterait d’€tre confortée a partir d’un plus grand nombre d’entités car elle permettrait
d’orienter la recherche moléculaire. En effet, & ce jour, la recherche de mutations des génes
AMLI et ANKRDZ26 est réalisée en cas de thrombopénie avec des plaquettes de taille normale,
de transmission autosomique dominante avec éventuellement un contexte d’hémopathies
familiales. Ces génes comptant respectivement 9 et 34 exons, la recherche est longue et
colteuse. La détermination d’un profil biologique plus caractéristique d’une entité, en
association avec I’étude de MYHI10 (87) et en complément de I’exploration fonctionnelle
plaquettaire et médullaire (recherche d’une dysmégacaryopoiese), pourrait étre proposée

comme démarche diagnostique.

Dans le cadre du diagnostic différentiel d’une thrombopénie isolée associée a des plaquettes
de taille normale se positionne le diagnostic de PTI. Le contexte de PTI aigli est souvent
évocateur avec un antécédent de syndrome infectieux plus ou moins dramatique mais peut
¢galement faire évoquer une hémopathie aigué justifiant la réalisation d’une exploration
médullaire. Mais ces ¢léments peuvent manquer et un PTI chronique peut s’installer plus
insidieusement. Le diagnostic différentiel entre PTI et thrombopénie constitutionnelle reste un
probléme récurrent rapporté régulicrement dans la littérature, soit par méconnaissance du
contexte clinique par un interrogatoire mal adapté et/ou par une absence de prise en compte
des données morphologiques plaquettaires. En 2009, Noris et coll. rapportait 50 cas de
thrombopénies constitutionnelles publiés ces dix dernieres années qui avaient été
diagnostiqués a tort comme des PTI et dont 34 avaient ét¢ splénectomisés. Plus récemment,
une enquéte de pratiques cliniques a ét¢ menée et témoigne bien des progres qu’il reste a faire
en terme de diagnostic d’une thrombopénie (177).

Le VPM a fait ’objet de plusieurs études concernant son intérét a démontrer 1’origine
périphérique ou centrale d’une thrombopénie. Bien que les valeurs seuils proposées par les
auteurs divergent entre les études du fait de la variation d’automate, tous ont démontré une
augmentation du VPM dans les PTI et le définissent comme un marqueur de la nature
régénérative d’une thrombopénie (133,136). Certaines études démontrent une augmentation
combinée du coefficient d’anisocytose PDW et du pourcentage de GP et les proposent
¢galement comme marqueurs d’une thrombopénie périphérique (134,135). Le VPM a
¢galement montré son intérét dans le diagnostic différentiel entre les thrombopénies a

plaquettes géantes et le PTI (75,77), mais aucun parametre plaquettaire n’a fait 'objet de
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telles études comparatives. Un de nos objectifs a donc ¢été d’évaluer I’ensemble des
parametres plaquettaires dans des cas de PTI versus I'ensemble des thrombopénies
plaquettaires.

Contrairement a certaines thrombopénies constitutionnelles ou la population plaquettaire
présente un profil biologique commun d’un patient a I'autre, les résultats de la population de
PTI montrent une hétérogénéité importante (wableau XIII et annexes 1 a 3). Celle-ci peut, en partie,
s’expliquer par I’inclusion d’enfants et d’adultes suivis pour des PTI chroniques mais aussi
aigiis. De plus, les hémogrammes inclus pour chaque patient ont ét¢ prélevés a des phases
variables de 1’évolution de la maladie, sans standardisation. Si la majorité des analyses a été
effectuée au diagnostic, certaines ont ét¢ effectuées dans le cadre du suivi et éventuellement
dans les suites d’une corticothérapie ou d’un traitement par immunoglobulines. Il n’est pas
exclu que ces traitements puissent modifier les parameétres plaquettaires autres que la
numération plaquettaire. Il aurait été intéressant de n’inclure que les hémogrammes réalisés au
diagnostic pour s’inscrire véritablement dans la démarche de diagnostic différentiel d’une
thrombopénie mais cela n’a pas été toujours possible, faute de sauvegarde informatique des
données analytiques.

Malgré ces limites de notre étude concernant I'analyse des cas de PTI, quelques points
peuvent étre soulevés :

Contrairement aux données de la littérature, nous montrons une augmentation du VPM que
dans 39,7 % des cas. Si les résultats de Bowles et coll. (2005), Kaito et coll. (2005) et Ntaios
et coll. (2008) concluent @ un VPM plus important dans le cadre d’un PTI, la comparaison a
été effectuée par rapport a des cas de thrombopénies centrales et non par rapport a une
population t¢émoin d’individus sains (133—135). Contrairement aux ¢tudes précédemment
citées, Numbenjapon et coll. (2007) détermine un cut-off (7,9 fL) en fonction d’une
population témoin pour laquelle ont ét¢ définies des valeurs de référence (5,6-10,9 fL, STKS®
Coulter) (136). S’il montre effectivement que le VPM moyen des cas de PTI est
significativement plus €levé que le cut-off (VPM moyen des témoins), il précise que les VPM
des cas de PTI varient entre 4,7 et 12,0 fL démontrant qu'une proportion non négligeable de
cas a un VPM normal. En pratique clinique, il semble donc difficile de conclure au cas par
cas.

Dans nos cas de PTI ou le VPM est augmenté, il n’y a pas d’augmentation de la population
des grandes plaquettes (plaquettes de volume supérieur a 20 fL). Ce point est important a

souligner pour différencier ces cas des cas de thrombopénies & macroplaquettes ou la
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population de GP est augmentée dans plus de la moiti¢ des cas. Dans son étude publiée en
2005, Kaito et coll. montre que le pourcentage de GP est significativement augmenté dans les
cas de PTI (134). Seulement, ’analyse des plaquettes a été¢ effectuée sur un automate
fonctionnant par impédancemétrie (Sysmex XE®2100) ou les grandes plaquettes sont définies
pour un volume supérieur a 12 fL. Sachant que cette technologie surestime le VPM par
rapport a la méthode optique, on comprend que la population de GP décrites dans cette étude
différe de celle étudiée sur notre automate et que nos résultats divergent.

Dans nos cas de PTI ou le VPM est normal, le diagnostic différentiel se pose avec les
thrombopénies a plaquettes normales. On note simplement que la MPC est augmentée dans
les cas de thrombopénie liée a ANKRDZ26 alors qu’elle est diminuée ou normal dans les cas de

PTL

- Concernant les thrombopénies constitutionnelles associées a la présence de
plaquettes de grande taille, nous avons appliqué notre démarche de caractérisation de la
population plaquettaire en fonction de la courbe de distribution volumétrique d’automates

différents complétée de I’analyse morphologique plaquettaire a partir du frottis sanguin (rappel

tableau I).
Population plaquettaire Population plaquettaire avec Population plaquettaire
normale macroplaquettes avec plaquettes géantes
ADVIA® 2120
LH750" £ [ i
[ e W e I }
XE-2100D"
—— e J "‘_—_u-—
Morphologie » )
plaquettaire & _
[ %

Tableau 1 : Classification des plaquettes en foncion de la courbe de distribution volumétrique et de la morphologie (20)
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Ainsi nous avons distingué¢ le groupe des entités associées a la présence majoritaire de
plaquettes géantes (dont la taille est supérieure a celle des hématies a 'examen du frottis), qui
comprend le SBS et le syndrome MYH9, des autres entités. Ces dernieres correspondent a
plusieurs cas de figure a 'observation du frottis sanguin :
- Présence d’une majorité de macroplaquettes sans plaquettes géantes
- Présence de macroplaquettes associées a un contingent variable de plaquettes géantes :
dans ces cas, la recherche de mutations du g¢éne MYH9 sur les principaux exons
atteints (exons 1, 10, 16, 25, 26, 30, 38, 40) a ¢été retrouvée négative
(« macrothrombopénies MY H9-»).
Il est a noter que pour ces cas, la négativité de la recherche d’inclusions leucocytaires par
immunofluorescence (agrégats de myosine) n’a pas incit¢ a poursuivre la recherche de
mutations dans d’autres exons dont la prévalence est plus rare. Aucune recherche intronique

n’a été réalisée.

En présence d’une thrombopénie associée a une majorité de plaquettes géantes, le diagnostic
différentiel entre SBS et syndrome MYHO9 ne se pose pas, en général, tant la présentation
clinique est différente. Cependant, dans notre expérience, le polymorphiqme génétique li¢e
aux mutations des genes codant GPIb-IX a été¢ associé a un cas de SBS faiblement
hémorragipare et avec une agglutination a la ristocétine non nulle. Le diagnostic a été
confirmé seulement par 1’étude phénotypique par CMF et I'étude moléculaire.

La premic¢re étape du diagnostic de SBS ou du syndrome MYH9 est de bien repérer la
présence de ces plaquettes géantes au cours d’un hémogramme systématique. Seule ’analyse
attentive de la courbe de répartition volumétrique en complément de la détermination d’un
VPM augmenté permet d’orienter le diagnostic de thrombopénie vers ces entités. Nous
soulignons que [lutilisation de I’ADVIA®2120 a permis de rendre une numération
plaquettaire et une mesure du VPM pour tous les cas de thrombopénies a plaquettes géantes.
La courbe de répartition prend alors une allure bimodale trés évocatrice (cf tbleau 1). 11 est
important de rappeler que seule la technologie 4 mesure optique (ADVIA®) permet de rendre
une valeur de VPM en cas de présence de plaquettes géantes, ce qui constitue une supériorité
technologique dans I’approche des thrombopénies constitutionnelles (20,77). Le biais
potentiel en cas de plaquettes géantes analysées par PADVIA®2120 est la possibilité de

comptage des microcytes en plaquettes. Dans ce cas, 'analyse de I’histogramme Volume / CP
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Plag permet d’évoquer cette interférence et un comptage des plaquettes par CMF permet de
corriger la valeur de la numération plaquettaire.

Pour le syndrome MYH9, classiquement décrit comme faiblement hémorragipare avec une
numeération plaquettaire diminuée modérément (81), nous avons trouvé dans certains cas une
numération plaquettaire inférieure a 50 G/L (31-32-36 G/L) (tableau IX et annexe 5). Le VPM est
trés augmenté et systématiquement supérieur a 15 fL. Il est intéressant de noter que le PCT est
non augmenté malgré la présence de plaquettes géantes. Cette constatation montre que ce
paramétre ne doit pas €tre utilisé comme le reflet de la masse plaquettaire totale et du
potentiel hémostatique du patient. Le paramétre GP, qui correspond a la numération des
plaquettes de volume supérieur a 20 fL, est toujours augmenté. Le PDW est normal dans la
grande majorité des cas indiquant que I’ensemble des plaquettes est de taille augmentée et que
le contingent de plaquettes géantes est majoritaire. L’augmentation systématique de la MPM
et inconstante de la MPC sont cohérentes avec I’observation cytologique de plaquettes
géantes bien granuleuses. L’exploration fonctionnelle plaquettaire n’objective d’ailleurs pas
d’anomalie des granules o ou des grains denses.

Le phénotype des parametres plaquettaires trouvé pour le SBS est similaire a celui du
syndrome MY H9 attestant la présence de plaquettes géantes bien granuleuses (tableau LX et annexe
5. Cependant, nous notons que la numération plaquettaire est plus faible. Dans notre
expérience, elle varie entre 17 G/L et 86 G/L. Par ailleurs, le VPM montre des valeurs encore
plus élevées variant entre 17,3 et 25,1 fL (excepté un cas ou le VPM est mesuré a 12,9 fL sans
que nous n’ayons d’explications a apporter).

Cette étude nous permet donc de définir une identité¢ phénotypique de plaquettes géantes avec
un VPM trés augmenté supérieur a 15 fL, une MPM et une population de GP
systématiquement augmentées et une augmentation inconstante de la MPC.

La détermination de la valeur du VPM dans ce contexte de grandes plaquettes prend toute son
importance comparativement aux cas de thrombopénies associées a la présence de plaquettes
géantes mais pour lesquels la mutation MYH9 a ét¢ trouvée négative (groupe des
« macrothrombopénies MYHO - »). Il est important de noter que pour ces cas, le VPM est
toujours inférieur a 16,5 fLL (< 15 fL pour la majorité des cas) avec des valeurs comprises
entre 11,2 et 16,4 fL. Pour ce groupe mal défini, la MPM et la MPC varient comme dans les
cas de thrombopénies a plaquettes géantes et n’apportent donc pas de critéres distinctifs. On
remarque, cependant, une augmentation non systématique des grandes plaquettes (GP) et une

augmentation du PDW témoignant d’une hétérogénéit¢ de la population plaquettaire

133



(population plutdot homogeéne en taille dans les thrombopénies a plaquettes géantes). Nous
concluons que la recherche de mutations de MYHY ne devrait étre réalisée que pour des
valeurs de VPM supérieures a 15 fL sur FADVIA®2120. Inversement, cette recherche ne
semble pas justifiée pour des valeurs de VPM inférieures a 15 fL. Cette différence de VPM
entre le groupe des thrombopénies a plaquettes géantes et le groupe des
« macrothrombopénies MYH9 - » s’explique par une proportion moindre de plaquettes
géantes. D’ailleurs ’observation microscopique rétrospective des frottis sanguins des cas de
macrothrombopénies MYH9 - a confirmé la présence d’une majorité de macroplaquettes avec
présence de quelques plaquettes géantes, contrairement au syndrome MYH9 qui présente une
majorité de plaquettes géantes.

Ce groupe des macrothrombopénies MYH9 — n’est pas «sémiologiquementy satisfaisant et
devrait faire I’objet d’analyses complémentaires permettant d’orienter ces cas vers les autres
étiologies de macroplaquettes que nous allons aborder.

Auparavant, nous montrons au niveau du fableau IX et de I'annexe 5 I’entité Bolzano
comparativement aux cas de SBS. L’¢tude de notre faible effectif (n=3) montre que la
numération plaquettaire est faiblement diminuée, la MPM et la MPC sont toujours
augmentées et que le VPM est également augmenté avec des valeurs comprises entre 12,9 fL.
et 16,5 fL. Ces valeurs de VPM permettent de différencier I’entit¢ Bolzano des cas de SBS

homozygotes. Ces données sont cohérentes avec I’¢tude de Noris et coll. (2009).

Le groupe des thrombopénies avec macroplaquettes (zbleau VIII et annexe 4) (en dehors des entités
syndromiques comme le syndrome de la délétion 22q11.2 ou le syndrome de Paris-Trousseau
inclus dans un syndrome de Jacobsen) est composé d’entités variées et hétérogénes. Les
principales entités sont représentées par la maladie de Willebrand de type plaquettaire ou
Pseudo-Willebrand plaquettaire qu’il faut distinguer de la maladie de Willebrand de type 2B,
la forme macrocytaire de la maladie de Glanzmann et enfin le groupe des
macrothrombopénies méditerrannéennes autosomiques dominantes (dont le variant Bolzano).
La distinction entre maladie de Willebrand 2B et Pseudo-Willebrand plaquettaire nécessite la
recherche des mutations respectives sur les chromosomes 12 et 17 et peut étre orientée par le
test des « épreuves croisées plaquettaires » (68). Dans notre étude portant sur sept cas de
maladie de Willebrand 2B et deux cas de Pseudo-Willebrand, il est intéressant de noter
I’absence d’anomalies des paramétres plaquettaires dans les cas de Pseudo-Willebrand alors

qu'une augmentation du VPM associée a celles du PDM et de la MPM et la présence
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inconstante de GP témoignent de la présence de macroplaquettes dans la maladie de
Willebrand 2B. Il est rapporté¢ dans la littérature que la thrombopénie et la présence de
macroplaquettes sont fluctuantes dans ces pathologies et dépendent notamment d’un contexte
inflammatoire ou de stress (81). Dans le cas de nos patients, nous n’avons pas I'information
d’un éventuel contexte inflammatoire ou méme de stress qu’il serait difficile & appréhender a
partir d’un simple bilan biologique. La tendance observée dans notre étude doit Etre confirmée
sur un effectif plus important.

Récemment, des formes macrocytaires de la maladie de Glanzmann ont ét¢ décrites (120).
Dans notre étude, nous rapportons quatre cas de maladie de Glanzmann associés a des
macroplaquettes parmi les quinze cas inclus. Il serait intéressant de savoir si ces cas
présentent la mutation Arg995 de GPIIb ou Asp723 de GPIlla et sont de transmission

dominante.

- Enfin, nous avons inclus un groupe de patients présentant une pathologie des
granules. Concernant I’anomalie des granules denses, les résultats montrent une hétérogénéité
des profils plaquettaires d’un patient a I’autre, ce qui ne permet pas de définir une identité
phénotypique. L’étude des deux cas d’anomalie des granules a (syndrome des plaquettes
grises) montre une augmentation inconstante du VPM, alors qu’il est décrit que cette entité
présentent des macroplaquettes optiquement vides. Les autres parametres plaquettaires sont
également trop hétérogenes pour étre informatifs. Dans cette entité, c’est surtout ’observation
du frottis sanguin qui peut orienter le diagnostic. En conclusion sur les anomalies des
granules, les valeurs des parameétres plaquettaires sont trop discordantes d’un patient a autre

pour étre informatives dans la démarche diagnostique.

Bien que notre étude ait démontré les potentiels des parameétres plaquettaires dans la
démarche diagnostique de certaines thrombopénies constitutionnelles, la premicre étape de ce
travail, qui a consist¢ a analyser systématiquement I’ensemble des histogrammes et
cytogrammes, a permis de revenir sur les limites de 1’ADVIA®2120. Nombreuses
publications ont mis en ¢évidence la supériorit¢ des appareils a mesure optique
comparativement a la technologie par impédance, notamment concernant la reconnaissance
des grandes plaquettes (54,55,178). L’analyse bidimensionnelle des plaquettes selon leur

taille et leur réfraction et le principe de l'analyse combinée des globules rouges et des
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plaquettes permettent une identification plus précise des plaquettes de grande taille. Plusieurs
¢tudes ont d’ailleurs démontré I’incapacit¢ des appareils a impédancemétric a rendre un
résultat de VPM dans des contextes de thrombopénies a plaquettes géantes (20,77).
Cependant, une ¢tude multicentrique, réalisée dans 1’objectif de comparer la précision de
différents automates dans des contextes de thrombopénies séveéres (numération plaquettaire
inférieure a 20 G/L) par rapport a la CMF, a démontré que la plupart des automates (dont
’ADVIA®120) surestimait la population plaquettaire ce qui entrainait une diminution des
indications de transfusions (41). Dans ce contexte, les appareils a mesure optique ne
montraient pas leur supériorité par rapport aux appareils a impédance. Dans les suites de cette
étude, un des controles de qualité¢ externe du Royaume-Uni (National External Quality
Assessment Service, NEQAS) a propos¢ des échantillons dont la numération plaquettaire était
inférieure a 20 G/L. Les résultats du controle national montraient un coefficient de variation
inter-laboratoire de 22 a 66% (179).

Dans notre étude, les cas de PTI, qui présentaient les numérations plaquettaires les plus
basses, représente la population ou le plus grand nombre de cas a été exclu de la base de
données en raison d’un probléme analytique. Dans la démarche de validation technique d’une
analyse, il est donc essentiel d’observer attentivement I"histogramme Volume / CP Plag ainsi
que la courbe de distribution volumétrique (histogramme Vol Plag). La présence d’une courbe
d’ajustement rouge et une diminution importante du coefficient d’anisocytose plaquettaire
(PDW) doivent alerter le technicien et le biolo giste sur un éventuel probléme d’identification
de la population plaquettaire. Ces cas se présentant surtout dans des contextes de
thrombopénie sévere (inférieure a 20 G/L), ils doivent faire discuter le controle de la

numération plaquettaire par cytométrie en flux.

Cette ¢tude multicentrique développée dans ’objectif de caractériser les thrombopénies
constitutionnelles par des paramétres plaquettaires innovants nous a permis de proposer des
organigrammes décisionnels en fonction des différents phénotypes plaquettaires (¢f page
suivante). En poursuivant cette ¢tude dans une démarche prospective, I'inclusion d’un plus
grand nombre de cas permettra de renforcer la cohorte et éventuellement de conforter les
tendances observées. De plus, I'utilisation de ces organigrammes décisionnels dans la
démarche diagnostique d’une thrombopénie permettra de conclure quant a la potentielle

application clinique de ces paramétres.
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ANNEXE 1: Distribution des paramétres plaquettaires des patients suivis pour un PTIa NANCY

I:l Valeur patient < Valeur de réf. - Valeur patient > Valeur de réf.

155

ADULTES
. - NP (GIL) PCT (%) VPM (L) (glt) PDW (%) MPC (g/dL) '(’;m MPM (pg)  PMDW (pg)
Valeurs de réf. 159-409 014038 78106 0-16 40,1-64,7 20,0-27,8 4565 1,72-230 062-098
Patient 1 PTl aigi 1 0 75 0 30,6 17,6 26 132 027
Patient 3 PTl aigii 5 0 82 0 18,2 26,3 58 208 092
paens | ema | @ oo [NENN : WEEN s s ae [EENN
Patient 5 PTl aigii 3 0 84 0 17,2 19,2 7.1 17 086
Patient 6 PTl aigi 4 0 63 0 2.4 24 - 15 068
Patient 7 PTl aigii 5 0 7.1 0 19,5 22,8 7.7 1,42 063
Patient 8 PTI aigii 19 002 3 64,1 23,2 42
Patient 9 PTI aigii 2 003 5 63,8 23,6 37
Patient 10 PTI aigii 106 0,09 86 2 43,2 24,6 52 204 076
Patient 11 PTl aigi 58 0,06 96 3 51,9 25,8 37 - 089
Patient 12 PTI aigii 46 005 10 3 61,9 24,4 44 223 094
Patient 13 PTl aigii 3 0 72 0 2,4 24,6 - 176 09
Patient 14 PTl aigi 28 0,03 93 1 63,8 23,1 49 2 09
Patient 15 PTl aigii 3 0 96 0 15,6 23,2 94 174 078
- - NP (GIL) PCT (%) VPM (fL) (g/t) PDW (%) MPC (g/dL) '(’;dD‘S MPM (pg)  PMDW (pg)
Patient 1 PTichrn 3 0 69 0 24,1 22,9 82 1,53 084
Patient 2 PTIchrn 7 001 77 0 47,7 18,7 57 141 076
Patient 3 PTi chrn 4 0 7.3 0 19.3 231 84 1,6 072
Patient 5 PTI chrn 13 001 92 0 185 24,7 55 225 118
Patient 6 PTichrn 19 0,02 86 1 58,9 27,4 55 222 -
Patient 7 PTichrn 103 009 88 3 61,1 _ 5 2,29 081
Patient 8 PTichrn 28 0,03 89 1 53,5 23,7 54 1,94 081
Patient 9 PTichrn 60 0,07 - 6 62,1 _ 48 - 093
Patient 10 PTichrn 78 007 85 3 60,6 271 56 206 082
Patient 11 PTichrn 107 0,09 88 4 63,6 _ 54 22 086
Patient 12 PTIchrn 9 001 83 0 2.6 23,3 85 1,9 116
Patient 13 PTlchrn 23 002 1 27 6.1 2,29 -
Patient 14 PTichrn 32 0,04 3 26,1 46 092
Patient 15 PTichrn 51 006 6 25,5 56 091
Patient 16 PTichrn 65 007 3 22,6 092
Patient 17 PTichrn 4 0,01 1 24,3 071
Patient 18 PTichrn 4 001 1 25,3
Patient 19 PTichrn 14 002 2 24,8
Patient 20 PTichrn 19 0,02 0 57,3 26,3 087
Patient 21 PTichrn 43 0,04 89 1 56,1 24,5 089
Patient 22 PTichrn 9 001 12,3 1 18 20,4 53 211 1,19
Patient 23 PTIchrn 5 0 20 58 1,51 087
Patient 24 PTIchrn 13 0,02 25,2 47 0388

Patient : probléme analytique, cas exclus secondairement de la base de données




ANNEXE 1 suite: Distribution des paramétres plaquettaires des patients suivis pour un PTIa NANCY

ENFANTS
. ; ( gﬁ_) PCT (%) VPM (L) GP(G/L) PDW(%) MPC (g/dL) 'a:lgx‘)’ MPM (pg) Pm';;"
Valeurs de réf. oy 014038 78106 016 401-647 200278 4565 172230 062:0,98
Patient1 | PTlaign | 11 0,01 116 1 57,4 26,1 5,0 2,71 1,04
Patient2 | PTlaigi | 31 0,04 133 5 71,1 25,0 49 2,75 1,19
Patient3 | PTlaigi | 3 0,00 7,5 0 41,4 18,4 53 1,32 0,45
Patient4 | PTiaigi| 6 0,00 8,2 0 17,1 22,3 6,4 1,87 0,86
Patient5 | PTlaigi| 9 0,01 7,9 0 18,6 227 6,8 1,83 0,98
Patient6 | PTlaigi | 2 0,00 8,1 0 45,0 20,7 78 1,68 0,88
Patient7 | PTlaigi | 55 0,05 9,7 3 65,5 30,3 48 2,44 0,86
Patient8 | PTiaigi| 6 0,00 7.3 0 20,3 22,0 7,0 1,76 0,75
Patient9 | PTlaigi| 4 0,00 13,2 0 13,3 21,0 6,5 2,25 1,21
Patient 10 | PTlaigi | 2 0,00 6,7 0 39,8 245 5,8 1,80 1,06
- - ( gﬁ_) PCT (%) VPM (L) GP(GL) PDW (%) MPC (g/dL) ':;lgr)’ MPM (pg) Pm';;”
Patient1 | PTichrn| 58 0,05 8,5 2 55,1 28,9 55 2,18 0,82
Patient2 | PTichmn | 9 0,01 8,5 0 18,7 23,8 7,4 1,83 0,88
Patient3 | PTichrn | 40 0,04 9,2 2 71,7 24,7 6,5 1,94 0,78
Patient 4 PTI chrn 11 0,01 7,7 0 21,3 28,4 6,1 2,15 0,95
Patient5 | PTichrn | 6 0,00 7.1 0 48,9 25,3 7,0 1,80 0,99
Patient6 | PTichrn | 64 0,06 9,8 4 59,3 27,1 44 2,28 0,81
Patient 7 PTI chrn 12 0,01 8,4 0 19,7 27,4 6,8 2,21 0,96
Patient8 | PTichrn | 18 0,03 14,4 4 68,0 26,5 44 3,16 1,31
Patient9 | PTichrn | 9 0,01 7,6 0 50,5 24,0 7,4 1,79 1,08
Patient 10 | PTIchmn | 10 0,01 7,5 0 25 24,2 57 1,89 1,01
|:| Valeur patient < Valeur de réf. |:| Valeur patient > Valeur de réf.

Patient : probléme analytique, cas exclus secondairement de la base de données
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ANNEXE 2 : Distribution des paramétres plaquettaires des patients suivis pour un PTIa MARSEILLE

ENFANTS
GP MPM PMDW
. - NP(GL) PCT(%) VPM (L PDW (%) MPC(g/idL) PCDW (g/dL
( ) ( 0) ( ) (G/L) ( 0) (g ) (g ) (pg) (pg)
Valeurs deréf. 181-392  0,15-0,33 7,295  0-14 424622  24,1-27.9 5,3-6,7 174236 0,71-1,00
Patient 1| PTI aigi 8 0,01 85 0 18,5 20,9 6,7 1,73 0,85
Patient 2 | PTlaigu 19 0,02 - 3 _ 24,2 5.8
Patient 3 | PT!aigii 4 0,00 83 0 52,0 19,9 0,91
Patient 4 | PTlaigi 46 0,05 - 4 0,92
Patient 5| PTI aigii 0,01 7,5 0 21,6 25,2 8,1 1,77 0,97
Patient 6 | PTlaigi 0,00 7,3 0 415 19,1 5.4 1,37 0,68
Patient 7 | PTlaigii 0,00 7.1 0 56,2 15,4 40 1,09 0,73
Patient 8 | PT!aigii 12 0,01 9,5 1 24,8 1,84
Patient 9 | PTlaigu 15 0,02 - 3 24,6 45
Pafg”t PTI aigi 5 0,00 9,0 0 61,1 20,2 6,5 1,71 0,99
Paffm PTI aigi 3 0,00 7.1 0 37,1 18,0 5.8 1,21 0,40
Pafgm PTI aigii 34 0,02 6.9 0 38,2 23,1 6.4 1,62 0,60
Pafgm PTl aigii 2 0,00 - 0 47,3 22,0
Paif”t PTI aigil 4 0,00 9,6 0 454 22,7
Pa{'g”t PTI aigil 1 0,00 6.3 0 25,1
Pelen | prraigu 29 0,02 8,4 2 2.8
Patient | pi aigi 40 0,04 9,1 0 37,8 26,4
Patient 1 pT1 aigi 18 0,01 7.9 1 191 26,5 7.4 2,20 1,01
Pafgm PTI aigii 5 0,00 83 0 497 203 6,1 1,66 0,93
Patient | pT1 aigi 6 0,01 12,5 0 139 15,4 28 1,72 0,80
Pagf"t PTl aigii 4 0,00 0 43,6 20,9
Pa;'g"t PTl aigii 26 0,03 2 - 23,7 2,32
P"";‘g”t PTl aigii 5 0,00 6,4 0 433 23,0 1,37
GP MPM PMDW
. . NP(GIL) PCT(%)  VPM (fL PDW (%) MPC(g/idL) PCDW (g/dL
( ) ( °) ( ) (G/L) ( °) (g ) (9 ) (pg) (pg)
Patient1 | PTIchrn 21 0,02 2 23,2 1,72 0,93
Patient 2| PTI chrn 16 0,01 7,0 0 21,5 25,8 6,2 1,90 0,94
Patient 3| PTI chrn 29 0,02 7,9 0 19,1 29,4 56 2,41 0,88
Patient 4 | PTIchrn 15 0,02 2 25,5 6,1
Patient 5 [ PTIchrn 112 0,13 12 4,2
Patient 6 | PTIchrn 49 0,06 5 45
Patient 7 | PTIchrmn 29 0,03 3 27,7 5,2
Patient 8 | PTIchrn 29 0,03 3 6,0
Patient 9 | PTIchrm 21 0,02 2 26,9 41
Pafg’”t PTIchrn 9 0,01 78 0 52,1 24,7 6,0

|:| Valeur patient < Valeur de réf.

Patient : probléme analytique, cas exclus secondairement de la base de données

- Valeur patient > Valeur de réf.
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ANNEXE 3 : Thrombopénies associées a des plaquettes de petite taille ou de taille normale (tableau

récapitulatif)
Diagnostic
Thrombopénies a différentiel des
Thrombopénies a plaquettes de _
plaquettes de ) thrombopénies a
taille normale
petite taille plaquettes de taille

normale : PTI

PTI PTI
Wiskott-Aldrich | FDP/AML ANKRD26
Nancy | Marseille
(n=2) (n=6) (n=6)
(n=55) (n=12)
NP (G/L) AR . y 3 3
[54-120] [47-83] [2-62 [2-36]
sauf 1 cas a 15 G/L
Nal Nal
>3 | |
VPM (fL) N*ou? N* A" A
[773'796]

7 7
PCT (%) AN AN NN AR AN
GP Nal Nal Nal Nal Nal

PDW (%) N¥ou N¥ou N¥ N

MPC (g/dL) A" N¥ouN N*ou & N¥ A
PCDW (g/dL) N¥ou N N N
MPM (pg) ) ) N N N
PMDW (pg) ) N¥ N¥ N*
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ANNEXE 4 : Thrombopénies associées a des macroplaquettes (tableau récapitulatif)

Pseudo-
MYH9- Willebrand 2B Bolzano
Willebrand
(n=8) (n=7) (n=3)
(n=2)
A hétérogeéne | N
NP (G/L) N?
[80-130] [33-230] [76-125]
A <16,5 2 2
VPM (fL) N
[11,2-16,4] [10,3-13,2] [12,9-16,5]
PCT (%) N¥ou N N¥ou N N N¥OuN
GP N¥ou N*ou N 2
PDW (%) NYoud N N N¥oud
MPC (g/dL) N oud N¥ N¥ ?
PCDW (g/dL) N* ou N N N )
MPM (pg) 2 2 N 2
PMDW (pg) A ouN? 2 N 2 ouN* haut
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ANNEXE 5 : Thrombopénies associées a des plaquettes géantes (tableau récapitulatif)

Bolzano (BSS
hétérozygote, pour
Syndrome M YH9 BSS
comparaison avec
n=15 n=
SBS)
n=3
Y] Y] A
NP (G/L)
[31-120] [17-86] [76-125]
" A A>150 2AA>150 p
VPM -
[15,3-28,1] [17,3-25.1] [12,9-16,5]
(sauf I cas, 12,9 fL)
Non & Non & .
PCT (%) ) ) ) ) N*OuN
Malgré plt géantes Malgré plt géantes
GP (G/L) 7 v 7
Le plus svt N* Le plus svt N*
PDW (%) v |
(oud) (oud)
MPC (g/dL) N*ou? N¥ou? 7
PCDW (g/dL) N N A
MPM (pg) 7 v 7
PMDW (pg) 7 7 ? ouN* haut
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ANNEXE 6 : Représentation graphique des paramétres plaquettaires
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ANNEXE 6 (suite)
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ANNEXE 6 (suite)
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ANNEXE 6 (suite)
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ANNEXE 6 (suite)
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par Amélie POINSARD
RESUME :

Les thrombopénies constitutionnelles constituent un ensemble de pathologies rares correspondant a des déficits
quantitatifs et/ou fonctionnels des plaquettes de déterminisme génétique. Le dispositif des Centres de Référence
des Pathologies Plaquettaires (CRPP) complété des Centres de Compétence des Pathologies Plaquettaires
(CCPP) intervient dans la mise en place d’une filiére de soins adaptée a la prise en charge de ces maladies rares.
Bien que la connaissance de la physiologie plaquettaire et de la mégacaryopoiése ait largement progressé, toutes
les bases moléculaires n’ont pas été identifices et plusicurs cas de thrombopénies constitutionnelles ne
s’inscrivent pas parmi les nombreuses entités déja décrites. De plus, la littérature rapporte de nombreux cas de
thrombopénies constitutionnelles diagnostiqués a tort de thrombopénie immune idiopathique qui ont conduit a
une prise en charge thérapeutique inadaptée (traitement médicamenteux, splénectomie). Des progrés en terme de
sensibilisation du corps médical mais aussi dans la reconnaissance phénotypique de ces entités sont donc
nécessaires pour améliorer leur diagnostic. Les hématimétres & mesure optique, dont PADVIA 2120, ont montré
leur supériorité en terme de précision de la numération plaquettaire par rapport a la technologie par
impédancemétrie, grice a [I’analyse bidimensionnelle des plaquettes. Le logiciel d’exploitation de
PADVIA®2120 propose des paramétres plaquettaires (PCT, VPM, GP, PDW, MPC, PCDW, MPM, PMDW) qui
n’ont jamais fait lobjet d’études dans les thrombopénies constitutionnelles. L’objectif de cette étude
mu lticentrique (CCPP de Nancy, CRPP de Kremlin-Bicétre a Paris et de Marseille) et rétrospective est d’étudier
la distribution de ces paramétres plaquettaires dans une population de sujets témoins et secondairement de
comparer cette distribution a celle observée dans une population de patients suivis pour un purpura
thrombopénique immunologique et dans les différentes thrombopénies constitutionnelles afin de les définir par
une « identité phénotypique plaquettaire». L’analyse de la distribution de ces paramétres plaquettaires dans une
dizaine d’entités différentes a permis de proposer des organigrammes décisionnels en fonction du phénotype
plaquettaire. L’inclusion d’un plus grand nombre de cas permettra de conforter les tendances observées et
d’évaluer I'intérét de ces organigrammes dans la démarche de diagnostique biologique des thrombopénies
constitutionnelles.

MOTS CLES : thrombopénies constitutionnelles - Centre Régional des Pathologies Plaquettaires (CRPP) -
hématimétre ADVIA®2120 - paramétres plaquettaires - purpura thrombopénique immunologique (PTI) -
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