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INTRODUCTION

Les plaquettes sont les plus petites cellules circulantes sanguines mais elles jouent un role
important et primordial dans les processus d’hémostase. Ainsi dans les cas de déficit
quantitatif en ce type cellulaire ou en cas d’anomalie qualitative, les patients peuvent étre
exposés a un risque hémorragique plus ou moins important.

De multiples causes peuvent conduire a une thrombopénie et dans la majorité des cas celle-ci
est d’origine acquise, comme par exemple les thrombopénies iatrogeénes ou liées a diverses
affections. Dans de rares cas 1’origine peut étre génétique, on parle alors de thrombopénie
constitutionnelle. Celle-ci peut étre transmise de manicre héréditaire par les parents ou alors
découler d’'une mutation de novo. Certaines formes sont également associées a d’autres
anomalies congénitales a type de malformations ou de déficit immunitaire, on parle alors de
formes syndromiques.

Actuellement la littérature a rapporté 23 formes de thrombopénies constitutionnelles (TC)
portées par 22 genes différents. C’est un groupe d’entités qui reste méconnu, tant du coté des
cliniciens que des biologistes, bien que depuis quelques années ce sujet fasse I’objet de
fréquentes publications internationales.

En effet divers auteurs ont montré qu’un nombre non négligeable de patients ont été
initialement diagnostiqués comme souffrant d’une forme acquise de thrombopénie, un
purpura thrombopénique immunologique (PTI), alors qu’ils étaient atteints d’une forme de
TC. Ceci a conduit, dans de nombreux cas, a des traitements, médicamenteux et/ou
chirurgicaux inappropriés pour des pathologies qui pour certaines formes ne nécessitaient
aucune thérapeutique.

Ce diagnostic de TC est d’une réelle importance, en sus d’étiqueter la pathologie du patient, il
permet une meilleure prise en charge de ce dernier. En effet, pour certaines formes de TC, un
risque supérieur a la population générale de survenue d’hémopathies malignes ou de
complications touchant divers organes a été démontré. Il est nécessaire pour ces patients,
d’établir une surveillance particuliere afin de détecter au plus tot ces complications et ainsi les
prendre en charge par des thérapeutiques adaptées. De plus, pour ces dernicres entités, la
connaissance et la caractérisation de la pathologie est primordiale afin de tenter de garantir la
réussite d’éventuelles greffes de cellules souches hématopoiétiques familiales.

Malgré tout, le diagnostic de ces TC reste problématique. En effet, il existe aucune
standardisation dans la démarche diagnostique a adopter. Différentes publications rapportent
des algorithmes détaillant les examens a réaliser mais aucun consensus n’existe actuellement.
Il est souvent fait référence a des tests plus ou moins spécialisés uniquement réalisés dans
certains centres experts dans le domaine. Néanmoins des examens de premiere ligne,
disponibles dans de nombreux laboratoires, peuvent permettre une premiere orientation avant
de réaliser des examens plus spécifiques.

De plus, méme au niveau de la classification de ces pathologies les points de vue divergent.
En effet une grande diversité de classements existe dans la littérature, selon différents aspects
de ces pathologies.

Ces deux derniers points concourent probablement a la méconnaissance et au sous-diagnostic
de ces pathologies.

Ce présent travail a donc pour objectif d’apporter des ¢éléments de standardisation dans la
démarche diagnostique, par 1’utilisation de parametres plaquettaires morphologiques
automatisés, répétables, reproductibles et adaptés a la prise en charge en temps réel des
patients.



L’étude que nous exposons dans ce travail est multicentrique et rétrospective. En effet nous
analysons 1I’ensemble des paramétres précédents chez des patients diagnostiqués souffrant de
thrombopénie constitutionnelle et le choix des paramétres a été fait sur la base de 1’étude de
leurs performances.

Ce travail a été possible grace a la collaboration des CHRU de Nancy, Toulouse, Nantes,
Lyon, Strasbourg et du CHU Kremlin-Bicétre

Nous allons dans un premier temps rappeler la grande hétérogénéité des pathologies
appartenant au groupe des TC en nous basant sur la derniére classification internationale
publiée par Noris et al. basée sur la taille plaquettaire. Nous y détaillerons I’ensemble des
caractéristiques clinico-biologiques et diagnostiques de 1’ensemble de ces entités, allant de
I’observation du frottis sanguin aux mutations génétiques responsables.

Puis nous exposerons la démarche diagnostique actuellement utilisée et décrite dans le cadre
de la prise en charge des patients suspects de TC. C’est dans cet objectif que le travail de cette
étude s’inscrit puisque que nous avons souhaité, par le biais de certains parameétres de
I’hématimétre, participer a cette démarche afin de lui apporter standardisation, accessibilité et
rapidité.

Apres avoir présenté, décrit et analysé 1’automate et ses parametres plaquettaires, nous
décrirons la validation de leur utilisation comme I’exige la norme NF EN ISO 15189, en
termes de fidélités, d’incertitudes, de stabilité et de valeurs témoins.

Nous tenterons ensuite de reproduire la classification de Noris ef al, initialement réalisée par
I’é¢tude plaquettaire microscopique, a I’aide de différents parametres automatisés du canal
PLT-F du XN SYSMEX®.

Enfin nous ¢laborerons différents algorithmes diagnostiques, résumant les différentes
avancées que nous avons obtenues au cours de ce travail.



1 CLASSIFICATION DES THROMBOPENIES CONSTITUTIONNELLES

L’avancée des connaissances, tant sur le plan physiopathologique que moléculaire, a permis
ces dernicres années, d’identifier de nouvelles pathologies mais également d’en améliorer leur
caractérisation.

Néanmoins, les thrombopénies constitutionnelles (TC) représentent un groupe de pathologies
rares et hétérogenes dont la prévalence est difficilement évaluable. Récemment, une étude
internationale a montré¢ qu’environ 14 000 patients par an bénéficient d’une exploration a la
recherche d’une TC, alors que pour 60% d’entre eux celle-ci s’avere négative. De plus, parmi
les patients restant, a peine 9% sont diagnostiqués avec confirmation moléculaire de leur
mutation [1].

D’autres articles illustrent cette difficulté a poser le diagnostic. En effet, dans de nombreux
cas c’est a tort que dans un premier temps un purpura thrombopénique immunologique (PTI)
est envisagé [2][3][4]. De plus, pour certaines pathologies, une surveillance réguli¢re est
nécessaire afin de détecter d’éventuelles complications hématologiques. Un retard
diagnostique peut ainsi avoir d’importantes conséquences pour la bonne prise en charge des
patients. Ils peuvent, de plus, étre impactés par des actes iatrogenes en relation avec ce
diagnostic de PTI. Ces derniers allant de la prise de thérapeutiques inappropriées (corticoides,
immunoglobulines) a la splénectomie [2].

La seconde difficulté a la mise en évidence de ces pathologies est leur grande hétérogénéité,
tant sur le plan de la présentation clinique que moléculaire. Plusieurs classifications sont
rapportées dans la littérature : par type de transmission génétique, par type de présentation
clinique (forme syndromique ou isolée), par susceptibilité aux saignements, par la taille
plaquettaire...[5].

Il est également possible de les classer par mécanisme physiopathologique, a savoir par la
localisation du point d’impact des mutations retrouvées.

Ceci montre les difficultés a diagnostiquer ces pathologies et ainsi a les dénombrer.
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Figure 1 : Schéma récapitulatif de la localisation de I'impact de chaque mutation
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Nous avons choisi une présentation en rapport avec 1’objectif de notre travail, a savoir un
classement en fonction de la taille plaquettaire [5][6][7][8][9][10]. Devant cette multitude de
possibilités, nous nous sommes bas¢ initialement sur le travail de I’équipe de Noris et al [6]
que nous essayerons, par le biais de notre étude, de reproduire a 1’aide de critéres
morphométriques automatisés et manuels.
Cette classification est synthétisée dans le tableau ci-dessous et détaillée dans les paragraphes

suivants.

Tableau I : Classification des thrombopénies constitutionnelles en fonction de la taille plaquettaire.

Pathologie Type | Transmission Geéne Principaux aspects cliniques et
(locus) | biologiques
Plaquettes de petite taille
Syndrome de S XL WAS Saignements sévéres
Wiskott-Aldrich (Xp11) Déficit immunitaire important
(WAS) Eczéma
Manifestations auto-immunes
Thrombopénie NS XL WAS Saignements peu importants
lige a I'’X (XLT) (Xp11) Possible déficit immunitaire
mineur
Thrombopénie S AR RBM8A | Saignements sévéres
avec absence de (1921.1) | Aplasie radiale bilatérale
radius (TAR) Association possible a d’autres
malformations des membres
inférieurs et supérieurs
Mégacaryocytes en nombre
réduit
Amégacaryocyto | NS AR c-MPL Saignements sévéres
se congénitale (1934) Mégacaryocytes en nombre
(CAMT) réduit
Evolution vers aplasie
meédullaire
Thrombopénie NS AD CYCS Absence de saighements
avec mutation du (7p15.3)
cytochrome ¢
(CYCS-RT)
Plaquettes de taille normale ou modérément augmentée

Thrombopénie NS AD RUNX1 Saignements peu importants
familiale avec (21922) Risque de développement
prédisposition (FAML1 | d’'une hémopathie maligne
aux leucémies =CBFA2) | dans 40% des cas

aigues

myéloides

(FPD/AML)

Thrombopénie S AD Délétion | Saignements modérés a

de Paris- en 11923 | importants

Trousseau Syndrome malformatif (retard
(TCPT)/ mental, malformations cardio-

Syndrome de
Jacobsen (JBS)

vasculaires, faciales...)
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Thrombopénie NS/ XL GATAl Saignements modérés a

liée a I'X avec S (Xp11) importants

thalassémie Anémie hémolytique,

(XLTT) splénomégalie

Thrombopénie NS XL GATAl Saignements modérés a

liée a I'X avec (Xp11) importants

dysérythropoiés Anémie sévere avec

e anisopoikilocytose

Thrombopénie NS AD ANKRD2 | Saignements peu importants

ANKRD26 6 (10p11- | Risque de développement

(ANKRD26-RT 12) d’hémopathies myéloides

ou THC2)

Amégacaryocyto S AD HOXAl1l | Saignements sévéres

se avec (7p15-14) | Synostose radio-cubitale

synostose radio- bilatérale associées a d’autres

cubitale malformations

(CTRUS) Mégacaryocytes en nombres
diminués ou absents, évolution
possible vers aplasie

Pseudo- NS AD GP1BA Saignements peu importants

Willebrand (17p13) | Augmentation de I'agrégation a

plaquettaire la ristocétine

Thrombopénie NS AD ETV6 Saignements modérés

liee a ETV6 (12p12-

13)
Plaquettes de taille augmentée

Macrothrombopé | NS AD TUBB1 Saignements peu importants

nie liée aTUBB-1 (20913)

(TUBB1-RT)

Syndrome des NS AR NBEAL2 | Saignements modérés a

plaquettes grises (3p21.1) | importants

(GPS) Evolution vers la myélofibrose
et splénomégalie
Concentration augmentée en
vitamineB12

Thrombopénie S XL FLNA Saignements modérés

liee a FLNA (Xqg28) Développement possible d’une

(FLNA-RT) hétérotopie nodulaire
périventriculaire

Thrombopénie NS AD GFI1B Saignements modérés a

liée a GFI1B (9934) importants

(GFI11b-RT)

Syndrome de NS AD GP1BA Saignements peu importants

Bernard Soulier (17p13)

variant GP1BB

monoallélique (22911)

(BSSm)

Thrombopénie NS AD ACTN1 Saignements peu importants

liee a ACTN1 (14924)

(ACTN1-RT)
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Thrombopénie NS AD ITGAZ2 Saignements modérés
liee a ITGA2B / (17921)
ITGB3 ITGB3
(ITGA2/B3-RT) (17g21)
Plaquettes géantes
Syndrome MYH9 | NS/ AD MYH9 Saignements peu importants
(MYH9-RD) S (22q12- Possible cataracte,
13) néphropathie et altérations

auditives

Présence d’inclusions intra-

leucocytaires
Syndrome de NS AR GP1BA Saignements séveres
Bernard Soulier (17p13)
variant GP1BB
biallélique (22911)
(bBSS) GP9

(3921)

Macrothrombopé | NS AR PRKACG | Saignements modérés a
nie liée a (9913) importants
PRKACG

S : forme syndromique. NS : forme non syndromique.
XL : transmission liée a I’X. AD : transmission autosomale dominante. AR : transmission
autosomale récessive.

1.1 Plaquettes de petite taille

1.1.1 Syndrome de Wiskott-Aldrich

Présentation clinico-biologique
Ce syndrome a été décrit dés 1937 par Alfred Wiskott et en 1954 par Robert Aldrich qui
donnérent leur nom a cette pathologie.

Les principaux aspects caractéristiques de ce syndrome sont la présence d’une
microthrombocytopénie, d’un déficit immunitaire se traduisant par une importante
susceptibilité aux infections, un eczéma, des phénomenes auto-immuns ainsi qu’un risque
major¢ de développement d’hémopathies malignes a type lymphoprolifératives
principalement [8][11]. La diathése hémorragique est également sévere et fait craindre des
hémorragies cérébrales, gastro-intestinales,...

Sur le frottis sanguin il est classiquement décrit de rares plaquettes ponctiformes.

Présentation génétique
Il est causé par une mutation du gene WAS, situé en Xpll [8] traduisant ainsi une
transmission liée a 1’X, codant pour la protéine WASp (Wiskott-Aldrich Syndrome protein).

Physiopathologie

Cette protéine est uniquement retrouvée dans les cellules hématopoiétiques. De plus, un grand
nombre de mutations a été décrit, permettant d’établir un classement phénotype/génotype. En
effet, on distingue deux groupes, celles dont résulte une absence totale d’expression de WASp
(ou une protéine non fonctionnelle) entrainant le syndrome de Wiskott-Aldrich et celles qui
permettent une expression réduite du geéne traduisant une forme atténuée de WAS nommée
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Thrombocytopénie Liée a I’X (XLT) [12]. Cette derni¢re sera traitée dans le paragraphe
suivant.

Afin de permettre la compréhension de ces différentes présentations, nous rappelons quelques
¢léments physiopathologiques.

La protéine WASp est une protéine intracellulaire qui joue un role majeur dans le relais et la
transmission de signaux transmembranaires, c’est-a-dire de la surface cellulaire jusqu’au
cytosquelette [8]. Elle appartient aux Nucleation promoting factors (NPFs), famille de
différentes protéines qui permettent ces transferts transmembranaires de signaux et qui ont
une activité activatrice de la polymérisation des monomeres d’actine (actine G). Ceci par le
biais du recrutement du complexe Arp2/3 (Actin related protein 2/3) qui synthétise ainsi de
nouveaux filaments d’actine (actine F). La participation de WASp a ce mécanisme est
primordiale pour assurer les changements de conformation du cytosquelette de la cellule et
ainsi lui permette de jouer ses différents activités [11].

Cette protéine WASp est constituée de différents domaines, représentés sur le schéma ci-
dessous.

e Un domaine EVHI/WHI1 qui est le site de fixation de la protéine WASp-interacting
protein (WIP). Cette derniere est indispensable a la stabilit¢ de WASp mais également
a sa bonne localisation cellulaire. En effet, WIP permet un rétrocontrole négatif sur
I’activité de WASp et ainsi sa stabilité dans I’état inactif. De plus, elle assure la
localisation de WASp également au sein des podosomes des cellules dendritiques et
des phagosomes des macrophages, régions riches en filaments d’actine nécessitant une
grande capacité de déformabilité.

e Dans la majorité des autres cellules hématopoiétiques, WASp existe sous forme
inactive, grace a I’interaction de différents domaines : BR, GBD et VCA, stabilisée
par WIP.

e Le domaine PPP a été décrit dans diverses publications comme une voie alternative a
I’activation de WASp par la liaison de différentes protéines kinases (représentées en
rond vert).

WASp

: . EVH1/WH1
inactive

WASp
active

Figure 2 : Schéma de la physiopathologie de I’activation de WASp.

L’activation de WASp est permise par la liaison d’un phosphatidylinositol-biphosphate (PIP,)
au domaine BR et de la forme active phosphorylée de Cdc42 (Cell Divison Control protein
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42, une protéine du systetme de régulation du cycle cellulaire) au domaine GBD. Cette
activation est garantie par la phosphorylation d’un résidu tyrosine au niveau du domaine
GBD. S’en suit le déroulement de la protéine et ainsi I’exposition du domaine VCA. C’est au
niveau du sous-domaine V qu’un monomere d’actine (G-actine) se fixe avant d’étre transféré
au sous-domaine A ou est présent le complexe Arp2/3. Il y a ainsi formation d’un nouveau
long filament d’actine (F-actine) [11].

De plus, le domaine PPP est décrit comme site de fixation de molécules a activité non tyrosine
kinase, permettant ainsi une voie alternative d’activation de WASp, indépendante d’une
activité de phosphorylation contrairement a celle précédemment décrite [11].

Ces différents ¢léments de présentation physiopathologique permettent de mieux appréhender
la symptomatologie et les conséquences biologiques des mutations impliquées dans ce
syndrome.

Certaines mutations se localisent au niveau des régions codant pour le domaine EVH1/WH1
et induisent ainsi une perte d’affinité entre WASp et WIP. Cela conduit a la dissociation et a
la dégradation de WASp par défaut de stabilisation.

Une mutation au niveau de la région codant pour le domaine VCA va entrainer une perte
complete de ’activation d’Arp2/3 et ainsi une altération du phénomene de polymérisation des
monomeres d’actine.

L’ensemble de ces mutations affecte ainsi la formation et les modifications du cytosquelette
ce qui conduit a des pertes de fonctions cellulaires.

Il a été montré que WASp s’exprime uniquement dans les cellules hématopoiétiques, mais au
niveau de I’ensemble des lignées. Il est ainsi évident de voir des anomalies plaquettaires,
lymphoides et my¢loides.

Concernant la lignée lymphoide et plus particulierement les cellules T, les anomalies du
cytosquelette se traduisent par une impossibilité, lors de leur maturation thymique, a
réarranger leur récepteur T (TCR). Ceci conduit a une non sélection, par dégradation, des
cellules T reconnaissant le soi et c’est ce qui explique en partie les manifestations auto-
immunes au cours du syndrome WAS.

Ce deéfaut de réarrangement est également a 1’origine d’une immunosuppression entrainant la
récurrence et la susceptibilité aux infections. En effet les lymphocytes T ne sont plus capables
de modifier leur TCR devant la présentation d’antigénes par les CPA (Cellules Présentatrices
d’Antigenes). Ce phénomene de présentation s’apparente a une synapse, constituée par une
structure riche en filaments d’actine qui est donc défaillante. L’impossibilit¢ également des
lymphocytes T a produire de I’interféron IFNy et du TNFa participe a I’immunosuppression.
Cette anomalie est expliquée par un défaut de transduction de signaux vers le noyau.
L’immunité cellulaire est donc défaillante ce qui entraine de graves infections, souvent
mortelles a défaut d’un traitement curatif a type de greffe de cellules souches
hématopoiétiques ou de thérapie génique.

Dans la lignée lymphoide, les cellules B sont également impactées. En effet les anomalies du
cytosquelette vont conduire a un défaut de mobilité des lymphocytes B ainsi qu’une moindre
fixation aux anticorps. Il a également été montré que les patients atteints de WAS présentent
une hyper-prolifération des cellules B, ce qui conduit, dans le cas de cassures de tolérance, a
des manifestations auto-immunes.

Concernant la lignée plaquettaire, la microthrombocytopénie caractéristique de ce syndrome
peut s’expliquer par une augmentation de la destruction mais également par une diminution de
la production. La diminution de la production n’est pas liée a un défaut de mégacaryocytes, au
contraire les frottis médullaires de patients montrent un nombre normal, voir augmenté de
mégacaryocytes. C’est ici une anomalie du cytosquelette qui peut étre la cause de cette
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diminution de production. En effet nous verrons dans la thrombopénie avec mutation du
cytochrome ¢, qu’il est nécessaire d’avoir une synchronisation entre la migration des
mégacaryocytes vers les sinusoides et la formation des proplaquettes [13]. Du fait des
anomalies de cytosquelette, et donc de déplacement, il a été observé au niveau de la moelle
osseuse, la présence de plaquettes libres liée a la libération précoce des plaquettes.
L’augmentation de la destruction périphérique est prouvée par le fait que la splénectomie
induit une légere correction de la numération plaquettaire [11][13]. Ceci s’explique par le fait
que les plaquettes peuvent présenter une structure anormale et ainsi une clairance sanguine
augmentée par phagocytose splénique.

La lignée des monocytes macrophages est également touchée. La mutation s’exprime alors
par une diminution des pseudopodes, de la formation des podosomes ainsi que par une
altération de la migration par gradient chimiotactique. Le cytosquelette ne peut alors se
réarranger et aucune migration vers les cellules et tissus infectés n’est possible. Ceci contribue
¢galement a la favorisation des infections.

Prise en charge thérapeutique

Le traitement de ce syndrome repose sur des mesures conventionnelles pour la prise en charge
de formes peu sévére, a savoir la splénectomie associée a des traitements antibiotiques
préventifs et a la vaccination ciblant les germes encapsulés.

Néanmoins il semble indispensable d’envisager un traitement curatif, a type de greffe de
cellules souches hématopoiétiques. C’est le traitement de référence au long terme pour les
patients atteints de WAS, afin d’assurer une reconstitution immunitaire complete [8][11]. En
effet aprés conditionnement myéloablatif et immunosuppresseur, une greffe des cellules
souches saines, exemptes de mutations WAS, permettra au patient de développer un ensemble
de cellules hématopoiétiques saines et actives.

La thérapie génique est une alternative a la greffe. Elle représente un traitement curatif de
cette pathologie. Il s’agit dans ce cas de récupérer des cellules souches hématopoiétiques
autologues du patient et de les transfecter par un virus exprimant le géne WAS. Celui-ci va
s’intégrer au génome du patient et une fois réinjectées, ces cellules souches vont permettre la
reconstitution immunitaire compléte. Néanmoins cette solution, encore expérimentale,
s’adresse principalement aux patients ne disposant pas de donneurs compatibles et/ou ayant
une absence initiale totale de protéine WASp[14].

1.1.2 Thrombopénie liée a I’X (XLT)

Présentation clinico-biologique

La thrombopénie liée a I’X (XLT) a été reconnue en 1967 par Canales et Mauer comme une
forme variante du syndrome WAS. Elle est considérée comme la forme non syndromique du
WAS mais se caractérise tout de méme par une microthrombocytopénie rarement associée a
un eczéma et/ou & une immunodépression [11].

Présentation génétique

Cette pathologie est également causée par une mutation du géne WAS en Xpl1.

On explique ce syndrome par la présence de mutations de type faux sens dans le géne WAS,
qui ont pour conséquences une expression réduite de la protéine WASp sans qu’elle soit
tronquée [8]. Il existe méme un troisieme type de pathologie dérivée de ce gene, la
neutropénie liée a I’X (XLN) caractérisée par une diminution du nombre des polynucléaires
neutrophiles [15].
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Physiopathologie
Le XLT représente une forme atténuée de WAS et qui, bien que présentant une
microthrombocytopénie, n’entraine que peu de symptomatologie tant sur le plan
hémorragique qu’immunitaire.
Certains auteurs décrivent un score permettant de classer, en dehors des données génétiques,
les patients soit en WAS soit en XLT [11] :
e Un point pour les patients présentant une microthrombocytopénie sans autre atteinte
immunologique
e Deux points pour les patients présentant, en sus de 1’atteinte plaquettaire, un eczéma
méme mineur et/ou associé a des infections
e Trois points dans le cas ou le patient présente une microthrombocytopénie associée a
un eczéma persistant et multiples et récurrentes infections
¢ Quatre points pour les formes sévéres ou 1’eczéma apparait tres difficile a traiter et que
les infections présentent des critéres de gravité

Les patients ayant 1 ou 2 points sont dits atteints de XLT et leur taux de survie est comparable
a celui de la population générale, alors que ceux ayant 3 ou 4 points sont dits atteints de WAS.
Dans le cadre de la prise en charge des patients XLT, il apparait nécessaire de réévaluer ce
score au cours de la vie, afin de détecter une éventuelle évolution.

Prise en charge thérapeutique

La prise en charge de ces patients reste délicate de par la variabilité des présentations
cliniques. En effet, il a été montré que ces patients présentent fréquemment un certain nombre
d’autres mutations somatiques [8] qui peuvent altérer et aggraver la symptomatologie. Le
traitement de référence du WAS qu’est la greffe de cellule souches hématopoiétique, n’est
que treés rarement envisagé dans le cadre des XLT. En effet la balance bénéfices/risques de
cette intervention est trés souvent défavorable, et ce d’autant plus dans le cas d’une
présentation par thrombocytopénie et eczéma.

C’est le traitement conventionnel, que nous avons décrit dans le syndrome WAS, qui est dans
la majorité des cas utilisé. A savoir une splénectomie associée a des traitements antibiotiques
prophylactiques ainsi qu’a une vaccination efficace.

1.1.3 Thrombopénie avec absence de radius (TAR)

Présentation clinique

Le syndrome TAR appartient au groupe des formes syndromiques de TC. Il a été décrit pour
la premiere fois par Shaw et Oliver en 1959, mais c’est en 1969 que Hall J. présente des
criteres diagnostiques a la suite de son étude portant sur 40 patients.

Il se caractérise par I’association d’une thrombopénie et d’une aplasie radiale bilatérale avec
conservation des pouces. Son incidence est estimée a 1 naissance sur 240 000 [16].

La présence des pouces permet de le différencier d’autres syndromes avec malformations
squelettiques, comme par exemple 1’anémie de Fanconi, le syndrome de Roberts ou encore le
syndrome de Holt-Oram [8][17]. D’autres malformations du squelette sont observées chez
50% des patients, incluant des atteintes multiples des membres supérieurs et inférieurs, allant
jusqu’a la phocomélie. D’autres anomalies organiques sont également décrites, comme des
malformations gastro-intestinales, cardiaques, rénales et faciales [17].
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Figure 3 : Un nouveau-né atteint de Thrombopénie avec Absence de Radius.

On peut noter la présence du pouce sur le cliché radiographique avec des os d’apparence normale.
Source : Greenhalgh, et al. J. Med. Genet., 2002 [17].

Présentation biologique

Concernant 1’aspect hématologique, ce syndrome est caractéris€ par une thrombopénie
importante dés la naissance, de 1’ordre de 7 a 50 G/L et fluctuant ensuite au cours de la vie
pouvant, dans certains cas, se normaliser a I’age adulte [17]. Néanmoins, cette thrombopénie
est présente dans 100% des cas de TAR. Les plaquettes sont décrites de taille diminuée sans
anomalies morphologiques notables.

Durant les premicres années de vie, le risque d’hémorragies intracraniennes est le plus
important et est responsable d’une importante mortalité. Par la suite, la diathése hémorragique
s’améliore en parallele de la numération plaquettaire [8][12]. Certains auteurs ont également
montré que ce syndrome TAR augmente le risque de développement d’une hémopathie,
my¢éloide ou lymphoide [8][18].

L’examen du frottis médullaire montre une hypoplasie, voire une aplasie de la lignée
mégacaryoblastique, alors que les lignées érythroblastiques et myéloides sont bien
représentées. Les mégacaryocytes sont immatures avec un noyau souvent monolobés et leur
cytoplasme vacuolé [18]. Ceci oriente probablement vers une anomalie de différenciation des
précurseurs plaquettaires [16][17].

A T’heure actuelle, les mutations découvertes responsables de ce syndrome, ne permettent pas
d’expliquer ce phénomene. D’autres études devront étre entreprises afin d’expliquer cette
observation.

Présentation génétique

La transmission de ce syndrome est décrite comme étant autosomale récessive méme si de
nombreux cas sont dits sporadiques. Les mutations en cause n’ont €ét€¢ que trés récemment
décrites et c’est 1’association de deux éléments qui induit I’apparition de ce syndrome
[19][20]. En effet, dés 2007 une micro-délétion en position 1g21.1 est identifice. Elle est
extrémement rare dans la population générale mais présente chez tous les patients étudiés.
Néanmoins, cette seule mutation ne permet pas d’expliquer I’ensemble de la symptomatologie
observée. C’est en 2012 qu’un second alléle a été découvert et révélant deux polymorphismes
possibles au niveau du géne RBMS8A : [16]

1. En position 5’UTR G>A du géne RBMSA, trouvée chez 41 patients sur 53 étudiés
2. Auniveau de I’intron 1 du géne RBMS8A, trouvée chez 12 patients sur 53 étudiés
La délétion 1g21.1 n’est retrouvée que chez 51 de ces patients.

Selon cette étude [20], le syndrome malformatif est dii a I’association d’un de ces deux
polymorphismes sur le premier allele et a la délétion en 1g21.1 du second. Les deux derniers
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patients du groupe étudié présentent le polymorphisme a I’extrémité 5’UTR associ¢ a une
seconde mutation sur le géne RBMS8A.
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Figure 4 : Schéma des mutations responsables du syndrome TAR

Physiopathologie
Ce géne RBM8A code pour une protéine Y14, celle-ci se trouvant diminuée au niveau des
plaquettes des patients atteints de TAR. Cette protéine possede un domaine de liaison a
I’ARN et représente un composant majeur d’un complexe protéique nommé EJC (Exon-
Junction Complex). Ce dernier possede des fonctions cellulaires au niveau des plaquettes.
I1 est supposé que la présence de ces mutations induit une expression de Y14 diminuée sous
un seuil critique, ce qui conduirait a des anomalies dans ce complexe EJC mais sans
comprendre actuellement le lien avec la symptomatologie squelettique et hématologique [16].
Une trés récente publication de 2015 [21] rapporte que des facteurs environnementaux
pourraient jouer un role non négligeable dans la pénétrance et I’altération de 1’expression de
certains genes, ceci participant au phénotype TAR. De plus, une nouvelle hypothese a été
émise et concerne la possibilité que d’autres genes que RBMS8A, mais localisés également
dans la région 1g21.1, soient en cause :

1. Le géne PIAS3 pourrait participer au versant hématologique du phénotype observé et

plus particulierement impliqué dans la thrombopénie.
2. Le gene LixIL pourrait quant a lui étre impliqué dans les malformations des membres.

Néanmoins, ces hypotheses doivent encore étre étudiées en profondeur afin de clarifier les
roles possibles de ces genes [21].
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1.1.4 Amégacaryocytose congénitale (CAMT)

Présentation clinique

Le syndrome CAMT appartient au sous-groupe des TC non syndromiques. La premicre
description date de 1974 par O’Gorman Hughes. Tout comme de nombreuses TC, son
diagnostic est probablement sous-estimé de par la non spécificité de sa présentation clinique
et ne permet pas d’en évaluer I’incidence.

Présentation biologique

Cette pathologie se caractérise par une thrombopénie sévére des la naissance évoluant
rapidement, dans les premicres années, vers une aplasie médullaire compléte aboutissant a
une pancytopénie [8][12]. En dehors de la symptomatologie hématologique, qui peut
expliquer un diagnostic différentiel avec le syndrome TAR ou I’anémie de Fanconi, il y a ni
malformations physiques ni anomalies squelettiques a I’inverse de ces derniers [22].
Néanmoins, il a ét¢ démontré que 1’altération du géne c-MPL et ainsi les modifications de
I’impact du TPO peuvent affecter le développement cérébral tant au niveau moteur que
mental [23][24]. Méme si I’ensemble des patients ne présente pas ce trait commun d’atteinte
cérébrale, certaines publications en font preuve dans certains cas.

La majorité des auteurs s’accorde a distinguer deux sous-groupes a I’intérieur de ce
syndrome[22][25] :

e Le sous-groupe CAMT-I qui présente une forme sévére avec une profonde
thrombopénie (moins de 50 G/L) ainsi qu’un développement rapide vers la
pancytopénie (vers I’age de 22 mois).

e Le sous-groupe CAMT-II qui présente une numération plaquettaire fluctuante et en
augmentation (au-dela de 50 G/L) durant la premicre année de vie et une évolution
vers la pancytopénie plus lente que le groupe I (vers 1’age de 48 mois).

Du fait de cette thrombopénie importante a la naissance (moins de 50G/L pour les deux
groupes), les premiers signes cliniques sont un purpura associ¢ a des pétéchies des les
premieres heures de vie. Par la suite, I’hémorragie cérébrale est une des complications qui
peut étre fatale ou entrainer des séquelles neurologiques[22].

L’analyse du frottis médullaire retrouve une absence totale de mégacaryocytes, ou un nombre
trés réduit de ceux-ci présentant une dysplasie (petite taille et hypolobé).

Présentation génétique

Sa transmission est décrite comme autosomale récessive. Ce syndrome est causé par la
présence de différentes mutations du gene codant pour le récepteur de la thrombopoiétine
(TPO) c-MPL. Ce dernier est situé¢ en position 1q34 du chromosome 1 et ’ensemble des
diverses mutations décrites sont situées dans les premiers exons de ce gene [25]. De plus a été
démontré une corrélation phénotype/génotype [26] entre le type de mutation et le sous-type de
CAMT.

En effet, les patients homozygotes pour une mutation non-sens ou une anomalie du cadre de
lecture, ont une expression du gene c-MPL totalement nulle et appartiennent de ce fait au
groupe CAMT-I

Les patients homozygotes pour une mutation faux sens ont une expression affaiblie mais
encore présente de ce géne et appartiennent ainsi au groupe CAMT-IL 1l en résulte une faible
activité et ainsi une forme moins sévere que dans le premier groupe.
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Physiopathologie

Les connaissances de la physiopathologie de ce syndrome ont beaucoup progressé au cours
des années 2000 et ce afin de comprendre la relation entre la diminution de I’expression du
récepteur a la TPO et I’apparition d’une pancytopénie aprés quelques mois de vie. En effet il a
¢été clairement montré que la diminution de 1’expression de ce récepteur sur les progéniteurs
plaquettaires induit un défaut de différenciation et de maturation des mégacaryocytes
expliquant la thrombopénie majeure. Afin d’expliquer la survenue de la pancytopénie, des
études sur souris ont montré que la quantité de progéniteurs érythroides et myéloides est
nettement diminuée chez les souris n’exprimant par le ¢c-MPL [23]. Néanmoins la normalité
des lignées non mégacaryocytaires au tout début de la vie peut s’expliquer par un phénomene
de compensation, via la multiplication plus intense des cellules souches. Ce phénomeéne
n’étant que transitoire, la décroissance des progéniteurs va apparaitre et se présenter sous la
forme d’une pancytopénie.

D’autres auteurs [12][26] suggeérent que I’hématopoiese étant régulée par un grand nombre de
facteurs, la conséquence d’un défaut d’activité du TPO induit I’hyper expression de certaines
cytokines a action myélosuppressives, comme le TNF-a et ’IFN-y. Ceci est d’autant plus
intéressant que dans 1I’anémie de Fanconi, conduisant également a une pancytopénie d’origine
non immunologique, des taux anormalement ¢levés de ces cytokines ont été observés au
niveau intracellulaire. Certaines études ont prouvé que ceux-ci €taient similaires entre les
patients atteints de CAMT et ceux d’anémie de Fanconi.

L’unique traitement curatif de ce syndrome est la greffe de cellules souches hématopoiétiques,
qui permet de restaurer une activité c-MPL normale. On peut également souligner que la
description du type de sous-groupe auquel appartient le patient, permettrait au clinicien de
déterminer le moment opportun pour envisager cette thérapeutique.

1.1.5 Thrombopénie avec mutation du cytochrome c (CYCS-RT)

Présentation clinique

La thrombopénie avec mutation du cytochrome c fait partie des formes non syndromiques des
TC mais également est I’une des plus rares d’entre elles. En effet, a ce jour uniquement deux
familles dans le monde ont été diagnostiquées comme atteintes de cette pathologie. Sur le plan
clinique, aucune manifestation n’a ¢été jusqu’a présent décrite en dehors de [D’atteinte
hématologique. Les patients présentent une espérance de vie et une fertilité comparable a la
population saine [27].

Présentation biologique

Sur le plan hématologique, la thrombopénie observée est modérée, de 1’ordre de 100 G/L et
constituée de plaquettes de taille normale et sans anomalie morphologique [28].

L’¢tude de la moelle osseuse permet de mettre en évidence une libération intra-médullaire
anormalement importante de plaquettes. 1l a également ét¢ montré que le taux de plaquettes
jeunes en circulation ainsi que la durée de vie moyenne des plaquettes sont tout a fait
normaux [27].

Présentation génétique
La mutation en cause dans cette pathologie affecte le géne CYCS du cytochrome c en position
Tpl5s.
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Physiopathologie

Dans un premier temps il est nécessaire de faire quelques brefs rappels sur la physiologie de
I’apoptose et de la mégacaryopoiese.

La mégacaryopoic¢se est un mécanisme qui a lieu au niveau de la moelle osseuse mais
comportant une phase de maturation sanguine. A partir de la cellule souche hématopoiétique
la différenciation en CFU-GEMM donnera ensuite naissance aux progéniteurs
mégacaryocytaires. Il s’en suit différentes étapes de maturations et de multiplications afin
d’aboutir aux mégacaryocytes matures. Ces derniers vont libérer dans les sinusoides
médullaires des proplaquettes qui vont ensuite former les plaquettes matures dans la
circulation générale. Elles ont une durée de vie de ’ordre de 10 jours avant de subir un
phénomene d’apoptose [29][28].

L’apoptose est un mécanisme physiologique de mort cellulaire programmé, qui permet le
renouvellement cellulaire et le développement de I’individu. Plusieurs mécanismes sont
possibles et permettent ce processus, mais celui qui nous intéresse ici est celui qui fait
intervenir le cytochrome ¢ [30]. Ce dernier est contenu a I’intérieur des mitochondries et sera
libéré lors de 1’activation de la voie d’apoptose. Une fois celle-ci activée le cytochrome ¢ va
interagir avec APAF-1, ce qui va conduire a la formation de corps apoptotiques et a
I’activation des caspases. Des enzymes induisent le clivage de certaines protéines cellulaires
clés, tant sur le plan fonctionnel que structurel, et engendrent ainsi la destruction de la cellule.
Une dérégulation de ce systeme est a la source de diverses pathologies telles les cancers ou
encore des pathologies neurodégénératives. ..

Sur le plan physiopathologique, cette thrombopénie est liée a une mutation du cytochrome c
ce qui va provoquer une augmentation de 1’activation de la voie des caspases et le phénomene
d’apoptose [27]. Deux hypothéses ont pu étre formulées pour expliquer la diminution du
nombre de plaquettes, soit une réduction de leur durée de vie, soit une anomalie dans leur
production.

Afin d’éliminer la premiere d’entre elles, Morisson ef al. [27] ont montré qu’il n’y avait pas
de différence significative du nombre de plaquettes immatures en circulation, entre des
patients atteints par cette mutation et leur groupe controle. Ceci permettant d’éliminer une
durée de vie réduite des plaquettes chez les patients.

C’est davantage la deuxiéme hypothese qui apparait la plus probable. En effet, ils ont mis en
¢vidence des anomalies au niveau de la moelle osseuse de patients atteints. Ils ont pu
¢galement observer un exces de plaquettes libres dans la moelle ainsi que dans certains
macrophages. Ceci prouve une dérégulation de la mégacaryopoiese par libération trop précoce
des plaquettes dans le processus de maturation des mégacaryocytes, qui se retrouvent au
niveau de la moelle osseuse au lieu des sinusoides. Ces plaquettes ne peuvent donc pas se
retrouver en circulation ce qui explique la thrombopénie périphérique [27][28][31].

On explique également que cette dérégulation de I’apoptose ne touche que la lignée
plaquettaire, et non I’ensemble des autres organes, par la physiologie de la mégacaryopoiese
elle-méme. En effet, elle est trés sensible a cette modification en relation avec le fait qu’au
cours du processus de maturation, certaines phases doivent se dérouler dans des endroits tres
précis et trés réduits de la moelle osseuse. Ceci afin d’étre assez proche des sinusoides pour y
émettre des pseudopodes et y libérer par segmentation les proplaquettes. Ainsi on comprend
aisément qu’une accélération du phénomene d’apoptose va précipiter ces processus de
maturation et induire une segmentation trop précoce du cytoplasme mégacaryocytaire dans
une localisation physiologiquement inadaptée. C’est donc 1’extréme précision du mécanisme
de production des plaquettes qui est a la source de sa grande sensibilité a la dérégulation du
systéme apoptotique.
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1.2 Plaquettes de taille normale ou modérément augmentée

1.2.1 Thrombopénie familiale avec prédisposition aux leucémies aigués
myéloides (FPD/AML)

Présentation clinique

Cette pathologie est une thrombopénie constitutionnelle de forme non syndromique. La
présentation clinique est variable selon les individus et la diathése hémorragique peut
s’exprimer par des ecchymoses pendant I’enfance ou ne pas s’exprimer du tout

Présentation biologique

Elle a été décrite pour la premiére fois en 1985 par Dowton et al [32]. Elle est caractérisée par
une dysmégacaryopoiese qui s’exprime par un déficit quantitatif et qualitatif [33]. En effet, les
patients présentent une thrombopénie modérée a plaquettes de taille normale ainsi qu’une
thrombopathie associée de type aspirin like [8] (anomalie d’agrégation au collagéne, a I’ADP
et a I’adrénaline).

Sa seconde caractéristique essentielle est, comme son nom I’indique, la susceptibilité au
développement d’une hémopathie. En effet, plus de 40% des patients vont développer une
pathologie hématologique avec une médiane d’apparition située a 33 ans [32]. Ces derniéres
sont principalement de type leucémie aigué myéloide ou syndrome myélodysplasique mais
dans de trés rares cas les patients peuvent développer une leucémie aigu€ lymphoblastique de
type T.

De plus, la thrombopénie n’est pas une caractéristique constante de la pathologie mais est de
découverte fortuite lorsqu’elle est présente.

Sur le plan du frottis médullaire, il a ét¢ décrit une augmentation du nombre de
mégacaryocytes, mais néanmoins de petites tailles. Alors que le frottis sanguin montre des
plaquettes avec un contingent de granules alpha diminué [34].

Présentation génétique
Cette pathologie est de transmission autosomale dominante. Le principal gene impliqué dans
cette pathologie est RUNX1I situ¢ en 21q22, ¢galement nommé CBFA2 ou encore AMLI [32].

Physiopathologie

RUNXI est un geéne codant pour un des trois domaines de liaison a ’ADN de la sous unité
alpha du CBF (Core Binding Factor : CBF-a) [33]. Cette sous unité s’hétéro-dimérise avec le
CBF-p afin de former un complexe qui stabilise RUNXI en le protégeant de la dégradation
protéolytique et en augmentant son affinité pour ’ADN. Ce géne comporte une région tres
conservée nommée RHD (runt-homology domain) située au niveau N terminal, qui assure la
fixation de I’ADN et 1I’hétéro-dimérisation [32]. La majorité des mutations sont décrites dans
cette zone au contraire de la région C terminale [33]. Cette derniére permet 1’activation de la
transcription ou sa répression selon le contexte cellulaire.

Il a également été démontré que la mutation d’un allele de RUNXI n’est pas suffisante, en
elle-méme, pour expliquer les complications leucémiques de cette pathologie [32]. Une
seconde mutation est nécessaire, touchant soit le second allele de RUNXI soit un autre géne,
afin de permettre le développement d’un phénoméne d’oncogenese [35].

Le complexe formé par le CBF permet de réguler I’expression de différents genes fortement
impliqués dans I’hématopoiése et pour certains ayant un réle dans le développement de
leucémies.
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Les patients atteints de FPD/AML montrent une dysmégacaryopoiése de plusieurs types [33] :
1. Une diminution du nombre de mégacaryocytes,
2. Un défaut de maturation des mégacaryocytes,
3. Une diminution de la ploidie,
4. Un défaut de formation des proplaquettes.

La physiopathologie de cette forme de TC s’explique en partie par les divers roles de RUNXI
méme si son implication précise dans la régulation de la mégacaryopoiese n’est pas encore
complétement maitrisée [33].

RUNXI participe a la régulation positive de différents génes de impliqués dans
I’hématopoiese et codant pour diverses cytokines et récepteurs. Pour exemple, IL3, M-CSF ou
encore GM-CSF, interviennent tous dans le controle de ce mécanisme.

RUNXI est également essentiel pour les lignées myéloides, CD4/CDS ainsi que pour
la différenciation terminale des mégacaryocytes. Ceci traduit le fait qu’en cas de défaut de
RUNX1, la ploidie et la maturation des mégacaryocytes seront impactées et conduiront ainsi a
une thrombopénie.

Un grand nombre d’autres génes sont impactés et la dérégulation de certains d’entre
eux, impliqués dans le cytosquelette et les microtubules cellulaires, conduisent a une
formation plaquettaire altérée.

De plus, parmi les geénes cibles de RUNXI certains participent a la mégacaryopoicse et
aux fonctions plaquettaires. Le mieux décrit semble étre celui codant pour le récepteur a la
thrombopoiétine, le récepteur MPL mais bien d’autres sont également en cause (PF4",
plo™KaD ),

Enfin, il a ét¢ montré in vitro que I'impact d’une mutation hétérozygote sur des
cellules souches hématopoiétiques conduit a une diminution du nombre de précurseurs CFU-
MK médullaires et a une taille anormalement diminuée des mégacaryocytes présents.

Néanmoins, afin d’expliquer le mécanisme de la thrombopénie il est important de s’intéresser
aux systemes cellulaires impliquant 1’actine et la myosine [33]. Le complexe actomyosine est
constitué de la myosine II non musculaire avec des filaments d’actine, et permet la
stabilisation du cytosquelette ainsi que la contraction cellulaire. Il est donc impliqué dans les
phénomenes de migration, de chimiotactisme ainsi que d’adhésion.

La myosine II est un hexamere formé de 4 chaines légeres (MLC) et de deux chaines lourdes.
Au niveau mégacaryocytaire seules les isoformes de chaines lourdes MYH9 et MYH10 ont
été décrites. Ces derniéres, n’étant présentes qu’aux phases précoces de la maturation
disparaissent au cours de la mégacaryopoiese. On sait également que la myosine II est régulée
par la phosphorylation de différentes chaines légeres de type régulation (RLC) parmi lesquels
on trouve MYL9, MYL12A et MYLI2B. Celles-ci s’expriment normalement & haut niveau
dans les mégacaryocytes alors que chez les patients FPD/AML on retrouve une dérégulation
uniquement de MYL9 et de deux chaines lourdes MYH9 et MYH10.

MYHI10 est directement régulée négativement par RUNXI au niveau des mégacaryocytes
durant la phase de polyploidisation et cette inhibition est primordiale afin d’assurer le switch
entre mitose et endomitose. On constate chez les patients atteints que 1’expression de MYH10
persiste dans les mégacaryocytes et induit ainsi un défaut de ploidie.

MYHL9 et MYH9 sont également des cibles directes de RUNXI et en possédent toutes les
deux des sites de fixation dans leur région promotrice. Il est a noter que MYL9 assure
I’activité motrice de MYH9 et 1’ensemble joue ainsi un role important dans la formation
plaquettaire au niveau des mégacaryocytes. On note que chez les patients atteints de
FPD/AML ces deux chaines MYL9 et MYH9 sont en défaut alors qu’elles devraient
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s’exprimer dans le cadre d’une mégacaryopoic¢se normale. Ceci est un élément qui explique
I’anomalie de formation des proplaquettes.

11 faut néanmoins souligner que la différence avec le syndrome de macrothrombopénie MYH9
est I’absence concomitante des deux chaines alors que dans ce dernier syndrome, uniquement
la chaine lourde est en défaut.

Certains auteurs démontrent également un défaut sur le géne TUBB-I qui participerait
¢galement a ce défaut de formation plaquettaire [33]. La physiopathologie liée a ce géne sera
explicitée dans le paragraphe correspondant a cette pathologie qui est une entité bien distincte

(§ 1.3.1).

1.2.2 Thrombopénie de Paris-Trousseau (TCPT) / Syndrome de Jacobsen
(JBS)

Présentation clinico-biologique

Ce syndrome de Jacobsen a été décrit pour la premicre fois par Jacobsen et al. en 1973 et sa
prévalence est évaluée a 1 naissance sur 100 000 [8].

Ce syndrome fait partie du groupe des formes syndromiques des thrombopénies
constitutionnelles et s’exprime par diverses malformations a type de retard de croissance
staturo-pondéral, retard mental, dysmorphie faciale, malformations cardiaques ainsi que des
anomalies des extrémités [36]. D’autres anomalies ont également été décrites : des atteintes
oculaires, digestives, rénales et génito-urinaires [12].

La thrombopénie de Paris-Trousseau correspond a la thrombopénie associée au syndrome de
Jacobsen, décrit en 1993 par Favier et al. Celle-ci est modérée et s’associe dans 20% des cas a
une pancytopénie [36]. Ces perturbations hématologiques peuvent se résoudre partiellement
ou totalement au cours de la vie.

Sur le plan biologique cette thrombopénie normocytaire se caractérise par la présence de
plaquettes avec une granulation alpha de grande taille. Leur présence peut étre rare et
nécessite une recherche cytologique attentive. Cette cytopénie n’est pas associée a une
thrombopathie comme il serait possible de le penser du fait d’une anomalie des granulations
alpha.

Le frottis médullaire révele, quant a lui, des MK de taille réduite avec une ploidie diminuée et
présentant des défauts de formation des proplaquettes [34].

Présentation génétique

Le syndrome de Jacobsen est une pathologie congénitale de transmission autosomale
dominante, bien que souvent d’apparition de novo (85%) [36].

Ces deux syndromes partagent la méme origine génétique, la délétion du bras long du
chromosome 11 en 11q23.

Cependant, ce phénotype pathologie a fait I’objet d’une récente publication rapportant un cas
de transmission autosomale récessive. Celui-ci li¢ a une mutation homozygote au sein de
I’exon 9 du gene FLI-1, affecte le site de liaison a I’ADN de ce facteur de transcription [37].

Physiopathologie

De cette délétion résulte une haplo-insuffisance du gene FLI-1 codant pour la protéine fli-1.
Cette dernicre est un facteur de croissance intervenant au cours de la mégacaryopoiese et
traduit donc en son absence, une dysmégacaryopoic¢se avec avortement intramédullaire des
mégacaryocytes conduisant a la thrombopénie [38]. Au niveau médullaire on observe
¢galement des signes de dysmégacaryopoie¢se comme une hyperplasie mégacaryocytaire
marquée avec des mégacaryocytes de petites tailles. On constate de plus la présence de
micromégacaryocytes sans anomalie sur les autres lignées [38].
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La principale caractéristique hématologique de cette pathologie est visible sur un simple
frottis sanguin et est représentée par la présence, dans un petit contingent plaquettaire, d’un
granule alpha géant [39]. En réalité, il s’agit de la fusion de plusieurs granules alpha en un
granule qui apparait comme géant. Ceux-ci sont incapable de libérer leur contenu, apres
stimulation par la thrombine, mais du fait du petit nombre de plaquettes impactées (15% selon
certains auteurs [40]) aucune thrombopathie n’est décrite.

Cette fusion des granules alpha se réalise trés probablement au niveau plaquettaire car il n’est
pas fait mention d’observations de ce phénomene au niveau des mégacaryocytes [38].

Ce syndrome est donc caractérisé par la présence anormale d’un granule alpha géant, d’un
nombre augmenté de micromégacaryocytes médullaires et de la délétion 11q.

1.2.3 Thrombopénies liées a I’X avec mutations GATA-1

1.2.3.a Thrombopénie liée a I’X avec thalassémie (XLTT)

Présentation clinique

La thrombopénie liée a I’X avec thalassémie est une pathologie décrite pour la premiere fois
en 1977 et appartient au groupe des TC non syndromiques. Néanmoins, il est possible
d’observer une symptomatologie hémorragique modérée a sévere.

Présentation biologique et génétique

Cette pathologie résulte de la mutation de GATA-1 située en Xpl1 [41]. Ce dernier code pour
un important facteur de transcription régulant I’hématopoi¢se. En effet, associé a son
cofacteur FOG-1 (Friend of GATA) ils régulent (positivement pour certains et négativement
pour d’autres) I’expression de genes de différentes lignées et en particulier des genes de la
mégacaryopoicse et de I’érythropoiese [41]. La mutation en cause est une mutation faux sens
au niveau de 1’exon 4 du gene GATA-1 et se traduit par la substitution en position 216 d’une
glutamine en une arginine (R216Q) [42].

Sur le plan hématologique, on constate au niveau médullaire une hyperplasie
mégacaryocytaire avec un défaut de maturation et une dystrophie caractérisée par une
diminution de leur taille. Au niveau sanguin, on observe une anisopoikilocytose plaquettaire,
avec des plaquettes de tailles augmentées et de formes anormales. De plus, a I’intérieur de ces
derniéres on observe une diminution des granules alpha [42] pouvant faussement suggérer
laissant penser, a un syndrome des plaquettes grises [43]. De plus, on y observe également
une splénomégalie avec une dysérythropoiese de type anisopoikilocytose [41].

Certains auteurs décrivent également la présence de plaquettes vacuolées liées a un défaut du
systetme canaliculaire [44]. D’autres anomalies plaquettaires sont décrites, comme une
désorganisation des réseaux de tubuline qui ne sont plus situés en périphérie de la cellule, et
engendrent ainsi un défaut de déformabilité des plaquettes. Il est en effet connu, que les
microtubules sont nécessaires afin de maintenir la forme discoide et la formation des
pseudopodes lors de I’activation plaquettaire [44]. Ceci peut laisser penser, a tort, & une
thrombopathie associée a cette thrombopénie, alors qu’en réalit¢ [’ensemble des
glycoprotéines membranaires sont efficaces et totalement fonctionnelles. Néanmoins avec ce
défaut de changement morphologique, les plaquettes ne sont plus capables d’effectuer
I’hémostase primaire de fagcon optimale, ce qui traduit une certaine tendance aux saignements.
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Physiopathologie
Afin de permettre la compréhension de la physiopathologie et des différences avec la
thrombopénie liée a I’X avec dysérythropoiese [43], il est nécessaire d’exposer la structure de
la protéine GATA-1.
En effet, cette protéine posséde une extrémité N terminale hautement conservée possédant
plusieurs sites aux fonctions différentes :

e un site permettant la fixation et I’interaction avec le cofacteur FOG-1,

e un site permettant la fixation de I’ADN.
La mutation en cause dans le XLTT touche le site de liaison a ’ADN tout en conservant la
capacité d’interagir avec le cofacteur [42]. On verra dans le paragraphe suivant que dans le
cas d’une mutation au niveau de la région du site de fixation a FOG-1, il s’agit de la
thrombopénie liée a I’X avec dysérythropoiese [44].

Afin d’expliquer la thrombopénie il faut se rapprocher des mégacaryocytes qui, comme dans
d’autres TC, présentent un défaut de formation des proplaquettes li¢ a une anomalie du
cytosquelette [44].

Concernant la pseudo B-thalassémie mineure, il a ét¢ montré qu’aucunes mutations des génes
codant pour les globines alpha ou béta ne sont présentes. L’hypothése avancée est liée a la
mutation R216Q qui induit une diminution de la synthése de la chaine béta. En effet, le locus
codant celle-ci possede un site de fixation a GATA-1 [44]. On retrouve ainsi sur le frottis
sanguin une anisopoikilocytose érythrocytaire.

A noter qu’on observe également une hémolyse périphérique, conduisant a 1’anémie en plus
de la dysérythropoiese et de la diminution du nombre de cellules souches érythroides.

Ce syndrome est donc caractérisé par une thrombopénie, dans la plupart des cas modérée,
associée a une anémie et a des signes de B-thalassémie mineure.

1.2.3.b Thrombopénie liée a I’X avec dysérythropoiése

Comme décrit précédemment dans le cadre du XLTT, la thrombopénie liée a I’X avec
dysérythropoiese résulte également d’une mutation de GATA-1 [45]. Celle-ci est située dans la
région codant pour le site de fixation de FOG-1.

La présentation clinique et biologique est identique au syndrome précédent, excepté pour
I’aspect thalassémique mais s’y surajoute une anémie sévere associée a des anomalies
plaquettaires de type fonctionnelles ainsi qu’une plus profonde thrombopénie [44].

1.2.4 Thrombopénie avec mutation de 'ANKRD26 (ANKRD26-RT) ou
THC2

Présentation clinique
La thrombopénie liée 8 ANKRDZ26 est une forme non syndromique de TC.

Présentation biologique

La thrombopénie est modérée, aux alentours de 50 G/L (mais pouvant chez certains patients
atteindre les 10 G/L) [46], avec des plaquettes de taille normale et sans thrombopathie
associée. On observe au niveau médullaire une dysmégacaryopoiese caractérisée par des
mégacaryocytes de petite taille et une hypolobulation [8].
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Un aspect important de cette pathologie est son association a un facteur de risque, 30 fois plus
important que la population générale, a développer une hémopathie maligne, a type de
leucémie aigu€ myéloide dans la plupart des cas [46].

Présentation génétique

Elle se caractérise par une transmission autosomale dominante d’une mutation localisée sur le
locus THC2 en 10p11-12 [8].

Plusieurs mutations de geénes ont été décrites sur le locus THC, successivement MAST?2 et
ACBDS5 puis ANKRDZ26. Cette derniére étant la plus fréquente et retrouvée chez 1’ensemble
des individus est dite a I’origine de la pathologie, elle est située au niveau de 1’extrémité
5’UTR du gene.

Physiopathologie
La physiopathologie exacte est encore mal connue et ce n’est qu’au début 2014 que Bluteau et

al. ont publiés plusieurs hypotheses permettant d’expliquer les divers aspects de cette
pathologie [47].

Néanmoins, certains auteurs ont déja étudiés des causes possibles de cette susceptibilité a
développer des hémopathies. Ils ont ainsi montré la présence de particules intra-plaquettaires
et intra-mégacaryocytaires, identifiées comme du protéasome et des protéines ubiquitaires. De
plus, ils ont constaté que ces substances n’étaient retrouvées que dans de rares tissus sains
mais qu’ils étaient surtout présents dans divers tissus cancéreux et lésions pré-néoplasiques
[46].

La présence de ces corps intra-cytoplasmiques pourrait expliquer en partie le risque de
survenue d’une hémopathie.

Figure 5 : Ultrastructure des particules intra-cytoplasmiques liées a ANKRD26.
A et B : plaquettes possédant des particules intra-cytoplasmiques (fléches blanches). C : mégacaryocyte avec ces
mémes particules (fléches noires).
Source : d’apres Balduine C. L. ef al. [46]
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De plus, certains articles ont montré que le géne ANKRD26 appartient a une famille de geénes
spécifiques des primates, nommée POTE (Prostate, Ovary-, Testis-, and placenta-Expressed
genes) [48]. Ceux-ci étant des geénes pro-apoptotiques, leur dérégulation peut induire des
anomalies dans les phénoménes d’apoptose qui peuvent participer aux différents aspects de la
pathologie. De plus, I’expression de ce type de génes est trés souvent retrouvée au niveau de
tissus cancéreux alors qu’il n’est présent que dans de rares tissus sains [48].

D’apres les dernieres recherches sur la physiopathologie de cette TC [47], il a été montré que
les mutations du gene ANKRD?26 sont situées en 5’UTR au niveau d’une région régulatrice de
son expression. Il en résulte ainsi une surexpression du géne au niveau des mégacaryocytes.
Ceci est d’autant plus important qu’il y a une relation étroite entre RUNXI-FLII et
ANKRD?26. En effet ce dernier est régulé négativement par le couple RUNXI-FLII et en cas
de mutation 5’UTR cette inhibition n’est rendue possible et ANKRD26 peut se sur-exprimer
au niveau des mégacaryocytes. Sachant que RUNXI et FLII codent pour des facteurs
intervenant dans la régulation de la mégacaryopoicse, il apparait alors que cette mutation
induit une dysmégacaryopoiese affectant la synthése plaquettaire.

La perte d’expression de RUNXI au niveau mégacaryocytaire implique différentes cascades
d’évenements, dont 1’activation d’une voie de signalisation TPO/MPL et plus particuliérement
via MAPK/ERK1/2 [47]. De plus, il a ét¢ montré que MAPK et ERK1/2 sont nécessaires a
différentes phases de la mégacaryopoicse, et plus particulicrement afin d’initier la
différenciation alors que leur inhibition assure la formation des proplaquettes.

La protéine ANKRD26 est contenue dans la membrane cellulaire et interagit avec différents
récepteurs transmembranaires. Il a été montré que la perte de son inhibition par RUNXI-FLI1
induit sa surexpression provoquant ainsi son accumulation au niveau membranaire. Ceci
altére probablement la voie TPO/MPL et conduit a une hyper expression de MAPK/ERK1/2
contribuant au défaut de formation des proplaquettes et donc a la thrombopénie.

Il a également ét¢ montré que TPO/MPL ne régule pas seulement la différenciation au cours
de la mégacaryopoic¢se, mais aussi celle de différentes cellules souches hématopoiétiques.
Ainsi une mutation ANKRD26 peut favoriser les transformations leucémiques via une
dérégulation de ce systeme, expliquée par la voie MAPK hyper exprimée assurant une
prolifération et une survie cellulaire.

1.2.5 Amégacaryocytose avec synostose radio-cubitale (CTRUS)

Présentation clinico-biologique

L’amégacaryocytose avec synostose radio-cubitale est une forme syndromique de TC
caractérisée par une anomalie squelettique comme indiquée dans son nom. Cette fusion, au
niveau proximal du radius et de ’ulna, limite chez les patients la pronation et la supination de
I’avant-bras [8].

Les patients présentent également une thrombopénie profonde et fortement symptomatique
provoquant une forte susceptibilité aux saignements [49]. Dans le cas de pathologies trop
bruyantes, le seul traitement curatif reste la greffe de cellules souches hématopoiétiques [12].
Sur le frottis médullaire, on note une absence ou une hypoplasie importante du nombre de
mégacaryocytes. De plus, une pancytopénie peut se développer progressivement mais cet
aspect n’est pas systématique.

Présentation génétique
Cette pathologie est de transmission autosomique dominante liée a une mutation du géne
HOXAII situé en 7p14-15 [8] et qui se définit par une délétion d’un seul nucléotide. Celle-ci
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induit un décalage du cadre de lecture et provoque ainsi I’apparition prématurée d’un codon
STOP aboutissant a une protéine tronquée [49].

Physiopathologie

Les génes HOX (Homebox) sont une famille relativement hétérogéne et pour la plupart
impliqués dans différentes phases de I’hématopoiese [50]. HOXA9 et HOXAI0 interviennent
dans la synthése de 1’héme, HOXB4 dans la différenciation de cellules souches
hématopoictiques... Certains d’entre eux, dont HOXA11, régulent I’expression de genes de la
différenciation cellulaire et de la morphogenese.

Néanmoins HOXAII est retrouvé ni exprimé au niveau plaquettaire, ni au niveau
mégacaryocytaire [49][50].

Cependant une hypothése est tout de méme avancée, afin d’expliquer I’implication de cette
mutation dans les aspects hématologiques et squelettiques [49]. Au cours de I’embryogenese,
il a été montré qu’au niveau du lieu ou se met en place I’hématopoiése définitive, de hautes
concentrations en transcrits d’HOXAII sont retrouvées. Du fait de la perturbation
d’interaction entre HOXAI1 et les autres geénes régulant la différenciation mégacaryocytaire
(par défaut du site de liaison a ’ADN) il est permis de suspecter que la mutation induit un
défaut de mégacaryopoiese [49].

Cependant, une récente publication [51] rapporte I’existence de cas de CTRUS ne présentant
pas de mutation HOXA11. C’est ainsi qu'une équipe japonaise a mis en évidence la présence
d’une mutation du géne MECOM codant pour une protéine EVII. Différents types de
mutations ont ét¢ mises en évidence mais toutes touchent la méme zone de la protéine EVII.
Ce gene est retrouvé exprimé au sein des cellules souches hématopoiétiques et joue un role
important dans 1’hématopoiese ainsi que dans ’auto-renouvelement de ces CSH. Au niveau
de modeles murins, ce géne a été décrit comme intervenant dans le développement de certains
organes (poumons, systéme urinaire, ceeur et membres) ce qui pourrait expliquer le phénotype
morphologique CTRUS. La cohorte décrite dans cette étude ne comporte que trois membres
atteints de cette pathologie mais il semblerait qu’en comparaison avec les patients HOXA11,
ceux atteints de mutations MECOM souffriraient d’une symptomatologie hématologique plus
prononcée. Cependant cette trés récente découverte doit encore €tre davantage étudiée afin
d’en affiner les conclusions [51].

1.2.6 Pseudo-Willebrand plaquettaire

Présentation clinico-biologique

Le pseudo-Willebrand plaquettaire est une forme non syndromique de TC. Découverte en
1982 par Weiss et al., il est trés proche de la maladie de Willebrand type 2B [8] avec laquelle
le diagnostic différentiel n’est pas aisé.

Le facteur Von Willebrand (vVWF) possede deux roles principaux. Dans un premier temps il
permet 1’adhésion plaquettaire au sous-endothélium vasculaire, par I’interaction entre la
glycoprotéine de surface plaquettaire GPlba et le VWF exposé au niveau d’une lésion
vasculaire. Enfin il assure le transport et la protection du facteur VIII de la coagulation,
essentiel a I’hémostase [52].

Présentation génétique

Le pseudo-Willebrand plaquettaire est une pathologie a transmission autosomale dominante et
concerne une mutation sur le géne GP1BA, situé en 17p13, codant la glycoprotéine de surface
plaquettaire GP1ba [8].
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Physiopathologie

Cette mutation induit une augmentation d’affinit¢é de GPlba pour vWF provoquant ainsi
I’agglutination spontanée des plaquettes avec VWF. Il en résulte une thrombopénie par
consommation et une diminution du taux de vWF circulant [8]. Néanmoins les patients
atteints ne présentent qu’une faible tendance hémorragique.

Cette thrombopénie peut étre fluctuante et s’aggraver dans diverses situations, ou 1’on
provoque une libération de vWF, comme la grossesse, le stress, une infection,... [53],
situations ou I’agglutination plaquettaire est potentialisée par 1’augmentation de vVWF exposé.

Sur un plan biologique, le frottis sanguin montre des plaquettes de taille Iégérement
augmentée, correspondant a des plaquettes plus jeunes liées a un turn-over plus important
permettant de compenser la consommation [8].

Bien que la maladie de Willebrand type 2B soit trois fois plus fréquente que le Willebrand
plaquettaire, il est important de garantir un bon diagnostic différentiel. En effet, la prise en
charge thérapeutique des patients est totalement différente du fait de la physiopathologie de
ces deux pathologies [52].

Au cours de la maladie de Willebrand 2B, on retrouve une mutation sur gene du vWF
touchant le domaine de liaison du vVWF au GPlba. Ceci conduisant a I’augmentation
d’affinité du vWF pour GP1ba plaquettaire. Ainsi, les multimeres de haut poids moléculaire
de vWF se lient spontanément aux plaquettes (via GP1ba) provoquant leur agglutination et de
ce fait une thrombopénie de consommation, semblable a celle du pseudo-Willebrand.

Prise en charge thérapeutique

De cette différence de localisation de la mutation, on comprend I'intérét du diagnostic
différentiel pour la thérapeutique proposée au patient. Dans le cas de la maladie de Willebrand
2B, le vWF étant déficient, il est nécessaire d’en apporter par 1’injection de concentrés de
vWF. Dans le cas du pseudo-Willebrand, le récepteur plaquettaire étant déficient, il est
nécessaire d’apporter, en cas de besoin, des concentrés plaquettaires afin de rétablir une
hémostase primaire efficace [53].

De plus, il est primordial de ne pas traiter un pseudo-Willebrand plaquettaire avec de la
desmopressine, celle-ci, favorisant la libération du vWF des cellules endothéliales,
provoquerait une aggravation de la thrombopénie et donc une aggravation de la
symptomatologie hémorragique.

Le diagnostic différentiel est ainsi primordial entre ces deux pathologies. Ce dernier n’est
possible que par la recherche de mutations (sur le vVWF ou sur le géne du GP1ba) ou encore
par des techniques d’agrégation spécialisées. Néanmoins ces derni¢res n’étant réservées qu’a
quelques centres de références, il est plus aisé d’avoir recours aux recherches génétiques. Ceci
d’autant plus que le pré-analytique du transport d’ADN est beaucoup plus facile a maitriser
que celui de tubes d’hémostases, dans le cadre d’un envoi vers un centre spécialisé [52].

1.2.7 Thrombopénie liée a ETV6

Présentation clinique

La thrombopénie liée a ETV6 est une nouvelle entité de TC, que trés récemment décrite. Seuls
de tres rares cas ont actuellement été décrits, mais il apparait que cette pathologie n’aurait pas
d’expression clinique particuliere. Elle pourrait étre classée dans les formes non
syndromiques de TC.
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Les saignements rapportés chez ces patients sont modérés, avec des tendances aux
ecchymoses et aux épistaxis. Il est également possible d’observer des ménorragies chez
certaines femmes [54].

Présentation biologique

La principale expression biologique de cette forme de TC est la thrombopénie. Celle-ci est
modérée, avec 90 G/L de moyenne [55].

Néanmoins, le frottis sanguin ne rapporte pas d’anomalies morphologiques des plaquettes, ni
méme de modification de taille. Il est cependant observé des globules rouges macrocytaires.
L’étude médullaire montre une dysmégacaryopoiese avec une hyperplasie de MK hypolobés
et de petites tailles. De plus, une dysplasie érythroblastique est également observée [55][34].
Les patients atteints par cette pathologie présenteraient, comme dans d’autres TC, une plus
grande susceptibilité a développer des leucémies aigué, myéloides comme lymphoides, et/ou
des syndromes myélodysplasiques [54].

Présentation génétique

Le geéne en cause dans cette TC est ETV6 codant pour un facteur suppresseur de tumeur ayant
un réle important dans la régulation de ’hématopoiése [55]. Actuellement, la transmission est
décrite comme étant autosomale dominante [56].

Dans de nombreux cas de leucémies aigu€s lymphoides de I’enfant, il est retrouvé des
mutations somatiques au niveau de ce gene [56]. Les facteurs prédisposant aux leucémies
¢tant encore relativement peu connus, ces observations ont orienté¢ les recherches vers
I’impact d’une présence héréditaire de ce type de mutations.

Au niveau de la location des mutations sur le géne, il y a quelques différences selon les
origines. En effet, les somatiques peuvent se situer sur I’ensemble du gene, affectant les
différents domaines, alors que celles d’origine héréditaire ne sont, pour le moment, retrouvées
qu’au niveau de zones codant pour deux des trois domaines d’intérét de cette protéine [54].

En effet ETV6 est constituée de trois domaines principaux : [55][34]

1. Un domaine N-terminal (PNT) qui permet I’interaction avec divers facteurs comme
FLI-1 par exemple mais qui assure également la dimérisation de la moléculaire,
indispensable a son activité,

2. Un domaine central, mal connu, mais qui assurerait la régulation de I’effet inhibiteur
de la protéine,

3. Un domaine C-terminal (ETS) qui permet la liaison a I’ADN.

Les mutations a transmission héréditaire n’ont été retrouvées que le domaine central et C-
terminal.

Physiopathologie

La physiopathologie de cette thrombopénie n’est pas encore clairement élucidée.

ETV6 est exprimé dans les cellules souches hématopoiétiques ainsi que dans les progéniteurs
mégacaryocytaires et érythrocytaires. Afin d’exercer son activité, la protéine nécessite d’étre
dimérisée pour permettre son passage au niveau nucléaire [55].

La liaison a I’ADN, par la zone ETS, est normalement auto-inhibée par un domaine C-
terminal inhibiteur (CID). Certaines mutations touchent un domaine de liaison qui favorise
indirectement la liaison a I’ADN par atténuation de cette inhibition. De plus ce domaine de
liaison est essentiel pour I’interaction entre ETV6 et d’autres facteurs de régulation [54].
D’autres mutations induisent une déstabilisation du domaine ETS, participant a la diminution
de la liaison a I’ADN [54].
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Ainsi ’ensemble de ces mutations provoque la séquestration d’ETV6 au niveau
cytoplasmique, induisant son impossibilit¢ a migrer vers le noyau et a exercer son rdle
répresseur sur certains genes [54].

Néanmoins, le role de ces mutations d’ETV6 dans la malignité n’est pas encore totalement
décrit. Un lien avec d’autres genes régulateur type RUNXI1-FLI1 et ANKRD26 participerait a
cette physiopathologie, mais des études complémentaires doivent encore €tre mises en ceuvre.

1.3 Plaquettes de taille augmentée

1.3.1 Macrothrombopénie liée a TUBB-1

Présentation clinico-biologique

La macrothrombopénie liée a TUBB-1 est une forme rare de TC non syndromique. Seules
quelques familles dans le monde ont été décrites. Elle se caractérise uniquement par une
macrocytose plaquettaire sans symptomatologie hémorragique évidente.

Présentation génétique

Cette thrombopénie est de transmission autosomale dominante liée a la mutation du gene
TUBB-1 situé en 20ql3 et codant pour la Bl-tubuline [8]. Cette derniére est trouvée
exclusivement au niveau des plaquettes et des mégacaryocytes [57].

Physiopathologie

La physiopathologie de cette TC, tout comme d’autres formes, est liée a un défaut du
cytosquelette induisant une anomalie de formation plaquettaire [58]. L’anomalie en cause
dans cette pathologie est la tubuline. La tubuline est formée de diméres d’a- et de B-tubuline
qui, une fois organisés, forment les microtubules nécessaires au cytosquelette cellulaire.

Les différentes mutations décrites du géne TUBB-1 affectent toutes un site particulier de la
B1-tubuline. Un site proche de la zone d’interface o/p provoque ainsi la syntheése d’une B1-
tubuline instable [57]. Selon la mutation en cause, différents impacts sur 1’organisation
cellulaire de ces microtubules ont été décrits. En effet p.R318W n’induirait pas d’anomalie
d’organisation ni de localisation cytoplasmique [57] contrairement a p.D249N [58].
Néanmoins, un défaut quantitatif est systématiquement retrouvé caractérisé par une
diminution de I’ordre de 50% du taux de B1-tubuline par rapport a des patients sains [57][58].

Cette macrothrombocytopénie s’explique donc par une dysmégacaryopoiese ou les
mégacaryocytes présentent un défaut de segmentation (lié¢ a ’anomalie du cytosquelette). En
effet ceux-ci forment des « blebs » anormalement larges et irréguliers, dont résultent des
macroplaquettes en nombre diminué, une macrothrombocytopénie [57].
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B1-Tubulin
Figure 6 : Dysmégacaryopoiése liée a la mutation TUBB-1
M¢égacaryocytes de patients sains comparés a ceux de patients atteints de macrothrombocytopénie liée & TUBB-1

présentant des bleb anormaux dont résulte la macrothrombopénie.
Source : d’aprés Kunishima S. et al. [57]

Control
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1.3.2 Syndrome des plaquettes grises (GPS)

Présentation clinico-biologique

Le syndrome des plaquettes grises (GPS) est une forme non syndromique de TC. Décrit pour
la premiere fois en 1971 par Raccuglia ef al. il se caractérise par une macrothrombopénie avec
absence de granule alpha [8]. Cette absence de granulations alpha se traduit par un défaut de
coloration des plaquettes sur le frottis sanguins, qui apparaissent ainsi « grises » au MGG.
Une autre caractéristique essentielle de cette pathologie est I’évolution, plus ou moins rapide,
vers une myélofibrose associée a une splénomégalie [59]. Celle-ci se traduit également par un
anisopoikilocytose des globules rouges avec présence de dacryocytes.

Présentation génétique
La transmission est décrite comme étant autosomale récessive mais certains auteurs la
décrivent également dominante [8][60]. En effet, 2 types de mutations ont été identifiés :

1. Historiquement la premiere et la plus décrite, sur le géne NBEAL2, serait de
transmission autosomique récessive et située en 3p21.3p22.1. Ce geéne codant pour une
protéine exprimée au niveau des plaquettes et mégacaryocytes, serait essentiel au
développement des granules alpha,

2. Plus récemment, certains auteurs ont mis en évidence une mutation GFIIB, qui serait
de transmission autosomique dominante. Ce gene codant pour un facteur de
transcription aurait une activité inhibitrice au cours d’étapes de la mégacaryopoicse.
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Figure 7 : Photographies au microscope optique (x1000) de plaquettes optiquement vides dans le cadre
d'un patient souffrant de GPS.

La physiopathologie de ce syndrome repose sur un défaut de granules alpha. Or celles-ci
contiennent plusieurs centaines de protéines [61] ayant différents roles. En dehors de leurs
capacités hémostatiques, ces derniéres permettent également des phénomeénes d’adhésion
plaquettaire, pro-inflammatoires,... (VWF, fibrinogéne, IL-1, PF4, PDGF...) [62].

Une plaquette saine contient environ une quarantaine de granules alpha, qui représentent
environ 10% de la taille totale. Ils sont formées trés précocement au cours de la
mégacaryopoiese par la fusion de petites vésicules, puis transportées vers les expansions
cytoplasmiques (blebs) a I’origine des futures proplaquettes [59].

Diverses études montrent ainsi que 1’origine de la pathologie n’est pas un défaut de formation
de ces granules alpha, mais leur perte au niveau plaquettaire mais aussi mégacaryocytaire.
Cette libération du contenu granulaire, par les mégacaryocytes, dans la moelle osseuse serait a
I’origine d’un état inflammatoire de celle-ci, contribuant au développement de la fibrose. En
effet de nombreuses protéines pro-inflammatoires ainsi que divers facteurs de croissance
seraient libérés, recrutant de ce fait des fibroblastes.

Dérivant de cette fibrose médullaire, le développement d’une hématopoicse secondaire est a
I’origine de la splénomégalie retrouvée chez les patients.

Seul ce phénomene de perte des granulations alpha n’est pas encore clairement élucidé.
Diverses hypotheéses sont avancées comme I’empérypolese impliquant mégacaryocytes et
leucocytes, fréquemment observé chez ces patients, provoquerait la destruction
mégacaryocytaire et la libération du contenu granulaire [59].

Cette thrombopénie s’associe a une clinique hémorragique modérée a sévere liée a une
thrombopathie surajoutée. En effet, certains auteurs ont montré un défaut d’agrégation au
collagene [12] des plaquettes pathologiques. De plus, le défaut de vWF au niveau plaquettaire
(contenu initialement dans les granules alpha) induit une anomalie d’adhésion et d’agrégation,
bien que le taux circulant de vVWF et celui contenu dans les grains de Weibel-Palade soient
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normaux. Ceci prouve que le vVWF plaquettaire est donc essentiel a la formation du thrombus
[61].

I1 s’agit donc d’un syndrome associant une macrothrombopénie, faite de plaquettes ayant un
défaut de granule alpha et étant ainsi non colorées au MGG, et une thrombopathie, par
manque de certaines protéines granulaires essentielles a I’hémostase, expliquant la
symptomatologie hémorragique. S’y surajoute une fibrose médullaire périmégacaryocytaire.

1.3.3 Thrombopénie liée a FLNA

Présentation clinico-biologique

La thrombocytopénie liée a FLNA est une forme syndromique de TC.

Elle s’exprime par une macrothrombopénie associée, dans la majorit¢é des cas, a une
hétérotopie périventriculaire nodulaire. Un syndrome otopalatodigital avec atteintes
squelettiques et retard mental a également été décrit. De plus, une atteinte cardiaque, a type de
dystrophie valvulaire, ainsi qu’une dysplasie osseuse des extrémités ont été rapportés dans
certains articles [63].

Au niveau du frottis sanguin, il est observé en sus de I’anisocytose plaquettaire, une
distribution hétérogéne des granules alpha ainsi que de rares plaquettes possédant des
granules de grandes tailles [64].

Présentation génétique
Elle est causée par la mutation du géne FLNA, codant pour la filamine A, situé en Xp28 [8].

Physiopathologie
Il est constaté que FLNA interfére avec de nombreuses fonctions au cours de 1’évolution.

Il existe trois types de filamines, FLNa, FLNb et FLNc, mais ne s’exprime en majorité au
niveau plaquettaire uniquement FLNa [65]. Ce sont des protéines qui stabilisent le réseau de
filaments d’actine, en liant le cytosquelette a la membrane cellulaire [66].

Il a été montré que FLNa permet I’ancrage du cytosquelette a la membrane cellulaire via des
récepteurs d’adhésion [8]. Certains auteurs ont démontré que FLNa doit se dimériser grace a
une immunoglobuline, et cette dernicre se fixe au GPIba afin d’assurer la fixation au
cytosquelette. En cas de mutation de FLNA, il y perte d’interaction GPIba-FLNa, ce qui
déstabilise la membrane plaquettaire et induit un défaut d’expression de GPIba. Ceci permet
d’expliquer la thrombopathie observée chez ces patients, responsable de la symptomatologie
hémorragique [65]. De plus, au niveau mégacaryocytaire, on observe que des anomalies du
cytosquelette sont responsables, d’une formation de plaquettes de tailles anormales, ainsi que
d’une mauvaise maturation des granules alpha. Ainsi les plaquettes n’ayant pas de granules
alpha totalement fonctionnelles, participent a la thrombopathie.

Une caractéristique de ce syndrome, visible au frottis sanguin en plus de la macrocytose, est la
présence de granules alpha de grandes tailles [66].

Ce syndrome est ainsi causé par une anomalie du cytosquelette, structure indispensable durant
la mégacaryopoiese afin d’assurer la fragmentation correcte du mégacaryocyte en
proplaquettes. En effet, durant la maturation, le mégacaryocyte va se réarranger et émettre des
expansions cytoplasmiques, au niveau desquelles les réseaux de filaments y ameénent les
¢léments essentiels a la formation de plaquettes. On comprend ainsi qu’un défaut au niveau de
ce systeme induit une formation anormale de plaquettes [66].
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1.3.4 Thrombopénie liée a GFI1B

Présentation clinique

La thrombopénie liée a GFI1B est une forme non syndromique de TC décrite pour la premiére
que trés récemment. Elle se caractérise néanmoins par une symptomatologie hémorragique
plus ou moins intense. En effet il est rapporté que la sévérit¢ hémorragique présente une
variabilité interindividuelle, certains patients étant affectés par des saignements spontanées
alors que d’autres ne présentent des saignements anormaux qu’en cas de chirurgie [67].

Présentation biologique

Cette pathologie se caractérise sur le frottis sanguin par une macrothrombopénie sans
plaquettes géantes. La cytopénie est généralement modérée et s’y associe une thrombopathie
révélée par une défaillance des tests d’agrégation. Il est également observé une dysplasie
érythrocytaire de type anisopoikilocytose [67].

Au niveau du frottis sanguin il est également retrouvé une diminution du nombre de granules
alpha au niveau plaquettaire, pouvant laisser penser a un syndrome des plaquettes grises.

Présentation génétique

Cette TC est liée a la mutation du gene GFI11B codant pour un facteur de transcription GFIlb
ayant un role essentiel dans la mégacaryopoicse et 1’érythropoiese [68]. Cette mutation est de
transmission autosomale dominante et située sur le chromosome 9q34.13 [69].

C’est une mutation également décrite dans de rares cas de syndrome des plaquettes grises.

Physiopathologie

Résulte de cette mutation, une altération de 1’activité de ce facteur de transcription et ainsi une
diminution du contenu des granules alpha associée a une anomalie d’expression de protéines
plaquettaires [67].

Des modéles murins ont été ¢€laborés afin d’établir la nécessit¢ de GFIlb pour une
hématopoi¢se normale, car en effet cette protéine s’exprime au niveau de cellules souches
hématopoiétiques, de progéniteurs érythrocytaires ainsi que mégacaryocytaires.

I1 a été observé que les mutants exprimant I’anomalie génétique présentent un changement de
morphologie plaquettaire et une diminution du nombre de granules alpha. Ce défaut
granulaire participerait a 1’expression de la thrombopathie par un manque de différents
¢léments nécessaires a I’hémostase primaire comme le fibrinogene et le vVWF. Une diminution
de certaines glycoprotéines de surface (GPIba et GPIIla) a également été mise en évidence
contribuant également a la symptomatologie hémorragique [67][69].

L’hypothése d’un défaut au niveau du cytosquelette est également possible, provoquant une
altération de changement de conformité apres stimulation et activation plaquettaire [67].

Néanmoins, le processus de formation et de disparition des granules alpha reste mal connu,
méme si I’étude de GPS devrait pouvoir éclaircir ces points.

1.3.5 Syndrome de Bernard-Soulier variant monoallélique

Présentation clinique

Le syndrome de Bernard-Soulier variant monoallélique est également souvent dénommé
variant Bolzano, pour le nom de la ville de I’'un des premiers patients découvert. Il est décrit
comme une forme atténuée de syndrome de Bernard-Soulier (BSS) [46]. Néanmoins le terme
exact définissant cette pathologie a été proposé par Noris et al. comme «syndrome de
Bernard-Soulier monoallélique dominant » [70] afin de le distinguer officiellement du BSS
classique.
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Les manifestations cliniques sont mineures voir absentes. Les patients peuvent dans certains
cas présenter des ecchymoses, de fréquents épistaxis, des menstruations importantes mais
aucune hémorragie importante lors d’actes chirurgicaux n’a été décrite [71].

Comme beaucoup d’autres formes de TC non syndromiques, le diagnostic de BSSm reste
difficile et de nombreux cas sont initialement confondus avec des PTI [70].

Cette pathologie, bien que rare, est une des TC les plus fréquentes en Italie. De plus
actuellement les seuls cas décrits sont localisés au niveau de cette péninsule. Néanmoins avec
les brassages de populations d’autres cas internationaux vont probablement apparaitre [46].

Présentation biologique

Contrairement au BSS homozygote classique, le variant monoallélique se caractérise par une
thrombopénie modérée, de 1’ordre de 80 G/L ainsi que par une macrocytose plaquettaire
¢galement modérée. Le frottis sanguin de cette macrothrombopénie ne retrouve donc pas de
plaquettes géantes [46].

Dans la plupart des cas, les tests d’agrégation plaquettaire a la ristocétine montrent des
résultats normaux, comparables aux témoins, ce qui initialement ne facilite par le diagnostic
[70]. Néanmoins ’expression du GPIb-IX-V est trouvée réduite d’environ 60% chez les
patients BSSm [46].

Le frottis médullaire montre un nombre de mégacaryocyte normal [72] mais quelques peu
dystrophiques, avec des blebs anormalement larges [46]. La survie plaquettaire ne semble pas
étre réduite et la différenciation ainsi que la maturation mégacaryocytaire paraissent
identiques aux témoins [72].

Présentation génétique

Contrairement au BSS classique qui est de transmission autosomale récessive, le variant
Bolzano s’en différencie en étant autosomique dominant.

Les mutations en causes dans le BSS affectent les génes GPI/BA, GPIBB et GP9 codant
respectivement pour GPIba, GPIbB et GPIX. Ces trois protéines, associ¢es au GPV, forment
le complexe récepteur GPIb-IX-V fondamental dans le processus hémostatique. Concernant le
variant hétérozygote du BSS, les mutations décrites affectent principalement GP/BA et dans
une moindre mesure GPIBB. La mutation Bolzano correspond initialement a p.Alal56Val
[46] mais d’autres mutations ont été décrites dans la littérature [70][73].

Se pose alors la question de savoir pourquoi certaines mutations, a 1’état hétérozygote,
impactent la physiologie plaquettaire alors que pour d’autres I’homozygotie est indispensable
a la pathologie [70].

Physiopathologie

Les mutations mises en évidence affectent les glycoprotéines du récepteur plaquettaire GPIb-
IX-V permettant la fixation du vWF endothélial lors d’une breche vasculaire. Ainsi il en
résulte une désorganisation de ce complexe ce qui devrait conduire a une atteinte des
capacités hémostatiques. Néanmoins il apparait que D’expression de I’allele sain permet
d’assurer une synthese suffisante de ce récepteur et d’assurer une hémostase primaire
suffisante [46]. Ceci explique 1’absence de tendance hémorragique des patients BSSm.

Outre I’explication de cette absence de symptomatologie, il est nécessaire d’explorer le
mécanisme de la macrothrombopénie.

En effet ce récepteur GPIb-IX-V posséde a priori un réle primordial au cours de la
mégacaryopoicse. Celui-ci est fortement suspecté dans le sens ou une interaction avec le
fibrinogene et le vVWF intervient au moment de la libération vasculaire des plaquettes.

Au cours de la mégacaryopoicse, les mégacaryoblastes se situent dans une niche
ostéoblastique, ou le collagene de type I abondant refreine 1’extension des proplaquettes a
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partir des mégacaryocytes. Celles-ci vont étre libérées vers une niche vasculaire ou le
fibrinogene et le vWF participent a la libération des plaquettes dans la circulation sanguine
[72].

Sur le plan structurel, la glycoprotéine GPIba posséde deux domaines d’intérét : [71]

1. Un domaine terminal globulaire qui porte le site de liaison au vWF. Celui-ci permet
d’assurer le mécanisme d’hémostase primaire.

2. Un domaine cytoplasmique qui porte le site d’interaction avec les filaments d’actine
du cytosquelette. Celui-ci permet une maturation mégacaryocytaire normale et un
ancrage a la membrane cellulaire du cytosquelette.

L’hypothése avancée par plusieurs auteurs, sur I’origine de la thrombopénie, est I’anomalie de
conformation du complexe GPIb-IX-V sur le domaine intracytoplasmique. Ceci
compromettrait I’interaction avec le cytosquelette (ou une autre structure encore inconnue)
qui est nécessaire au cours de la formation des proplaquettes [72]. Une thrombopénie
résulterait de ce défaut de proplaquettes. Néanmoins un taux résiduel de GPIba, grace a
I’alleéle sain, permettrait d’assurer une agrégation quasi normale [71].

11 a été déja démontré que 1’organisation des microtubules intracellulaires a un rdle essentiel
au cours de la mégacaryopoiese. Afin de confirmer cette hypothese de thrombopénie, il a été
mis en évidence des anomalies de tubuline au niveau des mégacaryocytes mais également au
niveau des proplaquettes et des plaquettes. Ces dernicres se présentent par une mauvaise
distribution de la tubuline intracellulaire, ce qui conduit & une désorganisation et a un défaut
au cours de la maturation et de la différenciation. En résulte enfin des blebs de taille
anormalement grande et en nombre réduit, conduisant a la macrothrombopénie [72].
Néanmoins le mécanisme moléculaire liant ces mutations et la désorganisation de la tubuline
n’est pas connu.

Cette hypothese n’est ainsi pas forcément le seul phénomene impliqué. D’autres peuvent étre
avancées comme la nécessité d’une interaction entre GPIba et vVWF. Cependant aucune
macrothrombopénie n’est observée chez les patients atteints de maladie de Willebrand de type
111, qui présentent une absence totale de vVWF [72].

1.3.6 Thrombopénie liée a ACTN-1

Présentation clinico-biologique

La thrombocytopénie liée a ACTN-1 est une forme non syndromique de TC.

L’expression de cette pathologie se limite a une macrothrombopénie modérée, aucune
anomalie phénotypique récurrente n’ayant été décrite [74]. Néanmoins dans une étude portant
sur 18 patients atteints, 3 ont développé une hémopathie maligne de type leucémie [75].
L’étude médullaire retrouve des MK présentant un nombre anormalement diminué de bleb et
tailles augmentées. Ceci suggere une anomalie dans la formation des proplaquettes et induit
une macrothrombopénie [34].

Présentation génétique
Elle est causée par la mutation du gene ACTN-I situé en 11g24. Sa transmission étant
autosomale dominante [74].

Physiopathologie

Ce géne ACTN-I code pour I’alpha actinine 1, une des deux isoformes non musculaires
d’alpha actinine. En effet il existe 4 isoformes différentes codées par, ACTN-2 et ACTN-3 au
niveau musculaire et ACTN-1 et ACTN-4 au niveau non musculaire. Les mégacaryocytes ainsi
que les plaquettes expriment essentiellement la forme d’alpha actinine 1 [76]. Cette derniére
permet de lier les différentes filaments d’actine et permet ainsi d’organiser ces réseaux [77].
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Les filaments d’a-actinine réalisent donc des ponts entre ceux d’actine. Ils sont organisés en
dimeres antiparalléles possédant un domaine de liaison a 1’actine au niveau N-terminal [77].

Filament d’actine
—~ - .

Figure 8 : Schéma d’organisation d'un réseau de filaments d'actine

Ce site de liaison est celui ou se situent I’ensemble des mutations décrites dans la littérature.
Ainsi elles provoquent une désorganisation du réseau d’actine, et de ce fait du cytosquelette
[76].

Ceci joue un role important dans la mégacaryopoiese. En effet la formation des proplaquettes
résulte d’expansions cytoplasmiques mégacaryocytaires (« blebs ») qui sont par la suite
libérées dans les sinusoides de la moelle. La réorganisation et la déformabilit¢ du
cytosquelette ainsi que des signaux de transduction permettent la régulation spatiale et
temporelle de ce mécanisme [76].

Bottega et al. a montré que I’anomalie responsable de cette macrothrombopénie avait lieu a la
phase tardive de la mégacaryopoiese. En effet, le taux diminué de plaquettes réticulées
(plaquettes jeunes) et un taux de thrombopoiétine légerement augmenté sont en faveur de
cette hypothese [74].

Il est démontré que durant la formation des proplaquettes, les microtubules ainsi que le
cytosquelette jouent un réle critique. De part cette mutation ACTN-1 et la dérégulation qui
s’en suit, on observe une répartition anormale de ces blebs. En effet, sur un mégacaryocyte
sain, on en retrouve une répartition uniforme en taille et en nombre sur sa périphérie, alors
que pour un mégacaryocyte atteint, on observe une diminution de leur nombre ainsi qu’une
augmentation de leur taille. Ceci permet d’expliquer la macrocytose et la thrombopénie qui en
découlent [76].

Aucune symptomatologie hémorragique n’est rapportée. En effet, cette pathologie n’est
associée a aucune thrombopathie. Les tests d’agrégation ne sont pas perturbés, méme si une
augmentation de 1’expression de certaines glycoprotéines de surface (GPIba, GPIIb,
GPIIla,...) est constatée. La thrombopénie modérée, 1’absence d’anomalie d’agrégation,
combinés a cette hyper expression de glycoprotéine permet d’éviter toute tendance
hémorragique [76].
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1.3.7 Thrombopénie liée a ITGA2B/ITGB3

Présentation clinico-biologique

Cette pathologie est une variante du syndrome de Glanzmann. En effet ce-dernier ne présente
ni thrombopénie ni anisocytose plaquettaire. Cette variante, en sus de la thrombopathie
caractéristique, s’exprimer par une macrothrombopénie [78].

Faisant partie du groupe des TC non syndromiques, cette pathologie est limitée dans son
expression a une symptomatologie hémorragique modérée [79]. Cette derniére est liée a
I’anomalie d’agrégation plaquettaire plus qu’a la thrombopénie.

En effet, la macrothrombopénie associée est modérée, de 1’ordre de 80 G/L [80].

Présentation génétique

Bien que le syndrome de Glanzmann soit de transmission autosomale récessive, son variant
thrombopénique est quant a lui de transmission autosomale récessive [8][81].

Les genes en cause sont, comme pour la forme classique, /TGA2B et ITGB3 codant pour
I’intégrine aypPs. Cette dernicre est également nommée GPIIbllla, glycoprotéine la plus
abondante de la membrane plaquettaire [79].

Un grand nombre de mutations (~200) ont été décrite concernant le Glanzmann, dont la
majorité affectent la synthése des sous-unités oypP3. De rares d’entre-elles touchent la
fonctionnalité et certains autres encore induisent 1’activation de aypP3 [80][82].

Parmi ces derniéres, deux groupes se distinguent : [80]

1. Le premier groupe de mutations localisées sur un résidu cystéine de la partie
extracellulaire de f3. Néanmoins ces mutations induisent un défaut de ce récepteur
mais sans thrombopénie.

2. Le second groupe est localisé au niveau de la région proximale de ay,B3 induit quant a
elle une thrombopénie.

Les mutations en cause dans ce variant sont des mutations qui induisent un gain de fonction.
Sur le plan hématologique, le frottis sanguin retrouve une anisocytose plaquettaire avec
présence de macroplaquettes sans plaquettes géantes. De plus les tests d’agrégation
plaquettaire sont perturbés du fait de cette thrombopathie.

Physiopathologie

Il a ét¢ montré que les différentes mutations retrouvées chez les patients, induisent une
activation constitutive du récepteur ajpP3. En effet les mutations interviennent dans une zone
codant pour la sous unité B du récepteur, ayant un rdle clé dans le maintien de la conformation
de celui-ci. De plus ils expriment ce-dernier en moins grande quantité, que ce soit au niveau
mégacaryocytaire que plaquettaire. Il est ainsi observé un nombre diminué de récepteurs au
fibrinogene, ce qui impacte la formation plaquettaire comme nous allons le voir [78][79].
Certains auteurs ont montré que cette activation du récepteur induit I’activation de cascades
enzymatiques conduisant a la polymérisation de filaments d’actine, impactant de ce fait la
structure du cytosquelette et engendrant ainsi une formation plaquettaire anormale [78][80].
En effet la culture de MK in vitro montre des bleb anormalement, expliquant la macrocytose
observée.

D’autres auteurs se sont intéressés au lien entre le microenvironnement médullaire et le
processus de mégacaryopoicse [83]. Celui-ci apparait primordial a une formation plaquettaire
de qualité. 11 a déja été montré dans des pathologies précédentes, que le facteur vWF
intervenait de manicre essentielle dans cette synthése, mais le fibrinogéne est ¢galement un
acteur primordial. Il est présent dans les sinusoides médullaires et, par sa liaison au o3 des
MK, permet la formation des proplaquettes. Plus précisément il déclenche la migration des
MK de la niche ostéoblastique vers la niche vasculaire [79]. De nombreux auteurs ont en effet
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montré qu’un signal transmembranaire émanait de I’interaction entre des protéines de la
matrice médullaire et les MK. Ce signal étant li¢ a la fixation du fibrinogéne sur son récepteur
GPIIbllIa [79].

Ainsi par la défaillance de ce récepteur, il est possible d’expliquer la survenue de cette
macrothrombopénie modérée.

1.4 Plaquettes de tailles géantes

1.4.1 Syndrome MYH9

Présentation clinique

Initialement Richard May a découvert la présence d’inclusion intra leucocytaires associées a
des plaquettes géantes et c’est en 1945 que Robert Hegglin a démontré la transmission
héréditaire de ces anomalies [84]. Aujourd’hui le terme de « syndrome MYH9 » regroupe
plusieurs pathologies, a savoir le syndrome d’Epstein, le syndrome de Fechtner, les anomalies
de May-Hegglin ainsi que du syndrome Sebastian, car toutes sont I’expression de mutations
d’un méme geéne. De plus c’est la cause la plus fréquente de TC a ce jour [46].

Cette pathologie peut se présenter comme une forme syndromique ou totalement
asymptomatique [46]. En effet il a été démontré une forte corrélation génotype/phénotype ou
selon la localisation de la mutation, la présentation clinique peut fortement varier. Néanmoins
I’ensemble des cas souffrent d’une macrothrombopénie [64].

Dans certains cas, 1’expression de cette pathologie se limite a une macrothrombopénie
modérée sans atteinte non-hématologiques alors que pour d’autres cette cytopénie est plus
profonde mais également associée a des atteintes organiques. Ces dernicres sont représentées,
par une atteinte rénale de type glomérulonéphrite évoluant vers une insuffisance rénale, par le
développement d’une surdité ainsi que d’une cataracte [8].

La diathése hémorragique est caractérisée, en cas de mutation défavorable, par des
ecchymoses, des épistaxis ainsi que des saignements gingivaux. Des saignements anormaux
lors de chirurgies, type extractions dentaires, peuvent étre observés [84].

Concernant les atteintes rénales, elles apparaissent chez environ 30% des patients. Une
protéinurie est détectée généralement avant 1’age de 30 ans et la majorité d’entre eux évoluent
vers une insuffisance rénale terminale. Le recours a la dialyse et a la greffe rénale est
fréquente aux stades avancés [84].

La symptomatologie oculaire résulte d’une cataracte précoce touchant environ 16% des
patients avant 1’age de 23 ans [84].

Les anomalies auditives, de type surdité, sont les plus fréquentes des atteintes non-
hématologiques. Celles-ci sont rapportées pour plus des deux tiers des patients [84].

Méme si ces symptomes sont principalement rapportés chez les patients porteurs d’une
mutation sur le domaine le plus sensible, une grande hétérogénéité de 1’expression clinique est
observée pour arriver aux patients ne présentant qu’une macrothrombopénie.

Présentation biologique

Un simple frottis sanguin permet en théorie d’orienter le diagnostic vers cette pathologie. En
effet on y observe une anisocytose plaquettaire avec des plaquettes géantes, a savoir aussi voir
plus grandes qu’un globule rouge, ainsi que des inclusions intra cytoplasmiques leucocytaires.
Ces inclusions sont parfois visibles au frottis coloré au MGG, et y apparaissent colorés en
bleu clair, mais toujours observables en immunofluorescence indirecte. Celles-ci sont
nommeées pseudo corps de Ddohle et sont principalement retrouvées dans les polynucléaires
neutrophiles (15 a 100% des polynucléaires en possedent) [84].
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Figure 9 : Frottis sanguin (x1000) d’un patient atteint d’un syndrome MYH9.
En A, différentes photographies d’inclusions intraleucocytaires basophiles. En B, illustrations de
macroplaquettes et plaquettes géantes chez un patient MYH9.

Ces inclusions basophiles intra leucocytaires correspondent a des agrégats de chaines lourdes
de myosine non musculaire type IIA [84][85].

Cette pathologie est caractérisée, outre par la macrocytose plaquettaire, par une thrombopénie.
Cette derniere est plus ou moins sévere selon la mutation en cause. On retrouve des patients
avec moins de 10 G/L alors que d’autres peuvent quasiment atteindre le seuil des 150 G/L.
Néanmoins il est encore difficile pour les hématimétres de les dénombrer avec certitude, les
techniques par impédance étant limitées par la taille des plaquettes. Seules les dernicres
technologies de marquage par anticorps permettent une numération fiable [84]

Concernant les tests d’agrégation, on ne retrouve généralement pas d’anomalies, expliquant
I’absence de thrombopathie associée.

Le frottis médullaire, bien qu’inutile au diagnostic, retrouverai une moelle avec des
mégacaryocytes de morphologie normale et en nombre légerement augmenté [84].

Présentation génétique
La mutation en cause dans ce syndrome affecte le géne MYHY situé en 22q12.3-13.1 [84]. La
transmission est autosomale dominante mais 35% des cas seraient d’apparition de novo [64].
Il existe trois isoformes de myosine non musculaire de type II, a savoir NMMHC-IIA codée
par MYH9, NMMHC-IIB codée par MYH10 et NMMHC-IIC codée par MYHI4. Leur nom est
basé sur leur unique chaine lourde.
Il a été noté une forte corrélation génotype/phénotype comme décrit dans le paragraphe de
présentation clinique.
En effet deux groupes de mutations sont observés selon leur localisation [12][84] :

1. Les mutations touchant le domaine de téte situé¢ en N-terminal

2. Les mutations touchant le domaine de queue
Le groupe touchant le domaine de téte (situé entre I’exon 1 et 18) induit des manifestations
cliniques plus importantes que celles touchant le domaine de queue (situé entre 1’exon 20 et
39) [84].
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Physiopathologie

La myosine non musculaire de type II (NMM-II) a un réle primordial dans les processus
cellulaires nécessitant force et modifications cytosquelettiques. En effet elle posséde un site
catalytique a activit¢ ATPase permettant de générer de 1’énergie et ainsi favoriser les
glissements et la tension des filaments d’actine [84].

Sur le plan structurel la NMM-II est composée des deux chaines lourdes associées a deux
paires de chaines légéres : une paire de chaines légeres de régulation (RLC) et de deux

chaines légeres essentielles (ELC).

Domaine globulaire

l

Chaine légére essentielle

Chaine légére de régulation

Extremite
C-terminale
3jeuIWIB}-D)

9}1Wa.X]

Hélice a

Domaine de téte Domaine de queue
Figure 10 : Schéma structurel de NMMHC-ITIA

L’isoforme impliquée ici est le type [IA (NMMHC-IIA) caractérisé par une chaine lourde
possédant deux domaines principaux : [84]

1. Le domaine N-terminal en téte, domaine globulaire, également nommé moteur. En
effet, c’est & ce niveau que se trouvent le site catalytique et le site d’interaction avec
les filaments d’actine. Il apparait que les mutations affectant ce site s’expriment plus
bruyamment que celles affectant le second domaine d’intérét.

Ce site porte de plus, un « cou » pour la transmission de 1’énergie et la fixation des
chaines légeres.

2. Le domaine de queue, constitué d’une longue hélice alpha, nécessaire pour la
dimérisation des NMMHC-IIA. Cette partie comporte également une partie C-
terminale non hélicoidale.

I1 est ainsi observé, qu’en cas de mutations du domaine téte, une perte de la capacité a générer
I’énergie par défaut d’hydrolyse de I’ATP ce qui s’exprime par une atteinte sévere des
principaux organes, comme décrit dans le paragraphe précédent. Alors qu’en cas de mutations
dans le domaine de queue, les conséquences sont moins importantes et les patients ne
présentent généralement qu’une macrothrombopénie modérée.

Ces chaines se dimérisent, via leurs sites hélicoidaux, afin de former un ensemble d’une
trentaine de molécules. Leur activation/inhibition passe par un mécanisme de phosphorylation
des chaines légéres de régulation, induisant un changement de conformation de NMMHC-IIA.
En effet en cas de non phosphorylation, il y a interaction entre le domaine de queue et le
domaine de téte ce qui conduit a une forme compacte empéchant tout assemblage. En cas de
phosphorylation, il y a rupture de cette interaction et ainsi mise en place d’une forme
détendue autorisant la polymérisation en filaments bipolaires [84].

La distribution des différentes isoformes differe selon les cellules. La plupart posseédent deux
ou trois types différents mais certaines d’entre-elles n’en possédent qu’un seul type. C’est le
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cas de cellules hématopoiétiques granulocytaires et mégacaryocytaires qui ne contiennent que
NMMHCH-IIA. Les cellules érythrocytaires et lymphocytes ainsi que monocytaires possedent
NMMHC-IIA et IIB [84].

11 est ainsi possible d’expliquer la symptomatologie hématologique. Il est connu qu’au cours
de la mégacaryopoicse les MK migrent vers différentes niches, ou au niveau de certaines,
I’interaction avec le collagéne de type I inhibe la libération prématurée des proplaquettes.
Ceci permettant d’assurant la libération au bout endroit et au bon moment. Cette liaison au
collageéne de type I va induire I’activation d’une protéine kinase, phosphorylant les RLC et
ainsi provoquant le changement de conformation de NMMHC-IIA. Ceci conduit a I’inhibition
de la libération des proplaquettes. Mais en cas de mutations, il y a libération de celles-ci
méme en présence de collagéne de type 1. nous assistons donc a une libération ectopique
anormale de plaquettes au niveau médullaire. En résulte une production inefficace de
plaquettes et ainsi une thrombopénie.

La macrocytose peut s’expliquer par la présence de MK présentant des bleb de taille
anormalement grande et en nombre anormalement diminué. Il n’y a donc pas d’atteinte de la
maturation ni de la différenciation mégacaryocytaire, mais une anomalie au niveau de la
phase tardive de la formation plaquettaire [84].

Concernant les atteintes organiques, la physiopathologie du développement de la cataracte
n’est pas connue. Néanmoins des hypothéses sont avancées afin d’expliquer la
symptomatologie rénale et auditive.

En effet au niveau du rein, NMMHC-IIA est exprimée dans les cellules glomérulaires. A ce
niveau son rdle est de permettre 1’adhésion des cellules entre-elles. Ainsi une mutation
provoque une désorganisation de ces cellules et 1’apparition d’une protéinurie de type
glomérulaire. Cette anomalie va conduire dans la trés grande majorit¢ des cas a une
insuffisance rénale terminale [84].

Au niveau auditif, NMMHC-IIA est retrouvée dans le systéme cochléaire et principalement
dans I’organe de Corti. Une mutation induirait ainsi une désorganisation de la structure des
cellules cillées et ainsi I’apparition d’une surdité [84].

Afin d’expliquer le fait que les atteintes organiques ne se limitent qu’a certains tissus,
I’hypothese la plus probable est que les chaines NMMHC-IIB et 1IC auraient un role
compensateur quand associées a une NMMHC-IIA non fonctionnelle.

Prise en charge thérapeutique

La tendance hémorragique est 1’¢lément primordial de cette prise en charge. En effet il est
conseillé aux patients d’éviter toute prise médicamenteuse pouvant interférer avec les
fonctions plaquettaires (type AINS, ...). Une bonne hygi¢ne dentaire est également
souhaitable [84].

Aucune transfusion plaquettaire n’apparait nécessaire, du fait de I’absence de thrombopathie
associée, et leurs seules indications restent celles de la population générale qui se basent sur la
numération plaquettaire.

De récentes études, portant sur 1’eltrombopag, suggérent un effet bénéfique chez les patients,
qui remonteraient ainsi leur numération plaquettaire en quelques semaines [84]. Une
discussion sur cette thérapeutique fera I’objet d’un paragraphe particulier.

Concernant les atteintes organiques précédemment décrites, la prise en charge de la surdité ne
pourrait se faire que par des implants cochléaires, néanmoins aucun cas n’a été rapporté dans
la littérature. Il est conseillé aux patients de limiter, autant que possible, les traitements
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ototoxiques (certains antibiotiques, ...). De méme pour les atteintes rénales, la prise de
thérapeutiques ayant un impact sur les fonctions rénales est a limiter (produits de contraste
iodés, antibiotiques...). Le recours a la dialyse et a la transplantation sont les seules
possibilités en cas d’insuffisance rénale terminale [84].

Il apparait donc évident que les patients diagnostiqués atteints du syndrome MYH9, doivent
bénéficier d’une surveillance rapprochée a la recherche de ces diverses complications.

1.4.2 Syndrome de Bernard-Soulier variant biallélique

Présentation clinique

Ce syndrome a ¢été¢ décrit pour la premiére fois en 1948 par Jean Bernard et Jean-Pierre
Soulier. Il a été une des premieres formes de thrombopénies décrite. Il fait partie des formes
non syndromiques de TC méme si la symptomatologie hémorragique est trés importante. En
effet, nous verrons qu’une thrombopathie s’associe a la macrothrombopénie observée [86]

Présentation biologique

Le frottis sanguin permet d’apprécier une des caractéristiques du syndrome de Bernard-
Soulier (BSS) a savoir une dystrophie plaquettaire avec présence de plaquettes géantes. En
microscopie ¢électronique, certains auteurs rapportent également la présence de vacuoles
cytoplasmique au niveau plaquettaire [87].

De plus les tests d’agrégation in vifro mettent en évidence des capacités de réponse tres
diminuées [8] ce qui se traduit par une diathése hémorragique sévere.

Du fait de cette thrombopathie, le myélogramme n’est que trés exceptionnellement réalisé. De
plus il n’apporte pas d’éléments spécifiques au diagnostic et s’avere donc trés peu contributif.
Néanmoins dans le cas ou ce dernier est réalisé, le frottis présente des MK tres 1égérement
augmentés de taille ainsi qu'un aspect vacuolé pour certains d’entre eux [86].

Présentation génétique

Le BSS est de transmission autosomale récessive. Il est 1i¢ & une mutation d’un ou plusieurs
genes parmi GP1BA, GPIBB et GP9Y [8].

Contrairement aux mutations en causes dans le syndrome de Bernard-Soulier monoallélique,
il faut ici un état homozygote pour que les mutations puissent s’exprimer.

Tout comme décrit dans ce précédemment syndrome, les geénes en causes codent
respectivement pour GPIba, GPIbB et GPIX, éléments du complexe récepteur GPIb/IX/V
essentiel a I’hémostase primaire.

Physiopathologie

Concernant I’aspect hémorragique, celui-ci a été abordé dans le paragraphe du BSSm et a
donc également pour origine 1’absence du récepteur plaquettaire GPIb/IX/V. les anomalies
retrouvées sont a la fois quantitatives et qualitatives. Ce dernier assurant la fixation au vVWF
endothélial lors d’une breche vasculaire, les plaquettes ne peuvent donc plus assurer leur role
primordial d’hémostase primaire. Contrairement au variant monoallélique, le BSS biallélique
présente une absence quasi-totale du récepteur, expliquant les saignements séveres.

La cause exacte de la macrothrombopénie n’est quant a elle pas encore clairement comprise.
Les hypothéses physiopathologiques sont identiques a celles décrites pour le variant
monoallélique. En effet un défaut d’interaction entre le cytosquelette et le récepteur
GPIb/IX/V serait une des causes d’anomalie de formation des proplaquettes [86].
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Néanmoins la différence entre ces deux pathologies, sur le plan hémorragique est bien
comprise et liée a la persistance d’un alléle sain, mais sur le plan cytologique, la présence de
plaquettes géantes en cas de mutation homozygote reste a approfondir.

1.4.3 Macrothrombopénie liee a PRKACG

Présentation clinique

La macrothrombopénie liée a PRKACG n’a été que trés récemment décrite, et actuellement
retrouvée dans qu’une famille consanguine [88]. Elle fait partie, a priori, du groupe des TC
non syndromiques. En effet les patients atteints ne présentent pas d’autres signes en dehors de
la symptomatologie hémorragique. Cette derniére se caractérise par des épistaxis, une
susceptibilité aux hématomes ainsi qu’aux ménorragies [89].

Présentation biologique

Cette pathologie se caractérise sur le frottis sanguin par une macrocytose pour laquelle il a été
décrit 90% de macroplaquettes dont des plaquettes géantes. De plus la thrombopénie est
sévere, de 1’ordre de 5-10 G/L [88].

L’¢étude médullaire retrouve la présence inhabituelle de MK organisés en cluster mais sans
anomalie de différenciation ni de ploidie [88].

Cette macrothrombopénie est également associée a une thrombopathie. En effet il est montré
une altération de 1’activation plaquettaire, par un défaut de mobilisation du calcium et une
altération des récepteurs GPIb.

Présentation génétique

Cette pathologie est de transmission autosomale récessive et liée a la mutation du gene
PRKACG porté par le chromosome 9q13 [90]. Ce dernier code pour I’isoforme y de la sous-
unité catalytique (Cy) de la Protéine Kinase A (PKA) [88].

Physiopathologie
PKA est une enzyme composée de deux sous-unités catalytiques et de deux sous-unités de
régulation. Pour chacune de deux il existe différentes isoformes : [89]
e Trois isoformes catalytiques : Ca, Cpet Cy. Au niveau plaquettaire il est retrouvé deux
fois moins de Cy que des deux autres.
¢ Quatre isoformes de régulation : Rla, RIf et RIla, RIIP.

En fonctionnement normal, I’AMPc (Adénosine MonoPhosphate cyclique), régulée au niveau
plaquettaire par le systéme des récepteurs aux protéines G, se fixe aux sous-unités de
régulation provoquant ainsi la dissociation de celles catalytiques. De ce fait, elles vont
pouvoir exercer leur activit¢ de phosphorylation de leur substrat [88]. Un défaut de ce
mécanisme de phosphorylation va provoquer une accumulation d’AMPc intracytoplasmique
et ainsi altérer les fonctions plaquettaires.
Il a été découvert différents substrats, qu’il est possible de différencier en deux groupes : [88]
1. Un premier groupe composé de protéines régulatrices de signaux, comme par exemple
GPIbp...
2. Un second composé¢ de protéines de liaison a ’actine, comme par exemple VASP ou
FLNa...

Ce sont ces deux protéines, GPIbB et FLNa, qui interviennent davantage dans la
physiopathologie de cette TC. En effet il est retrouvé chez les patients, un taux réduit de
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FLNa, probablement li¢ & un défaut de phosphorylation par PKA. Ceci est observé tant au
niveau plaquettaire que mégacaryocytaire.

FLNa n’étant plus phosphorylée, elle n’est plus protégée de la protéolyse et provoque ainsi
une thrombopénie par désorganisation du cytosquelette. En effet il a ét¢ décrit précédemment,
dans le cadre des filamopathies, qu’un défaut au niveau de FLNa induisait un désordre de
formation des proplaquettes par anomalie de réorganisation du cytosquelette [88].

Il a également déja été démontré que le récepteur au vWF, GPIb-IX-V, nécessite 1’interaction
avec FLNa afin de permettre son ancrage a la membrane cytoplasmique et assurant ainsi sa
stabilité. Il est donc normal d’observer chez ces patients un désordre au niveau du
cytosquelette, participant a la thrombopénie ainsi qu’a la thrombopathie par défaut de GPIb-
IX-V [88].

Enfin, cette thrombopathie s’explique également par un défaut de mobilisation du calcium
intracellulaire lors d’une stimulation plaquettaire.

Cette nouvelle forme de TC se caractérise donc par un nouveau mécanisme

physiopathologique conduisant a une dysfonction plaquettaire : [’augmentation du taux
d’AMPc [90].
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2 PURPURA THROMBOPENIQUE IMMUNOLOGIQUE

La difficulté majeure de cette thématique plaquettaire est de pouvoir distinguer le PTI des TC,
ce qui est d’autant plus difficile avec les formes non syndromiques. L’ensemble des
algorithmes et des publications actuellement disponibles, montrent la grande difficulté de ce
diagnostic différentiel. De plus que trés peu de données bibliographiques, concernant le
diagnostic du PTI, ne suggere la recherche et I’élimination d’une cause constitutionnelle de la
thrombopénie. Bien qu’un diagnostic d’exclusion, seule quelques publications signalent la
possibilité d’une TC. Le guide de la HAS [91], publi¢ en 2009 sur le PTI, indique la nécessité
d’¢éliminer une TC avant d’envisager un PTI chez I’enfant. Dans ce contexte il est rappelé
I’importance de I’analyse du frottis sanguin, pouvant quelque fois orienter la décision clinique
et il est également rappelé 1’importance de 1’analyse de I’histoire familiale, que ce soit
concernant les antécédents hémorragiques et/ou thrombopéniques.

Présentation clinique

Le PTI se définit par ’existence d’une thrombopénie isolée inférieure a 150 G/L sans
contexte évocateur. De plus elle est associée ou non a une symptomatologie hémorragique.
L’incidence estimée en 2009 était de 1.6 cas pour 100 000 adultes par an avec un sexe ratio a
prédominance féminine de 1.3 [91]. L’age n’apparait pas comme un facteur favorisant.
Néanmoins les enfants atteints de PTI guérissent dans plus 80 % des cas alors que chez les
adultes, I’évolution conduit chez 70 % d’entre cux a la chronicité.

L’histoire de la maladie peut se différencier en trois phases : [92]

1. PTI aigué, nouvellement diagnostiqué. Cette phase dure moins de trois mois.

2. PTI persistant moins de 12 mois, pendant lesquels la maladie peut varier et méme
présenter une rémission mais sans que celle-ci n’informe sur 1’évolution a plus long
terme.

3. PTI chronique évoluant sur plus de 12 mois. Ces formes présentent une probabilité de
rémission spontanée trés faible.

Présentation biologique

Sur le plan du diagnostic biologique, outre la thrombopénie isolée, il existe des analyses
permettant de rechercher la présence des anticorps anti-plaquettes pathogenes. Néanmoins ces
tests ne présentent en réalité que peu d’intérét car souffrent d’une mauvaise spécificité. En
effet les anticorps en cause dans le PTI présentent une tres large hétérogénéité de spécificite,
et il n’est pas possible de détecter I’ensemble du répertoire d’anticorps avec les kits
commerciaux. De ce fait ils sont trés peu utilisés en routine [93].

L’¢étude du frottis médullaire n’est pas recommandée pour 1’ensemble des patients. Les
derniéres recommandations de I’American Society of Hematology suggérent en effet que le
my¢logramme n’est pas nécessaire chez des enfants ayant des signes typiques de PTI ainsi
qu’initialement chez ceux qui bénéficient d’une thérapeutique par corticostéroides ou
splénectomie [94].

Ainsi I’examen physique ainsi que la revue du frottis sanguin sont des €éléments clé du
diagnostic du PTL

Présentation génétique
Il ne s’agit pas d’une pathologie génétique et les formes familiales sont exceptionnellement
décrites. Ainsi aucune mutation n’est décrite dans ce cadre [91].
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Physiopathologie
Le PTI est une pathologie auto-immune caractérisée par une destruction immunitaire des
plaquettes. Le stimulus initial reste encore inconnu pour les formes primaires de PTI alors
qu’il a ét¢ montré des formes secondaires. Ces dernieres peuvent étre dues a différents agents,
infectieux, immuns ou encore exogenes : [93][94]

e Désordres auto-immuns comme le syndrome des anti-phospholipides.

e Infections virales comme le VIH, I’hépatite C ou encore le cytomégalovirus...

e Des médicaments comme par exemple les anti-inflammatoires non stéroidiens,

certains antibiotiques...
e Des hémopathies malignes a type de lymphomes.

Cette thrombopénie est ainsi due a la présence d’auto-anticorps  antiplaquettaires
provoquant la destruction périphérique des plaquettes. Celle-ci est réalisée par les phagocytes
mononuclées et ce principalement au niveau splénique. Certaines publications rapportent
¢galement I’implication d’un défaut de production médullaire.
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3 DEMARCHE DIAGNOSTIQUE

Lors de la découverte d’une thrombopénie, plusieurs éléments sont a prendre en compte
initialement. En effet il est dans un premier temps nécessaire de s’assurer de la réalité de la
cytopénie et d’¢liminer des erreurs potentielles du laboratoire (amas plaquettaires liés a
I’EDTA, fibrine, identité...). Les différentes autres étiologies conduisant a une pseudo-
thrombopénie ne seront pas évoquées dans cette thése [9][95]. Nous allons, dans ce travalil,
nous placer dans le cas de conditions pré-analytiques optimales et en dehors de tout
phénomene extra-hématologique pouvant conduire a une fausse thrombopénie.

Bien que les connaissances sur la caractérisation de ces pathologies aient énormément
évoluées durant la dernieére décennie, la prévalence des TC reste probablement sous-évaluée
[7]. En effet, méme avec les avancées technologiques nous ayant permis de mieux définir
génétiquement et phénotypiquement ces entités, elles restent difficiles a mettre en évidence.
La difficulté majeure est d’en faire le diagnostic différentiel avec un purpura thrombopénique
immunologique (PTI). Un consensus international a récemment été publi¢ afin d’étayer le
diagnostic du PTI [96] mais celui-ci relégue les TC loin dans la liste des différentes étiologies
possibles de thrombopénie. Il rapporte également qu’une TC doit étre envisagée devant une
thrombopénie persistante apres traitement et dans les cas présentant des antécédents familiaux
de thrombopénie ou de signes hémorragiques.

Une récente méta-analyse des diverses publications sur les TC montre de nombreux cas de
patients initialement diagnostiqués PTI, atteints de formes constitutionnelles. Leur incidence
est difficilement évaluable mais selon les publications il serait possible de I’estimer jusqu’a
5% des PTI. Parmi eux, méme si la splénectomie est référencée comme deuxi¢me ligne de
traitement du PTI [96], plus de la moitié ont subi une telle ablation, inutile dans la prise en
charge de leur réelle pathologie [2][97].

Nous allons essayer, dans les paragraphes suivants, de détailler la démarche diagnostique qui
permet d’aboutir a la mise en évidence d’une TC, a travers les différents aspects cliniques et
biologiques.

En effet la démarche a suivre peut étre divisée en deux grandes phases : [7]

1. La premiere ¢étape devant un patient présentant une thrombopénie, est d’établir s’il est
ou non susceptible d’étre atteint d’'une TC. Il est donc nécessaire d’identifier les
patients thrombopéniques ayant une cause génétique.

2. La seconde étape consiste a la réalisation de diverses examens et analyses dans le but
d’établir de quelle entité de TC il s’agit. Le but est ainsi de réaliser un diagnostic
différentiel parmi I’ensemble du groupe de ces pathologies.

Afin de satisfaire ces deux grandes étapes nous aborderons au travers de ce chapitre les
différents points clés a savoir : [7][98]

e Les antécédents médicaux personnels et familiaux

e Un examen physique approfondi

e Une ¢étude du frottis sanguin

e Des examens biologiques plus spécialisés

3.1 Clinique

Il est primordial dans un premier temps d’identifier les patients susceptibles de présenter une
forme génétique de thrombopénie. Pour ce faire I’examen et 1’interrogatoire clinique sont
essentiels.
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3.1.1 Histoire médicale personnelle et familiale

Il est important de se concentrer initialement sur les antécédents médicaux du patient ainsi
que de sa famille a la recherche d’une symptomatologie hémorragique et/ou thrombopénique
connue. De méme le développement d’une hémopathie maligne dans 1’entourage du patient
peut contribuer au diagnostic. Nous avons en effet présenté différentes pathologies induisant
un risque accru de développement d’une hémopathie, comme FPD/AML...

Afin de faciliter la recherche d’une histoire personnelle et familiale, il existe des outils
d’évaluation du saignement. Certains axés uniquement sur certaines pathologies comme la
maladie de Willebrand ou [’hémophilie, 1’International Society on Thrombosis and
Haemostasis (ISTH) a édité un Bleeding Assessment Tool (BAT), questionnaire orienté vers
les pathologies plaquettaires héréditaires [99][100].

D’autres tableaux simplifiés permettent de différencier les causes génétiques de causes
acquises [95] :

Tableau II : Eléments sémiologiques de différences entre PTI et TC.
Source : Drachman [95]

Point de départ de la symptomatologie
hémorragique ? (saignements, Récente Depuis la naissance
ecchymoses, ...)

Prise de nouveaux médicaments ou

changements de 1’état de santé général ? OUl NON

Présence de signes hémorragiques
excessifs apres traumatismes mineurs, NON OUI
actes chirurgicaux, menstruations, ... ?

Histoire familiale de thrombopénie ou de

L . NON OUI
symptomatologie hémorragique ?
Pre§§nce d’une numération pla(,lu,ettalre OUI NON
antérieure dans les valeurs de référence ?
. . Augmentation . .
Quel type de réponse aux traitements du L Sans effet (ou augmentation
e ] . numeration .. .-
PTI ? (corticoides, immunoglobulines, e minime de la numération
. . laquettaire
) 1mportante plaqu )
Efficacité de transfusions plaquettaires ? Faible Bonne

Ces exemples de questionnaires, permettent au clinicien d’orienter son diagnostic vers une
étiologie immune ou constitutionnelle.

En effet, dans les cas non syndromiques et avec une symptomatologie hémorragique modérée,
les signes cliniques ne peuvent apparaitre qu’en cas de chirurgie, extraction dentaire ou
encore apres prise médicamenteuse.

Afin d’étoffer ces arguments, il faut s’appuyer sur d’autres données de 1’histoire du patient.
L’4ge ne doit pas étre un facteur influengant directement vers I’une ou 1’autre des étiologies.
En effet, méme si pour les formes associées a une thrombopathie et/ou a des saignements
importants le diagnostic est précoce dans I’enfance, car faciles a mettre en évidence a un age
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ou les blessures sont fréquentes, elles peuvent étre découvertes a 1’age adulte car évoluant a
bas bruit. Pour les formes non syndromiques de TC, la pathologie peut rester non précisément
diagnostiquée jusqu’a I’age adulte, comme par exemple le syndrome MYH9, la thrombopénie
liée a la mutation ANKRD26, FPD/AML,...[7]

La notion d’antécédent de numération plaquettaire normale est un argument fort en faveur
d’une étiologie immune. Néanmoins pour de nombreux patients cette donnée n’est pas connue
et il est nécessaire de rechercher d’autres signes clinico- biologiques.

Concernant I’histoire familiale, méme si trés évocatrice d’une origine constitutionnelle en cas
de positivité, son absence ne permet cependant pas d’exclure une origine héréditaire. En effet,
nous avons décrit dans certaines pathologies, une importante proportion de cas sporadiques,
c’est-a-dire de mutations de novo, comme c’est le cas pour environ 40% des patients souffrant
du syndrome MYHO.

Néanmoins dans 1’ensemble des cas, il est nécessaire de rechercher dans la famille la présence
de signes cliniques, car ces pathologies peuvent présenter une variabilité interindividuelle
importante et ainsi ne s’exprimer cliniquement que chez certains individus [7].

En dehors de ces signes en lien avec le désordre plaquettaire, 1’apparition et/ou les
antécédents d’hémopathie maligne, quel qu’en soit le type, peuvent &tre un argument
supplémentaire. En effet, les patients atteints de FPD/AML présentent une propension a
développer dans 40% des cas une leucémie aigué ou un syndrome myélodysplasique. Cette
probabilité est de ’ordre de 10% en cas de mutation ANKRD26. Quant a la mutation E7V6, il
est davantage décrit le développement de néoplasies lymphoides et myéloides [54][55].

3.1.2 Examen physique approfondi

L’examen physique du patient lui-méme peut s’avérer trés utile afin de mettre en évidence les
anomalies associées a la thrombopénie. Ceci principalement pour les formes syndromiques de
TC, pour lesquelles il est parfois suffisant pour orienter le diagnostic.

Pour exemple le syndrome TAR est mis en évidence par une anomalie morphologique
squelettique avec une aplasie du radius bilatérale. Néanmoins pour d’autres formes
syndromiques, I’examen clinique doit étre davantage ciblé et approfondi afin de mettre en
¢vidence des anomalies moins évidentes. Pour exemple le syndrome CTRUS qui se
caractérise par une synostose radio-cubitale, ne peut se détecter (en dehors de clichés
radiographiques) que par I’observation d’une limitation dans la pronation et la supination [7].

Cependant certaines formes de TC peuvent étre toutefois suspectées via des examens
supplémentaires. En effet, un audiogramme ou un bilan ophtalmique pourraient mettre en
évidence des anomalies associées au syndrome MYH9, de méme qu’une analyse des protéines
urinaires mettant en évidence une protéinurie de type glomérulaire laisserait suspecter une
atteinte rénale de ce méme syndrome [98].

Ainsi un examen clinique bien conduit, et quelque peu dirigé vers les principaux signes de
TC, associé a certains examens complémentaires permettraient au clinicien d’envisager la
présence d’une pathologie plaquettaire de type génétique.

Comme nous allons le voir dans le paragraphe suivant, d’autres éléments, plus ou moins
faciles d’acces, peuvent permettre d’étayer le faisceau d’arguments en faveur d’une TC et
ainsi, in fine aboutir a un diagnostic.

53



3.2 Biologique

Afin d’étayer davantage les soupcons de I’interrogatoire clinique et/ou pour confirmer le
diagnostic de TC, certains examens de biologie médicale sont essentiels.

En effet, en sus de la méconnaissance de ces pathologies rares, la nécessité de faire appel a un
centre équipé de technologies et de compétences spécialisées pour leur recherche contribue a
leur sous-diagnostic [101]. C’est pourquoi nous allons détailler les différentes étapes qui
conduisent au diagnostic de certitude, via des analyses de premicre ligne disponibles dans tout
laboratoire de biologie médicale. Nous avons choisi, 1a encore, de présenter les différentes
données dans I’ordre chronologique de la prise en charge du patient au laboratoire.

Dans un premier temps, nous allons étudier les paramétres automatisés disponibles avec les
résultats de la NFS, puis 1’étude du frottis sanguin pour finalement aboutir aux analyses
spécialisées de deuxieme ligne.

3.2.1 Automate XN SYSMEX®

Les hématimétres, appareils automatisés pour la réalisation de la numération et formule
sanguine, constituent un moyen rapide et facile d’obtenir des informations sur les différentes
lignées cellulaires. Différentes technologies portant sur 1’é¢tude des plaquettes existent selon
les fabricants [102].

Dans notre étude nous nous intéresserons plus particuliérement a 1’automate XN9000 de la
société SYSMEX®. Nous allons développer les différents parametres plaquettaires généraux
et de recherches, disponibles sur cette nouvelle génération d’appareils de routine. Ces indices
plaquettaires sont directement disponibles et n’engendrent, dans la majorité des cas, aucun
colt supplémentaire que ce soit au niveau réactif que temps technique. En effet ils sont
obtenus lors du méme passage de 1’échantillon biologique dans le systéme analytique que
pour la NFS. Exception faite de I’utilisation d’un canal particulier du XN que nous allons
définir.

Les tentatives de recours aux données automatisées des hématimeétres sont trés intéressantes et
en plein développement, principalement du fait que 1’analyse manuelle des frottis sanguins est
tres chronophage. Et ce d’autant plus en cas de thrombopénie, ou 1’analyse d’un nombre
significatif de plaquettes est manuellement difficile. Ces parametres automatisés pourraient
étre davantage utilisés afin de caractériser la morphologie plaquettaire (dont des parametres
de recherche qui seront utilisés au cours de ce travail) d’autant plus qu’ils permettent de
surseoir a la variabilité inter-opérateur. Cette derniére est un inconvénient majeur de la lecture
manuelle et de la classification des plaquettes dans les différents groupes de tailles que nous
allons décrire dans le paragraphe dédi¢ a 1’étude du frottis sanguin [5].

3.2.1.a Principes de ’hématimetre XN SYSMEX®

La technique de référence pour la numération plaquettaire fiit pendant longtemps la lecture
manuelle en contraste de phase. Elle a été désignée comme telle en 1988. C’est une technique
qui a I’avantage d’étre simple d’application, peu coliteuse mais qui nécessite un temps de
lecture long ainsi qu’une solide expérience afin d’obtenir des résultats relativement fiables. En
effet les coefficients de variations retrouvés en techniques manuelles sont de 1’ordre de 15 a
25%. Ce n’est qu’avec 1’apparition de 1’automatisation dans les années 1970 que la précision
s’est grandement améliorée, évoluant encore au fil des générations d’automates, atteignant
aujourd’hui des CV de I’ordre de 3 a 5 %. Cette quéte de précision ayant pour principal intérét
une meilleure gestion des transfusions plaquettaires [103].
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Impédance
C’est en 1953 que Wallace Coulter a découvert le principe du comptage par impédance. Il est

basé sur le fait que les cellules sont des particules ne conduisant pas le courant €lectrique mais
possédant une résistance.

Ces cellules passent individuellement entre deux ¢lectrodes et la variation d’impédance
produite a chaque passage est proportionnelle au volume de la cellule. De ce fait il est
possible de déterminer le nombre d’événements passant au travers de la cellule de mesure,
correspondant & la numération cellulaire, mais également le volume de chaque événement.
L’ensemble de ces données se traduit par une courbe d’impédance. A partir de cette derniére
il est possible de déterminer différents indices volumétriques plaquettaires, que nous
détaillerons dans un prochain paragraphe.

Néanmoins, d’un point de vue technologique, cette méthode présente deux principaux
inconvénients.

Le premier est la difficulté a distinguer les plaquettes des hématies. Initialement ces méthodes
automatisées étaient utilisées avec des plasmas riches en plaquettes (PRP) afin d’éliminer au
mieux les globules rouges. Ces PRP sont obtenus par récupération de la phase enrichie en
plaquettes apres centrifugation d’un sang anticoagulé. Cette technique, éliminant au mieux les
hématies, manque cependant de sensibilité du fait de I’impossibilité¢ de récupérer I’intégralité
des plaquettes [103].

Le second probléme rencontré est la possibilité d’un passage simultané de plusieurs éléments
au travers de la cellule de mesure. Ce phénomene est appelé coincidence. De par cette
interférence, résulte une erreur dans la numération, qui sera alors sous-estimée. De méme les
mesures volumétriques vont étre impactées et seront alors surestimées.

Le schéma ci-dessous illustre les différentes possibilités d’interférences.

Figure 11 : Schéma illustrant les phénoménes parasites du comptage par impédance en absence de
focalisation hydrodynamique.
A : trajectoire idéale de passage. B : trajectoire illustrant le repassage d’une cellule au niveau du capteur. C :
trajectoire d’un passage en coincidence de deux cellules simultanée au niveau du capteur.
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La trajectoire A représente le passage idéal d’une cellule au travers de la chambre de mesure,
donnant lieu a un histogramme parfaitement interprétable. Les trajectoires B et C représentent
des phénomeénes parasites. Le premier est dii au « repassage » d’une cellule en aval de la
cellule de mesure. Cette cellule étant comptée a deux reprises, un double pic est observé sur le
graphe correspondant. La derniére trajectoire schématise le passage en coincidence de deux
¢léments cellulaires, se traduisant sur le graphique par un étalement de la courbe, aboutissant
ainsi a une mesure faussée du volume.

Afin de corriger ces interférences, il a dans un premier temps été élaboré un modéle
mathématique permettant de prédire la probabilité d’apparition du phénomene de coincidence.
Les automates intégrent ainsi dans leur logiciel cette correction automatique permettant
d’assurer un comptage le plus précis possible [103]. Dans un second temps s’est également
développée une technologie de focalisation hydrodynamique permettant de garantir le passage
unitaire des éléments dans la chambre de mesure.

Le XN SYSMEX® est ainsi équipé d’une focalisation hydrodynamique avec double
manchonnage [104].

Cette focalisation hydrodynamique est assurée par un fluide de gainage, qui permet d’assurer
une trajectoire parfaitement centrée dans la cellule ainsi qu’un passage individuel des cellules,
¢vitant tout phénomene parasite. Ce fluide, représenté en traits bleus sur le schéma ci-dessous,
assure un courant permettant de guider et d’aligner les cellules les unes derricres les autres en
amont de la zone de mesure. En aval de cette dernicre, le courant de guidage permet d’éviter
le passage multiple des ¢éléments (trajectoire B figure 11).

Figure 12 : Technologie de focalisation hydrodynamique par double manchonnage. XN SYSMEX®.

Cette technique permet ainsi d’obtenir une excellente sensibilité et linéarité. Les variations
d’impédance observées au fur et a mesure du passage des cellules se traduisent sur une courbe
de distribution, visible sur un histogramme comme représenté sur la figure 13.
Du graphique de ce canal impédance, plusieurs parametres sont disponibles :
e Lanumération plaquettaire en impédance : PLT-I
Le volume plaquettaire moyen : VPM
L’indice de dispersion plaquettaire : IDP ou PDW
Le plaquettocrite : PCT
Le pourcentage de grandes plaquettes : P-LCR ou PRGC
Le volume plaquettaire le plus fréquent : P-MFV
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Pour assurer la distinction des hématies et des plaquettes sur ce canal, les automates utilisent
un seuil de taille. Selon les fournisseurs, la plage de mesure volumétrique est différente,
expliquant les différences observées entre les hématimeétres concernant les indices
plaquettaires. Pour exemple, le LH750 de BECKMAN COULTER® détermine les
é¢veénements comme étant des plaquettes entre 2 et 20 fL alors que ’ADVIA2120 de
SIEMENS® utilise I’intervalle 0 a 30 fL [9].

Le XN SYSMEX®, quant a lui, utilise une plage allant de 2 a 40 fL. mais cette derniére a la
particularit¢ d’étre mobile. En effet elle s’adapte, par le biais de deux discriminateurs, au
profil du patient. Ceci permet une meilleure distinction entre les hématies et les plaquettes,
principalement en cas de microcytose érythrocytaire.

Sur ce canal il existe trois seuils différents :

1. Un discriminateur bas (PL), variant entre 2 et 6 fL, permet d’éviter la sélection de
débris cellulaires ou bruit de fond. Ce seuil minimal, mobile, s’adapte ainsi selon les
patients et selon la taille des éléments mesurés.

2. Un seuil fixe a 12 fL, qui définit le pourcentage de grandes plaquettes (P-LCR ou
PRGC) par le calcul du rapport entre le nombre d’événements associés a une taille
supérieure a 12 fL et le nombre total de plaquettes. C’est la fraction de plaquettes de
grandes tailles.

3. Un discriminateur haut (PU), variant entre 12 et 40 fL, permet de définir le seuil
maximal au-dela duquel les événements détectés ne seront plus associés a la
numération plaquettaire.

-‘-—_A_____—
=
12 fL 40fL

Figure 13 : Courbe de distribution plaquettaire obtenue par le canal impédance du XN SYSMEX®.
PL : discriminateur bas. PU : discriminateur haut.

Les technologies mises en place sur ce canal impédance sont identiques, que ce soit pour la
numération des plaquettes, ou pour la numération des hématies. Il ne présente également
aucunes modifications par rapport a celui présent sur la génération précédente d’automates, le
XE SYSMEX® [105].

Néanmoins, malgré 1’ensemble de ces technologies essayant de parvenir a une numération
précise, sensible et spécifique, 'impédance présente encore des limites, imputables a la
technique elle-méme.

La cellule de mesure ne pouvant distinguer les éléments que par leur taille, il n’est
techniquement pas possible de différencier une plaquette d’un débris cellulaire faisant la
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méme taille. De méme cette technologie n’est pas capable de séparer les populations en cas de
microcytose €érythrocytaire associée a des plaquettes de grande taille. Ces macroplaquettes se
situant dans la zone de comptage des globules rouges, elles interférent dans la séparation de
ces deux populations.
La présence de bactéries, de fragments de globules blancs (observés au cours de
chimiothérapies ou des fragments de blastes), d’agrégats plaquettaires, de fragments
d’hématies, ... interférent aussi avec la numération plaquettaire par impédance [106].
L’automate est tout méme capable d’avertir 1’utilisateur d’une anomalie concernant la
numération des plaquettes, via une alarme « Distribution plaquettaire anormale ». Ceci est en
lien avec la violation de régles de validation de la courbe de distribution plaquettaire : [107]
e La courbe ne revient pas a la ligne de base au niveau du discriminateur bas, traduisant
la présence possible de débris cellulaires ou d’un bruit de fond trop important.
e La courbe de revient pas a la ligne de base au niveau du discriminateur haut, traduisant
par exemple la présence de plaquettes de grande taille ou de microcytes.
e Une fraction de grandes plaquettes supérieure a 43 %.

La présence de ce type d’alarme provoque I’impossibilité d’interpréter la courbe de
distribution plaquettaire et ainsi 1’impossibilit¢é de rendre une numération et des indices
plaquettaires. Ceci nécessite un contrdle, soit par méthode manuelle, soit par un autre canal de
I’automate.

Optique
Cette gestion des différents canaux disponibles est assurée par un algorithme complexe et

interne a I’hématimeétre. Néanmoins le recours a une autre technique de numération ne donne
pas systématiquement de meilleurs résultats. En effet certains auteurs ont comparés les
valeurs obtenues en impédance et en optique par rapport a la méthode de référence actuelle, a
savoir la cytométrie en flux avec marquage CD41/CD61. Il apparait dans leurs résultats que
c’est I’algorithme de choix automatique du canal (entre impédance et optique) qui donne les
meilleurs résultats par rapport a la cytométrie plutoét que le recours systématique a 1’optique
[106][108].

Cette mesure optique des parametres plaquettaires n’est disponible que sur le canal RET de
I’automate XN SYSMEX®. C’est un canal initialement mis en place afin de dénombrer les
réticulocytes. Ceci implique qu’il est nécessaire d’acquérir I’option RET sur le module XN
pour bénéficier de cette technologie. Contrairement au canal impédance, il n’est en effet pas
systématiquement installé sur I’ensemble des modules XN.

Cependant ce module est resté identique a celui disponible sur 1’ancienne génération
d’automates, SYSMEX® XE et XT [109].

Cette technologie est basée sur un principe de fluorocytométrie, ou les éléments plaquettaires
sont marqués spécifiquement par un fluorochrome.
Ce développement n’a pu étre possible qu’avec ’avenement de la cytométrie en flux et
I’analyse des scattergrammes. Grace a cette technique, il est possible d’identifier les
plaquettes (ou 1’élément qui nous intéresse) par sa taille et son index de réfraction.
De manicre plus pratique, la cellule a identifier passe de maniére unitaire devant un faisceau
laser et I’automate analyse la lumiere par différents angles. Initialement ’analyse cellulaire
était bidimensionnelle :
1. La lumicre transmise au petit angle FSC (Forward Scattered light) correspond au
rayon lumineux traversant I’élément cellulaire. Il renseigne sur la taille cellulaire.
2. La lumiere diffractée au grand angle SSC (Side Scattered light) correspond au rayon
lumineux diffracté par 1I’¢lément cellulaire et renseigne sur la structure de celui-ci.
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Une troisieme dimension a été apportée via le marquage fluorescent. En effet il est possible
d’analyser I’intensité de cette fluorescence, correspondant a I’intensité de marquage et ainsi a
la quantité du contenu cellulaire marqué par le fluorochrome. Il est obtenu sur le canal SFL
(Side Fluorescent light). Ceci permet, en théorie, d’apporter une grande spécificité, cette
derni¢re dépendant de celle du fluorochrome.

SFL

FSC

Figure 14 : Schéma simplifié de la technologie de fluorocytométrie tridimensionnelle.
FSC : Forward Scattered Light. SSC : Side Scattered Light. SFL : Side Fluorescent light.

Concernant I’analyse plaquettaire, le marqueur utilisé sur le canal RET est un marqueur
polyméthine qui se fixe spécifiquement sur les acides nucléiques, ADN ou ARN. Il marque de
ce fait I’ensemble des cellules réticulées (leucocytes, réticulocytes, plaquettes). Au niveau
plaquettaire il se fixe sur la membrane plasmique ainsi qu’au niveau des granules. Cette
fixation, associée a la distinction de taille, devrait permettre d’éliminer de la numération les
¢léments non plaquettaires mais d’inclure les plaquettes de grande taille. Il serait normal, dans
ce cas, d’observer une meilleure corrélation de la numération avec la méthode de référence
qu’avec le canal impédance. Néanmoins dans certains cas cette comparaison donne de
mauvais résultats, ceci étant probablement liés a la fixation non spécifique du marqueur sur
des débris de globules blancs, principalement observé chez les patients sous chimiothérapie
[103].

L’utilisateur a cependant la possibilité de passer I’échantillon directement en mode RET ou
bien laisser I’hématimetre assurer le potentiel repassage dans ce canal aprés avoir analysé
I’impédance.

Ce canal fournit deux scattergrammes différents. Tous deux construits sur la base de la taille
cellulaire (FSC) en fonction de leur degré de fluorescence (SFL). La population plaquettaire,
de petite taille, se trouve située sur la partie inférieure du graphique alors que les hématies et
réticulocytes sont sur la partie supérieure.

La premicre représentation (en A sur la figure 15 ci-dessous) permet ’analyse du statut
érythropoiétique avec différentes populations de réticulocytes, distinguées selon leur degré de
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maturité. Plus ils sont immatures, plus leur fluorescence est importante et plus ils sont donc
localisés vers la droite du graphique.

La seconde représentation (en B sur la figure 15 ci-dessous) permet 1’analyse des plaquettes
avec la distinction, selon leur stade de maturité, des plaquettes immatures regroupées dans
I’'IPF (Indice Plaquettaire de Fluorescence). En effet, les plaquettes immatures, contenant
davantage d’acides nucléiques, sont d’autant plus marquées par le fluorochrome et présentent
donc un degré de fluorescence plus important en SFL que les plaquettes matures. Un seuil de
fluorescence a été défini afin de distinguer les plaquettes matures des immatures. Seuil a partir
duquel les ¢léments sont ainsi comptés dans 1’IPF.

L’intérét de ce paramétre sera détaillé dans un prochain paragraphe.

FSC

Figure 15 : Scattergrammes du canal RET sur SYMEX® XN.
A : Scattergramme analysant les réticulocytes. B : Scattergramme analysant les plaquettes en mode optique.
Source : Documentation SYSMEX® [104]

Concernant le graphique de distribution des plaquettes, il peut étre accompagné d’une alarme
type « Scattergramme PLQ anormal » signifiant que la numération plaquettaire ne peut étre
interprétée de fagon optimale. Ceci peut étre dii a la présence de points fluorescents au-dessus
de celui des plaquettes, perturbant la séparation des nuages érythrocytaires et plaquettaires. Il
peut s’agir par exemple de cryoglobulines ou d’une population d’éléments de taille similaire
(ou légerement inférieure) aux plaquettes et présentant une fluorescence. C’est le cas des
débris de leucocytes qui peuvent ainsi se situer également dans le prolongement du nuage
plaquettaire [107].

Bien que présent¢ comme un canal permettant de résoudre ’ensemble des problemes de
I’impédance, nous avons précis€¢ quelques insuffisances de celui-ci. Celles-ci ont
probablement conduit le fournisseur a mettre au point une nouvelle technologie intégrée a sa
derniére génération d’automates.

Fluorescence

Les deux canaux précédents montrent des avantages mais, méme avec les multiples solutions
techniques mises au point, ils présentent encore quelques inconvénients. Les fabricants ont
donc optimisé la réalisation de la numération plaquettaire, afin de garantir une précision dans
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toute la gamme de valeurs pathologiques, de manicre fiable, rapide et avec des colts
maitrisés.

Ce canal de fluorescence est, technologiquement parlant, identique a la technologie optique
du canal RET, car bas¢ sur le principe de fluorocytométrie. Le principal changement réside en
la nature du fluorochrome. En effet il est ici basé sur un marqueur oxazine qui marque
beaucoup plus spécifiquement les plaquettes que 1’ancienne génération.

Des ¢études ont portée sur la spécificité de ce marquage, en comparant la fixation du
fluorochrome a celle d’un anticorps monoclonal plaquettaire CD41 (voir figure 16). Les
hématies ne sont marquées qu’en périphérie et qu’avec une faible intensité, alors que les
plaquettes présentent une fixation intracellulaire de forte expression. Cette fixation se réalise
sur des ¢léments cellulaires riches en acides nucléiques, comme les mitochondries — possédant
de I’ADN mitochondrial — et le réticulum endoplasmique — possédant de I’ARN ribosomal
[109].

o . .
RBC
Fragment

i BLF-F CD41/ CD41/PLT-F / Transmitted
P~ light
Figure 16 : Caractéristiques du marquage fluorescent sur le canal PLT-F, XN SYSMEX®.
Source : Documentation SYSMEX® [110]

De récentes publications ont confirmé les spécificités du marquage du PLT-F, avec davantage
de fluorescence au niveau intra-plaquettaire et une faible expression membranaire du
marqueur, avec de plus un léger marquage de la membrane des hématies. A ’inverse au
niveau du canal PLT-O, le marquage fort se fait sur les membranes plaquettaires ainsi
qu’érythrocytaires. Wada et al. a également mis en évidence, de maniere plus précise, la
localisation intra-plaquettaire de ce marqueur. En effet ils ont étudiés en CMF différents
anticorps, spécifiques des différents types de granules, afin de détecter ’endroit du
marquage : [111]

e Un anticorps anti-CD62/P-sélectine spécifique des granules alpha.

e Un anticorps anti-CD63 spécifique des granules denses.

e Un anticorps anti-Grp75/Mortaline spécifique des mitochondries.

e Un anticorps anti-Calréticuline spécifique du réticulum endoplasmique.
Ainsi par immunofluorescence ils ont démontré une localisation du marqueur PLT-F au
niveau des mitochondries et de I’ARN messager cytosolique [111].
Ceci est corrélé au fait que les hématies matures, n’ayant ni mitochondrie ni ARNm, ne sont
pas marquées par ce fluorochrome type phénoxazine.

Différentes études rapportent que la numération obtenue a partir de ce canal est la mieux
corrélée, par rapport a 'impédance et a I’optique, a la technique de référence qu’est la
cytométrie en flux CD41/CD61 [112]. Ceci est également prouvé dans I’ensemble des cas
testés, que ce soit avec des fragments érythrocytaires ou des fragments leucocytaires
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[105][109]. Cette amélioration par rapport au marquage utilisé sur le canal RET prouve bien
la meilleure spécificité du fluorochrome type oxazine par rapport au type polyméthine.

Les études rapportent également une franche amélioration sur la sensibilité de la numération
plaquettaire, et ce principalement dans les valeurs basses. Le PLT-F est le canal rapportant la
meilleure corrélation par rapport a la cytométrie en flux, concernant la numération
plaquettaire, ceci étant encore plus vrai pour d’importantes thrombopénies [109]. Ceci peut
s’expliquer d’un point de vue technologique, du fait que le PLT-F analyse une quantité de
sang quasiment cinq fois plus importante que les autres canaux : [104]

Tableau III : Tableau comparatif des volumes sanguins analysés par les trois canaux d'analyse
plaquettaire du XN SYSMEX®.

9,3 1:498 18,7
3,3 1:204 16,2
18,2 1:204 '39)

Pour ce canal PLT-F, le fournisseur annonce un CV inférieur a 5 % pour des numérations
plaquettaires de I’ordre de 10 G/L, trés inférieur a celui des autres canaux pour ce méme ordre
de numération [104]. En pratique, au laboratoire nous avons déterminé un CV d’environ
2,15% pour une numération de I’ordre de 45 G/L. Aucun échantillon de contrdle n’étant
disponible pour des valeurs encore plus basses, nous n’avons pu déterminer le CV
correspondant.

Tout comme le canal RET, ce canal PLT-F peut €tre utilisé seul ou en repassage automatique
lors d’anomalies sur I’impédance. Tout comme son prédécesseur optique, le PLT-F est un
module optionnel du XN et doit étre acquis initialement sur 1’automate. Une fois installé,
celui ne permet plus de rendre la numération optique, le repassage automatique se faisant
obligatoirement sur le canal PLT-F.

Ce canal fournit un scattergramme type FSC/SFL, schématisant ainsi la taille la taille
cellulaire en fonction de son intensité¢ de fluorescence. La distribution cellulaire est ainsi
retrouvée comme sur la figure 17 ci-dessous :
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Figure 17 : Scattergramme du canal PLT-F sur XN SYSMEX®.
Source : Documentation SYSMEX® [104]

PLT-F : représentation du nuage plaquettaire global. IPF : Immature Platelet Fraction. RBC :Red Blood Cell.

WBC : White Blood Cell.

Le PLT-F permet également la mesure de pourcentage de plaquettes immatures, en évaluant
I’IPF de la méme manicere que le canal RET. Plus les plaquettes sont jeunes et immatures, plus
elles sont fluorescentes, se situant ainsi a I’extrémité de la fusée formée par le nuage
plaquettaire. Un seuil arbitraire définit la limite au-dela de laquelle les éléments sont
considérés comme immatures.

Ce canal PLT-F va nous permettre d’analyser différents indices :

PLT-F : la numération plaquettaire en fluorescence.
IPF / H-IPF : indice plaquettaire de fluorescence (IPF) et la fraction la plus immature
de I'IPF correspondant a H-IPF. Ce dernier est a I'image du P-LCR, la fraction des
plaquettes immatures dépassant un certain seuil de fluorescence définit par le
constructeur.
o L’IPF est rendu sous deux formes : IPF% correspondant au pourcentage de
plaquettes immatures de I’ensemble de la numération et IPF# correspondant a
la valeur absolue exprimée en G/L.
o L’H-IPF est rendu uniquement en pourcentage.
PLT-F-X : paramétre permettant d’analyser la structure de I’élément cellulaire, obtenu
par diffraction au grand angle en cytométrie.
PLT-F-Y : paramétre permettant 1’analyse de Dintensit¢ de fluorescence,
correspondant a I’intensité de marquage de 1’élément cellulaire.
PLT-F-Z : paramétre permettant I’analyse de taille, par la diffusion au petit angle en
cytométrie.
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3.2.1.b Numération plaquettaire

Dans le cadre de la prise en charge des patients thrombopéniques, il est dans un premier temps
nécessaire de s’assurer de la réalité de la faible numération plaquettaire.
Nous n’allons pas approfondir la démarche mais en exposer quelques éléments.

Dans un premier temps, les vérifications pré-analytiques sont indispensables :

e Risque de dilution par une perfusion si le prélevement est réalis¢é a proximité du
cathéter. Ceci conduisant a une dilution de I’ensemble de la numération.

e La présence d’un coagulum dans le tube va sous-évaluer I’ensemble des paramétres de
la numération et en particulier les plaquettes qui en sont un des éléments des plus
sensibles. La présence de fibrine va également piéger les plaquettes et perturber la
numération.

e S’assurer du correct remplissage du tube. En effet dans le cas contraire, un rapport
anticoagulant / volume sanguin va induire également une sous-évaluation de la
numération plaquettaire. Ceci est d’autant plus important avec les tubes citratés.

Dans ces diverses situations de thrombopénie, en 1’absence d’antécédents connus, il s’avére
nécessaire de réaliser un état frais ainsi qu’un frottis sanguin. Ceci va permettre d’observer la
présence d’éventuels amas plaquettaires accompagnés ou non de fibrine. Le frottis pouvant
¢galement mettre en évidence diverses situations d’interférences comme des plaquettes
géantes ou un satellitisme plaquettaire autour de polynucléaires neutrophiles [113][114].

Afin de limiter le rendu de numérations plaquettaire faussement abaissées, les hématimeétres
sont équipés de reégles d’alarmes signalant a 1’opérateur la possible présence d’une
interférence.

Le XN SYSMEX® possede trois types d’alarmes concernant les plaquettes : [107]

1. Distribution anormale des plaquettes : comme décrit dans le paragraphe portant sur
la technologie impédance, cette alarme correspond & une mauvaise courbe de
distribution (non-retour a la ligne de base au niveau des discriminateurs) et n’est
activée que par I'impédance. La présence de microcytes, de plaquettes géantes, de
fragments d’hématies ou encore de débris cellulaires sur le frottis sanguin, doivent étre
recherchés afin d’expliquer ’alarme.

2. Présence d’agrégats plaquettaires : alarme pouvant étre activée par différents canaux
comme le WNR (réalisant la numération des basophiles), le WDF (réalisant la formule
sanguine) et PLT-F. Dans ces différents canaux la présence d’un nuage a différents
endroits permet de suspecter la présence d’amas plaquettaires (voir image ci-dessous).
Concernant le PLT-F, on explique la localisation de ces évenements par le fait que les
amas ont une taille hétérogeéne, naturellement plus grande qu’une plaquette, et que le
fluorochrome n’arrive pas pénétrer et se fixer dans I’ensemble des éléments. Ceci
explique un nuage placé dans les grandes tailles (en FSC) et relativement faiblement
fluorescent (en SFL) en rapport a la grande taille de cet « ¢lément ».

3. Scattergramme anormal des plaquettes : alarme uniquement déclenchée par le canal
PLT-F et nécessite la réalisation d’un frottis sanguin afin de confirmer la numération
plaquettaire et/ou la présence d’interférences possibles.
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Figure 18 : Graphiques XN SYSMEX® des différents canaux permettant de mettre en évidence les amas
plaquettaires.

WDEF : canal permettant la réalisation de la formule leucocytaire. WNR : canal permettant spécifiquement la
détermination des basophiles et érythroblastes. PLT-F : canal permettant spécifiquement la détermination des
plaquettes par marqueur fluorescent. En rouge sont entourées les zones de positionnement des amas
plaquettaires.

En cas de présence d’amas plaquettaires, liés a 1’utilisation de ’EDTA comme anticoagulant
dans le tube, il peut étre envisagé d’effectuer un nouveau prélévement avec un autre type
d’anticoagulant. Des tubes citratés ou contenant du CTAD (acide Citrique, Théophylline,
Adénosine et Dypyridamole) peuvent permettre, apres correction par le facteur de dilution de
I’anticoagulant, d’éviter cette interférence liée a ’EDTA.

En cas de présence de fibrine, un nouveau prélevement, correctement effectué, sur tube
standard EDTA est suffisant. En effet D'interférence ne provient que d’une mauvaise
manipulation lors du recueil, le tube ayant pu étre mal homogénéisé€ ou le prélevement ayant
pu étre traumatique au moment de la ponction veineuse activant ainsi la coagulation.

En termes de performances, diverses études ont montré que le XN SYSMEX® est treés bien

corrélé a la méthode de référence, en cytométrie en flux, concernant la numération via son
canal PLT-F.

65



Quel que soit la plage de numération, le canal PLT-F est plus performant que I’impédance et
I’optique. Seo et al. [115] retrouve le plus petit coefficient de variation avec le PLT-F pour la
répétabilité d’une numération aux alentours de 50-70 G/L. Des chiffres confirmés par d’autres
auteurs, montrent la supériorité de ce nouveau canal sur les deux autres [105][109].

Des comparaisons ont également été effectuées sur des patients souffrant de leucémies aigués,
et pouvant présenter des débris de leucocytes circulants, ainsi que sur des grands brulés,
présentant des débris de globules rouges. Dans ces diverses situations ou la numération
plaquettaire est basse et alarmée d’une distribution anormale en impédance, le PLT-F montre
une excellente corrélation avec la CMF [109].

Tableau IV : Tableau présentant les CV des trois canaux du XN SYSMEX® en fonction de deux
populations de patients différentes.
Source : Tanaka et al. [109]

1-4.6% 10.9-27.9 %
1.6-6.3% 33-114%
0.7-1.6 % 1.9-83%

3.2.1.c Paramétres morphométriques automatisés

Les parameétres morphométriques sont 1’ensemble des caractéristiques de taille, de forme et
d’aspect que peuvent présenter les plaquettes. Ce sont des paramétres directement disponibles
lors de la réalisation d’un hémogramme (code 1104 NABM) ou lors de la demande d’étude
isolée des plaquettes (code 1107 NABM). Ces paramétres ont été décrits, technologiquement
parlant, dans un paragraphe précédent.

Nous allons ainsi étudier la morphologie plaquettaire ainsi que la présence d’anomalies
d’autres lignées afin de consolider les suspicions diagnostiques ou de participer au diagnostic
différentiel. Ces ¢léments sont divisés en deux groupes, I’un provenant de 1’exploitation des
données de I’hématimeétre, ’autre de 1’étude du frottis sanguin. Ce dernier point sera abordé
dans le chapitre suivant de ce travail (§ 3.2.2).

Afin d’aider a I’approche et a la compréhension des parametres plaquettaires, le schéma ci-

dessous représente la courbe de distribution plaquettaire normale obtenue par technologie
impédance.
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Figure 19 : Courbe de distribution plaquettaire obtenue par technologie impédance.
Le PDW représentant la largeur de la courbe de distribution a 20 % de sa hauteur. P-LCR étant le pourcentage de
plaquettes ayant une taille supérieure a 12 fL. et P-MFV étant le volume plaquettaire le plus fréquent,
correspondant au pic de la distribution.

Comme nous I’avons décrit dans le chapitre technique portant sur cette technologie, une
importante limitation réside dans le fait que ces indices plaquettaires impédance ne sont pas
systématiquement exploitables, principalement en cas d’anomalie de distribution plaquettaire.
De plus certains auteurs ont démontré que I’ensemble des automates, toutes technologies et
fournisseurs confondus, ne donnent pas des résultats comparables au niveau de ces indices
plaquettaires. Ceci a été plus particuliecrement prouvé concernant le VPM, mais il serait
logique de s’attendre a la méme conclusion concernant les parametres qui en découlent [116].
Une des explications possible de cette différence réside dans une non harmonisation des
plages de mesure ainsi que des seuils discriminateurs selon les hématimetres [9]. Ce qui induit
des différences significatives dans les valeurs retrouvées pour un méme échantillon passé sur
plusieurs automates différents [117].

Nous présentons ici, a titre indicatif, des valeurs de référence issues de la littérature, mais
celles-ci doivent étre nécessairement réévaluées au sein de chaque laboratoire. Ceci
permettant, en sus de la satisfaction de I’exigence normative NF EN ISO 15189 du dossier de
validation de méthode, d’adapter son propre référentiel.

67



Tableau V : Valeurs de référence des principaux indices plaquettaires.

7,5-11,5 11,1-144 21,537  0,2-0,31 7,5-10 1,1-6,6 1,1-16,9

[118] [118] [118] [118]  [119] [120]  2-17[120]
93-12,1 10,1-16,1 18,5-423 0,17-0,32 0863 3 55
9,1-11,9 9.9-154 17,5423 0,18-0,39 0862  “o
[121] [121] [121] [121] [121]
10,0-17.9 1,1-6,1  2,49-15,64
[122] [123] [124]
1,0-7,3
[124]

Ce tableau rapporte différentes valeurs de référence pour des indices plaquettaires, basés sur des mesures
d’automates SYSMEX®. Le cas échéant, deux intervalles sont disponibles avec celui des hommes en premier et
celui des femmes en dessous.

Volume plaquettaire moyen (VPM)

Description technologique

Le VPM est I’indice plaquettaire le plus fréquemment décrit, d’autant plus dans le contexte
des TC. Il provient, dans le cas de notre automate XN SYSMEX® du canal impédance.

Il correspond au volume plaquettaire moyen. Comme décrit précédemment, cette technologie
est basée sur une différence de potentiel électrique entre deux électrodes, cette derniere étant
proportionnelle a la taille de 1’élément mesuré [116].

Sur le XN le VPM est calculé sur la base de deux autres indices plaquettaires :
PCT

PCT ¢étant le plaquettocrite (développé ci-dessous) et PLT-I la numération plaquettaire par
impédance.

Méme si certains auteurs ont tenté de déterminer des valeurs de référence pour ce paramétre
[125][126] il apparait difficile a standardiser, sans prendre en compte 1’automate utilisé.
Certains auteurs rapportent également des différences non négligeables selon 1’anticoagulant
utilisé pour le prélevement. Les résultats obtenus avec le citrate de sodium montrent une sous-
estimation par rapport a ceux obtenus avec I’EDTA [117]. De méme que le délai pré-
analytique entre le prélevement et le passage sur automate apparait impacter le résultat. Un
gonflement des plaquettes serait observé au cours des 120 premieres minutes [127].

Utilisation clinico-biologique

Ce paramétre a été étudi¢ dans de nombreux articles, et ce principalement dans les contextes
thrombotique et d’athérosclérose. Il a été démontré que les plaquettes de grande taille sont
métaboliquement et enzymatiquement plus actives que les plaquettes de taille normale. Elles
possedent davantage de contenu intracellulaire dont une augmentation du contingent de
granules alpha. Au niveau des zones de lésions vasculaires, les plaquettes liberent de
nombreux médiateurs de la coagulation, de I’inflammation, de la thrombose et de
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I’athérosclérose. De part cette augmentation des cytokines, le potentiel prothrombotique
apparait plus important. Il est ainsi décrit qu'une augmentation de VPM est en lien avec un
risque cardiovasculaire plus important.

Le schéma ci-dessous présente les mécanismes potentiels du lien entre 1’augmentation de
VPM et le risque cardiovasculaire [128].

TPO
t IL-6
Megakaryocyte .
ploidy =

TGP Ib

Other cardiac risk
_. factors (DM, HTN,
T chol, obesity)

Thrombopoiesis &
Thrombocytopenia/ TGP
platelet destruction , 4 TpTG ‘_l|b7|l la
: T5H ;
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5-HT serotonin < Endothelial y Adhesion/
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TxA, thromboxane A,

Figure 20 : Mécanismes potentiels associant une augmentation du VPM et un facteur de risque
cardiovasculaire.
Source : d’aprés CHU et al. [128]

11 a également été montré, dans le cadre du diabete, que le VPM est habituellement élevé chez
ces patients, et ce d’autant plus que le contréle glycémique est faible. Plusieurs hypothéses
possibles sont avancées, comme par exemple un effet osmotique provoquant une
augmentation de la taille des plaquettes ou encore un effet de D’insuline sur les
mégacaryocytes. Néanmoins le mécanisme exact n’est pas encore clairement ¢élucidé [129].

Les travaux qui nous intéressent principalement ici, sont ceux concernant les TC. Initialement
c’est ce parametre, reflet de la taille plaquettaire, qui a permis la construction des principales
classifications de ces pathologies rares. Nombreuses sont également les publications essayant
de I'utiliser afin de distinguer les PTI d’autres formes de thrombopénies, mais généralement
sans grand succes du fait de 'importante hétérogénéité des TC [2][4][130]. Nous verrons par
la suite, que I’association de ce parametre avec d’autres indices plaquettaires, a permis
d’améliorer ces distinctions.

Ainsi, bien que ce paramétre soit a la base de nombreux travaux, tant sur les TC qu’a propos
d’autres pathologies comme les maladies cardiovasculaires, le diabete... [129][131][128], il
apparait relativement difficile a appréhender.

Il est donc primordial que chaque laboratoire, selon ses spécificités, établisse ses propres
valeurs de référence de VPM afin d’exploiter et d’interpréter au mieux cet indice plaquettaire.
Néanmoins, un VPM anormalement ¢levé associé a une thrombopénie permet au biologiste de
s’orienter possiblement vers une TC ou tout du moins, de 1’aider dans I’interprétation clinico-
biologique. Cependant un VPM normal n’exclue en rien la présence d’anomalies
plaquettaires, des plaquettes géantes par exemple, peuvent étre éliminées de la numération par
des seuils discriminatifs, sous évaluant ainsi les indices plaquettaires.
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Nous avons de plus observé que le VPM n’est pas systématiquement rendu dans le cadre de
I’utilisation d’un automate XN®, mais ce sujet sera traité¢ et approfondie dans une prochaine
partie de ce travail. Ceci s’explique par le fait que la courbe de distribution plaquettaire,
obtenue par impédance, ne respecte pas les critéres de validation intrinséques a I’automate
[116]. Ceux-ci ont été abordés dans la partie technique impédance précédente.

Indice de distribution plaquettaire (PDW ou IDP)
Description technologique
I1 s’agit ici également d’un parameétre obtenu sur le canal impédance du XN.

Comme précédemment décrit, les automates équipés de technologie par impédance,
fournissent une courbe de distribution plaquettaire afin de dénombrer et rapporter divers
indices plaquettaires. Parmi eux le PDW représente la largueur de cette courbe a 20% de sa
hauteur.

Ainsi on I’interpréte comme étant un indice du degré d’anisocytose plaquettaire. Plus le PDW
est élevé, plus I’anisocytose est importante.

Sur les automates a technologie optique, ce parametre est également dénommé PDW.

Utilisation clinico-biologique

Ce paramétre a principalement été étudié¢ dans le cadre des pathologies thrombotiques, aucune
publication n’ayant été jusqu’a présent rapportée afin d’évaluer son intérét dans les TC.

I a ét¢ démontré que lors de D’activation plaquettaire, se produit un changement
morphologique, les plaquettes passant d’une forme discoide a une forme sphérique avec
émission de pseudopodes [132]. Plus larges, ces plaquettes serait hémostatiquement plus
actives [123]. Par les différences de taille et de nombre de ces pseudopodes, les plaquettes
présentent des tailles variables, faisant ainsi varier le VPM et surtout le PDW.

Les plaquettes activées sont donc décrites comme étant plus larges, et ce quelle que soit la
technologie utilisée.

Cette donnée a ainsi été évaluée afin de tenter d’obtenir une orientation diagnostic rapide dans
le contexte des maladies thromboemboliques. Certains auteurs ont montrés, par exemple, que
le PDW associé au VPM pourrait étre utilisé comme facteur prédictif de thrombose veineuse
au niveau cérébral [133].

D’autres études portent sur 1’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP), ou les plaquettes
semblent jouer un role essentiel dans la physiopathologie. En effet 1’altération de
I’endothélium vasculaire pulmonaire ainsi que la composante inflammatoire et immunitaire
observées dans cette pathologie seraient des mécanismes favorisant ’activation plaquettaire.
Ces plaquettes se fixeraient a I’endothélium 1ésé, favorisant la thrombose, et leur activation
provoquerait la libération des contenus granulaires et la sécrétion de cytokines, participant au
remodelage des vaisseaux pulmonaires [134].

Dans ce type de pathologie, les auteurs rapportent que le VPM ainsi que le PDW sont
augmentés, mais ceci n’a pas de valeur pronostique, ces €lévations étant probablement en
rapport avec |’activation plaquettaire.

Ces observations ont été¢ également rapportées au cours de la pré-éclampsie ou encore dans
des pathologies coronaires, ou le PDW est supérieur aux valeurs retrouvées chez les cas
témoins [133][135][136].

De plus, ce parametre d’anisocytose a également été décrit dans certaines pathologies

thrombopéniques. Il a ét€ montré que son association avec le VPM permet, en cas d’élévation
simultanée, de s’orienter vers une origine périphérique de destruction plaquettaire plutot
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qu’une hypoproduction médullaire [123][137][138]. En effet, lors de PTI, ou la destruction est
d’origine immune et périphérique, il est observé une importante augmentation du VPM et du
PDW, permettant aisément la distinction avec d’autres causes de thrombopénies (infections,
séquestration splénique...) ou ces parametres montrent des variations plus réduites et
associées a d’autres données clinico-biologiques [137]. Certains auteurs ont cependant
démontré que la distinction entre le PTI — destruction périphérique — et certaines pathologies
liées a une hypoproduction médullaire reste trés délicate sur la base de ces seuls parameétres.
C’est le cas pour des syndromes myélodysplasiques avec une unique composante
thrombopénique et certaines macrothrombopénies constitutionnelles. Dans ces trois cas, des
valeurs fortement perturbées dans les indices plaquettaires sont retrouvés et le diagnostic
différentiel est quasi impossible sur leur seule base [137].

Le PDW, qu’il soit ou non associ¢ au VPM, permet de faire la distinction entre une
thrombopénie d’origine centrale et périphérique, mais avec une faible sensibilité et spécificité.
Cette approche non-invasive (en comparaison avec le myélogramme) et a faible colit (car
parameétre obtenu en routine) permettrait, en combinaison avec d’autres parameétres
morphométriques, d’aboutir a davantage de spécificité.

Néanmoins, comme nous 1’exposerons dans notre étude, ¢’est un parameétre obtenu par le biais
de I’'impédance, et il est ainsi imputé de toutes les limitations liées a cette technologie. Ceci
principalement dans le contexte des TC ou les indices plaquettaires d’impédance ne sont
généralement pas exploitables du fait d’une courbe de distribution anormale [139].

Pourcentage de plaquettes larges (P-LCR ou PRGC)

Description technologique

Le P-LCR est ¢galement un parameétre issu du canal impédance et celui-ci correspond au
pourcentage de plaquettes ayant une taille supérieure a 12 fL.

Comme la majorité des indices plaquettaires impédance, il subit les limitations de cette
technologie et n’est ainsi pas rendu systématiquement, en cas de non-respect des critéres de
validation de la courbe de distribution plaquettaire.

Utilisation clinico-biologique
Néanmoins ce paramétre est, comme ceux précédemment décrits, facile d’accés et
directement disponible. Il est rarement utilis€¢ et son intérét clinique n’est pas clairement
identifié. Il a cependant été étudié selon deux axes différents :
1. Dans le contexte de thrombose, en tant que témoin d’activation plaquettaire.
2. Dans le contexte de thrombopénies afin de tenter de distinguer le PTI d’une autre
cause de thrombopénie.

Etant un témoin de taille plaquettaire augmentée, il devrait étre un parametre intéressant afin
d’améliorer les performances des différents algorithmes utilisant la taille plaquettaire comme
moyen de classification.

Néanmoins c’est un parametre rarement étudié dans la littérature, méme s’il en est fait
référence dans quelques articles sur les facteurs de risque thrombotiques ou encore dans les
essais de distinction entre PTI et autre causes de thrombopénies.

Concernant le risque cardiovasculaire, I’ensemble des données disponibles sont discordantes
car certaines d’entre elles ne montrent aucune corrélation entre ce parametre et des
pathologies impliquant les arteéres coronaires [140].

Toutefois il serait logique de s’attendre a ce que le P-LCR apporte des informations utiles du
fait du recrutement unique des plaquettes de grande taille, davantage actives et au potentiel
prothrombotique probablement supérieur.
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Concernant 1’utilisation de ce paramétre dans la distinction entre PTI des autres
thrombopénies, davantage de données sont disponibles [137][139].

Les ¢tudes ont principalement port¢ sur la différence entre un PTI et des formes
d’hypoproduction plaquettaire (chimiothérapies, aplasie médullaire...). La perturbation des
indices plaquettaires en cas de mécanisme hyperdestructif a depuis longtemps été rapportée, et
c’est I’association VPM et PDW qui fut depuis 1983 a la base d’algorithmes [137]. Du fait de
la découverte de nombreuses formes de TC, interférant largement dans cette distinction, les
auteurs ont tenté d’utiliser 1’association VPM — PDW et P-LCR afin d’améliorer les
performances. Néanmoins, en pratique cela reste actuellement difficile de se baser
uniquement sur ces trois parametres afin d’orienter le clinicien vers une origine acquise ou
constitutionnelle de la thrombopénie [130].

Cependant des évolutions de tendance ont été démontrées. Le P-LCR évolue ainsi de maniére
inversement proportionnelle a la numération plaquettaire mais directement proportionnelle au
PDW et VPM [140][141].

Plaquettocrite (PCT)

Description technologique

Le plaquettocrite est un parametre mesuré via le canal impédance du XN par la somme des
impulsions €lectriques. Il permet par la suite de calculer le VPM dans la formule décrite
précédemment.

Ainsi il devrait évoluer, et étre impliqué dans les mémes conditions que le VPM et/ou la
numération plaquettaire du fait que le PCT est le résultat du produit de ces derniers.

Utilisation clinico-biologique

Aucune donnée pour ce parametre n’est pour autant rapportée concernant les TC. Néanmoins
dans le cadre du PTI, il a été montré utile de suivre son évolution au cours de la pathologie.
En effet il a été observé un retour a la normale plus rapide pour le PCT que pour la
numération plaquettaire [142].

Certains auteurs se sont intéressés depuis quelques années a I’intérét de 1’étude de cette masse
plaquettaire afin de modifier les recommandations de transfusion chez les nouveau-nés de
soins intensifs. Les données disponibles sur le sujet ne sont pas toutes cohérentes et une
derniére publication a montré que les schémas se basant sur le PCT plutét que sur la
numération plaquettaire, ne réduisent pas le nombre de transfusions. D’autre part il n’est
observé aucune différence significative, que ce soit au niveau de la mortalité, des saignements
ou du nombre de poches transfusées [143][144]. Initialement ces travaux se basaient sur 1’idée
que le role hémostatique des plaquettes ¢€tait davantage 1i¢ a la masse plaquettaire qu’a sa
numération. Les plaquettes jeunes (et plus larges) étant plus actives du point de vue
métabolique. Ainsi un patient ayant une numeération plaquettaire de 120 G/L et un VPM a 7 fL
bénéficierait du méme potentiel hémostatique qu’un patient ayant 70 G/L mais un VPM a 12
fLL [144]. Néanmoins 1’application de cet algorithme ne semble pas montrer de bénéfices.

La masse plaquettaire a également été¢ évaluée dans d’autres domaines. Méme si 1’association
VPM et numération plaquettaire ne sont pas de trés bon marqueurs concernant les pathologies
coronaires, le PCT semble plus pertinent dans le cadre de 1’évaluation des risques de
syndromes coronariens aigues [ 145].

Dans le méme domaine, il est montré que le PCT peut apporter des informations essentielles
dans le cadre de la pathologie de non fermeture du canal artériel chez les nouveau-nés.
Aucune corrélation n’a été retrouvée entre le PDW et la numération, dans le cadre de cette
pathologie, alors que le PCT et le VPM pourraient avoir un role. D’un point de vue
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physiopathologique, I’ensemble du mécanisme de fermeture du canal artériel n’est pas
complétement connu. Une agrégation plaquettaire a ce niveau pourrait contribuer au
rétrécissement de la lumiére vasculaire. De plus dans les cas pathologiques, les patients
présentent habituellement des défauts d’agrégation ou d’adhésion ou encore de synthése au
niveau plaquettaire.

Ainsi le PCT abaissé est associ¢ avec un risque majoré de pathologie de non fermeture du
canal artériel [146].

Une dernicre étude rapporte 1’utilisation de ce paramétre dans le cadre de la gestion des
patients souffrant de maladie de Crohn. Chez ces patients, les indices P-LCR et PDW
semblent diminués alors que le PCT et la numération semblent significativement augmentés
en comparaison a des témoins et/ou a des patients en rémission de cette pathologie. Il apparait
que le PCT est un marqueur sensible et spécifique afin de déterminer D’activité de la
pathologie, et ce surtout dans les cas ou la protéine C réactive (marqueur d’inflammation
habituellement utilisé¢) n’est pas interprétable, du fait d’une valeur restant normale [147].

Néanmoins il est important de nuancer 1I’impact de ce parameétre dans ces divers contextes, du
fait justement de I’implication de nombreux facteurs dans ses variations. Des conditions
environnementales, d’hygiéne de vie ainsi que diverses pathologies peuvent influencer ces
indices plaquettaires (tabac, pathologies hépatiques, alcool, ...) [147].

Volume plaquettaire le plus fréquent (P-MFV)

Description technologique et physiopathologique

Cet indice plaquettaire est obtenu grace au canal impédance et traduit le volume plaquettaire
le plus fréquent. C’est ainsi un indicateur de taille plaquettaire. Il correspond au pic de la
courbe de distribution des plaquettes. Ainsi il est systématiquement rendu, indépendamment
de I’aspect de la courbe et du respect ou non des régles de validation de celle-ci [148].

Utilisation clinico-biologique

Aucune publication ne rapporte ’utilisation de ce paramétre en clinique. Il n’est pas non plus
rapporté de corrélation entre la taille des plaquettes sur le frottis sanguin et les valeurs de cet
indice. De méme qu’aucune corrélation entre VPM et P-MFV n’est démontrée, en cas de
validation du canal impédance.

Nous étudierons dans le chapitre correspondant a notre étude, 1’intérét potentiel de cet indice.

Plaquettes immatures fluorescentes (IPF)

Description technologique

L’IPF est un indice plaquettaire représentant la fraction des plaquettes les plus jeunes. Il est
obtenu via le canal PLT-F du XN SYSMEX®. Cependant il peut également étre obtenu par le
biais du canal RET de I’automate. A la différence que le marqueur fluorochrome est différent
selon le canal. Nous n’allons ainsi étudier ici que les données issues du canal PLT-F.

Les plaquettes marquées par ce fluorochrome représentent la fraction des plaquettes
immatures. Celles-ci également appelées plaquettes réticulées (RP) ont été décrites la
premicre fois en 1969 [120]. Elles sont généralement comparées aux réticulocytes de la lignée
érythrocytaire.

En effet, d’un point de vue physiologique, lors de la libération des plaquettes par les
mégacaryocytes, les plaquettes contiennent une faible proportion d’ARN. Longtemps
considérés comme des ¢éléments résiduels de la mégacaryopoiese, de récentes études ont
montré le possible intérét de ces acides nucléiques a des fins de synthese protéique [120].
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I1 a été en effet montré que ces plaquettes immatures contiennent deux groupes d’ARNm qui
se distinguent par des fonctionnalités différentes : [149]

1. Une partie de ces ARNm participe de maniére constitutive a la traduction de
certaines protéines, comme par exemple oypP3 essentielle a I’activation plaquettaire.

2. Le second groupe correspond a des ARNm qui participent de maniére inductible a la
traduction de certaines protéines. Les signaux permettant ceci sont d’origine
extracellulaire et sont relayés par des intégrines en surface plaquettaire. Ainsi cette
production protéique peut étre initiée lors de 1’activation plaquettaire. En résulte la
synthése de différents éléments comme du facteur tissulaire, élément essentiel a
I’initiation de la voie extrinséque de la cascade de coagulation.

Leur durée de vie est différente de celle des plaquettes matures, passant de 7-10 jours a 24
heures ou moins. Le taux de ce type plaquettaire a été montré comme le reflet de I’activité des
mégacaryocytes médullaire et du turn-over des plaquettes [149].

C’est ainsi que depuis de nombreuses années, un grand nombre d’auteurs se sont intéressés a
I’impact clinique de ce parametre, ayant I’intérét certain d’étre non invasif en comparaison a
la ponction médullaire. Il a été étudié¢ dans diverses pathologies comme les thrombopénies, les
thrombocytoses ou encore les TC, mais aussi dans des pathologies rénales, cardiovasculaires
et également et surtout dans le suivi des patients ayant bénéficiés de transplantations
d’organes et de greffes de cellules souches hématopoiétiques.

Néanmoins 1’inconvénient majeur de cet indice plaquettaire est 1’absence de standardisation.
Ce n’est que depuis 1995 que la mesure de I’IPF est automatisée et seuls deux fournisseurs
proposent des hématimeétres capables d’établir cette valeur : ABBOTT® et SYSMEX® [119].
Aucune méthode de référence n’est actuellement mise en place mais 1’ International Council
for Standardization in Haematology (ICSH) a comme projet d’en établir une afin de permettre
une corrélation des différentes technologies disponibles [120]. Dans la littérature, c’est la
mesure par cytométrie en flux (CMF), via un marquage par le thiazole orange, qui fait
généralement référence [150]. Cependant les différences technologiques sont importantes, que
ce soit concernant le type de marqueur utilisé, sa concentration ou encore les temps et
températures d’incubations, rendant difficile la mise en place de valeurs de référence
communes et internationales. Actuellement, il semble donc nécessaire que chaque laboratoire
¢tablisse ses propres bornes selon son environnement technologique. De ce manque de
standardisation découle également le défaut de controle qualité sur ce parametre, que ce soit
en interne (CIQ) ou en évaluation externe (EEQ).

En 2005, la FDA a approuvée ce parametre IPF SYSMEX® via la procédure américaine
510(k). Son numéro d’attribution étant 510(k) K051199. De part ceci la société a prouvée
I’équivalence de la méthode automatisée par rapport a une technique de CMF décrite dans le
rapport de la FDA. En France, ce parametre n’est pas un indice plaquettaire autorisé a étre
rendu dans le cadre de la routine. De plus il n’est pas compris dans la nomenclature des actes
de biologie médicale.

D’un point de vue technologique, notre étude se base sur I’utilisation de cet indice obtenu par
le canal PLT-F sur XN SYSMEX®.

Concernant le pré-analytique, certaines études montrent une stabilité des parametres de
I’ordre de 24 a 48 heures a température ambiante, alors que d’autres auteurs ne retrouvent
qu’une stabilité de 3 a 8 heures [120]. A ce niveau €également aucun consensus ne fait foi et il
appartient a chaque laboratoire d’utiliser ses propres données.

Comme nous 1’avions décrit dans le chapitre portant sur les technologies, les études
comparatives entre les deux dernieres générations d’automates SYSMEX®, le XE plus ancien
et le XN, affirment que cette derniére génération est plus performante et présente moins
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d’interférences sur le comptage de cet IPF en comparaison a la CMF et/ou a la clinique du
patient [115][120].

De plus, au niveau post-analytique il n’y a pas de consensus sur I'intérét supérieur de 1I’IPF#
ou IPF%, les études utilisant soit I’un soit I’autre comme indicateur.

Utilisation clinico-biologique
En termes d’études cliniques, il est possible de les distinguer en deux groupes : [120]

1. Les études s’attachant a séparer les thrombopénies d’origine centrale de celles
d’origine périphérique. Du fait que ces premicres sont caractérisées par un défaut de
production plaquettaire, il est normal de retrouver ainsi un indice IPF diminué. En
comparaison aux causes d’origine périphérique, liées a une destruction ou il est
attendu de retrouver un IPF augmenté, du fait de [’augmentation de Ila
mégacaryopoiese qui compense cette destruction plaquettaire [103][123].

2. Le second groupe d’études analyse I’intérét de cet indicateur d’immaturité dans les
suivis de numérations plaquettaire chez les patients ayant bénéficiés d’une
chimiothérapie ou d’une transplantation (d’organes ou de cellules souches
hématopoiétiques). Le but principal de ces suivis est d’anticiper la restauration de la
numération plaquettaire permettant ainsi de limiter les transfusions prophylactiques
[103][123].

De nombreux autres champs sont également explorés via cet indice plaquettaire, mais les
¢tudes s’y rapportant sont actuellement relativement peu contributives du fait de trop faibles
effectifs. Néanmoins nous aborderons le cas des pathologies coronaires ou certaines données
peuvent étre intéressantes [120].

Comme pour les autres paramétres plaquettaires, rares sont les publications s’intéressant aux
TC. Cependant certains papiers se sont attachés a étudier les cas de WAS et de certaines
macrothrombopénies.

Dans le cas des WAS, Sokolic et al. [151] s’est attaché¢ a utiliser d’autres données
plaquettaires que la microthrombopénie afin de mettre en évidence cette pathologie. En effet
cette observation morphologique ne serait pas présente systématiquement chez les enfants
souffrant de WAS. Afin d’essayer de distinguer ces cas d’un PTI et d’étayer le diagnostic de
WAS, Iutilisation de I’IPF peut contribuer au diagnostic différentiel. Comme nous 1’avions
déja rapporte, il met également en évidence que les indices plaquettaires par impédance ne
sont pas systématiquement disponibles, il rapporte méme 26 % de sa cohorte n’ayant pas de
données impédance (VPM,...) du fait de la mauvaise distribution plaquettaire.

Comme nous 1’avions décrit dans le paragraphe portant sur la physiopathologie de cette forme
de TC, elle associe une part de destruction périphérique ainsi qu’une hypoproduction centrale
avec tout de méme un nombre normal de MK au frottis médullaire. Il a ét¢ montré dans cette
récente étude que I'IPF des patients WAS était significativement plus bas que celui des
patients souffrant de PTL. Ceci met de plus en évidence que la part d’hypoproduction
médullaire est majoritaire expliquant la baisse de I'IPF. Néanmoins, il est intéressant de
constater que 1I’ensemble des cas décrits dans cet article montrent des VPM systématiquement
plus faibles dans le cas des WAS par rapport aux PTI. L’auteur justifie cependant 1’utilisation
et I’intérét de I’IPF du fait que la littérature ne rapporte pas constamment la diminution de la
taille plaquettaire dans les cas de WAS et/ou de XLT.

Une seconde publication rapporte 1’intérét de ce parametre dans la prise en charge des TC,
I’évaluant dans le cas de diverses macrothrombopénies en comparaison a des PTI [152].
Miyazaki et al. montre ainsi que I’IPF% est cinq fois plus élevé dans le syndrome MYH9 que
dans les PTI et qu’il est également environ deux fois plus important pour d’autres
macrothrombopénies. Ceci permet de montrer I’'importance et 1’intérét potentiel de ce
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paramétre dans les TC, Nous verrons dans la partie analysant les résultats de notre étude,
I’utilisation de I’IPF dans la classification des TC.

Concernant le premier groupe d’études que nous avons décrit au début de ce paragraphe,
certains auteurs se sont attachés a établir des seuils discriminants afin de distinguer le PTI des
formes d’hypoproduction plaquettaire. En effet le diagnostic de PTI est relativement difficile
et se base principalement sur le diagnostic différentiel. D’un point de vue biologique, les
¢léments a prendre en compte sont la recherche des anticorps anti-plaquettes, la mesure du
taux de plaquettes réticulées ainsi que le taux de thrombopoiétine (TPO) [150]. Du fait du
manque de performances des tests de détection des anticorps, il apparait intéressant de s’aider
d’autres ¢éléments afin de participer au diagnostic différentiel. En effet les tests de recherche
d’anticorps souffrent d’'un manque de sensibilité bien que leur spécificité est trés bonne
[93][150].

Les études comparent ainsi les PTI a des causes d’hypoproduction plaquettaire, telles les
hémopathies malignes ou des formes de thrombopénies isolées dues a des pathologies
aplasiantes. Ainsi différents seuils ont été publiés, au-dela desquels il est possible de suspecter
un PTL Ce dernier présentant un indice IPF significativement plus important que ces autres
pathologies [150][153]. Nous ne rapporterons pas les détails de ces seuils, ceux-ci étant
¢tablis a 1’aide de XE SYSMEX® et n’étant ainsi pas totalement comparables aux valeurs
obtenues avec la derni¢re génération de XN.

Concernant le second groupe d’études, portant sur le suivi de la numération plaquettaire chez
des patients en sortie d’aplasie, les auteurs ont également tenté de déterminer un seuil d’IPF
permettant de classer les patients comme ayant ou non un besoin de transfusion
prophylactique en plaquettes. Ainsi Van der Linden et al. [154] a défini un cutoff a 5,3 %
(données XN SYSMEX®) afin de prédire la restauration de la numération plaquettaire. Ainsi
les patients présentant un IPF supérieur a ce seuil a 8 jours de la greffe vont rétablir leur
numération dans un délai d’environ deux jours. D’autres auteurs ont déterminés des seuils
ainsi que des délais légerement différents. Ces études ont néanmoins permis de distinguer
I’'IPF% et ’IPF#. En effet ce dernier ne présente pas d’intérét en tant qu’indicateur
prévisionnel car suit exactement les variations du compte de plaquettes. Seul le suivi de
I’IPF% a été retenu.

Dans le cadre de la transplantation hépatique, ou la production de TPO est diminuée, les
patients présentent une chute de plaquettes accrue. Il a été ainsi observé que I’IPF% augmente
des le premier jour post-greffe jusqu’a un pic vers le cinquiéme jour alors que la numération
plaquettaire n’augmente qu’a partir de trois ou quatre jours apres ce pic [155].

Concernant le suivi des patients post-chimiothérapie, il est observé que ceux dont I’IPF
dépasse le seuil de 10 % (données XN SYSMEX®) montrent une reconstitution de leur
capital plaquettaire plus précoce que ceux dont I’IPF est en-dessous du seuil [153]. Une fois la
normalisation effectuée, I’IPF décroit rapidement.

Cet indice plaquettaire, t¢émoin d’un renouvellement et de la production mégacaryocytaire va
pouvoir conduire a la remise en question de quelques phénomenes physiopathologiques. En
effet certains auteurs ont montré qu’au cours de leucémies aigiies lymphoides, I’IPF était
augmenté¢ contrairement a ce qu’on pourrait attendre. Le frottis médullaire ne montre
généralement que trés peu de MK chez ces patients. Il est ainsi possible de se poser la
question de la mise en place d’une mégacaryopoiese périphérique, au niveau hépatique et/ou
splénique... de nouvelles voies de recherches peuvent probablement s’intéresser a la
formation plaquettaire durant les leucémies aigués [119].
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Concernant le contexte des pathologies cardiovasculaires, les données ne sont pas toutes
concordantes, certaines études ne montrant pas de corrélation entre I'IPF et 1’activité
plaquettaire et traduisant ainsi une absence de lien avec 1’hyper réactivité plaquettaire en cas
de syndrome coronarien traité par inhibiteur plaquettaire.

Néanmoins d’autres publications rapportent une corrélation inverse entre le taux de plaquettes
réticulées et la réponse au traitement par prasugrel. Elles rapportent ainsi qu’un haut niveau
d’IPF serait associ¢ a une augmentation de la réactivité plaquettaire malgré le traitement
antiplaquettaire. Des études complémentaires devraient confirmer cette donnée, qui pourrait
étre utilisée dans le cadre de la prise en charge des patients souffrant de pathologies

myocardiques [156].

L’utilisation de cet indice IPF apparait trés prometteuse dans diverses thématiques cliniques,
d’autant plus qu’il est disponible quelle que soit la numération plaquettaire et sans nécessiter
d’analyses et de prélévements biologiques complémentaires. De plus, il ne nécessite pas
d’expertise ni d’évaluation du frottis sanguin, limitant ainsi le temps de mise a disposition du
parametre [151].

Fraction la plus fluorescente des plaquettes immatures (H-IPF)
Description technologique

Cet indice plaquettaire représente la fraction la plus fluorescente des plaquettes contenues
dans I’'IPF. II est obtenu a partir du canal PLT-F et correspond, a I’image du P-LCR en
impédance, a I’ensemble des événements situés apreés un certain seuil de fluorescence. La
valeur de celui-ci, situé sur ’abscisse du graphique FSC en fonction de SFL, n’est pas
communiquée par le fournisseur et n’est rendue que sous la forme d’un pourcentage.

Utilisation clinico-biologique

Aucune publication utilisant cet indice n’est actuellement disponible. Nous allons présenter
dans la partie consacrée aux résultats de notre étude 1’utilisation et 1’intérét potentiel de ce
parametre.

Indices plaquettaires de cvtométrie (PLT-F-X, PLT-F-Y et PLT-F-Z)
Description technologique

Ces indices plaquettaires sont des éléments disponibles a partir du canal PLT-F et ne sont
accessibles que dans le cadre de la recherche.

Ils correspondent aux données brutes du passage en cytométrie des plaquettes marquées par le
fluorochrome spécifique PLT-F.

e PLT-F-X: correspond aux données relatives au grand angle de CMF. Il est ainsi
associ¢ a la structure des plaquettes.

e PLT-F-Y : correspond a I’émission de fluorescence du marqueur sur ces cellules. II est
associ¢ a ’IPF.

e PLT-F-Z: correspond aux données relatives au petit angle de CMF. 1l est donc associé
a la taille des plaquettes.

Sur ce sujet, aucune bibliographie n’est disponible actuellement, davantage d’informations
vont découler de leur utilisation au cours de notre étude.

Utilisation clinico-biologique

Comme signalé¢ précédemment, en 1’absence de publications a propos de ces indices,
I’interprétation clinico-biologique n’est pas encore possible.
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3.2.2 Frottis

Le frottis sanguin coloré au MGG est un test simple et accessible dans tout laboratoire de
biologie médicale. Il permet 1’apport d’informations essentielles dans le cadre des TC, que
méme les hématimetres les plus récents ne peuvent apprécier automatiquement. Il permet de
décrire, dans tous les cas, la taille des ¢léments, leur structure mais également la présence, la
répartition et la morphologie des granules alpha. En effet ces derniers sont les seuls a étre
colorés au MGG (granules denses et lysosomes étant non colorés) [9].

Certaines publications ont montré 1’apport diagnostique de I’examen attentif d’un frottis
sanguin dans les TC [157].

3.2.2.a Taille plaquettaire

Dans un premier temps, les automates étant limités dans 1’évaluation de la taille plaquettaire
dans certaines situations (interférences, plaquettes de grande taille), le frottis pend toute son
importance afin d’évaluer leur dimensions et leur degré d’anisocytose.

Il est important, dans un contexte d’exploration d’une thrombopénie, de faire la différence
entre une anisocytose physiologique d’une réelle dystrophie plaquettaire. En effet il est
normal, chez un patient sain, d’observer une dispersion de la taille plaquettaire autour d’une
valeur moyenne. Cependant, 1 % au plus des éléments ont une taille supérieure a 7 pm de
diamétre (taille d’'une hématie normocytaire).

Il est d’usage de déterminer la taille plaquettaire de maniére semi-quantitative, par
comparaison avec les hématies du patient. Néanmoins, certains auteurs et certains laboratoires
ont acces a des appareils de mesure du diametre cellulaire a partir d’une lecture informatique
du frottis.

Il est communément accepté cette distinction de taille :

Les plaquettes sont dites macroplaquettes lorsque leur taille est inférieure a celle d’un globule
rouge normocytaire mais plus grande qu’une plaquette normale (entre 2 et 3 um). Les
plaquettes géantes sont quant a elles d’un diametre égal ou supérieur a celui du globule rouge
de référence. Cette classification ne peut s’appliquer que lorsque les hématies sont de taille
physiologique.

Les microplaquettes ont un diameétre inférieur a celui d’une plaquette normale et posseéde un
aspect quasiment ponctiforme.

-
| D
Morphologie ’
plaquettaire e ‘Q
Plaquettes physiologiques Microplaquettes Macroplaquette Plaquette géante

Figure 21 : Variations de taille plaquettaire en microscopie optique.
Source : d’apres Latger-Cannard V. et Lecompte T. [9]

I1 est ainsi possible de déterminer si le patient présente une dystrophie plaquettaire et le cas
échéant a quelle catégorie il appartient. Dans ce travail nous avons décidé, comme
précédemment décrit, de nous appuyer sur la récente classification morphologique de Noris et
al. de 2014 [6] afin de distinguer I’ensemble des entités de TC au sein de quatre grands
groupes :
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Tableau VI: Classification des TC selon la taille plaquettaire.
Source : Noris et al. [6]

TC avec plaquettes de taille
réduite

TC avec plaquettes de taille
normale ou modérément
augmentée

TC avec plaquettes de taille
augmentée

TC avec plaquettes géantes

3.2.2.b Morphologie plaquettaire

WAS

XLT

TAR
CAMT
CYCS

FPD/AML
TCPT
XLTT

ANKRD26

CTRUS
vWF
ETV6

TUBBI1
GPS
FLNA
GFI1B
BSSm
ITGA2B/ITGB3
ACTNI1

MYH9
BSS
PRKACG

La morphologie plaquettaire, également évaluée par 1’étude du frottis sanguin, va permettre

de souligner la dystrophie plaquettaire et ainsi aider au diagnostic différentiel.

Outre DP’anisocytose décrite ci-dessus, I’analyse de la structure cellulaire est également
indispensable. La coloration classique des frottis sanguin au MGG ne mettant en évidence
qu’exclusivement les granules alpha et non les autres types granulaires, on peut ainsi observer

la répartition de celles-ci au sein des plaquettes : [7]

e Des plaquettes « péles » ou « grises » dépourvues de granules alpha suggerent des
pathologies de type syndrome des plaquettes grises ou thrombopénie liée a la mutation
GFIIB. Cependant une hypogranulation peut s’observer dans d’autres pathologies
type thrombopénie liée a I’X avec PB-thalassémie ou encore la thrombopénie liée a la

mutation ANKRD?26.

e Des vacuoles intra plaquettaires peuvent s’observer dans des pathologies comme la
thrombopénie liée a I’X avec B-thalassémie ou €également le syndrome de Bernard-

Soulier biallélique.

e La présence d’un unique granule alpha de grande taille peut également étre observée,
correspondant a des pathologies comme le syndrome de Paris-Trousseau ou la

thrombopénie liée a la mutation FLNA.
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3.2.2.c Morphologie des autres lignées cellulaires

La mise en évidence d’anomalies au niveau des autres lignées cellulaires sur le frottis sanguin,
peut permettre d’orienter le diagnostic.

La présence d’une dysérythropoiese, type anisocytose et méme poikilocytose, orientent
généralement vers des TC impliquant le géne GATA-1 [98]. Cependant on peut observer
¢galement une anisopoikilocytose dans le cadre de la thrombopénie liée a la mutation GFI1B.
Cette dystrophie érythrocytaire n’est réellement spécifique d’aucune TC, et a elle seule ne
peut orienter le diagnostic.

Des dacryocytes sont quant a eux, sont observés au cours de 1’évolution d’un syndrome des
plaquettes grises. Ceci probablement dii a la myélofibrose s’installant au cours de la
pathologie [7].

L’analyse de la population leucocytaire peut également apporter certains ¢léments d’intérét.
En effet dans le syndrome MYH9, le frottis sanguin montre la présence d’inclusions intra-
leucocytaires basophiles, anciennement nommées pseudo corps de Ddhle, spécifiques de cette
pathologie. Ils ont été précédemment décrits, et sont majoritairement visibles au niveau du
cytoplasme des polynucléaires neutrophiles.

3.2.3 Exploration fonctionnelle

L’exploration des fonctions plaquettaires, bien que représentant une partie importante de la
démarche diagnostique, va brievement é&tre décrite dans ce paragraphe car n’étant pas
I’objectif principal de cette these.

Les plaquettes sont des cellules ayant un role primordial dans le processus d’hémostase
primaire. Leur anomalie quantitative et/ou qualitative peut entrainer des signes
hémorragiques. C’est pourquoi I’ensemble des algorithmes décrits dans la littérature font
référence, dans la premiére ligne de recherche, aux tests d’exploration fonctionnelle [5][98].

Ce type d’analyse reste délicat car fortement sujet aux variations pré-analytiques. Plus que
pour la plupart des actes de biologie, 1’exploration fonctionnelle plaquettaire est trés sensible
aux conditions pré-analytiques car ces dernieres sont susceptibles d’activer, en partie, les
plaquettes et ainsi d’amorcer le phénomene d’hémostase primaire. Ceci implique une extréme
rigueur, du prélevement a 1’arrivée au laboratoire, dans le but d’obtenir des résultats fiables et
interprétables [158].

Les conditions minimales requises sont : [159][160]

1. Sang préleve sur tube citrate (109 ou 129 mmol/L).

2. Un transport au laboratoire préférable entre 30 minutes et 2 heures mais sans dépasser
4 heures.

3. Transport a température ambiante, tube fermé afin d’éviter des variations de pH liées a
la fuite du CO; et en évitant au maximum 1’agitation (pneumatique proscrit).

4. Ponction veineuse franche avec une aiguille de gros calibre (21 gauges) apres
¢limination des premiers millilitres de sang. En effet ces derniers peuvent contenir
davantage de facteur tissulaire et ainsi amorcer le processus de la coagulation.

5. Le patient doit étre au repos depuis plus de 30 minutes et s’étre abstenu de fumer, de
manger depuis plus de 2 heures. En effet les chylomicrons peuvent interférer avec les
tests photométriques.

Du fait de ces conditions délicates et du matériel analytique particulier nécessaire, ces études
ne se réalisent, dans la plupart des cas, qu’en laboratoire spécialisé. Cependant aujourd’hui, il
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existe de petits automates de biologie délocalisée permettant aux équipes de disposer de ce
type d’information, mais leur usage reste délicat [159]. L’inconvénient majeur li¢ a ce pré-
analytique est la quasi impossibilité d’externalisation de ce type d’analyse. En effet il est
impossible d’envoyer dans de bonnes conditions un prélévement a un centre de référence. De
plus, ce type d’analyse requiert souvent un volume sanguin relativement important. Ceci peut
étre problématique chez des patients déja thrombopéniques.

Ces deux grandes contraintes limitent 1’utilisation de ces tests, d’autant plus que la
standardisation pose elle aussi de gros problémes [161].

Il est possible de catégoriser les analyses disponibles en deux groupes. Le premier
correspondant a des tests globaux explore la capacité hémostatique du patient dans son
ensemble alors que le second groupe s’attache spécifiquement aux fonctions intrinséques des
plaquettes.

3.2.3.a Tests globaux

Bien que non recommandés dans les différents algorithmes mis au point [5][98] du fait de leur
manque de sensibilité et de spécificité, nous allons brievement aborder le temps de
saignement ainsi que le temps d’occlusion plaquettaire.

Temps de saignement

Le temps de saignement (TS) permet la mesure du temps nécessaire pour qu’'une lésion
superficielle de la peau arréte de saigner. Mis au point par Duke en 1910 et amélioré par Ivy,
ce fut le premier test in vivo permettant I’exploration de 1’hémostase primaire. Bien qu’a
priori standardisé par I’utilisation d’un sphygmomanometre et la définition d’une incision sur
I’avant-bras, 1’opérateur ainsi que 1’age et la température de la peau du patient sont autant
d’¢éléments variables qui ne permettent pas d’assurer une réalisation optimale du test.

D’un point de vue technique, une incision est faite (au lobe de I’oreille pour le Duke et au
niveau de 1’avant-bras pour I’Ivy) au moment ou un chronomeétre est déclenché. Il est ensuite
nécessaire d’aspirer le sang toutes les 30 secondes a I’aide d’un buvard afin de déterminer le
moment ou le saignement est stoppé. Il apparait ainsi évident que cette détermination est de
réalisation délicate et peu répétable ainsi que peu reproductible.

Acte devenu obsolete, il ne fait plus partie de la liste des actes de biologie médicale
remboursés et ne fait donc plus partie de la NABM.

En sus de son défaut de performance, ce test est invasif ainsi que long a mettre en application.
Il n’est aujourd’hui plus prescrit, ni réalisé dans la pratique courante [160][161].

Temps d’occlusion plaquettaire

Le temps d’occlusion plaquettaire est obtenu par le PFA-100®, automate permettant de
reproduire in vitro I’ensemble des phénoménes de I’hémostase primaire. Ainsi il est capable
d’évaluer la capacité d’activation des plaquettes en sang total et en conditions rhéologiques
les plus proches possibles de la réalité. Cet automate permet en effet de reproduire les
contraintes de cisaillement retrouvées dans la circulation sanguine.

Cet appareil est constitué d’un capillaire qui débouche sur une membrane recouverte d’agents
pro-agrégants, ceux-ci permettant le déclenchement de 1’adhésion et I’agrégation des
plaquettes au niveau de ’orifice du capillaire. La fonctionnalité des plaquettes est déduite du
temps mis pour obtenir 1’occlusion complete de cet orifice.

Néanmoins ce test est sensible a différents éléments comme la thrombopénie, un hématocrite
diminué ou encore des anomalies au niveau des glycoprotéines de surface et des granules
plaquettaires ainsi que du facteur vWF [160][161].
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Ce test est donc peu utilisé dans le cadre des TC, souffrant d’'un manque de sensibilité et de
spécificité. Il est principalement utilis¢ dans la détection de la maladie de Willebrand, du fait
de sa sensibilité aux déficits en vWF.

Cependant, un de ses avantages principaux est sa faible consommation de sang, autorisant
facilement I’étude d’échantillons pédiatriques.

3.2.3.b Analyse des fonctions plaquettaires

Les tests permettant I’analyse des fonctions plaquettaires permettent d’appréhender
I’ensemble des composants des voies participant a I’activation plaquettaire.

Nous allons les distinguer en deux grands types. Dans un premier temps nous allons étudier
les tests d’agrégation plaquettaire avant de nous intéresser a ceux utilisant un cytomeétre en
flux.

Comme nous I’avons détaillé dans la partie descriptive de I’ensemble des TC, certaines de ces
pathologies peuvent impacter différents éléments et/ou différentes fonctions des plaquettes. Il
est ainsi possible de retrouver 1’effet de ces mutations via 1’étude des fonctions plaquettaires.

Agrégation plaquettaire

Ce principe d’étude a été développé en 1962 par Born et O’Brien sur la base de la
photométrie. Cette technique est rapidement devenue la référence en termes d’étude des
fonctions plaquettaires.

Néanmoins d’autres techniques se sont ensuite développées afin de palier a certains
inconvénients de la photométrie.

Le principe de chaque technique va étre détaillé ci-dessous, cependant toutes se basent sur
I’activation in vitro des plaquettes par 1’ajout d’agonistes a différentes concentrations.

Agrégation par méthode photométrique

Premiére technique développée, elle utilise un photométre permettant d’étudier la lumiére
transmise par une source lumineuse traversant des cuvettes réactionnelles. Ces réacteurs sont
constitués de verre siliconé (n’induisant pas 1’activation plaquettaire) maintenus sous agitation
permanente a une température de 37°C.

Les variations du signal lumineux sont dues a I’agrégation des plaquettes. En effet on
déclenche artificiellement celle-ci par I’utilisation d’activateurs a différentes concentrations.
Afin de ne pas interférer avec les résultats du test et afin que ceux-ci soient exploitables, les
conditions pré-analytiques doivent étre optimales. Elles ont été décrites dans un paragraphe
ci-dessus.

D’un point de vue analytique, il est nécessaire de travailler avec un PRP (Plasma Riche en
Plaquettes) obtenu par centrifugation d’un sang citraté. La transmission lumineuse
correspondante est de 0 % du fait que les plaquettes libres sous agitation forment un milieu
opaque. Un point 100 % de transmission lumineuse est déterminé par 1’utilisation d’un PPP
(Plasma Pauvre en Plaquettes) également obtenu par centrifugations successives d’un sang
citraté afin d’éliminer au maximum les plaquettes.

Dans la suite de la procédure analytique, le technicien va ajouter un agoniste induisant
I’activation plaquettaire et de ce fait 1’agrégation des plaquettes. Ce phénomeéne va se
propager a I’ensemble des éléments du milieu réactionnel, se traduisant par une augmentation
progressive du passage lumineux et la formation d’une sigmoide au niveau du tracé
d’enregistrement, témoin d’une agrégation progressive de I’ensemble des plaquettes [159].
Les différentes étapes du processus sont détaillées dans le schéma ci-dessous.
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Chaque cuvette réactionnelle permet ainsi I’étude d’un agoniste a une concentration donnée.
Les appareils équipés de plusieurs canaux de mesure peuvent donc analyser différentes
cuvettes simultanément et donc plusieurs agonistes a plusieurs concentrations.
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Figure 22 : Schéma du principe d'agrégation plaquettaire par méthode photométrique.

Il est également possible de conclure au caractere réversible ou irréversible de cette
agrégation grace a I’aspect de la courbe. En effet celle-ci est le reflet de la réponse cellulaire
et dans les conditions normales, la libération du contenu granulaire traduit I’irréversibilité du
phénomeéne. La courbe ne présente alors pas de partie décroissante, signalant la désagrégation
des plaquettes. Ceci est schématisé sur le graphique ci-dessous (figure 23).

Les trois principaux parametres étudiés sur ces courbes d’agrégation sont :
1. L’amplitude maximale de la transmission lumineuse. Un patient témoin présente
généralement une variation de cette transmission supérieure a 60 % sans
désagrégation,
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2. L’allure générale de la courbe. Il est possible d’observer la présence de vagues avec

certains agonistes ainsi qu’une décroissance témoin de la désagrégation en cas
d’agrégation réversible,

Le temps de latence, principalement pour le collagéne. Il correspond au temps
nécessaire aux plaquettes pour adhérer aux fibres de collagene avant propagation de
I’agrégation.
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Figure 23 : Exemple de profils en agrégation plaquettaire en réponse a divers agonistes.
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La courbe bleu foncé représentant une réponse irréversible, avec obtention d’un maximum d’agrégation. La
courbe bleu ciel schématise une agrégation réversible avec une désagrégation des plaquettes qui s’opére au fil d
temps. La ballonisation correspond a une diminution de transmission lumineuse en début de courbe, liée au
changement de forme des plaquettes qui deviennent plus sphériques, limitant ainsi le passage du rayon lumineux.

Les principaux agonistes activateurs utilisés sont : [159][160]

L’acide arachidonique. Celui-ci est métabolisé par le systéme des cyclo-oxygénases
(COX) afin de former le thromboxane A2 (TXA2) et permet ainsi I’étude de la voie
d’activation des plaquettes par le TXA2.

L’adénosine diphosphate (ADP). Cette derniere permet d’explorer 1’agrégation
plaquettaire via I’interaction avec les récepteurs membranaires de type P2Y (P2Y12 et
P2Y1 majoritairement). L’aspect normal de la courbe présente une double vague ainsi
qu'une dose critique en dessous de laquelle 1’agrégation reste réversible. L’aspect
irréversible traduit la mise en jeu du TXA2 et la dégranulation des grains denses,
contenant de I’ADP et produisant ainsi un effet autocrine responsable de la double
vague.

L’adrénaline, permet 1’exploration de la voie d’activation plaquettaire par le biais des
récepteurs adrénergiques.

Le collagéne. L’agrégation plaquettaire avec cet agoniste présente un temps de
latence, généralement retrouvé entre 30 et 60 secondes. Deux mécanismes peuvent
étre explorés par cet activateur selon sa concentration. L’adhésion des plaquettes aux
fibres de collageéne va provoquer la sécrétion d’ADP par les grains denses ainsi que la
synthése de TXA2 provoquant ainsi 1’agrégation plaquettaire. Ceci s’observe a faible
concentration de collagéne. Lors de I’ajout d’une forte concentration, 1’agrégation va
étre indépendante du TXA2 par mobilisation du calcium intracellulaire.

La ristocétine. Initialement utilisée en tant qu’antibiotique, la ristocétine a la capacité
de provoquer la fixation du facteur vWF a la membrane plaquettaire via GPIb. Il induit
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ainsi I’agglutination plaquettaire. Il ne devrait pas étre considéré comme un agoniste
en tant que tel car n’induit pas d’agrégation des plaquettes.

Cette liste n’est pas exhaustive mais reprend cependant les cing agonistes les plus
couramment utilisés et qui sont de plus détaillés en tant qu’examens d’agrégation de premicre
intention dans le dernier algorithme diagnostic des pathologies plaquettaires héréditaires
publié en 2015[98].

Certaines publications font référence a ce type de tests dans le cadre des TC et les intégrent
dans la démarche diagnostique, permettant d’obtenir davantage de données pour confirmer la
pathologie. Ces informations sont résumées dans le tableau ci-dessous.

Concernant la pathologie de Bernard-Soulier, il a ét¢ décrit précédemment que les patients
présentent un déficit au niveau du complexe récepteur GPIb/IX/V. Ceci se traduit par un
défaut d’interaction des plaquettes avec le vVWF. La réponse a la ristocétine est ainsi altérée,
I’agglutination n’étant pas possible. Néanmoins la réponse aux autres agonistes reste normale
[159].

Chez les patients souffrant de pseudo-Willebrand plaquettaire, les plaquettes présentent une
glycoprotéine GPIba ayant une forte affinité pour le vVWF. Une agglutination en présence
d’une tres faible dose de ristocétine va étre observée lors des tests [159].

Dans le cas du syndrome des plaquettes grises, les plaquettes présentent un manque de
granules alpha. Ainsi un défaut d’agrégation a été observé avec différents agonistes mais
principalement pour le collagéne [12][159].

Tableau VII : Tableau récapitulatif des anomalies d'agrégation plaquettaire dans le cadre des TC.
Source : Gresele et al. [98]

ITGA2B/ITGB3
Adrénaline Agrégation altérée WAS
FPD/AML
GPS
ITGA2B/ITGB3
WAS
FPD/AML
GPS
ITGA2B/ITGB3
WAS
FPD/AML
GATALI
FLNA
Acide Acréeation altéré FPD/AML
arachidonique gregation afteree ITGA2B/ITGB3
Pseudo vWF
Ristocétine Agglutination altérée BSS
GATALI

ADP Agrégation altérée

Collagene Agrégation altérée

Cependant cette technique d’agrégation plaquettaire par la méthode photométrique, bien que
largement considérée comme méthode de référence, présente quelques inconvénients. En
effet, son principal est le manque de standardisation découlant d’une reproductibilité
médiocre. L’impact du technicien apparait trés important ainsi que les conditions
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environnementales. De plus c’est une technique chronophage et grande consommatrice de
sang. Il faut en effet environ 20 mL de sang frais afin d’effectuer les différentes
manipulations. La prise en charge de patients thrombopéniques s’avére donc délicate. De plus,
il n’est aujourd’hui plus recommandé d’effectuer une normalisation du PRP a 350 G/L de
plaquettes, ceci afin de limiter les manipulations et ainsi limiter les risques d’activation
plaquettaire pouvant interférer avec les tests [159].

En conséquence, d’autres méthodes ont été développées afin de palier a ces inconvénients.

Agrégation par méthode impédance

Développée dans les années 1980 cette méthode par impédance permet de travailler sur sang
total citraté. Ainsi I’absence de préparation d’un PRP permet de s’affranchir d’étapes
techniques pouvant provoquer une altération de I’échantillon par activation de la coagulation
pré-test. De plus elle permettrait une meilleure standardisation des équipes.

Le principe technique repose sur deux é¢lectrodes plongées dans un échantillon de sang total
permettant une mesure de leur différence de potentiel. Ainsi au moment ou I’activation
plaquettaire est déclenchée, les plaquettes vont se fixer aux €lectrodes et induire une variation
du potentiel électrique proportionnelle au pourcentage d’agrégation.

Différents appareils ont été développés permettant d’automatiser la phase analytique,
contribuant a la standardisation. Certains peuvent également étre utilisés en biologie
délocalisée dans le cadre, par exemple, de I’étude de la résistance des patients aux traitements
anti thrombotiques [159].

Cette technique impédance peut aussi €tre couplée a la bioluminescence, décrite ci-dessous.

Agrégation par méthode bioluminescente

C’est une technique qui permet d’étudier, comme en photométrie, la sécrétion granulaire ainsi
que I’agrégation plaquettaire. Elle est basée sur le dosage de I’ATP sécrété par les granules
denses lors de I’activation plaquettaire. Par 1’utilisation des réactifs luciférase et luciférine,
une production lumineuse est générée en présence d’ATP, traduisant la sécrétion granulaire.
L’agrégation plaquettaire est quant a elle détectée de maniére identique a la photométrie mais
par I'utilisation d’une lumiére infrarouge [159].

Un avantage est l’'utilisation d’un échantillon de sang total citraté évitant, comme en
impédance, des manipulations pré-analytiques.

Cvtométrie en flux

Nous avons montré qu’un des inconvénients des tests d’agrégation plaquettaire est la
difficulté de les réaliser chez des patients thrombopéniques. En effet ce sont des tests dits
dépendants de la numération plaquettaire, principalement du fait de la nécessité¢ d’un PRP de
I’ordre de 300 G/L. Le principe de cytométrie en flux permettrait de s’affranchir de cette
limitation tout en explorant diverses voies d’activation plaquettaire [162].

Analyse des glycoprotéines membranaires

Il existe différentes méthodes afin d’étudier les glycoprotéines présentes sur la membrane
plaquettaire. En effet, il est possible d’utiliser des techniques électrophorétiques ou méme
immunochimiques, mais la cytométrie en flux permet une approche plus rapide et facile. Le
principe de base étant 1’utilisation d’anticorps monoclonaux spécifiques de la protéine
recherchée et conjugués a différents fluorochromes [163].

Les principaux algorithmes proposent comme panel d’identification, dans le cadre des
pathologies plaquettaires héréditaires, I’analyse des GPIIb/Illa ainsi que GPIb/IX [98].
D’autres publications confirment également 1’utilité de 1’étude de ces protéines [163][162].
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D’un point de vue technique, il est possible de les analyser dans différentes conditions
d’activation des plaquettes. En effet, aprés activation, il y a augmentation de 1’expression du
complexe GPIIb/IIIa a la surface plaquettaire, du fait de la fusion des membranes granulaires
avec la membrane cytoplasmique exposant ainsi davantage de glycoprotéines. Les granules
alpha et denses possédant a leur surface ce complexe protéique [164]. De plus une fois
activées, il est montré une diminution de I’expression a la surface de ces cellules du complexe
GPIb/IX, redistribué¢ au niveau intracellulaire [163].

En plus de I'intérét de mettre en évidence des défauts ou des surexpressions glycoprotéiques a
la surface des plaquettes, il est possible d’étudier le mécanisme d’activation des cellules par la
comparaison des signaux pré- et post-activation.

Nous allons décrire dans les paragraphes suivants que la CMF peut également apporter des
informations spécifiques aux différents types de granules plaquettaires.

Tableau VIII : Tableau récapitulatif des anomalies glycoprotéiques dans le cadre des TC.
Sources : [98][159][162]

Défaut d’expression ITGA2B/ITGB3
GPIb/dlla Augmentation d’expression ACTN
BSS
GPIb/IX Défaut d’expression MYH9
PRKACG

Analyse des granules alpha
Les granules alpha sont trés hétérogenes et représentent la majorité de la population granulaire
que ce soit en taille ou en nombre.
Dans le cadre de ’analyse des granules alpha, il est nécessaire de rappeler le contenu de
celles-ci. En effet elles contiennent différentes molécules nécessaires a [’activation
plaquettaire et a I’activité hémostatique dont les plus importantes : [164]
e Différents types de protéoglycanes dont deux spécifiques des plaquettes : le facteur 4
plaquettaire (PF4) et la béta-thromboglobuline (BTG).
e Des glycoprotéines d’adhésion dont du vWF, de la fibronectine ainsi que de la
vitronectine.
e Des facteurs et cofacteurs de la coagulation : fibrinogene, facteur V / VII / X1 / XI1II,
de la protéine S, du plasminogene ainsi que des kininogenes.
e Un grand nombre d’autres protéines ayant un rdle dans ’hémostase mais aussi dans
I’inflammation et les interactions cellulaires...

Différentes méthodes sont utilisées afin d’étudier D’activit¢ de ces granules alpha. La
microscopie électronique est la méthode la plus aisée pour analyser la structure de ces
¢léments mais nécessite un matériel et des compétences particulieres.

Des méthodes de mesure des composants PF4 et BTG sont utilisées mais la technique la plus
courante s’attache a 1’étude de la P-sélectine ou CD62P, composant important de la
membrane de ces granules alpha. Comme pour 1’analyse du CD63 des granules denses, le
CD62P n’est pas exprimé sur la membrane des plaquettes en état de repos. Il s’y retrouve
exprimé apres activation plaquettaire. Un anticorps monoclonal utilis¢ en CMF permet de
détecter cette expression et ainsi en comparaison avec un témoin, d’analyser le défaut ou non
de la sécrétion granulaire alpha [165].

Certaines publications rapportent également 1’intérét potentiel de 1’é¢tude du GMP-33,
composant de la membrane des granules alpha [164] comme marqueur spécifique de I’activité
et de la présence de ces granules [163].
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Analyse des granules denses
Dans le cadre de I’analyse des granules denses, il est nécessaire de rappeler le contenu de ces
dites granules. Elles contiennent en effet différentes molécules intervenant au cours de
I’activation plaquettaire : [164][166]
e Des ions comme Mg*" et Ca*".
e La sérotonine, un important neurotransmetteur impliqué dans le processus
vasoconstricteur li¢ a la coagulation ainsi que de I’histamine.
e Des nucléotides dont les plus importants sont I’ATP et ’ADP mais aussi du GTP et
GDP.
e Des protéines situées sur la membrane de ces granules dont le CD63.

Différentes méthodes sont utilisées afin d’étudier ces granules denses. Chaque technologie
possede ses propres avantages mais aussi ses inconvénients, ¢’est pourquoi il est recommandé
de les combiner afin d’aboutir a un diagnostic définitif sur une possible pathologie impliquant
ces granules [167].

Nous allons brievement récapituler les différentes possibilités mais nous ne détaillerons que
celles utilisant la cytométrie en flux, techniques les plus utilisées. Ces derniéres sont en effet
les plus simples de mise en place et ne nécessitent pas de matériel spécifique. Les laboratoires
d’hématologie possédant aujourd’hui, pour la plupart, un équipement de cytométrie en flux.

1. Le test a la mépacrine. La mépacrine est un dérivé acridine orange émettant une
fluorescence verte lors de son excitation par un laser de 488 nm. C’est un composant
capturé de facon sélective par les granules denses plaquettaires. C’est une technique
initialement développée couplée a la microscopie a fluorescence afin de permettre la
mesure du contenu de ces granules [168]. Cette technique assure 1’é¢tude de la phase de
capture ainsi que de la phase de sécrétion granulaire.

La premicre étape consiste a incuber les plaquettes au repos avec la mépacrine. Cette
derniére va étre internalisée dans les granules denses uniquement et ainsi induire la
fluorescence des plaquettes. L’analyse des différences de fluorescence va permettre
d’explorer le phénomene de capture. La seconde étape consiste a activer les plaquettes
par un agoniste, activant ainsi les plaquettes et la sécrétion granulaire. La mépacrine
contenue dans les granules denses va étre libérée dans le milieu extracellulaire et les
plaquettes vont perdre leur fluorescence. On observe ainsi une diminution de
I’émission de fluorescence au cours de cette seconde phase expérimentale [167].

Il est nécessaire d’utiliser un agoniste fort, la thrombine, afin d’activer la sécrétion
granulaire. En effet la mépacrine a 1’inconvénient de perturber la transduction du
signal de dégranulation jusqu’aux granules denses.

88



] |
x6,44 x 2,55
--------------------- —_
________________________ >
8 2
TEMOIN PATIENT
£o] 2o
=™ g...
S <
-O__ wr -
o - e T T T l T
i 5 o2 TS o 10? 10’ 16% 10° 10
MEPACRINE MEPACRINE
Capture de mépacrine
13,71
2- -
TEMOIN PATIENT
g =
S S
w ]
- oj‘b}' T T "_I I T
10 10! 102 08 107 10° 10’ 10 n® 104

MEPACRINE MEPACRINE

Sécrétion de mépacrine

Figure 24 : Scattergrammes de CMF illustrant la technique d'étude des granules denses plaquettaires par
le test a la mépacrine.

Les deux scattergrammes du haut représentent la phase de capture de la mépacrine par les granules denses. On
observe, a gauche chez le témoin sain, une augmentation de fluorescence des plaquettes entre le début et la fin de
I’incubation avec la mépacrine. Ceci traduisant son incorporation dans les granules denses (courbe bleu clair au
début et bleu foncé a la fin). Sur la droite le patient ne présente qu’un léger décalage du pic de fluorescence
(courbe orange au début et rouge a la fin) traduisant une faible capture de la mépacrine.

Les deux scattergrammes du bas représentent la phase de sécrétion de la mépacrine par les granules denses. Chez
le témoin on observe bien une diminution de la fluorescence des plaquettes entre le début et la fin de
I’expérience d’activation plaquettaire (courbe bleu au début et violette a la fin). Concernant le patient, on
n’observe qu’une 1égére diminution (courbe rouge au début et verte a la fin) traduisant un défaut de sécrétion des
granules denses.

2. La mesure de I’expression de CD63 par CMF. Le CD63 est une protéine située au
niveau de la membrane des granules denses et des lysosomes plaquettaires. Ce test
permet I’analyse de la phase de sécrétion granulaire. A 1’état de repos les plaquettes
sont incubées avec un anticorps anti-CD63 et la fluorescence résultante est mesurée.
Lors de D’activation plaquettaire et de la sécrétion granulaire, déclenchées grace a
I’ajout d’un agoniste, les membranes des granules denses vont « s’accoler » a la
membrane plaquettaire et ainsi augmenter la fluorescence par augmentation du
nombre de CD63 exposés a I’immunomarquage anti-CD63[169].
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Figure 25 : Scattergrammes de CMF illustrant la technique d'étude des granules denses plaquettaires par
immunomarquage anti-CD63.

Le scattergramme témoin, de gauche, illustre 1’intensité de fluorescence de I’anticorps anti-CD63 a 1’état de
repos en bleu clair et aprés activation en bleu foncé. On observe un décalage vers la droite de la courbe, t¢émoin
d’une augmentation de fluorescence et donc d’une augmentation de CD63 a la surface des plaquettes. Le
scattergramme de droite, d’un patient, montre en orange 1’état basal et en rouge la fluorescence apres activation.
On observe ainsi un trés faible décalage, signalant un défaut de sécrétion des granules denses.

3. L’agrégation par bioluminescence, ¢énoncée dans le paragraphe précédent, a

I’avantage de pouvoir évaluer 1’agrégation plaquettaire ainsi que la sécrétion des
granules denses. Néanmoins elle ne permet pas 1’étude du mécanisme de capture de
ces granules ni 1’étude des autres nucléotides granulaires [167].
D’un point de vue technique, il est nécessaire, dans un premier temps, de provoquer
I’agrégation plaquettaire par le biais de I’ajout d’un agoniste dans le milieu
réactionnel. De ce fait il y a sécrétion du contenu granulaire et plus particuliérement de
I’ATP contenu dans les granules denses. Cet ATP va réagir avec la luciférine et sous
I’action de la luciférase une émission lumineuse est produite [170]. Afin de quantifier
cette lumicre et ainsi permettre la quantification de I’ATP secrété, il est nécessaire
d’ajouter en fin de réaction un contrdle interne constitué d’une concentration connue
d’ATP exogene et d’en déterminer 1’émission lumineuse [159][171].

4. L’étude de la sérotonine plaquettaire. Cette technique permet 1’étude des phénomenes
de capture ainsi que de sécrétion des granules denses. Cependant elle utilise le
marquage de la sérotonine par du carbone 14 (**C) radioactif et nécessite donc du
matériel ainsi qu’un environnement adapté, spécifique et tres couteux [167].

Dans un premier temps il est nécessaire d’incuber les plaquettes en présence de
sérotonine radiomarquée (5-HT*). Les granules denses incorporant celle-ci, il sera
possible de déterminer la quantité de 5-HT* capturée par les plaquettes en faisant la
différence de radioactivité¢ avant et apres incubation. Ceci permet I’étude de la phase
de capture. Dans un second temps 1’agrégation plaquettaire est déclenchée par un
agoniste et la quantité de 5-HT* pourra étre déterminée en fonction de la radioactivité.
Ceci permet 1’étude de la phase de sécrétion [170].

Néanmoins, certains travaux récents développent la possibilité d’étudier ce mécanisme
de la sérotonine via CMF afin de s’affranchir du radiomarqueur. Ainsi plusieurs
équipes travaillant avec des anticorps monoclonaux murins anti-sérotonine humaine
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ont pu étudier les phénomenes de capture et de sécrétion par cytométrie en flux [166]
[172].

5. L’utilisation d’un microscope électronique a transmission permet 1’observation, la
numération et la caractérisation directe de ces granules denses. Il est ainsi possible de
démontrer la présence ou la diminution du nombre de ces granules ainsi que d’étudier
leur contenu. Cependant ceci nécessite 1’utilisation d’un matériel ainsi que des
compétences spécifiques afin d’obtenir et interpréter les images obtenues [167].

En pratique courante, 1’expression du CD63 n’étant pas spécifique des granules denses (car
¢galement présent sur les lysosomes), le test a la mépacrine étudiant les mécanismes de
sécrétion et de capture est privilégié [163].

Tableau IX : Tableau récapitulatif des anomalies granulaires dans le cadre des TC.
Source : [98]

, . g GPS
Alpha Défaut de sécrétion WAS
WAS
Dense Défaut de sécrétion FPD/AML
FLNA

3.2.4 Génétique

L’analyse génétique est la technique qui permet de définir de manicre fiable et précise la
pathologie en cause chez un patient par la détermination de la mutation du geéne en cause.
Dans les algorithmes, cette recherche n’est décrite qu’en troisiéme ligne mais permet de
confirmer et caractériser une TC [98]. Néanmoins aujourd’hui, avec les progres et la
généralisation des approches génétiques par séquencage de nouvelle génération (NGS), ce
type d’exploration tend a se développer fortement. Ceci d’autant plus que les génes impliqués
dans ces pathologies rares sont de plus en plus décrits et identifiés, bien qu’actuellement il
existe 21 génes répertoriés responsables de TC [173]. En effet durant ces quinze dernicres
années, la recherche médicale sur ces pathologies s’est fortement développée, expliquant la
mise en évidence de cette hétérogénéité de formes pathologiques.

Cet attrait de la recherche pour les TC peut en partie s’expliquer par la possibilité d’adapter la
prise en charge des patients grace a la détermination génotypique de la pathologie. Bien que
peu bruyantes, certaines formes peuvent s’avérer importantes a surveiller du fait de la possible
apparition de complications. Les plus redoutées sont les transformations en hémopathies
malignes, comme par exemple pour le syndrome FPD/AML ou encore ANRKDZ26, pour
lesquelles il existe un risque de développement de syndromes myélodysplasiques et de
leucémies aigués. La détection de la mutation a donc un intérét diagnostique fort afin de
mettre en place une surveillance adaptée [173]. Dans certains cas, et plus particulierement
dans le cadre du syndrome FPD/AML, il peut étre proposé au patient et a I’ensemble de sa
famille, une enquéte génétique permettant de sélectionner les individus susceptibles de
pouvoir fournir un greffon de moelle osseuse en cas de survenue de leucémie. En effet il est
nécessaire, le cas échéant, de recourir a un greffon non muté pour AMLI, mutation non
systématiquement recherchée dans le processus de compatibilité des tissus.

Il est également important de préciser le diagnostic par I’approche génétique dans le cadre de
I’évaluation des risques de transmission de la mutation a la descendance [5].

91



En sus de cet aspect diagnostique, nous avons précisé dans le chapitre précédent, portant sur
ces pathologies, qu’il existe pour certaines d’entre elles une corrélation phénotype / génotype
concourant a 1’intérét des recherches mutationnelles. Ainsi selon la mutation retrouvée dans le
gene d’intérét, le patient peut bénéficier d’une surveillance renforcée. Par exemple dans le
syndrome MYHY, les patients souffrant d’une mutation dans le domaine de téte sont
davantage susceptibles de développer des atteintes glomérulaires et auditives que ceux ayant
une mutation dans le domaine de queue de ce géne MYHY [64][173].

Actuellement en France, le C.R.P.P. (Centre de Référence des Pathologies Plaquettaires)
possede un réseau territorial, de centres de référence et de compétence, permettant d’assurer
I’ensemble des recherches mutationnelles dans ces divers centres francais. Le développement
de plateformes d’analyses moléculaires dédiées aux TC est un des objectifs national du
C.R.P.P.

L’avantage principal de ce dernier type d’analyse est le pré-analytique. En effet, nous avons
montré dans le paragraphe précédent que les techniques d’étude des fonctions plaquettaires
par agrégation et cytométrie souffrent d’un pré-analytique trés contraignant et sensible. Les
plaquettes étant des éléments cellulaires fragiles, il faut éviter leur activation et/ou leur
agrégation lors du transport, limitant trés fortement I’externalisation de ce type d’analyse.
Dans le cadre de la génétique, les conditions de transport sont beaucoup plus simples. En effet
seul un échantillon de sang anticoagulé par EDTA est nécessaire, stocké a température
ambiante et envoy¢ au centre de référence dans des délais moins critiques qu’en agrégation. Il
est également possible de conserver congelé de ’ADN du patient, dans 1’attente des résultats
des premiers tests d’exploration. Ceci permet d’éviter la réalisation d’analyses génétiques
dans un contexte qui ne s’avere pas totalement cohérent avec une TC.
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4 OBJECTIFS

L’objectif principal de ce travail est d’améliorer la démarche diagnostique des TC, et ce en
utilisant des parametres rapidement et largement disponibles. Les paramétres automatisés de
I’hématimetre XN SYSMEX® constituent une approche novatrice dans ce domaine.

Différents algorithmes ont déja été publiés afin d’orienter la démarche diagnostique, devant
une thrombopénie d’origine inconnue, vers la détection d’une TC ou a I’inverse pour
permettre de les exclure [5][98]. Cependant ces différentes approches se basent généralement
sur la détermination de la taille plaquettaire, parametre difficilement appréhendable dans le
cas des TC. Aucun arbre décisionnel n’a actuellement été publié¢ afin de rendre compte de
cette taille de maniere fiable et aisément reproductible. En effet il est souvent décrit en rapport
avec la taille des hématies ou encore de maniere chiffrée par une mesure directe des
plaquettes au microscope. Ces diverses propositions soufrant d’un c6té d’un manque de
reproductibilité inter-opérateur et de I’autre d’un temps d’analyse non négligeable.

La caractérisation moléculaire et génétique de I’ensemble de ces formes a fait 1’objet de
nombreuses recherches ces derni¢res années [12][62], néanmoins trés peu de données sont
disponibles concernant les parametres obtenus par les hématimétres de premicre ligne. La
majorité des publications s’intéressent a la taille plaquettaire, évaluée de diverses fagons, mais
avec des conclusions diagnostiques limitées. Cependant un intérét majeur de ces informations
de I’hémogramme est le fait qu’elles sont obtenues par un acte peu invasif (en comparaison a
I’é¢tude médullaire par exemple) et de surcroit de maniére automatisée, limitant le temps
technique nécessaire. L’utilisation d’un matériel non réservé aux centres de référence et
disponible dans de trés nombreux laboratoires est également un atout non négligeable [139].
Divers indices plaquettaires sont en effet disponibles en routine grace a I’utilisation de
I’hématimetre XN SYSMEX® couplé a son module PLT-F. Il est possible d’évaluer les
¢léments plaquettaires via le canal impédance classique mais également par le canal de
fluorescence spécifique.

L’étude que nous exposons dans ce travail est multicentrique et rétrospective. En effet nous
analysons I’ensemble des parametres précédents chez des patients diagnostiqués souffrant de
thrombopénie constitutionnelle. Ces derniers sont suivis dans divers centres de référence (ou
de compétence) des pathologies plaquettaires. Nous allons les comparer a une population
témoin, constituée de patients sains de toute pathologie plaquettaire.

Les centres participant a I’étude sont :
e Le CHRU de Nancy, centre de compétence des pathologies plaquettaires.
Le CHRU de Toulouse, centre de référence des pathologies plaquettaires
Le CHRU de Nantes, centre de compétence des pathologies plaquettaires.
Le CHRU de Lyon, centre de référence des pathologies plaquettaires.
Le CHRU de Strasbourg, centre référence des pathologies plaquettaires.
Le CHU Kremlin-Bicétre (AP-HP), centre de référence des pathologies plaquettaires.
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Les objectifs de notre étude sont :

1.

Evaluer les paramétres de recherche encore non autorisés en routine, par le biais d’un
processus de validation de méthode. Ceci nous permet d’étudier leur comportement
tant sur le plan de la stabilité que sur le plan analytique.

Etablir, a I’aide de I’analyse des données relatives aux sujets témoins, des valeurs
témoins pour ces indices plaquettaires. En effet trés peu d’entre eux ont fait 1’objet
d’évaluations car étant réservés a un usage de recherche. Pour ceux d’entre eux pour
lesquels des données bibliographiques sont disponibles, nous allons pouvoir nous y
comparer et évaluer les variabilités inter-centres voire inter-méthodes.

Etudier la distribution de ces parameétres pour chaque thrombopénie constitutionnelle
et les comparer a celle des sujets témoins. L’objectif est ainsi d’établir, pour chaque
TC ou du moins pour chaque groupe de TC, une «identité paramétrique » par
I’utilisation de ces indices plaquettaires.

Permettre de préciser le diagnostic différentiel avec le PTI. En effet c’est avec cette
pathologie que les différences, cliniques et biologiques, peuvent étre les plus difficiles
a faire. C’est un point qui a été largement décrit dans la premiére partie de ce travail.
Ainsi nous allons tenter d’établir « I’identité paramétrique » du PTI et de la comparer
a celles déterminées pour les différentes thrombopénies constitutionnelles mais aussi a
celle obtenue pour les sujets témoins.

Etablir une démarche diagnostique, basée sur I’interprétation de ces parameétres
plaquettaires, afin d’orienter le patient vers une TC ou au contraire €liminer cette
hypothése. Ces paramétres étant disponibles en pratique courante et dans 1’ensemble
des laboratoires disposant de cet hématimétre de premiere ligne, 1’application clinico-
biologique serait trés intéressante devant une thrombopénie non expliquée. Cette étape
de dépistage permettrait ainsi d’apporter des éléments pour faire la différence avec un
possible PTL. De plus I'utilisation de ces paramétres n’entraine que trés peu de couts
supplémentaires, mais permettrait de mieux orienter le patient vers des explorations
secondaires spécialisées. Cette étape d’orientation permettrait ainsi une utilisation
raisonnée et davantage ciblée de ces analyses coliteuses et hyperspécialisées. Le
diagnostic moléculaire serait également facilit¢ grace a un meilleur ciblage et une
meilleure caractérisation phénotypique des pathologies, permettant de réduire
considérablement le panel de recherches de mutations a uniquement quelques genes
d’intérét.
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5 MATERIELS

5.1 Automate utilisé

Comme nous I’avons vu précédemment, cette étude est multicentrique et regroupe ainsi
différents laboratoires hospitaliers. Ceux-ci étant tous équipés d’un hématimetre XN
SYSMEX® couplé au module PLT-F.

Concernant le centre principal de recrutement, CHRU de Nancy, 1’équipement comprend une
chaine de trois modules XN dont deux possédent le canal optionnel PLT-F.

Le canal impédance, systématiquement présent sur les XN SYSMEX®, présente de
nombreuses lacunes comme nous les avons exposées précédemment. La principale difficulté a
I’utilisation de ce dernier est I’impossibilit¢ d’obtenir des valeurs pour les différents
paramétres plaquettaires en cas de distribution anormale de courbe de répartition. Ceci étant
trés fréquemment le cas pour les pathologies type thrombopénie constitutionnelle, nous allons
nous attacher a exploiter les informations fournies par le canal fluorescent spécifique.
Néanmoins I’impédance permet d’obtenir tout de méme certaines données rendues quel que
soit 1’aspect de la courbe de distribution.

Ainsi nous allons nous concentrer sur 1’utilisation de ce nouveau marqueur fluorescent qui a
¢t¢ décrit comme le mieux corrélé a la cytométrie en flux, concernant la numération
plaquettaire. D’un point de vue technologique, I’ensemble des ¢léments est disponible dans la
précédente partie s’y consacrant (§ 3.2.1).

Dans le cadre de la démarche qualité et d’accréditation NF EN ISO 15189, I’ensemble des
automates ont été calibrés lors de leur mise en place et suivis par des programmes de CIQ et
d’EEQ au cours de leur utilisation quotidienne.

Néanmoins dans le canal impédance seuls les paramétres PLT-I et VPM sont suivis et
concernant le canal PLT-F, seule la numération est concernée. Actuellement un moyen de
suivre I’évolution des autres parametres de ce dernier canal, est I’extraction manuelle des
fichiers bruts du passage de chaque CIQ et leur exploitation via des cartes de Levey-Jennings.

L’ensemble des centres participant a I’étude s’engagent a respecter les exigences normatives
en terme de controle qualité.

Concernant le centre CHRU de Nancy, les CIQ utilisés sont des contrdles fabricants (CIQ XN
CHECK) constitués d’¢léments cellulaires humains au sein d’une matrice artificielle, assurant
la conservation de 1’échantillon a ses fins de CQ. Les trois niveaux (valeurs basses, normales
et hautes) sont analysés de fagon bi-journaliére et permettent une comparaison directe des
différents analyseurs XN de la chaine. L’ utilisation de ces contrdles permet ¢galement I’acces
a ’externalisation des valeurs du laboratoire afin de permettre une comparaison par rapport au
groupe de pairs, laboratoires étant équipés du méme couple automate / réactif. Ces controles
internes de qualité externalisés permettent ainsi d’évaluer la justesse de la méthode.
Concernant les évaluations externes de la qualité, actuellement le laboratoire ne posséde pas
programme de suivi du canal fluorescent. Ainsi la numération plaquettaire en PLT-F ne peut
étre évaluée.

Dans le cadre d’une démarche qualit¢ au sein des laboratoires du CHRU de Nancy,
I’hématimetre XN SYSMEX® a été accrédité sur I’ensemble des parametres de premicre
ligne, comprenant la numération plaquettaire en impédance (PLT-I), le volume plaquettaire
moyen (VPM) ainsi que la numération plaquettaire en fluorescence (PLT-F).
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5.2 Inclusions des sujets

5.2.1 Témoins

Nous avons indiqué a diverses reprises, que I’ensemble des publications exploitant les indices
plaquettaires, montrent des variabilités non négligeables dans les résultats et les seuils
présentés. Celles-ci sont expliquées en partie par la diversit¢ des moyens et méthodes
employés afin d’obtenir les données. Les automates sélectionnés n’étaient pas identiques,
illustrant I’impossibilit¢ de comparer les résultats obtenus avec des technologies différentes.
Néanmoins, dans notre étude chaque laboratoire inclut utilise le méme hématimétre, validé et
sous controle d’un systéeme qualité engagé dans la démarche d’accréditation NF EN ISO
15189. Ainsi il n’est pas apparu nécessaire de comparer des témoins au niveau de chaque
centre recruteur.

Ces données témoins sont obtenues via des échantillons sanguins de volontaires sains,
informés oralement de [’utilisation de leur prélévement dans le cadre d’une étude de
recherche. Les résultats biologiques ne leur ont pas été rapportés d’autant plus que ces
derniers n’affectent pas leur prise en charge médicale. Par voie de conséquence aucun contrat
de consentement n’a été nécessaire.

Les cas témoins sont ainsi uniquement sélectionnés et analysés au sein du centre du CHRU de
Nancy. IIs se composent de 31 sujets dont 15 hommes et 16 femmes.

Leurs caractéristiques, age/sexe/habitus tabagiques ainsi que leur répartition pour les
différents parametres seront décrits dans la partie explicitant les résultats de ce travail.

D’un point de vue pré-analytique les prélévements ont été effectués conformément aux
bonnes pratiques de prélévement et ont utilisés des tubes composés d’anticoagulant type
EDTA K2. L’analyse sur la chaine analytique XN SYSMEX® a été effectuée dans I’heure
suivant la ponction veineuse.

5.2.2 Patients

L’ensemble des patients de cette étude ont été inclus par divers centres de référence frangais,
spécialisés dans la prise en charge de patients souffrant de pathologies plaquettaires.

Dans le cadre de ce projet, nous avons mis en place une feuille de renseignements obligatoire
a toute inclusion, regroupant différentes informations clinico-biologiques.

Ce document est présent¢ en ANNEXE 1 et est envoyé sous format *.pdf avec les fichiers
informatiques de données pour chaque patient inclus dans 1’étude.

Thrombopénie constitutionnelle

L’ensemble des patients, inclus dans cette ¢tude, présentent une thrombopénie
constitutionnelle dont les arguments diagnostiques ont été¢ démontrés. La liste des pathologies
concernées a ¢été établie dans la premicre partie de cette these. La plupart des cas inclus
bénéficient d’une exploration génétique, en sus des arguments cliniques et biologiques.

Ces patients ont été inclus lors de leurs consultations au sein des différents CCRPP et CCPP

Concernant le CHRU de Nancy, les données des patients ont été collectées depuis la mise en
place du nouvel automate XN SYSMEX® en novembre 2013. Sont ainsi inclus les patients
bénéficiant d’un diagnostic depuis cette période, tout comme les patients réévalués et/ou
suivis dans les autres centres dans le cadre de leur TC. Les autres centres ont été inclus de
manicre séquentielle, au gré des nouvelles installations de ce type d’hématimetre. La
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démarche de recrutement des patients est identique a celle de Nancy, et I’ensemble des cas est
ainsi vue de maniere rétrospective et validés par la positivité de la mutation recherchée.

Tableau X : Tableau de répartition des inclusions de patients TC par centre.

Nancy Toulouse  Strasbourg Nantes l.)aA”S

Bicétre
MYH9 8 8 1 - 3
BSS 2 - - 1 -
GPS 3 1 - - -
FLNA 1 - - - -
FPD/AML 3 - - - -
ANRKD26 - - 1 - -
WAS / XLT 2 - - - -

Les principales caractéristiques de ces patients, du diagnostic a leurs valeurs paramétriques,
sont décrites dans un tableau ci-apres.

Purpura thrombopénique immunologique

Nous avons également impliqué dans cette étude, I’ensemble des patients souffrant d’un PTL
Nous avons en effet vu précédemment que c’est avec cette affection que le diagnostic
différentiel est le plus délicat, ¢’est pourquoi nous avons souhaité évaluer la pertinence de la
mise en place d’un algorithme décisionnel.

Treize patients ont été inclus, dont 5 inclus par Nancy, 5 inclus par Lyon et 3 inclus par
Strasbourg.

L’intégralité de ces patients a été¢ diagnostiquée souffrant de PTI sur la base des dernicres
recommandations, détaillées dans un chapitre précédent (§ 2).

De méme, la description de ce groupe de patients sera détaillée dans le tableau XXXI.
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6 METHODES

L’ensemble des principaux ¢léments de notre étude sont brievement décrits en ANNEXE 2
sous la forme d’un protocole destiné a la paillasse technique d’hématologie-cytologie.

Il reprend les principaux €léments d’inclusion des patients, des conditions pré-analytiques
souhaitées ainsi que les données informatiques nécessaires a faire parvenir au laboratoire
d’hématologie biologique du CHRU de Nancy centralisant 1’étude.

6.1 Parameétres utilisés

Dans ce travail, et afin d’élaborer notre démarche diagnostique, nous utilisons principalement
les indices plaquettaires issus de la fluorescence, ceci afin de s’affranchir des limitations
décrites pour I’'impédance.

Les paramétres étudiés ont été décrits dans une partie précédente (§ 3.2.1) et sont résumés ci-
dessous :

Le canal impédance fournit le paramétre d’intérét suivant :
e P-MFV : volume plaquettaire le plus fréquent

Le canal de fluorescence permet d’obtenir les paramétres suivants :
PLT-F : numération fluorescente

IPF (% et #) : plaquettes immatures fluorescentes

H-IPF : fraction la plus fluorescente des plaquettes immatures
PLT-F-X : indice de structure

PLT-F-Y : indice d’intensité de fluorescence

PLT-F-Z : indice de taille

Dans notre démarche nous nous sommes basé sur la classification publiée par Noris et al. [6]
mais nous l’avons néanmoins vérifiée par 1’étude morphologique du frottis sanguin de
quelques patients. En effet, pour certains patients nous avons classé les plaquettes en
différents groupes en fonction de leurs tailles :

1. Les petites plaquettes, plus petites qu’une plaquette normale,

2. Les plaquettes de taille normale,

3. Les macroplaquettes, considérées comme ayant une taille inférieure ou égale a celle

d’une hématie,
4. Les plaquettes géantes, ayant une taille supérieure a celle des globules rouges.

Nous avons donc choisi de réaliser ce décompte par groupe de « taille », plutdt que par la
mesure exacte des dimensions plaquettaires a 1’aide d’oculaires micrométriques,
principalement par soucis de simplicité organisationnelle mais également afin de pouvoir
transposer nos résultats dans le plus grand nombre de laboratoires possible du fait de
’utilisation d’un matériel non spécifique.

Cependant, du fait de ’impossibilité a réaliser ces mesures sur I’ensemble des patients, ces
résultats ne sont pas rapportés dans ce travail.
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6.2 Pré-analytique
6.2.1 Délai pré-analytique

Concernant le pré-analytique, 1’étude des plaquettes est relativement exigeante. Ceci d’autant
plus si une analyse de leurs fonctions est demandée.

Ainsi pour satisfaire les besoins de 1’hémogramme il est recommandé de réaliser 1’analyse
dans les heures qui suivent la ponction veineuse. Différentes sociétés savantes ont établies que
I’¢étalement du frottis sanguin doit étre réalisé au mieux entre deux et six heures tout comme
I’hémogramme qui ne doit pas dépasser un délai de réalisation de six heures. Ces délais ont
¢té établis pour un transport a température ambiante [174][175].

Certains auteurs ont ¢galement publi¢ des données pré-analytiques dans le cadre de 1’étude du
nouvel automate XN SYSMEX®. Celles-ci rapportent que la numération plaquettaire est
stable durant 48 heures, a température ambiante comme a 4°C, pour des numérations
normales. Dans le cas de thrombopénies, le délai est diminué et la stabilité est de 1’ordre de
sept heures [109]. Cette publication a ’avantage de s’adapter spécifiquement a cet automate
et en particulier a I’utilisation du canal PLT-F. Une récente étude italienne concernant cet
automate et ses différents canaux, définit une limite d’analyse de trois heures, au-dela
desquelles certains paramétres (€rythrocytaires principalement mais également le VPM) sont
modifiés de maniére significative [176].

Néanmoins ces données ne sont valables que pour le chiffre de la numération plaquettaire et
non pas pour I’ensemble des paramétres que nous souhaitons étudier ici. Nous avons ainsi
réalisé une étude de stabilité afin d’observer le comportement de I’ensemble de ces indices en
fonction du temps.

Les résultats de cette expérience seront détaillés dans un chapitre suivant (§ 7.1.3), toutefois
nous avons utilisé un délai pré-analytique inférieur a trois heures pour I’ensemble des cas
inclus.

6.2.2 Choix de I'anticoagulant

De maniére habituelle I’hémogramme est prélevé dans des tubes contenant un anticoagulant
type EDTA. C’est I’agent permettant classiquement la meilleure conservation des cellules
sanguines.
Les fournisseurs proposent deux sels différents : EDTA K2 et EDTA K3. Ces derniers
différent selon certains criteres :
1. Les tubes contenant ’EDTA tri-potassique (EDTA K3) sont en verre et 1’agent
anticoagulant est sous forme liquide.
2. Les tubes contenant ’EDTA di-potassique (EDTA K2) sont en plastique et 1’agent
anticoagulant est vaporisé de maniere seche sur les parois.

I1 est ainsi aisé de comprendre que 'utilisation de ’EDTA K3 entraine un risque de dilution
de DI’échantillon de par la nature méme de I’anticoagulant. L’ICSH et d’autres sociétés
savantes d’hématologie recommandent ’utilisation de '’EDTA K2 pour la réalisation en
routine des hémogrammes [177][178]. Diverses différences ont été mises en évidence entre
les sels comme par exemple :

e Une diminution de la taille des hématies liée a I’augmentation de la concentration en
EDTA ainsi qu’a la différence de pH entre les deux types de tubes. Ainsi il est
rapporté une diminution du volume globulaire moyen des globules rouges avec
I’EDTA K3.

e Une variation de taille des cellules au cours du temps plus importante avec le sel tri-
potassique.
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e Une dilution de I’ensemble des parameétres de I’hémogramme 1i€ a la forme liquide de
I’anticoagulant : hémoglobine, numération plaquettaire / érythrocytaire et leucocytaire,
liée a la forme liquide de I’anticoagulant.

Néanmoins certains auteurs ont démontré que, malgré ces interférences, 1’'usage de ’EDTA
K3 n’a pas d’impact clinique en comparaison au sel di-potassique. En effet en prenant en
compte les incertitudes analytiques ainsi que les variations cliniquement acceptables,
’utilisation de I'un ou I’autre anticoagulant n’interfére pas dans les décisions cliniques et
thérapeutiques. Cependant, afin de rendre un résultat le plus juste possible 'EDTA K2 est a
privilégier. Ainsi lors de notre étude nous n’avons utilisé¢ que ce dernier type d’anticoagulant.

6.3 Extraction des données

Le centre de compétence des pathologies plaquettaires du CHRU de Nancy centralise
I’extraction des données XN SYSMEX®. L’ensemble des laboratoires inclus dans I’étude
transmettent pour chaque patient deux fichiers informatiques :

1. Le fichier *.SMP correspondant a I’enregistrement de I’ensemble des valeurs brutes
du passage du patient. Ce fichier est ensuite importé dans I’informatique embarqué de
I’automate (IPU) ce qui permet 1’extraction de ces données sous forme d’un fichier
* CSV exploitable avec un logiciel tableur. L’exportation n’est réalisée que par le
centre centralisateur de 1’étude pour des raisons pratiques. En effet celle-ci doit étre
réalisée avec un identifiant administrateur, obligeant 1’arrét du passage des patients,
car ne ce compte utilisateur n’assure plus la tracabilité technique des opérateurs. Afin
de faciliter cette démarche nous avons décidé de ne le réaliser que sur un seul site.
L’exportation génére deux fichiers *.CSV contenant pour 1'un les données de la
numération plaquettaire impédance ainsi que de la formule et le second possédant les
données de la fluorescence.

2. Un fichier *.116 qui sera utilisé par la sociét¢ SYSMEX® afin de pouvoir simuler de
nouveau le passage de 1’échantillon. Ceci permettra d’incrémenter leur base de
données afin d’analyser et de valider la démarche que nous allons essayer de mettre en
place. Ce fichier est temporaire et automatiquement supprime apres 3 semaines.

L’ensemble de la procédure d’exportation des fichiers informatiques fournie a chaque centre
participant est détaillé en ANNEXE 3.

6.4 Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées informatiquement et concernent les moyennes,
médianes, coefficients de variations ainsi que les 2,5 et 97,5 percentiles.

6.4.1 Evaluation des parametres

Afin d’étudier et de vérifier le comportement de chaque parameétre plaquettaire, nous avons
détaillé leur fidélité, en reprenant les valeurs de répétabilité ainsi que de reproductibilité,
basées sur les passages de contrdles de qualité interne (CIQ). Nous avons également utilisé les
données des CIQ externalisés afin d’approcher la justesse pour I’ensemble des paramétres
disponibles dans le programme d’externalisation. Ceci nous a permis de calculer pour ces
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derniers leurs incertitudes de mesures et ainsi évaluer de manicére globale ces parametres
plaquettaires de recherche, encore trés peu détaillés dans la littérature.

Pour le calcul des incertitudes, nous avons utilisé la formule se basant sur les données des
CIQ ainsi que des CIQ externalisés. En effet, nous n’avons pu appliquer la formule
recommandée par le COFRAC, utilisant les résultats d’EEQ, car 1’ensemble des parametres
que nous étudions dans ce travail n’en bénéficient pas.

u(C) = \/uZ(CIQ) + u?(CIQ externalisé)

u2(CIQ) représente la variance de I’ensemble des résultats de controle de de qualité interne.
u?(CIQ externalisé) représente la variance liée a la justesse.

Nous nous sommes basés sur les données disponibles de CIQ et CIQ externalisés du mois de
janvier et février 2015 couvrant I’amplitude d’utilisation du lot de CQ : QC-43211101/2/3.

L’ensemble de ces calculs statistiques sont détaillés dans les SH GTA 04 v1.0[179] et SH
GTA 14 v00[180] publiés par le COFRAC dans le cadre de I’accréditation des laboratoires de
biologie médicale.

De plus, dans le cadre de la validation de ces paramétres plaquettaires, nous avons utilisé
notre population de témoins sains dans le but d’élaborer des valeurs témoins pour chacun
d’entre eux. Pour ce faire nous avons utilisé les derniéres recommandations du Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) de 2008 afin de pouvoir utiliser de manicre
statistiquement significative notre échantillon témoin. En effet cette troisiéme révision des
recommandations internationales introduit la possibilité de déterminer des intervalles de
référence sur la base de petits échantillons par le biais d’'une « méthode robuste » [181]. Celle-
ci s’applique sur une série de distribution normale ou en y appliquant la transformée de Box-
Cox si ce n’est initialement pas le cas.

L’intégralité¢ des calculs est réalisée a 1’aide d’un logiciel (Reference Value Advisor) pour
Microsoft® Excel (Microsoft®, Redmond, WA, USA) développé par une équipe de I’Ecole
Nationale Vétérinaire de Toulouse[182].

6.4.2 Etude de stabilité

Dans le cadre de I’étude du comportement des parameétres plaquettaires, nous avons réalisé
une analyse de stabilité dans le temps.

Cette étude est réalisée sur 6 témoins sains (4 femmes et 2 hommes agés de 25 a 36 ans) dont
le sang a été prélevé sur tubes EDTA K2 et analysé sur le XN SYSMEX® 45 minutes apres la
ponction. Ce passage permettant de déterminer le point de départ T1 de 1’étude et assurer des
comparaisons ultérieures a ce dernier. Le TO est définit par le moment du prélevement (T1 =
TO + 45min).

Les échantillons sont conservés bouchés a la température ambiante du laboratoire et des
passages sur I’hématimétre sont réalisés a différents temps : 75min (T1 + 30min), 105min (T1
+ 1h), 165min (T1 + 2h), 225min (T1 + 3h), 285min (T1 + 4h), 405min (T1 + 6h), 525min
(T1 + 8h), 675min (T1 + 10,5h), 705min (T1 + 11h), 945min (T1 + 15h) et 1485min (T1 +
24h).

Au moment de chaque passage les tubes sont agités par retournements successifs par le
technicien ainsi que par I’automate. De plus, I’ensemble de ces analyses a été effectué sur la
méme chaine d’hématimeétres avec les mémes lots de réactifs.
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Les résultats sont rapportés par la moyenne, I’écart type et ’intervalle de confiance a 95% de
la moyenne des résultats des six patients. Les différences entre les différents parameétres
mesurés sont évaluées grace a un test de Student d’échantillons appariés et sont considérées
comme significatives pour des valeurs de p<0.05.

Les variations statistiquement significatives par rapport au point T1 sont évaluées en
pourcentage par une représentation de Bland-Altman et comparées a des valeurs de biais
désirables définit.

Ces spécifications de biais acceptables sont déterminées par la littérature pour certains
parametres et de manicre arbitraire pour ceux n’étant pas décrits. Dans ce dernier cas le biais
est déterminé par le double du coefficient de variation de répétabilité.

Cette analyse de stabilité est réalisée sur des échantillons sanguins obtenus de volontaires
sains, informés oralement de I’utilisation de leur prélévement dans le cadre d’une étude de
recherche. Les résultats biologiques ne leur ont pas été rapportés d’autant plus que ces
derniers n’affectent pas leur prise en charge médicale. Par voie de conséquence aucun contrat
de consentement n’a été nécessaire.

Par ailleurs les échantillons biologiques ont été anonymisés des leur prélévement afin de
garantir I’anonymat des participants.

L’étude a été conduite dans le respect de la déclaration d’Helsinki.

6.4.3 Groupes de TC

Dans le but de classer les différentes pathologies d’intérét et ainsi permettre 1’élaboration d’un
arbre décisionnel, nous avons ¢élaboré des diagrammes en « box plot» pour chacun des
parametres plaquettaires étudiés et pour chacune des pathologies. A 1’aide de ces derniers
nous comparerons nos résultats avec la classification de Noris et al. [6] qui fait actuellement
référence et qui est établie a partir de données microscopiques.

Afin de préciser cette classification, différentes courbes ROC (Receiver Operating
Characteristic) ont été produites afin d’élaborer des cuttoffs discriminants pour chaque
groupes d’entités de TC. Nous les avons réalisés pour ’ensemble des parameétres plaquettaires
d’intérét et pour chaque type de TC ainsi que pour les PTI.

Le logiciel GraphPad Prism version 6 (1992-1994 GraphPad Software, Inc) a été utilisé pour
I’ensemble de ces différentes analyses statistiques.

102



7 RESULTATS

7.1 Evaluation des performances des parameétres plaquettaires

Avant de procéder a la comparaison des paramétres plaquettaires entre les patients inclus et la
population témoin, il a été nécessaire de procéder a une évaluation de la performance de ces
parametres. En effet, pour la plupart d’entre eux, trés peu de données bibliographiques sont
disponibles ce qui explique la nécessité de documenter leur comportement.

Pour ce faire nous allons détailler différents aspects analytiques et pré-analytiques a la
maniére du dossier de vérification/validation de méthode, SH FORM 43, sclon les
recommandation du SH GTA 04 [179] édité par le COFRAC selon la norme NF EN ISO
15189.

7.1.1 Fidélité des paramétres plaquettaires

Répétabilité

Comme détaillé précédemment, la répétabilité a été réalisée pour chaque paramétre via
I’utilisation d’échantillons de CIQ.

Seuls les résultats d’un seul module XN SYSMEX® sont présentés ici, les valeurs du second
module étant identiques.

Les résultats des 30 passages sont donnés dans le tableau ci-dessous pour les trois niveaux
disponibles :

Tableau XI : Valeurs de répétabilité des paramétres plaquettaire.

Niveau bas Niveau normal Niveau haut

| Nombre | Moyenne Ecart-type CV (%) | Moyenne Ecart-type CV (%) | Moyenne Ecart-type CV (%)
PLT-1(10%9/L) 30 51,94 2,48 4,78 241,15 5,75 2,38 547,97 6,08 1,11
o MPV (L) 30 8,63 0,26 2,97 10,03 0,15 1,50 9,80 0,08 0,77
§ P-LCR(%) 30 11,91 2,13 17,90 22,21 0,96 4,33 20,65 0,51 2,48
é PCT (%) 30 0,05 0,01 11,27 0,24 0,01 3,83 0,54 0,01 1,49
- PDW (fL) 30 6,51 0,29 4,52 9,67 0,21 2,13 9,73 0,15 1,57
P-MFV (fL) 30 7,38 0,08 1,14 9,10 0,09 1,01 9,00 0,07 0,81
PLT-F (1079/L) 30 44,67 0,96 2,14 227,15 3,83 1,68 494,79 3,87 0,78
IPF (%) 30 19,24 0,47 2,43 20,22 0,41 2,03 19,91 0,48 2,43
% H-IPF (%) 30 9,00 0,33 3,70 9,87 0,38 3,84 10,45 0,30 2,89
g IPF#(G/L) 30 8,59 0,20 2,38 45,94 1,23 2,68 98,52 2,63 2,67
§ PLT-F-X(ch) 30 75,67 3,93 5,20 8,66 0,34 3,97 8,18 0,39 4,74
PLT-F-Y (ch) 30 112,13 0,91 0,81 94,03 0,35 0,37 94,12 0,23 0,25
PLT-F-Z(ch) 30 56,29 1,16 2,06 34,14 0,17 0,50 33,65 0,18 0,52

Parmi I’ensemble de ces parametres, seuls deux possedent des données bibliographiques de
répétabilité. Leurs spécifications de CV sont extraites de la base de données RICOS en tant
qu’imprécision souhaitable :

1. La numération plaquettaire est donnée a 4,6 %

2. Le volume plaquettaire moyen est donné a 2,15 %
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Cependant ces caractéristiques sont globales et non adaptées a un niveau particulier de
valeurs. C’est pourquoi les CV obtenus, légérement supérieurs aux recommandations pour
ceux obtenus en impédance, sont acceptables.

Toutefois nous pouvons observer que le canal fluorescent, sur la numération plaquettaire,
permet d’obtenir de meilleures performances en comparaison a la technologie d’impédance.
Ceci ¢étant attendu d’un point de vue technique et en accord avec les publications
internationales [105][111][112][183].

Fidélité intermédiaire

Comme détaillé précédemment, la reproductibilité a été réalisée pour chaque parameétre via
I’utilisation d’échantillons de CIQ.

Seuls les résultats d’un seul module XN SYSMEX® sont présentés ici, les valeurs du second
module étant identiques.

Les résultats des 30 passages sont donnés dans le tableau ci-dessous pour les trois niveaux
disponibles :

Tableau XII : Valeurs de fidélité intermédiaire des paramétres plaquettaires.

Niveau bas Niveau normal Niveau haut

| Nombre | Moyenne  Ecart-type CV (%) | Moyenne Ecart-type CV (%) | Moyenne Ecart-type CV (%)
PLT-1(1079/L) 30 54,46 3,31 6,08 241,52 6,16 2,55 553,62 6,84 1,23
o MPV (fL) 30 8,77 0,38 4,34 9,99 0,14 1,37 9,87 0,11 1,14
5 P-LCR(%) 30 13,07 2,97 22,69 21,98 0,99 4,49 21,00 0,73 3,49
°§ PCT (%) 30 0,05 0,01 11,61 0,24 0,01 3,80 0,55 0,01 2,03
- PDW (fL) 30 6,70 0,29 4,35 9,57 0,23 2,41 9,72 0,17 1,70
P-MFV (fL) 30 43,85 1,17 2,68 230,18 4,62 2,01 498,30 6,59 1,32
PLT-F (1079/L) 30 19,07 0,55 2,88 19,94 0,62 3,13 19,99 0,76 3,82
IPF (%) 30 8,95 0,35 3,91 9,70 0,37 3,80 10,19 0,54 5,25
g H-IPF (%) 30 8,37 0,36 4,34 45,88 1,59 3,47 99,60 4,31 4,33
9 IPF# (G/L) 30
3| PLT-EX(ch) 30
PLT-F-Y (ch) 30 - — — - — — — — —
PLT-F-Z (ch) 30 — — — e — — — — —

I1 est a observer que les spécifications de fidélité intermédiaire sont proches de celles de la
répétabilité ainsi que les observations qui en découlent.

Cependant il est nécessaire de comparer ces résultats aux spécifications du fournisseur. Ce
dernier détaille pour I’ensemble des 3 niveaux :

e (Concernant la numération plaquettaire le CV de reproductibilité¢ devrait étre compris

entre 1,5 % et 4,9 %,

e Concernant le MPV le CV devrait se situer entre 0,6 % et 3,6 %,

e Concernant I’IPF % I’intervalle est 3,3 % a 5,1 %.
Les CV calculés par le laboratoire sont trés proches de ces spécifications, hormis pour la
numération et le VPM du canal impédance. Concernant la numération plaquettaire, les
spécifications fournisseur ne sont pas détaillées entre les différents canaux, ce qui explique
que P’on retrouve un CV impédance légerement supérieur. Néanmoins il est possible de
négliger ces faibles différences devant ’absence d’impact sur les résultats patients. En effet
les variations de numération et de VPM sont tres faibles sur ce niveau bas.
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Toutefois, il est intéressant de relever que sur le niveau haut, le PLT-F posséde un CV plus
important que la numération par impédance et que sur le niveau bas le PLT-F montre de bien
meilleures performances.

Le laboratoire a de plus établi que la limite de quantification du canal PLT-F est de 3 G/L
(données laboratoire et non présentées ici).

7.1.2 Incertitudes des paramétres plaquettaires

Dans le but d’étudier les performances et le comportement des différents parametres
plaquettaire que nous utilisons, nous avons calculé, pour lesquels cela était possible, les
incertitudes de mesure. Cette donnée analytique nous permet de mieux appréhender
I’interprétation des différents parametres ainsi que de nous aider dans le choix arbitraire de
biais au niveau de 1’étude de stabilité, choix que nous détaillerons dans le chapitre
correspondant § 7.1.3.

Comme décrit précédemment (chapitre § 6.4.1), I’ensemble des calculs est présenté dans le

document SH GTA 14 v00 [180] et les résultats sont présentés dans le tableau XIII ci-
dessous :
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Janv-15 févr-05 Moyenne Ecarttype Composante Mo(\j/enne Moyenne . )
des biais  des biais ClQext e des CV Incertitude composée

Lot - QC-43211101/2/3 QC-43211101/2/3 moyennes
Vojenne | CYOQ Moyenne  Bais | Moyerne  CY0IQ Moyerne el Mo sk uCQe)  me G U UKD %
PLT-I N1 |31 54.8 5.32 56.4 -2.84 |8 54.8 4.51 56.5 -3.01 -2.92 0.122 2.862 54.80 4.92 3.18 6.36 11.61
(G/L) N2 (31 2345 1.43 241 -2.70 |8 2346 1.62 241.1 -2.70 -2.70 0.001 2.424 234.55 1.53 3.90 7.80 3.33
N3 |31 5317 0.91 551.1 -3.52 |8 5344 1.06 551.2 -3.05 -3.28 0.334 3.707 533.05 0.99 559  11.18 2.10
PDW N1 |31 6.56 3.35 6.48 123 |8 6.51 3.67 6.49 0.31 0.77 0.66 0.63 6.54 3.51 0.82 1.65 25.24
(fL) N2 |31 8.68 1.53 8.55 1.52 8 8.69 1.28 8.56 1.52 1.52 0.00 0.77 8.69 1.41 0.89 1.77 20.40
N3 |31 8.93 1.09 8.78 1.71 |8 8.92 0.96 8.79 1.48 1.59 0.16 0.87 8.93 1.03 0.94 1.88 21.04
MPV N1 |31 8.61 3 8.47 165 |8 8.61 2.96 8.48 1.53 1.59 0.08 0.85 8.61 2.98 0.96 1.92 22.27
(fL) N2 |31 9.9 0.9 9.75 154 |8 9.96 1.13 9.76 2.05 1.79 0.36 1.20 9.93 1.02 1.10 2.20 22.18
N3 |31 9.68 0.53 9.56 1.26 |8 9.65 0.46 9.56 0.94 1.10 0.22 0.45 9.67 0.50 0.67 1.35 13.94
P-LCR N1 |31 9.7 18 9.67 031 |8 10.01 18.96 9.73 2.88 1.59 1.82 4.14 9.86 18.48 2.73 5.46 55.43
(%) N2 |31 19.27 3.57 18 7.06 |8 19.69 3.67 18.05 9.09 8.07 1.44 23.77 19.48 3.62 493 9.85 50.58
N3 |31 18.13 2.23 17.03 6.46 8 17.94 2.23 17.06 5.16 5.81 0.92 12.09 18.04 2.23 3.50 7.00 38.82
IPF% N1 (31 19.32 1.19 19.27 026 |8 19.36 1.83 19.27 0.47 0.36 0.15 0.07 19.34 1.51 0.39 0.78 4.02
(%) N2 (31 1991 1.96 20 -045 |8 20 1.75 20 0.00 -0.23 0.32 0.12 19.96 1.86 0.51 1.01 5.06
N3 (31  19.89 2.49 20 -0.55 |8  19.98 1.87 20 -0.10 -0.32 0.32 0.14 19.94 2.18 0.57 1.14 5.72
PLT-F N1 |31 53.7 1.58 53.3 075 |8 54.3 1 53.3 1.88 1.31 0.80 1.21 54.00 1.29 1.30 2.60 4.82
(G/L) N2 |31 255.2 1.66 256.4 -0.47 |8 264 1.04 257.2 2.64 1.09 2.20 5.24 259.60 1.35 4.19 8.37 3.22
N3 |31 553 0.82 551 036 |8 5623 0.94 551.9 1.88 1.12 1.08 1.58 557.65 0.88 5.07 1013 1.82
PLT-F-Z N1 |31 49.77 1.62 49.39 0.77 8 50.1 1 49.49 1.23 1.00 0.33 0.44 49.94 1.31 0.93 1.86 3.73
(ch) N2 |31 34.3 0.61 33.74 1.66 |8 343 0.85 33.74 1.66 1.66 0.00 0.92 34.30 0.73 0.99 1.98 5.78
N3 (31  34.62 0.6 34.01 1.79 |8 34.56 0.89 33.99 1.68 1.74 0.08 1.01 34.59 0.75 1.04 2.08 6.00

Tableau XIII : Calculs d'incertitudes des paramétres plaquettaires.
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Nous pouvons observer que selon le niveau du contrdle I’incertitude varie. En effet cette
derniére augmente de manicre inversement proportionnelle au niveau du controle utilisé.

Toutefois nous pouvons comparer les performances du canal impédance et fluorescence via
I’observation des résultats des deux numérations. Nous obtenons pour le niveau bas (~50 G/L)
11,61 % en impédance alors que le PLT-F donne une incertitude de 4,82 %. Ceci permet de
confirmer la supériorité de ce canal dans la zone des faibles numérations.
Concernant les deux autres niveaux, les différences se lissent et deviennent négligeables
confortant I’indication d’utilisation du PLT-F dans les thrombopénies :

e Niveau 2 (~230 G/L) : PLT-I: 3,33 % et PLT-F : 3,22 %

e Niveau 3 (~550 G/L) : PLT-I:2,10 % et PLT-F : 1,82 %

Toutefois, I’ensemble des paramétres plaquettaires utilisés dans notre travail n’a pu faire
I’objet d’une évaluation de son incertitude du fait de 1’indisponibilité de leurs valeurs de CIQ
externalis¢ ou encore d’EEQ. Ceci explique 1’absence de données pour I’H-IPF ainsi que les
PLT-F-X, PLT-F-Y, P-MFV et IPF#.

Il serait attendu d’obtenir des résultats similaires pour les différents parameétres évaluant le
degré de fluorescence (H-IPF, IPF# et IPF%) ainsi qu’entre les différents indices de
cytométrie en flux (PLT-F-X, PLT-F-Y et PLT-F-Z) sans pour autant avoir pu les calculer.

7.1.3 Stabilité des parameétres plaquettaires

Toujours dans le but d’évaluer les performances et la robustesse des paramétres plaquettaires,
nous avons réalisé une étude de stabilité dans le temps de ces derniers. Ceci étant réalisé a
température ambiante.

Les résultats sont décrits dans les tableaux ci-dessous :

Tableau XIV : Résultats étude de stabilité des paramétres plaquettaire.

45’ (T1) 75’ (T2) 105’ (T3) 165’ (T4) 225’ (T5) 285’ (T6)

Parametres mean + SD mean + SD mean + SD mean + SD mean + SD mean + SD
95% Cl for mean 95% Cl for mean 95% Cl for mean 95% Cl for mean 95% Cl for mean 95% Cl for mean

PLT-I 244,8 + 25,9 246,3 £ 29,46 244,3 + 23,3 246,3 + 24,66 255,8 + 25,29 248 + 27,44
(1079/L) 217,6 to 272 215,4t0277,2 219,9to 268,8 220,5t0272,2 229,3t0282,4 219,2t0276,8
MPV (fL) 10,52 £ 0,6306 10,65 +0,5753 10,68 +0,5879 10,68 £0,5947 10,68 +0,5672 10,82 +0,5776
9,855t0 11,18 10,05 to 11,25 10,07 to 11,3 10,06 to 11,31 10,09t0 11,28 10,21to 11,42

P-LCR (%) 29,05+ 5,162 30,2 + 4,997 30,58 + 4,659 30,3 +4,885 30,68 +4,717 31,75+4,594
? 23,63 to 34,47 24,96 to 35,44 25,69 to 35,47 25,17to0 35,43 25,73t035,63 26,93 to0 36,57

PDW (fL) 12,18 +1,361 12,1+1,193 12,23 +1,155 12,35+ 1,307 12,72 +1,179 12,92 +1,289
10,75 to 13,61 10,85t0 13,35 11,02to 13,45 10,98 to0 13,72 11,48t0 13,95 11,56to 14,27

P-MFV (fL) 8,55+ 0,5577 8,783 +0,5601 8,783 +0,4579 8,833 10,4844 8,9+0,506 8,917+0,4792
7,965 to0 9,135 8,196t09,371 8,303 t09,264 8,325t09,342 8,369t09,431 8,414 t09,42

PLT-F (1079/L) 237,2+22,21 238,8 +21,78 235,3 +21,29 231,3+22,78 220,8 + 28,38 229,8 +20,82
213,9to 260,5 216 to 261,7 213 to 257,7 207,4to 255,2 191,1to 250,6 208 to 251,7

IPF (%) 2,633+0,9791 2,567 £ 0,9893 2,683 +1,023 2,95+ 1,088 2,65 +0,9268 2,967 £1,111

’ 1,606 to 3,661 1,528 to 3,605 1,61 to 3,756 1,809t04,091 1,677to03,623 1,801to 4,133

H-IPF (%) 0,8167 £0,3764 0,7833+0,3312 0,85+0,3834 0,9167 +0,3601 0,8 £0,3742 0,9 +0,4427
? 0,4217to 1,212 0,4358t01,131 0,4476t0 1,252 0,5388t0 1,295 0,4073to0 1,193 0,4354to 1,365
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IPF# (G/L) 6,133 +1,917 5,8+1,921 6,05+ 1,864 6,933+ 2,168 5,7+1,462 6,867 + 2,229
4,122 to 8,145 3,784t07,816 4,094 to 8,006 4,6591t09,208 4,166t07,234 4,528 t0 9,205
PLT-F-X (ch) 77,75 £ 3,167 75,83 + 3,431 76,67 + 3,002 77,87 £ 2,803 75,87 +3,19 77,83 + 3,099
74,43 to 81,07 72,23t079,43 73,52t0 79,82 74,92t080,81 72,52t079,21 74,58 to 81,09
PLT-F-Y (ch) 64,93 + 4,326 63,57 + 4,069 62,68 + 3,917 63 +4,533 61,7 +4,303 61,8 + 4,459
60,39 to 69,47 59,3t0 67,84 58,57 to 66,79 58,24t0 67,76  57,18t0 66,22 57,12 to 66,48
PLT-F-Z (ch) 44,62 + 1,125 44,17 £ 0,9873 44,13 +1,169 44,28 + 1,288 44,55 + 1,425 44,52 + 1,493
43,44 t0 45,8 43,13t045,2 42,91to 45,36 42,93t045,63 43,05t046,05 42,95 to 46,08
405’ (T7) 525’ (T8) 675’ (T9) 705’ (T10) 945’ (T11) 1485’ (T12)
Parametres mean + SD mean + SD mean + SD mean + SD mean + SD mean + SD
95% Cl for mean 95% Cl for mean 95% ClI for mean 95% Cl for mean 95% Cl for mean 95% Cl for mean
PLT-I 252,7 £ 25,57 247 + 26,53 257,8 22,52 253,8 +27,08 253,3+£29,38 249 + 26,81
(1079/L) 225,8t0 279,5 219,2t0 274,8 234,2t0281,5 225,4t0282,3 222,5t0284,2 220,9to277,1
MPV (L) 10,65 +0,5822 10,75 £ 0,6285 10,73 +0,5645 10,68 +0,5707 10,75+0,5468 10,73 £0,6623
10,04 to 11,26 10,09 to 11,41 10,14to 11,33 10,08t0 11,28 10,18to 11,32 10,04 to 11,43
P-LCR (%) 30,28 +4,575 31+5,052 30,8 + 4,537 30,67 £ 4,636 30,92 £ 4,641 30,88 £ 5,351
? 25,48 to 35,08 25,7 to 36,3 26,04 to 35,56 25,8t0 35,53 26,05 to 35,79 25,27 to0 36,5
PDW (fL) 12,63 +1,003 12,33 +£0,9668 12,72 £1,107 12,53 +1,134 12,27 +1,176 12,65 +1,294
11,58 to 13,69 11,32t0 13,35 11,55t013,88 11,34to0 13,72 11,03t0 13,5 11,29to 14,01
P-MEV (fL) 8,783 +0,5037 8,983 +0,4792 8,883 £ 0,5672 8,96 + 00,4159 8,92 +0,497 8,917 +0,5776
8,255t09,312 8,48 t0 9,486 8,288t09,479 8,444t09,476 8,303 to 9,537 8,31t09,523
PLT-F (10A9/L) 235,7 £23,72 228,3 +23,08 241,5 + 23,76 230,7 £ 21,12 244,4 + 23,44 229,2 +20,68
210,8 to 260,6 204,1to 252,6 216,6 to 266,4 208,5to0 252,8 215,3t0273,5 207,5to 250,9
IPF (%) 2,817 £1,091 2,683 +0,9766 2,833+1,061 2,733+0,9626 2,86 + 1,155 2,8+1,004
’ 1,672 to 3,961 1,658 to 3,708 1,719t0 3,947 1,723t03,744 1,426t04,294 1,746 to 3,854
H-IPF (%) 0,9167 £ 0,407 0,8333+0,3615 0,9333 +0,4457 0,85 +0,4037 0,88 + 00,4382 0,85+0,3674
? 0,4895 to 1,344 0,454t0 1,213 0,4656t0 1,401 0,4263t0 1,274 0,3359to 1,424 0,4644to0 1,236
IPF# (G/L) 6,5+ 2,137 6+1,817 6,733 +2,153 6,167 + 1,807 6,86 + 2,333 6,25+ 1,768
4,257 to 8,743 4,094 to 7,906 4,474 to 8,993 4,27t0 8,063 3,963t09,757 4,394 to 8,106
PLT-F-X (ch) 78 £2,754 76,35 + 3,057 78,42 + 2,757 76,88 2,484 80,86+ 7,014 77,28 2,648
¢ 75,11 to 80,89 73,14 to 79,56 75,52 to 81,31 73,8t079,96 72,15to 89,57 74,5 to 80,06
PLT-F-Y (ch) 60,63 + 4,189 59,47 £ 4,022 59,5 + 4,549 60,34 + 4,308 59,02 + 4,355 54,17 + 4,129
56,24 to 65,03 55,25 to 63,69 54,73 to 64,27 54,99t0 65,69 53,61 to 64,43 49,83 to 58,5
PLT-F-Z (ch) 44,58 + 1,391 44,4 + 1,449 44,32 + 1,45 44,6 +1,525 44,3 +1,742 42,78 + 1,658
¢ 43,12 to 46,04 42,88 to 45,92 42,8t045,84 42,71t046,49 42,14t046,46 41,04 to 44,52

Les résultats sont exprimés selon les temps d’analyse en minutes, avec la moyenne « mean » associé a son écart
type « SD ». Nous indiquons également I’intervalle de confiance a 95% de la moyenne « 95% CI for mean ». La
moyenne correspond a celle des six patients pour les différents paramétres étudiés.

Afin d’interpréter les résultats de cette étude de stabilité, pour les résultats qui apparaissent
statistiquement différents du T1, nous avons comparés les biais obtenus a des biais de

référence.

Tous les paramétres ne disposant pas de données bibliographiques, nous avons défini
arbitrairement des biais de référence. Ceci sur la base du calcul : (selon la norme NF ISO
5725-6 du 01-12-1994)
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EC=28x Oreproductibilité
et
EC x 100

moyennereproductibilité

B (%) =

Néanmoins nous ne disposons pas de données de reproductibilité pour la totalité de nos
parametres. Le cas échéant la fidélité intermédiaire a été approchée a I’aide du CV de
répétabilité selon la formule ci-dessous, permettant par la suite la détermination du biais
limite [184] :

CVreproductibilité =133x CVrépétabilité
L’ensemble de ces valeurs est résumé dans le tableau ci-dessous :

Tableau XV : Détermination des biais limite pour 1'étude de stabilité.

Parametre Nombre Moyenne Ecart-type 2,8 x Ecart-type Biais (%)
(Oreproductibvilite) (EC)
PLT-I (1079/L) 50 241,52 6,16 17,24 7,14
MPV (fL) 50 9,99 0,14 0,38 3,84
P-LCR (%) 50 21,98 0,99 2,76 12,56
PDW (fL) 50 9,57 0,23 0,65 6,74
P-MFV (fL) 30 9,10 0,122 0,34 3,76
PLT-F (1079/L) 50 230,18 4,62 12,93 5,62
IPF (%) 50 19,94 0,62 1,75 8,75
H-IPF (%) 50 9,70 0,37 1,03 10,65
IPF# (G/L) 50 45,88 1,59 4,46 9,71
PLT-F-X (ch) 30 8,66 0,46 1,28 14,77
PLT-F-Y (ch) 30 94,03 0,75 2,10 2,23
PLT-F-Z (ch) 30 34,14 0,225 0,63 1,85

Dans le tableau ci-dessous, pour chaque temps est précisée, la valeur du « p-value » déterminé
par le test de Student d’échantillons appariés évaluant la significativité de la différence avec
T1 (p<0,05), le biais obtenu par la transformée de Bland-Altman le cas échéant ainsi que les
limites de concordance a 95% « 95% CLA ».

Nous observons que la numération plaquettaire, en technologie impédance et fluorescence,
donne des résultats statistiquement plus différents que les autres parametres €tudiés. Le seuil a
partir duquel les biais deviennent supérieurs a nos références est d’environ 165 minutes soit
3h [176]. Cependant des valeurs non statistiquement différentes sont retrouvées dans la suite
de I’étude de stabilité¢ a différents temps : 285 min, 525 min, 945 min et 1485 min par
exemple pour le PLT-I.

Le PLT-F-Y confirme la méme donnée de stabilité, sortant de I’intervalle de référence fixé
apres T4 soit environ 3h. Toutefois ce-dernier reste significativement différent tout au long de
la suite de I’étude. On constate également que la valeur de « p-value » augmente au cours du
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temps, ce qui traduit une évolution linéaire de la dérive du paramétre. Caractéristique visible
sur le graphique correspondant ci-dessous (figure 27).

Les différents autres parameétres montrent des différences statistiquement significatives,
relativement rapidement pour certains, mais évaluées avec des biais négligeables.

Ces résultats de stabilité confirment 1’utilisation de notre délai limite de 3h durant notre étude.

Cependant nous détaillerons dans le chapitre de la discussion (§ 8.1) I’instabilit¢ de la
numération plaquettaire au-dela de 3 heures.
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75 (T2) 105 (T3) 165 (T4) 225 (T5) 285 (T6) 405 (T7) 525 (T8) 675 (T9) 705 (T10) 945 (T11) 1485 (T12)
Temps (min) pvsT1l pvsT1l pvsT1l pvsT1l pvsTl pvsT1l pvsT1 pvsT1 pvsT1l pvsT1l pvsT1l
P % biais % biais % biais % biais % biais % biais % biais % biais % biais % biais % biais
(95% CLA)  (95% CLA)  (95% CLA)  (95% CLA)  (95% CLA)  (95% CLA)  (95% CLA)  (95% CLA)  (95% CLA)  (95% CLA) (95% CLA)
Parametre Biais souhaitable
p=0,6853  p=0,7558 | p=0,6689 p=0,0805 p=0,0365
-4,167
- A + 0, 7
PLT-1 (1079/L) +7,14% (11,22
2,891)
p=0,0429 p=0,0108  p=0,1051 p=0,1051 p=0,0234 p=0,1576 p=0,0127 p=0,0155 p=0,1412 p=0,0086 p=0,0706
-0,1333 -0,1667 -0,3000 -0,2333 -0,2167 -0,2333
+ o 3 A A 3 3 A
MPV (fL) +3.84% (-0,3707;  (-0,3691; (-0,7469 ; (-0,5284;  (-0,5052; (-0,5011 ;
0,1040) 0,03576) 0,1469) 0,06175) 0,07184) 0,03445)
p=0,0082 p=0,0043  p=0,0645 p=0,1159 p=0,0031 p=0,0487 p=0,0105 p=0,0187 p=0,0330 p=0,0051 p=0,0648
P-LCR (%) ‘12,56 % -1,150 -1,533 -2,700 -1,233 -1,950 -1,750 -1,617 -1,867
) ° - 140D 70 (-2,455;  (-3,024;- (-5,135; - (-3,518; (-4,298 ; (-4,204 ; (-4,274; (-3,749;
0,1545) 0,04236) 0,2645) 1,051) 0,3979) 0,7035) 1,040) 0,01602)
p=0,7063 p=0,6812  p=0,5166  p=0,0958 p=0,0207 p=0,1135 p=0,5823 p=0,0477 p=0,2940 p=0,6109 p=0,0842
-0,7333 -0,5333
+ 0
PDW (fL) 6,74 % (-1,790; (-1,515;
0,3234) 0,4480)
p=0,0224  p=0,0335 p=0,0228  p=0,0059 p=0,0104 p=0,0648 p=0,0003 p=0,0005 p=0,0299 p=0,0046 p=0,0019
P-MEV (fL) 376 % -0,2333 -0,2333 -0,2833 -0,3500 -0,3667 -0,4333 -0,3333 -0,3200 -0,2800 -0,3667
BRI (-0,5766; (-0,6187; (-0,7022; (-0,7167; (-0,8078 ; (-0,6707 ;- (-0,5358;- (-0,7449; (-0,4947;- | (-0,6618 ;-
0,1099) 0,1521) 0,1355) 0,01668) 0,07451) 0,1960) 0,1309) 0,1049) 0,06529) 0,07158)
p=0,2332 p=0,2610 | p=0,0016
5,533
- A + 0, ’
PLT-F (1079/L) +5,62% (1,293 ;
10,37)
p=0,3632 p=0,6355  p=0,0151 p=0,8618 p=0,0224 p=0,1855 p=0,6355 p=0,1019 p=0,4971 p=0,0608 p=0,0305
-0,3167 -0,3333 -0,1667
o " o A A A
IPF (%) £5,62% (-0,7355; (-0,8240; (-0,4345 ;
0,1022) 0,1573) 0,1011)
H-IPF (%) +10.65 % p=0,5761 p=0,6606 p=0,1438 p=0,7412 p=0,2892 p=0,2532 p=0,7926 p=0,1801 p=0,6383 p=0,4263 p=0,4650
p=0,0766 p=0,7271  p=0,0171 p=0,3260 p=0,0391 p=0,3080 p=0,6336 p=0,0825 p=0,9295 p=0,0652 p=0,4276
-0,8000 -0,7333
+ o A ]
IPF# (G/L) +9,71 % (-1,895 ; (-2,002 ;
0,2948) 0,5349)
p=0,0025 p=0,0027  p=0,6952 p=0,0027 p=0,7691 p=0,3746 p=0,0188 p=0,0600 p=0,0325 p=0,2669 p=0,3228
1,917 1,083 1,883 1,400 1,420
. i o , / , , ,
PLT-F-X (ch) 14,77 % (0,2749 ; (0,1359; (0,2415; (-0,5639; (-0,5173;
3,558) 2,031) 3,525) 3,364) 3,357)
p=0,0038 p=0,0010 | p=0,0018
1,367 2,235 1,933
-F- + 0, ’ ’ a
PLT-F-¥ (ch) £2,23% (0,07445;  (0,6783; (0,3917 ;
2,659) 0,6783) 3,475)
p=0,0965 p=0,2361  p=0,4838 p=0,8803 p=0,8475 p=0,9394 p=0,6166 p=0,5391 p=0,5993 p=0,4260 p=0,0201
1,833
-F- —+ 0
PLT-F-Z (ch) +1,85% (-0,7865 ;
4,453)

Tableau XVI : Résultats des biais de 1'étude de stabilité des parameétres plaquettaire.
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Figure 26 : Représentations graphiques de la stabilité des paramétres du canal impédance.
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Figure 27 : Représentations graphiques de la stabilité des paramétres du canal fluorescent.
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7.2 Valeurs témoins

A partir des données témoins, nous avons pu établir des valeurs témoins pour I’ensemble des
parametres que nous utilisons, méme si nous ne disposons que d’une petite population saine.
L’ensemble des résultats est disponible dans les tableaux ci-dessous :

Tableau XVII : Valeurs brutes de I'ensemble des témoins sains.

Impédance Fluorescence
Age Sexe PLT-I| MPV | P-LCR PCT | PDW | P-MFV | PLT-F IPF IPF# H-IPF | PLT-F-X | PLT-F-Y | PLT-F-Z

(G/U)| (fL) (%) (%) | (f) (fL) (G/L) | (B [ (G/H) | (%) (ch) (ch) (ch)
Témoinl 39 209 9,9 24,1 0,21 11,3 7,8 235 3,8 8,9 1,1 78,8 60,6 42
Témoin2 30 297 10,6 29 0,31 11,7 8,3 319 2,8 8,9 0,9 75,9 64,3 45,5
Témoin3 28 280 9,3 18,7 0,26 9,7 7,8 301 1,1 3,3 0,3 72,3 63,3 44,1
Témoind 35 199 9,5 20,6 0,19 10,2 7,9 222 1,3 2,9 0,4 76,4 64,1 44,6
Témoin5 45 226 9,6 24,9 0,22 13,7 8 241 1,6 3,9 0,4 73,6 58,7 45,4
Témoiné 50 296 9,6 22,7 0,29 10,7 7,8 341 1,7 5,8 0,5 75,1 63,7 42
Témoin7 28 225 11,6 38 0,26 14,9 9,4 206 3,7 7,6 1,1 82,4 67,6 48,2
Témoin8 27 257 10,2 27 0,26 12,4 8,3 260 1,9 4,9 0,4 75,4 67,5 47,4
Témoin9 24 269 9 16,5 0,24 10,1 7,7 299 0,9 2,7 0,3 73,6 57,3 44,1

Témoinl0 32
Témoinll 25
Témoin12 53

257 9,1 16,7 0,23 9.3 7,6 304 09 2,7 0,2 71,7 61,5 44,2
272 9,5 219 0,26 10,7 7,7 297 1,7 5 0,5 75,4 60,6 44,2
180 11,4 36,3 0,21 14,1 9,5 205 6,7 13,7 2,4 80,9 62,7 45,9

Témoin13 53 241 10 251 0,24 11,2 8,6 269 2,2 59 0,6 79 61,3 44,3
Témoinld 57 219 11,5 371 0,25 14,3 9,3 221 56 12,4 1,8 86,1 65,5 45
Témoinl5 62 222 9,7 21,9 0,21 111 8,1 256 3,2 8,2 1 75,1 51,7 40,5
Témoinlé 60 246 9,9 244 0,24 116 8,1 277 2,4 6,6 0,6 78 57,6 42
Témoinl7 44 215 10,3 28,5 0,22 12,2 8,7 231 2,4 55 0,6 81,1 66 46

Témoinl8 57
Témoinl9 25
Témoin20 28
Témoin21 27
Témoin22 24
Témoin23 24
Témoin24 25
Témoin25 37
Témoin26 52
Témoin27 28
Témoin28 32
Témoin29 68
Témoin30 26
Témoin31l 28

232 11,5 37,1 0,27 15 9 225 4,7 10,6 1,7 79,3 64,2 43,4
219 9,9 248 0,22 11,2 7,8 240 19 46 0,5 74,8 61 42,8
236 11 34,2 0,26 13,4 9 246 4,4 10,8 1,3 83,7 73,9 47,2
303 104 268 031 10,8 8,2 339 3,1 10,5 11 76,7 67,7 45,6
241 9,7 22,6 0,23 10,9 8 234 1,6 3,7 0,4 69,7 55,3 42,6
272 9,3 19,1 0,25 9,8 7,7 295 15 44 0,5 72,7 59,1 44

191 11,3 349 021 14 8,8 190 48 91 1,3 82,9 70,2 48,3
307 10,3 27 0,32 12,1 8,5 325 2,8 91 0,8 81,9 66,7 44,1
268 10,3 26,6 0,28 12 8,4 275 2,9 8 0,8 78,8 67,3 45,9
267 8,9 15,7 0,24 8,9 7,4 306 1,2 3,7 0,3 71,6 55,1 41,6
211 10,1 24,4 0,21 104 8,2 227 2,3 5.2 0,7 81,5 67,2 46,1
232 109 32,7 0,25 13,2 9,2 243 35 85 1 84,1 69,7 46,3
229 11,3 358 0,26 13,9 9 208 4 8,3 1 82,2 66,5 42,5
240 106 30,1 0,25 129 88 246 25 6,2 0,7 80,4 69 45,5

M MTTNMETNZITNnESnSssnZZs2nanmnanamnnamnanS

En grisé apparaissent les patients fumeurs.

A T’aide de I’outil informatique « Reference Value Advisor » et de notre population témoin,
nous avons calculé des valeurs témoins pour les différents parameétres :

Tableau XVIII : Valeurs témoins des paramétres obtenus a ’aide du canal fluorescent.

Fluorescence

PLT-F(G/L) | IPF(%) | IPF#(G/L) | H-IPF (%) | PLT-F-X(ch) | PLT-F-Y(ch) | PLT-F-Z(ch)

Valeurs réf | [182-362,7] [0,75-6,56] [1,38-13,7] [0,21-2,25] [69-86,86] [52,04-73,06] [40,38-48,64]
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Tableau XIX : Valeurs témoins des parametres obtenus a I’aide du canal impédance.

Impédance

PLT-I (G/L) MPV (fL) P-LCR (%) PCT (%) PDW (fL) | P-MFV (fL)

Valeurs réf | [180,8-319,5] [8,73-12,09] [13,99-41,59] [0,19-0,326] [8,71-15,87] [7,3-9,75]

Afin de valider notre population témoin et de pouvoir I’assimiler a la population générale,
nous avons utilis€¢ la numération plaquettaire comme indicateur. En effet, concernant ce
parametre nous obtenons des valeurs comparables a celles communément décrites et utilisées
pour I’adulte de 150 - 400 G/L [185][121].

Ceci permet de confirmer [’hypothése que notre échantillon de témoins sains est représentatif
de la population générale dans le cadre de notre travail.

L’établissement de ces valeurs témoins va nous permettre, en sus de participer a 1’évaluation
globale de ces parametres, de concourir a la détermination de seuils discriminants pour les
diverses pathologies.

7.3 Groupes de TC

Afin d’illustrer la répartition des parametres selon les différentes pathologies, nous avons
réalisé les graphiques ci-dessous, regroupant la médiane, le minimum ainsi que le maximum
mais également le premier et le troisiéme quartile de chaque population.
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représentés les patients sains. Les patients
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7.3.1 Thrombopénies constitutionnelles a plaquettes géantes
Vingt-quatre patients présentant une TC a plaquettes géantes ont été inclus.

Parmi eux vingt présentent un syndrome MYHY, dont huit provenant du centre de Toulouse,
huit inclus a Nancy, un a Strasbourg et trois a Paris (en gris apparaissent dans le tableau ci-
dessous les patients inclus par Toulouse, le patient 17 inclus par Strasbourg et les trois
derniers par Paris). Une thrombopénie est observée dans 19 cas sur 20, impédance et
fluorescence confondus, avec pour I’ensemble des patients un IPF % trés augmenté traduisant
I’importante présence de plaquettes immatures. La fraction H-IPF pour I’ensemble des cas est
¢galement trés augmentée.

La thrombopénie est plus ou moins importante, avec des valeurs s’échelonnant de 18 G/L a
131 G/L.

Les indices de taille plaquettaire, P-MFV et PLT-F-Z, sont pour 19 des cas présents tout
autant trés supérieurs aux valeurs témoins établies. Néanmoins un patient présente des valeurs
dans I’intervalle de référence.

Les autres parameétres de fluorescence sont aussi retrouvés augmentés dans I’ensemble de la
population étudiée (excepté un patient au niveau PLT-F-Y).

Ces vingt patients sont tous génétiquement caractérisés au niveau de leurs mutations.
Cependant toutes n’ont pas rapportées dans ce travail (signalés par une * dans le tableau XX).
Un second tableau (tableau XXI) regroupe les différentes mutations retrouvées.

Parmi les patients atteints d’une TC a plaquettes géantes, nous avons également inclus quatre
cas de syndrome de Bernard-Soulier homozygote, dont deux provenant de Nancy, un du
centre de Nantes et un de Paris (en gris dans le tableau).

Tous les quatre présentent une thrombopénie marquée a moins de 50 G/L associée a un IPF %
trés largement augmenté et également supérieur a ceux des patients MYH9. La fraction la plus
fluorescente, H-IPF, est elle-aussi fortement supérieure aux valeurs témoins.

Concernant les paramétres d’évaluation de la taille plaquettaire, nous pouvons observer
qu’hormis les patients 1 et 4 qui présentent des valeurs dans I’intervalle de référence, les deux
autres montrent un P-MFV comparable aux cas de MYH9 de méme qu’un PLT-F-Z
amplement supérieur aux témoins ainsi qu’aux MYHO.

Le tableau XXII ci-dessous regroupe I’ensemble des mutations retrouvées pour les patients
inclus.

I1 est a noter que pour seulement six patients sur vingt-quatre des valeurs ont été rendues pour
le canal impédance, ce qui illustre parfaitement I’intérét du PLT-F lors de la présence de
grandes plaquettes. En effet la différence entre la numération par fluorescence et celle par
impédance est systématiquement positive, signifiant la sous-estimation du compte en
impédance liée aux plaquettes géantes.
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Tableau XX : Résultats des valeurs des différents paramétres plaquettaires des patients inclus dans le
groupe ""plaquettes géantes''.

Impédance Fluorescence
PLT-I | VPM P-LCR PCT | PDW | P-MFV PLT-F IPF IPF# H-IPF

Gl | e | | ww | o Jem | e lem] g [PTTX] PR PR
, 180,8 873- 13,99- 019- 871-  73- 182-  075- 138-  021- 69 - 52,04 - 40,38 -
Valeurs réf -319,5 12,00 41,59 0,326 1587 9,75 3627 656 137 2,25 86,86 73,06 48,64
Patient1* MYH9 125 139 538 0,17 21,9 11,3 131 17,2 22,5 8,4 90,1 80,5 54,1
Patient2* MYH9 93 13,6 52,3 0,13 234 10,8 111 23,9 26,5 12,1 99,1 85,2 52,8
Patient3* MYH9 89 14,1 559 0,13 22,8 11,5 98 26,4 25,9 14,8 100,3 78,6 48,6
Patient4 MYH9 62 - 15,8 72 31,6 22,8 16,5 109,3 115,8 68
Patient5 MYH9 ] J— 17,3 56 46,3 25,9 27,4 1251 127,5 82,3
Patient6 MYH9 64 - ———- ———- ———- 14,1 69 27,2 18,8 12,6 108,3 107,9 69,4
Patient7* MYH9 21 -——- -——- —-- —-- 16,4 30 43,2 13 24,5 123,3 108,7 70,7
Patient8* MYH9 53 -— -— -——- - 23,4 80 51 40,8 29,7 128,3 132,7 82,7
Patient9 MYH9 36 -— -— ——- - 21,4 58 49 28,4 29,1 127,3 129,5 82,8
Patient10 MYH9 18 -— -— ——- - 14,9 27 53,4 14,4 40,6 131,6 134,1 85,6
Patient11 MYH9 45 - - - -—-- 18,5 59 45,4 26,8 26,2 125 128,1 76,9
Patient12 MYH9 44 - —— —— —— 17,6 54 40,3 21,8 23,6 120,1 126,5 80,3
Patient13 MYH9 97 —— —— —— - 15,4 105 345 36,2 18,5 110,9 117,5 74,7
Patient14* MYH9 193 129 47,1 0,25 16,6 10,2 205 15,4 31,6 7,6 91 71,1 51
Patient15* MYH9 120 14,6 59,1 0,18 22,2 12,5 128 25,3 32,4 10,7 105,4 92,7 52,8
Patient16 MYH9 66 -— -— -—-- - 18,4 75 39,8 299 21,3 117,8 116,3 68,5
Patient17 MYH9 62 -— -— ——- - 15,6 80 40,9 32,7 259 112,2 106,8 67,7
Patient18 MYH9 47 —— —— —— —— 18,6 71 66,6 47,3 49,6 147,3 140,1 82,9
Patient19 MYH9 12 —— —— —— —— 11,1 56 74,8 419 61,4 163,1 159,6 93,8
Patient20* MYH9 36 - —— —— —— 20,7 62 66,5 41,2 47,5 143,4 142,8 86,7
Patientl mBSS 20 -—— -—— -——- - 7,9 34 51,3 17,4 39,6 124,9 46,4 40,2
Patient2 mBSS 7 - —— —— —— 12,8 50 74,7 37,4 64,2 175,8 178,6 125,6
Patient3 mBSS 8 -— -— ——- - 14 39 61,3 239 43,1 138,1 144,2 88,6
Patient4 mBSS 9 -— -— -— - 9,6 34 45,7 15,5 28 122,6 118,8 69,5

Tableau XXI : Liste des mutations retrouvées dans le géne MYH9 des patients inclus.

Patient Mutation Exon Domaine
Patient 4 p.R1165C 26 Queue
Patient 5 p.R1165C 26 Queue
Patient 6 p.T1745M 36 Téte
Patient 9 p.R1165C 26 Queue
Patient 10 p.E1841K 38 Queue
Patient 11 p.R1165C 26 Queue
Patient 12 p.R1165C 26 Queue
Patient 13 p.R1165C 26 Queue
Patient 16 p.Q1068 L1074del 24 Queue
Patient 17 p.A1939T 40 Queue
Patient 18 p.R1933Efs 40 Queue
Patient 19 p.R1933Efs 40 Queue
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Tableau XXII : Liste des mutations retrouvées chez les patients inclus atteints d'un syndrome de Bernard-
Soulier.

Patient Mutation
Patient 2 GP9 Asn45
Patient 3 Délétion Leu 179

sur GP1BA

7.3.2 Thrombopénies constitutionnelles a grandes plaquettes
Cing patients présentant une TC a grandes plaquettes ont été inclus.

Parmi eux, quatre souffrent d’un syndrome des plaquettes grises (GPS) et proviennent tous
de Nancy excepté le patient 2, inclus a Toulouse (en gris dans le tableau). Une thrombopénie
est observée dans I’ensemble des cas et évaluée de 43 G/L a 78 G/L associée a un indice IPF
% ¢élevé pour chacun d’entre eux. La fraction H-IPF est également trouvée anormalement
¢levée.

Concernant les indicateurs de la taille plaquettaire nous retrouvons une discordance. En effet
pour 3 des 4 cas il est observé un P-MFV augmenté alors que pour 1’ensemble des patients le
PLT-F-Z est diminué ou dans les valeurs témoins. De méme I’indice d’intensité de
fluorescence PLT-F-Y n’est qu’augmenté dans un cas sur deux et n’est ainsi pas spécifique.
Le tableau XXIV ci-dessous regroupe I’ensemble des mutations trouvées pour les patients
inclus.

11 est a noter que pour 50 % des patients les paramétres du canal impédance sont disponibles
sans toutefois apporter des données exploitables.

Parmi les patients atteints de thrombopénie a grandes plaquettes, nous avons également inclus
un cas de filaminopathie liée a FLNA. Ce dernier a été inclus a Nancy mais ne présente
toutefois pas de thrombopénie. Cependant la patiente souffre d’hétérotopies péri-
ventriculaires nodulaires congénitales ainsi que d’une cardiopathie liée a la persistance du
canal artériel avec communication inter auriculaire. La confirmation du statut mutationnel de
FLNA en lien avec ces anomalies cliniques a été réalisée et présentée dans un tableau ci-
dessous (tableau XXV).

Concernant les indices plaquettaires, I'IPF % apparait augmenté tout comme sa fraction la
plus fluorescente H-IPF. A DI’inverse des cas de GPS, les deux parametres de tailles sont
compris dans les valeurs témoins.

De plus I’ensemble des paramétres du canal impédance sont accessibles mais restent
¢galement dans les intervalles témoins.

Tableau XXIII : Résultats des valeurs des différents paramétres plaquettaires des patients inclus dans le
groupe "'grandes plaquettes''.

Impédance Fluorescence
PLT-I] VPM | P-LCR [ PCT [ PDW [ P-MFV | PLT-F [ IPF | IPF# [ H-IPF
PLT-F-X | PLT-F-Y | PLT-F-Z
(G/L)] (fL) (%) (%) | (fL) (fL) (G/L) | (%) | (G/L)] (%)
Val o 1808 873- 13,99- 019- 871-  73- 182-  075- 138-  021- 69- 52,04- 40,38 -
aleurs re 3195 12,00 4159 0,326 1587 9,75 3627 656 13,7 2,25 86,36 73,06 48,64
Patientl GPS 52 13,7 548 0,07 231 11,1 59 23 13,6 129 92,8 66,2 35,1
Patient2 GPS 78 114 366 0,09 131 91 78 7 5,5 3,4 77,9 45,9 42,1
Patient3 GPS 50 --—-- -—-- - - 13,7 43 24,1 10,4 12,4 100,3 84,9 45,4
Patient4 GPS 48  ---- -—-- - - 14,9 54 23,8 12,9 12,2 99,2 80,3 46,5
Patientl FLNA 170 116 355 0,2 124 8,5 204 15 30,6 8,3 79,3 60,4 43
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Tableau XXIV : Liste des mutations retrouvées chez les patients inclus atteints d'un syndrome des
plaquettes grises.

Patient Mutation

Patient 1 En cours
Patient 2 p.1682F de NBEAL2
Patient 3 AAR2172H de NBEAL2
Patient 4 AAR2172H de NBEAL2

Tableau XXV : Liste des mutations retrouvées chez les patients inclus atteints d'une thrombopénie liée a
FLNA.

Patient Mutation
Patient 1 c.2449C>T

7.3.3 Thrombopénies constitutionnelles a plaquettes normales
Quatre patients présentant une TC a plaquettes de taille normale ont été inclus.

Parmi eux trois sont atteints d’une thrombopénie familiale avec prédisposition aux
leucémies FPD/AML. Tous trois sont issus d’'une méme famille dans laquelle différents
individus sont atteints de pathologies hématologiques (hémopathies malignes, TC). L’arbre
généalogique ci-dessous illustre cette répartition familiale [186].

Hémopathie +
| Thrombopénie

Thrombopénie

Mutation ¢.587C>G

Figure 29 : Arbre généalogique de ce pedigree FPD/AML.

L’ensemble de ces patients présentent une thrombopénie modérée oscillant entre 85 G/L et
144 G/L. Cependant celle-ci n’est associée a aucune autre variation des parametres

120



plaquettaires étudiés. L’ensemble des indices sont en effet compris dans les intervalles de
référence.

Les mutations retrouvées chez ces patients sont rapportées dans le tableau XXVII.

Parmi les patients atteints de thrombopénie a plaquettes de taille normale, nous avons inclus
¢galement un patient du centre de Strasbourg atteint de thrombopénie liée a ANKRD26. Ce
dernier présente une thrombopénie importante évaluée a 30 G/L associée a la normalité¢ de
I’ensemble des autres parameétres plaquettaires. En effet que ce soit dans le canal impédance et
fluorescent, les indices se trouvent dans les valeurs témoins.

La mutation retrouvée chez ce patient est décrite dans le tableau XXVIII ci-dessous.

Tableau XXVI : Résultats des valeurs des différents parametres plaquettaires des patients inclus dans le
groupe "'plaquettes normales''.

Impédance Fluorescence

PLT-I| VPM | P-LCR | PCT | PDW | P-MFV | PLT-F | IPF | IPF# | H-IPF
PLT-FX | PLT-F-Y | PLT-F-Z

(G/L)| (fL) (%) (%) | (fL) (fL) (G/LY) | (%) | (G/L) | (%)
Val " 1808 873- 13,99- 019- 871-  7,3- 182-  075- 138-  021- 69 - 52,04- 40,38 -
aleursre 3195 12,09 4159 0326 1587 9,75 362,7 656 13,7 2,25 86,86 73,06 48,64
Patientl  FPD/AML | 85 9,8 24,3 0,08 11 7,5 106 2,8 3 0,8 71,2 52,1 38,5
Patient2 FPD/AML | 126 11,6 37,6 0,15 14,6 9,1 135 6,6 8,9 2,1 85,2 70,9 45,1
Patient3 FPD/AML | 111 9,1 174 01 92 75 | 144 15 22 04 69 491 383
Patientl ANKRD 31 10,7 30,5 0,03 12,7 8,5 33 34 1,1 14 78 56,4 44,8

Tableau XXVII : Liste des mutations retrouvées chez les patients inclus atteints d'une thrombopénie
FPD/AML.

Patient Mutation
Patient 1 c.587C>G
Patient 2 c.587C>G
Patient 3 c.587C>G

Tableau XXVIII : Liste des mutations retrouvées chez les patients inclus atteints d'une TC liée a
ANKRD26.

Patient Mutation

Patient 1 c.128G>A

7.3.4 Thrombopénies constitutionnelles a petites plaquettes

Deux patients présentant une TC a petites plaquettes ont été inclus provenant du centre de
Nancy.

Parmi eux un patient est atteint d’un syndrome de Wiskott Aldrich et le second de la forme
purement hématologique de ce syndrome, un XLT.

Tous deux présentent une thrombopénie modérée, de I’ordre de 50 a 100 G/L. Celle-ci est
associée a un indice IPF % diminué ainsi qu’a un H-IPF effondré. L’ensemble des autres
parametres d’impédance ainsi que de fluorescence sont inférieurs aux valeurs témoins.
Concernant les indices de taille plaquettaire, P-MFV, PLT-F-Z et VPM sont nettement
diminués correspondant bien a une microcytose plaquettaire.

L’ensemble des mutations retrouvées chez ces patients est décrit dans le tableau XXX ci-
dessous.
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Tableau XXIX : Résultats des valeurs des différents paramétres plaquettaires des patients inclus dans le

groupe "'petites plaquettes''.

Impédance Fluorescence
PLT-1| VPM | P-LCR PCT | PDW | P-MFV | PLT-F IPF IPF# H-IPF
PLT-F-X | PLT-F-Y | PLT-F-Z
(G/L)| (fL) (%) (%) | (fL) (fL) (G/L) | (#) | (G/L)]| (%)

val o 180,8 873- 1399- 019- 871-  73- 182-  0,75- 1,38-  021- 69- 52,04 40,38 -
aleurs ré 3195 12,00 4159 0,326 1587 9,75 3627 656 13,7 2,25 86,36 73,06 48,64
Patientl WAS 51 7,5 7,3 004 74 6,6 72 0,3 0,2 0,1 48,4 34,8 32,7
Patient2 XLT 94 8 9,1 0,08 7,5 7,1 105 0,3 0,3 0,1 63,8 43,6 35,1

Tableau XXX : Liste des mutations retrouvées chez les patients inclus atteints d'une TC a petites

plaquettes.

Patient Mutation Exon
Patient 1 TGA -> CGA 12
Patient 2 Arg ->Trp en 439 10

7.3.5 Purpura thrombopénique immunologique

Treize patients diagnostiqués PTI ont été inclus dans 1’étude. Ces derniers proviennent de
différents centres, Nancy, Strasbourg et Lyon.

Tableau XXXI : Résultats des valeurs des différents paramétres plaquettaires des patients inclus dans le

groupe PTIL.
Impédance Fluorescence
PLT-I| VPM | P-LCR | PCT | PDW | P-MFV | PLT-F | IPF | IPF# | H-IPF
6ol () | @ | e | @ | @ | em | e |G| @ |PTEX|PTRY PTRZ
Valeurs réf 180,8 8,73 - 13,99 - 0,19 - 8,71 - 7,3- 182 - 0,75 - 1,38 - 0,21 - 69 - 52,04 - 40,38 -

-319,5 12,09 41,59 0,326 15,87 9,75 362,7 6,56 13,7 2,25 86,86 73,06 48,64
Patientl PTI 1 e e e . 94 1 182 02 159 355 31 43.9
Patient2 PTI 27 -~ =~ o - 176 | 26 407 106 238 1178 1174 554
Patient3 PTI 9 - = - 114 | 30 381 114 213 1127 1112 595
Patient4 PTI 33 o e e 161 | 32 402 129 221 1215 1111 582
Patient5 PTI 4 e e e w153 0 0 0 0 34.3 9 34.2
Patient6 PTI 4 e e e 168 1 398 04 233 108 96 73
Patient? PTI 6 - e e w75 3 174 05 102 771 1003  50.1
Patient8 PTI 18 13.7 498 002 202 82 13 103 13 51 879 63 45.8
Patient9 PTI 23 147 604 003 243 109 | 24 287 69 159 1019 783 489
Patient10 PTI 6 e e e 107 7 339 24 218 1242 876 441
Patient11 PTI 23 - oo e = 105 18 59 11 21 783 681 483
Patient12 PTI 32 e e e —— 166 | 42 452 19 303 1196 934 499
Patient13 PTI 19 - o e - 162 | 18 296 53 186 972 831 609

L’ensemble de ces patients présentent des thrombopénies trés marquées associées a un IPF %
supérieur aux valeurs témoins. On peut également constater que I’ensemble des paramétres
¢tudiés, excepté I’[PF #, sont augmentes par rapport aux témoins.
On remarque également que le canal impédance ne permet pas, dans la majorité des cas, de
rendre des parameétres plaquettaires exploitables.
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7.4 Seuils discriminants

L’un des objectifs de ce travail est d’élaborer des seuils numériques, a 1’aide de parameétres
automatisé¢s, dans le but de séparer les différents groupes de TC. Ceci, en parti afin de faciliter
I’orientation des recherches génétiques vers un nombre plus ciblé de génes.

Pour ce faire nous avons utilisé I’ensemble des cas de TC inclus dans 1’étude.

7.4.1 Détermination

Pour chaque catégorie de TC, définie selon la classification de Noris ef al. [6], nous avons
tenté d’établir des seuils afin de séparer les différents groupes d’entités sur la base des
parameétres automatisés de I’hématimeétre.

Pour ce faire nous avons ¢élaboré des courbes ROC pour chaque parameétre d’intérét et dont les
résultats sont présentés dans les tableaux XXXII a XXXV, classés par groupe de taille.

Pour chaque groupe, nous avons ¢élaboré une combinaison bi-paramétrique permettant
d’améliorer sensiblement les caractéristiques de sensibilité et de spécificité des tests. Ainsi il
est possible d’améliorer la probabilité du diagnostic différentiel du groupe de TC. Cette
combinaison, comme décrit par Noris et al. [6], intégre un parametre de taille associ¢ a un
second évaluant une autre caractéristique plaquettaire.

Nous avons également établis, pour chaque groupe, un parametre dit discriminant (indiqué par
* dans les tableaux ci-dessous) permettant, en cas de discordance dans les combinaisons
déterminées, de s’orienter plus favorablement vers ce groupe de TC. Cette détermination a été
faite sur la base de leurs caractéristiques de performance.

Dans les différents tableaux, nous présentons les deux combinaisons possibles utilisant les
deux indicateurs de taille plaquettaire (P-MFV et PLT-F-Z). De plus, pour chacun d’eux, deux
possibilités sont décrites :
1. Dans le premier cas, une combinaison ou les deux parameétres sont nécessairement
présents.
2. Dans le second cas, une association ou au moins un des deux parametres est présent.

Ceci permet, avec ’'un des deux parametres de combler le manque de performance de
’association de ceux-ci. Ainsi il est possible d’obtenir une performance quasi maximale.

TC a plaquettes géantes

Concernant les TC a plaquettes géantes, 1’ensemble des parametres donne d’excellents
résultats dans le but de différencier ces entités de toutes les autres. En effet la quasi-totalité
des parametres étudiés possedent des AUC tres proche de 1, comme par exemple I’IPF ayant
une AUC de 0,96 ainsi qu’une sensibilité¢ de I’ordre de 80% et une spécificité de 100 %.

En ce qui concerne I’évaluation de la taille cellulaire, le PLT-F-Z et le P-MFV présentent des
caractéristiques similaires et proches des valeurs optimales.

C’est pourquoi nous présentons deux possibilités de combinaisons de ces seuils avec 1’IPF,
permettant de gagner en sensibilité et en spécificité et ainsi obtenir quasiment 100 % pour ces
deux caractéristiques.
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Tableau XXXII : Tableau regroupant les différents seuils déterminés pour chaque paramétre dans le
cadre des TC a plaquettes géantes.

Pour distinction TC avec plaquettes géantes (MYH9-BSS) des autres formes

Seuil AUC ICa95% Sensibilité % Spécificité %
IPF (%) > 23,85 0,97 (0,92 ; 1,00) 90,00 90,91
H-IPF (%) > 12,50 0,94 (0,86 ; 1,00) 80,00 90,91
IPF# (G/L) > 14,00 0,93 (0,81; 1,00) 95,00 90,91
PLT-F-X (ch) >99,75 0,96 (0,90; 1,00) 85,00 90,91
PLT-F-Y (ch) > 80,40 0,94 (0,86 ; 1,00) 85,00 90,91
PLT-F-Z (ch) > 47,55 0,97 (0,92; 1,00) 95,00 100
P-MFV (fL) >11,20 0,89 (0,78 ; 1,00) 85,00 81,82

IPF* ET P-MFV >23,85 ET >11,20

IPF* et/ou P-MFV  >23,85 et/ou >11,20

Seuil, aire sous la courbe (AUC), intervalle de confiance (IC) a 95 % de I’AUC ainsi que la sensibilité et la
spécificité pour chaque paramétre. * est le symbole du paramétre discriminant en cas de discordance avec le
second paramétre de la combinaison.

Dans le cas des TC a plaquettes géantes nous avons déterminé que les paramétres
discriminant des combinaisons, permettant le classement dans ce groupe, sont I’IPF % dans le
premier cas et le PLT-F-Z dans le second.

Notons que les performances de nos paramétres sont similaires a celles décrites par Noris et
al. [6] dans sa publication regroupant 376 patients et permettant, sur la base de critéres de
taille, la classification des TC en quatre groupes, dont celles de taille géantes.

Table 3. Platelet diameters for distinguishing IT with giant platelets

Cutoff AUC Sensitivity % 95% CI Specificity % 95% CI
MPD pm =374 09154 86 7910 91 ar 82 10 90
PDDW pm =427 n.8812 80 7210 86 83 78 0 88
PDLCR % =39.80 0.9208 a5 7810 91 ar 83 o 90
MPD pm and PDLCR % =3.74 and >39.8 0.9991 98 93to 99 99 97 to 100

Area under the curve (AUC), sensitivity and specificity of best cutoff levels for MPD, PDDW, and PDLCR identified by receiver operating characteristic analysis in
discriminating hMYHZ-RD, tMYHS-RD, and bBSS from all other examined forms of thrombocytopenia.

Figure 30 : Tableau des performances des différents paramétres utilisés par Noris et al. pour le classement
des TC a plaquettes géantes.
Source : Noris et al. [6]

TC a grandes plaquettes

Concernant les TC a grandes plaquettes, I’IPF ainsi que le H-IPF sont les deux indices les plus
performants afin d’assurer une bonne distinction de ce groupe par rapport aux autres. En effet
ces derniers possedent des AUC de 1 associées a des sensibilités et spécificités de I’ordre de
100 %.

Toutefois les indicateurs de taille plaquettaire donnent également de bons résultats. Le P-
MFYV tout comme le PLT-F-Z peuvent étre utilisés, leurs caractéristiques respectives entre le
niveau haut et bas sont bonnes.

De plus, nous pouvons constater qu’il n’y a pas de zone grise entre les seuils déterminés pour
ce groupe dans le niveau haut et les seuils calculés pour le groupe des TC a plaquettes
géantes. La méme remarque s’applique au niveau bas en lien avec le groupe des TC a
plaquettes de taille normale.
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Tableau XXXIII : Tableau regroupant les différents seuils déterminés pour chaque paramétre dans le
cadre des TC a grandes plaquettes.

Pour distinction TC avec grandes plaquettes (GPS-FLNA) des TC a plaquettes géantes

Seuil AUC ICa95% Sensibilité % Spécificité %
IPF (%) < 23,85 0,90 (0,79 ; 1,00) 80 85,71
H-IPF (%) <12,50 0,83 (0,67 ;0,99) 80 76,19
IPF# (G/L) < 14,00 0,81 (0,54 ; 1,00) 80 90,48
PLT-F-X (ch) < 99,75 0,88 (0,74 ; 1,00) 80 76,19
PLT-F-Y (ch) < 80,40 0,90 (0,78 ; 1,00) 80 85,71
PLT-F-Z (ch) < 47,55 0,96 (0,89; 1,00) 100 95,24
P-MFV (fL) <11,20 0,74 (0,52 ; 0,96) 60 80,95

IPF* ET P-MFV <23,85 ET <11,20
IPF* et/ou P-MFV <23,85 et/ou <11,20

IPF* ET PLT-F-Z <23,85 ET <47,55
IPF* et/ou PLT-F-Z <23,85 et/ou <47,55

Pour distinction TC avec grandes plaquettes (GPS-FLNA) des autres groupes (TC a plaquettes de
taille normale et petite taille)

Seuil AUC ICa95% Sensibilité % Spécificité %

IPF (%) > 6,80 1 (1,00; 1,00) 100 100

H-1PF (%) >2,75 1 (1,00; 1,00) 100 100

IPF# (G/L) > 4,25 0,97 (0,87 ; 1,00) 100 83,33
PLT-F-X (ch) > 78,65 0,90 (0,71; 1,00) 80 83,33
PLT-F-Y (ch) > 58,40 0,80 (0,52; 1,00) 80 83,33
PLT-F-Z (ch) > 40,30 0,72 (0,39; 1,00) 80 66,67
P-MFV (fL) > 8,80 0,93 (0,79 ; 1,00) 80 83,33

IPF* ET P-MFV >6,80 ET >8,80
IPF* et/ou P-MFV >6,80 et/ou >8,80

IPF* ET PLT-F-Z >6,80 ET >40,30

IPF* et/ou PLT-F-Z >6,80 et/ou >40,30

Seuil, aire sous la courbe (AUC), intervalle de confiance (IC) a 95 % de I’AUC ainsi que la sensibilité et la
spécificité pour chaque paramétre. * est le symbole du paramétre discriminant en cas de discordance avec le
second paramétre de la combinaison.

Dans le cas des TC a grandes plaquettes, nous avons déterminé que le paramétre discriminant
de la combinaison, permettant le classement dans ce groupe, est I’IPF %.

En sus de la caractérisation des performances de sensibilité et de spécificité nous avons
déterminé les valeurs prédictives positives (VPP) et négatives (VPN) des deux combinaisons.
Les résultats sont présentés dans le tableau XXXVI.

TC a plaquettes de taille normale

Concernant les TC a plaquettes de taille normale, L’IPF ainsi que le H-IPF sont deux
parametres présentent d’excellentes caractéristiques. Leurs AUC de méme que leurs
sensibilités et spécificités respectives sont maximales.

Cependant, du fait de la petite taille de nos échantillons et pour la cohérence avec les autres
groupes de TC, nous les avons combinés a un parametre de taille plaquettaire. Dans ce
domaine, P-MFV et PLT-F-Z ont des caractéristiques similaires, manquant de sensibilité¢ mais
possédant une excellente spécificité, de 1’ordre de 96 % a 100 %.
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Tableau XXXIV : Tableau regroupant les différents seuils déterminés pour chaque parameétre dans le
cadre des TC a plaquettes de taille normale.
Pour distinction TC avec plaquettes normales (FPD/AML-ANRKD) des TC a grandes et géantes

plaguettes

Seuil AUC ICa95% Sensibilité % Spécificité %

IPF (%) < 6,80 1 (1,00 ; 1,00) 100 100

H-IPF (%) <2,75 1 (1,00; 1,00) 100 100

IPF# (G/L) < 6,60 0,98 (0,93; 1,00) 75 96,15
PLT-F-X (ch) < 78,65 0,97 (0,91; 1,00) 75 96,15
PLT-F-Y (ch) < 58,40 0,90 (0,79; 1,00) 75 92,31
PLT-F-Z (ch) < 39,35 0,90 (0,79 ; 1,00) 50 96,15
P-MFV (fL) < 8,20 0,95 (0,87 ; 1,00) 50 96,15

IPF* ET P-MFV <6,80 ET <8,20
IPF* et/ou P-MFV <6,80 et/ou <8,20

IPF* ET PLT-F-Z <6,80 ET <39,35
IPF* et/ou PLT-F-Z <6,80 et/ou <39,35

Pour distinction TC avec plaquettes normales (FPD/AML-ANRKD) des TC a petites plaquettes

Seuil AUC ICa95% Sensibilité % Spécificité %
IPF (%) >0,90 1 (1,00; 1,00) 100 100
H-1PF (%) >0,25 1 (1,00; 1,00) 100 100
IPF# (G/L) >0,70 1 (1,00; 1,00) 100 100
PLT-F-X (ch) > 70,10 1 (1,00; 1,00) 75 100
PLT-F-Y (ch) > 46,35 1 (1,00; 1,00) 100 100
PLT-F-Z (ch) > 36,70 1 (1,00 ; 1,00) 100 100
P-MFV (fL) >7,30 1 (1,00 ; 1,00) 100 100

IPF* ET P-MFV >0,90 ET >7,30
IPF* et/ou P-MFV  >0,90 et/ou >7,30

IPF* ET PLT-F-Z >0,90 ET >36,70

IPF* et/ou PLT-F-Z >0,90 et/ou >36,70

Seuil, aire sous la courbe (AUC), intervalle de confiance (IC) a 95 % de I’AUC ainsi que la sensibilité et la
spécificité pour chaque paramétre. * est le symbole du paramétre discriminant en cas de discordance avec le
second paramétre de la combinaison.

Dans le cas des TC a plaquettes de tailles normales, nous avons déterminé que le parametre
discriminant de la combinaison, permettant le classement dans ce groupe, est I'IPF %.

De plus, nous pouvons constater qu’il n’y a pas de zone grise entre les seuils déterminés pour
ce groupe dans le niveau haut et les seuils calculés pour le groupe des TC a plaquettes de
grande taille. De méme pour le niveau bas en lien avec le groupe des TC a plaquettes de petite
taille.

Ceci excepté pour 'IPF# ou nous observons un chevauchement entre les deux derniers
groupes. Ce parameétre n’étant pas utilisé dans nos algorithmes, celui-ci n’impact pas les
résultats.

En sus de la caractérisation des performances de sensibilité et de spécificité nous avons

déterminé les valeurs prédictives positives (VPP) et négatives (VPN) des deux combinaisons.
Les résultats sont présentés dans le tableau XXXVI.
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TC a petites plaquettes

Concernant les TC a petites plaquettes, I’ensemble des paramétres donne de trés bons résultats
dans le but de concourir au diagnostic différentiel de ces différentes entités. La totalité¢ des
AUC est quasiment maximale de méme que les différentes sensibilités et spécificités.

L’IPF ainsi que le H-IPF sont d’excellents indicateurs tout comme le P-MFV et PLT-F-Z au
niveau de la taille plaquettaire.

Toutefois c’est la combinaison de I’IPF et du P-MFV qui donne les meilleurs résultats avec
100 % de sensibilité et de spécificité.

Tableau XXXV : Tableau regroupant les différents seuils déterminés pour chaque paramétre dans le
cadre des TC a petites plaquettes.

Pour distinction TC avec petites plaquettes (WAS/XLT) des autres formes

Seuil AUC ICa95% Sensibilité % Spécificité %
IPF (%) <0,90 1,00 (1,00 ; 1,00) 100 100
H-IPF (%) <0,25 1,00 (1,00; 1,00) 100 100
IPF# (G/L) <1,65 1,00 (1,00 ; 1,00) 100 96,67
PLT-F-X (ch) <70,10 1,00 (1,00; 1,00) 100 96,67
PLT-F-Y (ch) < 46,15 1,00 (1,00 ; 1,00) 100 96,67
PLT-F-Z (ch) < 36,70 0,99 (0,96 ; 1,00 100 96,67
P-MFV (fL) <7,30 1,00 (1,00 ; 1,00) 100 100
IPF ET P-MFV* <0,90 ET <7,30 100 100
IPF et/ou P-MFV* <0,90 et/ou <7,30 100 100

Seuil, aire sous la courbe (AUC), intervalle de confiance (IC) a 95 % de I’AUC ainsi que la sensibilité et la
spécificité pour chaque parameétre. * est le symbole du paramétre discriminant en cas de discordance avec le
second paramétre de la combinaison.

Dans le cas des TC a petites plaquettes, nous avons déterminé que les parametres discriminant
de la combinaison, permettant le classement dans ce groupe, sont le P-MFV dans le premier
cas et le PLT-F-Z dans le second.

Notons que la performance de nos paramétres est 1égérement supérieure a celles décrites par
Noris et al. [6] dans sa publication regroupant 376 patients et permettant, sur la base de
criteres de taille, la classification des TC en quatre groupes dont celles de petite taille.

Table 4. Cutoff values of platelet diameters for distinguishing IT with normal or slightly decreased platelet size

Cutoff AuC Sensitivity % 95% CI Specificity % 95% CI
MPD pm <262 09217 a3 58 to 96 90 87 to 93
PDDW pm <2.85 0.8333 78 52 to 93 83 79to 86
PDLCR % <9.62 0.9202 94 71to 100 80 TG to 84
PDSCR % =21 0.8763 83 58 to 96 86 82to 89
MPD pm and PDLCR % =2.62 and <7.21 0.9852 96 87 to 99 93 90to 95

AUC., sensttivity and specificity of best cutoff levels for MPD, PDDW, PDLCR, and PDSCR identified by receiver operating characteristic analysis in discriminating WAS/
XLT, CYCS-RT, CAMT, and TAR from all other forms of thrombocytopenia.

Figure 31 : Tableau des performances des différents paramétres utilisés par Noris et al. pour le classement
des TC a petites plaquettes.
Source : Noris et al. [6]
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Performances globales

En sus de la caractérisation des performances des différentes combinaisons paramétriques,
nous avons également déterminé les valeurs prédictives positives (VPP) et valeurs prédictives
négatives (VPN). Les résultats sont décrits ci-dessous :

Tableau XXXVI : Tableau récapitulatif des performances des différentes combinaisons paramétriques
pour chaque catégorie de TC.

Seuils Sensibilité %  Spécificité % VPP % VPN %
& IPFETP-MFV >23,85 ET >11,20 80,0 81,8 88,9 69,2
c
g IPF ET PLT-F-Z >23,85 ET >47,55 85,0 90,9 94.7 76,9
IPF ET P-MFV <23,85 ET <11,20 60,0 80,0 42,9 88,9
§ IPF ET PLT-F-Z <23,85 ET <47,55 80,0 85,0 57,1 94,4
§ IPF ET P-MFV >6,80 ET >8,80 80,0 83,3 80,0 83,3
IPF ET PLT-F-Z >6,80 ET >40,30 80,0 66,7 66,7 80,0
IPF ET P-MFV <6,80 ET <8,20 50,0 96,3 66,7 92,3
é IPF ET PLT-F-Z <6,80 ET <39,35 50,0 96,3 66,7 92,3
g IPF ET P-MFV >0,90 ET >7,30 100,0 100,0 100,0 100,0
IPF ET PLT-F-Z >0,90 ET >36,70 100,0 100,0 100,0 100,0
& IPFETP-MFV <0,90 ET <7,30 100,0 100,0 100,0 100,0
:.3 IPF ET PLT-F-Z <0,90 ET <36,70 100,0 96,55 66,7 100,0

Nous pouvons ainsi observer que les VPN sont dans I’ensemble trés bonnes, permettant de
conclure que la probabilité que le patient soit exclu du groupe en question est forte en cas de
négativit¢ du couple paramétrique correspondant. Néanmoins les VPP sont également
acceptables, toutes supérieures a 66% excepté pour les TC a grandes plaquettes, permettant
d’affirmer que la probabilité que le patient appartienne au groupe de TC en question est forte
en cas de positivité de la combinaison bi-paramétrique.

7.4.2 Application

Dans le but d’étudier les performances des différents seuils déterminés précédemment, nous
les avons appliqués a une population hospitalisée. Nous avons utilisé 1’ensemble des patients
du CHRU de Nancy pour lesquels un hémogramme a été prescrit et au niveau duquel une
thrombopénie a été retrouvée. Sur la période s’étalant de 02 décembre 2015 au 04 janvier
2016, 722 patients ont été analysés via le canal PLT-F dans le cadre de leur thrombopénie.

Les résultats sont indiqués dans le tableau XXXVII ci-dessous :
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Tableau XXXVII : Tableau des résultats de I'application des algorithmes de classement des TC dans la
population thrombopénique du CHRU de Nancy pour la période de décembre 2015 a janvier 2016.

14 13
(1,9%) (1,8%)
158 165
(21,9%) (22,9%)
75 68
(10,4%) (9,4%)
4 1
(0,6%) (0,1%)

Le pourcentage indiqué est la part du nombre de patients positifs a 1’algorithme parmi les 722 patients
thrombopéniques recrutés.

Nous pouvons constater de ces résultats, que I’application des différents algorithmes de
classement des TC, chez les patients hospitalisés souffrant de thrombopénie, permet d’exclure
un trés grand nombre de patients.

Parmi les patients positifs pour les algorithmes, I’étude des dossiers médicaux permet
d’exclure une TC dans une majorité des cas.

En effet, I’observation d’une numération plaquettaire normale antérieure a la thrombopénie en
cause permet d’écarter une origine constitutionnelle. Ceci est le cas chez environ 80% des
patients positifs. Concernant les patients restant, présentés dans le tableau ci-dessus, 1’étude
du dossier clinique montre :

1. Dans le groupe des plaquettes géantes, on ne retrouve plus que 3 patients. Ces derniers
souffrent respectivement d’un paludisme grave a Plasmodium falciparum et d’une
cirrhose virale liée au virus de I’hépatite C. Le troisieme cas a été pris en charge en
service de cardiologie dans le cadre d’un infarctus du myocarde. Ainsi dans ces
diverses situations, il est possible de trouver une origine a la thrombopénie.

2. Dans le groupe des plaquettes de grande taille, seuls 20 cas ne sont pas exclus pour
cause d’antécédent normal de numération plaquettaire, d’hémopathies aigues ou de
chimiothérapie. Parmi eux, 4 patients souffrent d’un PTI chronique, 12 sont traités par
chimiothérapie dans le cadre de cancers solides et enfin les 4 derniers présentent une
cirrhose d’origine virale [187].

3. Dans le groupe des plaquettes de taille normale, uniquement 5 patients ne possédent
pas d’antériorités normales. Ces derniers présentent dans un cas un PTI chronique et
dans tous les autres un traitement par chimiothérapie.

4. Dans le groupe des plaquettes de petite taille, les quatre patients souffrent d’une
hémopathie aigiie de type leucémie aigiie myéloide.

I1 est a noter qu’aucune TC n’a été révélé en lien avec I’absence de consultation au sein du
CCPP du CHRU de Nancy.

A la vue de ces résultats, bien que les algorithmes déterminés dans le chapitre précédent
soient destinés a une population suspecte de TC, nous pouvons conclure sur le fait qu’ils
possédent tout de méme de bonnes performances au sein d’une population générale
thrombopénique. Ils ne générent qu'un faible pourcentage de faux positifs, qu’il est de plus
aisément possible de réduire par I’exploitation du contexte clinique.

129



7.4.3 Cas du PTI

Concernant le PTI, nous avons comme objectif de pouvoir préciser le diagnostic différentiel
avec les TC. Cependant la population PTI présente une répartition des différents indices
plaquettaires trés hétérogeéne, ce qui limite grandement la séparation avec les patients TC
(WAS/XLT exclus).

Toutefois les résultats par rapport aux témoins sains montrent des AUC ¢levées et des
caractéristiques de sensibilité et de spécificité intéressantes.

Ceci permet d’affirmer que la différence entre la population de PTI et la population saine est
aisément réalisable. Nous pouvons également confirmer que 1’augmentation de I’IPF % au
cours de pathologies type PTI, en lien avec les publications le décrivant comme
significativement augment¢ au cours de thrombopénies d’origine périphérique.

Par ailleurs, nous avons décrit dans la partie 3.2.1.c concernant I’'IPF, plusieurs articles
explicitant I’intérét du parameétre dans le PTI par rapport a diverses pathologies.

Sokolic et al. présentent en 2015 [151] un article détaillant 1’intérét de cet indice
plaquettaire dans le cadre du diagnostic différentiel du PTI afin de permettre d’envisager un
WAS. Au cours de notre étude nous avons pu élaborer des courbes ROC pour nos différents
parametres et ainsi constater une nette différence entre les deux populations, PTI et WAS. En
effet, les AUC sont pour la plupart trés proches de 1, de méme que les sensibilités et
spécificités.

Ces résultats corroborent ainsi ceux de la publication, assurant une trés bonne séparation entre
les patients PTI et les patients WAS. L’IPF % se trouvant fortement augmenté par rapport aux
WAS, de méme que I’ensemble des autres parametres.

Cependant nous pouvons constater que la publication de Sokolic rapporte pour I’ensemble des
cas de PTI des valeurs de VPM alors que dans notre étude, seulement deux patients possédent
des valeurs d’impédance. Cette différence peut s’expliquer soit par la grande hétérogénéité de
présentation de la morphologie des PTI soit par la différence de sélection des patients
considérés comme PTI.

Il rapporte également que I’ensemble des WAS/XLT ne montre pas systématiquement des
plaquettes de tailles réduites, méme si ses résultats ne 1’illustrent pas. Nous sommes en accord
avec ce dernier point, nos indices de taille plaquettaire étant diminués dans les cas de WAS et
XLT par rapport aux PTI.

Un récent second article [152] illustre 'utilisation de I’'IPF % afin de distinguer les
PTI de cas de syndrome MYHO9. Il est rapporté une augmentation cinq fois supérieure de cet
indice dans le cas de la TC par rapport au PTL
Les résultats de notre étude ne permettent pas d’aboutir a la méme conclusion. En effet, les
différentes courbes ROC, y compris celle de I’IPF %, présentent quasiment toutes des AUC
proches de 0,5, seuil de supériorité non significative pour I’un des deux parameétres.
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Tableau XXXVIII : Tableau récapitulatif des données ROC dans les cas de PTI.

PTI vs Témoins PTI vs WAS PTl vs MYH9

Seuil AUC Seuil AUC Seuil AUC
IPF (%) (91,6;2?’-:00,0) 0,99 (1oo,<03|'11%o,0) 1,00 (41,284?’3(1),67) 0,65
H-IPF (%) (91,6>73|’71500,0) 0,99 (1oo,<olf11()c>o,0) 1,00 (41,>1§?’9115,67) 0,59
IPF#(G/L) (50,302]5?80,0) 0,61 (1oo,<oo|'3951,67) 0,94 (10(;,;2|’9915,67) 0,98
PLT-F-X {ch) (66,:3787’(1)80,0) 0,75 (1oo<,o7(|)'g§,33) 0,83 (35,3912|2éi,67) 0,72
PLT-F-Y {ch) (75,2076|'180,0) 0,86 (1oo<,053|'gc1),67) 0,92 (52,;41139';67) 0,76
PLT-F-Z (ch) (75,337’32,77) 0,86 (10(;,(;1?'8(1),67) 1,00 (70;96?'3(1),67) 0,84
P-MEV(iL) (75,0>09|’4956,77) 0,87 (1oo,<o7|'31%o,0) 1,00 (35,3917|’gi,67) 0,70

Résultats des courbes ROC réalisées pour le PTI par rapport, respectivement, aux témoins, aux patients WAS et
aux patients MYH9. Sont indiquées les AUC correspondantes aux différentes courbes en fonction du paramétre.
Sont également indiquées pour chaque seuil, la sensibilité (%) et la spécificité (%) correspondante.
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8 DISCUSSION

8.1 Criteres de validation de méthode

Le premier objectif de notre travail était de définir et caractériser les performances de
I’ensemble des paramétres que nous avons utilisés.

Dans cette ¢tude nous utilisons principalement des paramétres non validés en routine, au
niveau européen tout du moins. C’est pourquoi il a été nécessaire d’étudier leur
comportement. Pour ce faire nous avons utilisé différents outils décrits dans le document SH
GTA 04 publi¢ par le COFRAC et relatif a la norme NF EN ISO 15189.

Fidélité

Nous avons vu précédemment que les résultats de la fidélité intermédiaire sont comparables a
ceux de la répétabilité, avec des CV légerement supérieurs dans le premier cas. Ceci étant
attendu du fait que les causes de variations sont beaucoup plus importantes sur des passages
de reproductibilité que de répétabilité. En effet on y fait varier un maximum de parametres,
que ce soit le technicien qui manipule, le jour de 1’analyse, les lots réactifs, etc...

Néanmoins il est intéressant de noter que, dans les deux cas, la numération plaquettaire en
fluorescence montre un CV plus important que I’impédance sur le niveau haut. On pourrait
s’attendre a ce que le marquage fluorescent, trés spécifique des plaquettes, permette d’obtenir
une précision plus importante quel que soit le niveau. Toutefois, il est possible d’émettre une
hypothese afin d’expliquer ce phénomene par le principe de fluorescence lui-méme. En effet
celle-ci aura tendance a se disperser faisant varier I’intensité dans les cas ou le nombre
d’¢éléments marqués est trés important. La précision de la mesure va s’en ressentir par rapport
a la technologie d’impédance qui n’est influencée que par la taille des ¢léments et non par le
nombre, a I’inverse de la fluorescence.

On confirme ici la supériorit¢ des performances du canal fluorescent dans les cas de
thrombopénies, zone de mesure pour laquelle il a initialement été congu [105][106]
[109][112].

I1 est également intéressant de remarquer que les trois niveaux de contrdles, PLT-F-X, PLT-F-
Y et PLT-F-Z, posseédent la méme moyenne de valeurs. Les CV se retrouvent aussi
sensiblement identiques. Ceci provient du fait que les tests de fidélités ont été réalisés a 1’aide
des CIQ XN CHECK SYSMEX®, ceux-ci étant constitués d’une matrice différente du
plasma. De plus, par souci de durée de conservation des controles, les cellules sont modifiées
et ’ensemble formé ne reflete pas réellement 1’état physiologique d’un patient. En effet ces
CIQ sont fabriqués dans 1’objectif d’assurer une stabilité de 7 jours aprés ouverture, ce qui est
impossible dans les conditions physiologiques. La nature méme de I’échantillon de CIQ
explique ainsi cet élément.

Dans notre cas, I’inconvénient de ’utilisation de ce type d’échantillon n’influe cependant pas
sur I’exploitation des résultats de fidélité. L’objectif de ces tests étant de caractériser la
répétabilité et/ou la reproductibilité de 1’analyseur, 1’'usage d’une matrice non physiologique
ne peut pas impacter ces résultats de CV. L’ensemble des tests étant réalisé avec ce méme
type d’échantillon. Toutefois le probleme li¢ a ce type d’utilisation est ’impossibilité de
couvrir la totalit¢ du domaine de mesure et ainsi limiter la visibilit¢ dans les intervalles
extrémes, ou peuvent se situer les plus grandes variabilités analytiques.
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Incertitudes

Dans le cadre de 1’étude des caractéristiques de ces nouveaux paramétres, il est nécessaire
d’en évaluer les incertitudes. Ceci est nécessaire dans le but de faciliter I’interprétation des
variations observées.

Néanmoins ce calcul n’a pas été possible pour I’ensemble des indices que nous utilisons du
fait d’un manque de données. En effet aucun EEQ n’est disponible afin d’évaluer I’exactitude
de mesure de I’ensemble des parametres fluorescents. Toutefois, par 1’intermédiaire du
programme d’externalisation des CIQ du fournisseur SYSMEX®), il est possible de récupérer
des données pour certains parameétres. La fréquence de passage de ces controles au sein du
laboratoire du CHRU de Nancy permet, sur un méme lot de CIQ, d’obtenir un nombre
conséquent de valeurs assurant une représentation statistiquement significative.

Nous pouvons constater, comme attendu, des incertitudes plus importantes sur le niveau bas
que sur les niveaux supérieurs concernant la plupart des indices plaquettaires.

Concernant les différences entre les deux technologies de comptage, on remarque que sur le
niveau bas correspondant aux thrombopénies, la fluorescence se montre bien plus performante
avec une incertitude de 4,82 % contre 11,61 % en impédance. Alors que dans les deux autres
niveaux, les incertitudes se superposent.

Ceci permet de conforter I’intérét du canal PLT-F dans les cas de faibles numérations
plaquettaires.

En ce qui concerne le canal fluorescent, il est également intéressant de constater que les
incertitudes des deux parametres IPF et PLT-F-Z sont identiques dans les trois niveaux de
contrdle. Ceci est a mettre en relation avec les moyennes respectives qui sont toutes les trois
semblables, environ 19, 9 % pour I’IPF % et environ 40 ch pour le PLT-F-Z.

Ceci peut s’expliquer par la nature méme de 1’échantillon de contrdle de qualité interne. En
effet, le tube de XN CHECK SYSMEX® utilis¢, bien que comportant des plaquettes
d’origine humaine, ne posséde pas un milieu de conservation dont la composition est
semblable a la matrice physiologique et les modifications apportées aux cellules ne permettent
pas de refléter totalement le comportement réel des éléments sanguins. Il est ainsi impossible
de couvrir I’ensemble du domaine de mesure et d’autant plus les valeurs extrémes ou les
variations analytiques sont le plus importantes.

Enfin, la méthode méme de calcul de I’incertitude est sujette a discussion. En effet, de par
I’utilisation des CIQ externalisés dans le calcul, nous lissons le biais via I’intégration de la
moyenne des contrdles dans la formule.

Une autre limite de cette méthode, en comparaison avec celle exploitant les résultats d’EEQ,
est ’utilisation dans la formule du méme échantillon de contréle dans les deux termes de la
racine carré. Ceci étant moins statistiquement représentatif que 1’utilisation des EEQ.
Néanmoins, les valeurs de CIQ étant les seules disponibles, ces derniéres permettent une
évaluation correcte de I’incertitude.

Stabilité

Nous avons également réalisé une étude de stabilité dans le but d’analyser le délai maximal
tolérable avant passage sur I’hématimétre des échantillons. Cette donnée portant sur des
parametres non évalués dans la littérature, il est nécessaire de définir une limite de temps
acceptable a communiquer a I’ensemble des centres participant a 1’étude. Nous avons ainsi
déterminé que ce délai ne devrait excéder 3 heures.

Pour ce faire nous avons analysé€ plusieurs témoins sains a différents temps. De par cette
méthode nous induisons initialement un biais non négligeable li¢ au fait que nos échantillons
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ont une numération plaquettaire comprise dans les valeurs de référence. Notre étude ne
concernant que des patients thrombopéniques, ces tests de stabilité ne sont ainsi pas
représentatifs des variations que nous pourrions constater dans la zone basse de numération.
Nous avons en effet montré des CV de répétabilité et de reproductibilité plus important pour
le niveau bas que pour le niveau normal. Ainsi notre population saine n’est pas totalement
représentative des patients inclus dans 1’étude.

Cependant, I’utilisation de thrombopénies dans le cadre de ’analyse de stabilité s’est avérée
trés difficile. En effet il nous était impossible d’assurer 1’heure réelle de prélévement des
échantillons dans les services cliniques afin d’établir une cinétique précise. De manicre
globale, des problémes d’ordre logistique ne nous ont pas permis de réaliser ceci alors que
concernant les patients inclus, I’ensemble des prélévements sont réalisés au sein du
laboratoire, ce qui permet d’assurer le délai pré-analytique établis.

On peut ainsi dire que la stabilit¢ de 3h que nous avons établie est amputée de ce biais de
numération.

Toutefois, au niveau de ces analyses nous avons utilisé des échantillons humains, stockés a
température ambiante dans le but d’étre totalement corrélé avec les conditions expérimentales
de I’étude de nos patients. Aucun probléme de matrice ni de composition des échantillons
n’est a signaler dans ces analyses.

Il est également a remarquer que le résultat de 3h de stabilité est trés strict par rapport aux
conditions pré-analytiques habituellement admises et décrites dans la littérature pour la
numération cellulaire [174][175]. En effet, ces dernicres rapportent une stabilité de 1’ordre de
24 heures, mais elles se limitent, au sein des parametres plaquettaires, a 1’¢tude de la
numération pour laquelle nous retrouvons également cette donnée.

Dans ce contexte, deux points sont importants a signaler pour la comparaison de nos résultats
aux différentes publications :

Dans un premier temps, la méthode de calcul, utilisant un test de Student avec échantillons
appariés, est treés restrictive et participe a limiter le délai de stabilité. D’autres moyens de
calculs sont plus permissifs. Cependant I’association du test de Student avec la transformée de
Bland Altman permet [’utilisation de critéres d’acceptation strictes, basés sur les
performances réelles des différents parametres (répétabilité/reproductibilité). Ceci malgré
I’approche faite de la fidélité intermédiaire par un calcul basé sur les résultats de répétabilité
(ECreproductibilite = 2,8 X ECrepstabitits)-

Dans un second temps, ce délai se justifie dans le canal fluorescent. En effet nous pouvons
observer une nette décroissance du PLT-F-Y, illustrée par une constante augmentation du
biais positif & partir de 3h. Ce parametre étant associ¢ a la mesure de D'intensité de
fluorescence, il est possible de le mettre en relation avec les perturbations du PLT-F
observées. Néanmoins, dans ce contexte nous aurions pu nous attendre a des modifications
¢galement sur les autres indices de fluorescence tels que I’IPF % et le H-IPF.

Dans le but de préciser cette information de délai de stabilité, nous avons réalisé¢ une analyse
selon une autre méthode des parametres PLT-I, PLT-F et PLT-F-Y, ces derniers étant
rapidement impactés avec I’analyse selon le test de Student.

Nous avons utilisé¢ la méthode décrite dans le SH GTA 04 [179], édité par le COFRAC dans
le cadre de la norme NF EN ISO 15189. Les graphiques de résultats sont donnés dans
I’annexe 4 de ce travail.

Ce guide technique décrit que la limite de stabilité correspond a la dernieére valeur comprise
dans I’intervalle définit (traits rouges sur les graphiques).
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On constate alors que pour les numérations, en impédance et en fluorescence, les délais de
stabilit¢ peuvent étre prolongés par rapport aux 3 heures initialement déterminées. En effet
ces dernicres peuvent étre encore acceptées au-dela de 12 heures voir 24 heures.

Dans le cas de ces numérations il est plausible que le test de Student soit trop sensible et
restreigne de maniere trop importante le délai pré-analytique souhaitable.

Néanmoins, il est intéressant de noter que le PLT-F-Y sort de I’intervalle dés 75 minutes pour
les six témoins dans cette technique. Il convient alors de prendre en compte le délai pré-
analytique dans [’interprétation et 1’utilisation des parameétres de fluorescence. Entre 75
minutes et 3 heures, seuil de significativité statistique, il est possible de négliger les
différences observées, toutefois au-dela, I’analyse devient critique et sujette a caution.

11 est possible d’établir I’hypothése que ce délai pré-analytique n’impacte que la stabilité du
PLT-F-Y et non des autres parameétres de fluorescence dans notre étude, du fait que nous
avons travaillé sur une population saine. En effet les valeurs d’IPF% et H-IPF sont faibles
dans cette population et les variations causées par I’instabilit¢ du PLT-F-Y ne sont pas
significativement observables. Alors que chez un patient possédant un fort indice d’IPF et/ou
H-IPF, une variation du niveau de fluorescence peut possiblement impacter les résultats. Sur
le graphique du PLT-F présentant FSC en fonction de SFL, une plaquette se situant dans la
zone de I’IPF ou du H-IPF peut s’en retrouver exclue en fonction du temps, par la baisse du
niveau de fluorescence.

Ceci laisse entrevoir un éventuel artéfact au niveau de nos populations de patients. Pour les
¢chantillons analysés postérieurement au délai de 75 — 175 minutes, les variations observées
par rapport au groupe de TC auxquelles elles appartiennent peuvent avoir pour origine soit
I’hétérogénéité de distribution du paramétre au niveau du groupe soit le délai pré-analytique.
Il est alors indispensable d’¢liminer I’ensemble des échantillons qui ne respectent pas ces
contraintes pré-analytiques.

L’analyse visuelle des graphiques du canal PLT-F ne permet pas de constater une éventuelle
déformation du nuage de points, avec une déviation vers la gauche liée a la perte de
fluorescence.

Une autre hypotheése peut alors étre avancée, celle de la modification des capacités de
marquage des plaquettes. En effet, le marquage fluorescent ne s’effectuant qu’au niveau de la
prise d’essai de manicre extemporanée, l’intensité ne peut ainsi se disperser au cours du
temps. La seule origine possible de cette variation vient de la technique de marquage. Nous
avons détaillé précédemment que le fluorochrome pénétre la plaquette afin de se fixer sur des
¢léments riches en acides nucléiques. Ainsi il est possible d’envisager une altération des
capacités de la cellule a incorporer le fluorochrome et/ou a le conserver au cours du temps.

La numération plaquettaire ne s’en voit pas impactée du fait que les ¢léments sont tout de
méme marqués, seule I’intensité se voit diminuée. Ceci n’explique cependant pas 1’absence de
variation de I’IPF% et H-IPF en relation avec la baisse d’intensit¢ de fluorescence. Nous
rappelons que ces deux indices sont basés sur des seuils de fluorescence au-dela desquels les
plaquettes sont comptées dans I’une de ces deux catégories.

Afin d’éclaircir cette observation il serait intéressant de réaliser cette étude de stabilité sur des
patients présentant un fort pourcentage d’IPF associé a une thrombopénie. Les variations des
populations plaquettaires ne peuvent qu’étre davantage mises en évidence.
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8.2 Etablissement des valeurs témoins

Le second objectif de notre travail a été d’établir des valeurs témoins, dans le but de vérifier
que la population saine se distribue dans un groupe comparable et ne présente pas une
hétérogénéité trop importante.

De plus, dans le but d’établir un schéma diagnostique, la détermination de valeurs témoin est
nécessaire afin de positionner les patients TC par rapport aux témoins sains.

Toutefois, 1’élaboration d’intervalles témoins est un exercice délicat. De nombreux éléments
sont a prendre en compte et peuvent introduire des biais.

En effet, le plus difficile est le recrutement des sujets dits sains. Pour ce faire une partie de
nos données provient de patients donneurs de sang a I’Etablissement Francais du Sang
(E.F.S.). Ce sont des patients ayant bénéficiés d’un entretien avec un médecin, ce qui a permis
d’éliminer les patients associés a une pathologie. La seconde partie provient de volontaires
¢tablis comme sains, non pas apres un examen médical mais sur la base de ’absence de prise
de thérapeutique et en particulier I’absence de traitements agissant ou interférant avec les
fonctions plaquettaires.

Concernant le choix des patients sains a inclure, I’age, le sexe ainsi que le statut tabagique
sont également a prendre en compte. Il est en effet décrit [147] que ces différences influent
sur la numération plaquettaire. Néanmoins, du fait d’un faible nombre de témoins sains inclus,
nous avons fait le choix de ne pas reclasser les témoins en fonction de ces différents critéres.
Nous avons de plus validé nos valeurs témoins par la comparaison des intervalles calculés
avec ceux de la littérature. La numération plaquettaire a ainsi été utilisée comme point de
comparaison, permettant par extension de confirmer 1’hypothése de validité de notre
population saine, bien que trés réduite. Cependant nous montrons que les autres parametres
sont également cohérents avec les données bibliographiques comme I’illustre le tableau
XXXIX ci-dessous, regroupant différents intervalles de références publiés par différents
auteurs :

Tableau XXXIX : Tableau récapitulatif des valeurs de références des paramétres plaquettaires, selon les
auteurs.

Impédance Fluorescence
n PLT-1 (G/L) MPV (fL) | P-LCR(%) | PDW (fL) |PLT-F(G/L)| IPF(%) | IPF#(G/L) | H-IPF (%)
Valeurs
XN p;iT:::ie 31 [180,8-319,5]  |[8,73-12,09] | [13,99-41,59] | [8,71-15,87]][182-362,7]|[0,75-6,56] | [1,38-13,7] | [0,21-2,25]
étude
Ko et al.
NI o | 2208 [138-398] [0,5-9,7]
StrauR et al. [9,3-12,1] | [18,5-42,3] | [10,1-16,1]
XE [119] 100 [150-400] [9,1-11,9] | [17,5-42,3] | [9,9-15,4] [1,1-6,1]
XE P“J[let]a" 935 [197-272] [9,9-11,2] | [254-353] | [11,7-13,9] [2-4] (4,7-89] | [0,5-12]
Pekelharing [166-308] [9,3-12,1] | [18,5-42,3] | [10,1-16,1] [0,8-6,3] ) )
X 1 etaliiay | *% [173-390] [9,1-11,9] | [17,5-42,3] | [9,9-15,5] (08-62] | 231271 10,2-19]

Liste des différentes publications qui rapportent des valeurs de référence sur automates SYSMEX® de séries XN
et XE. Sont quelques fois décrites des valeurs associées aux hommes (lignes du dessus) et aux femmes (lignes du

dessous).
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Nous pouvons constater que nos résultats sont en accord avec les données de la littérature
méme si encore peu d’études rapportent des valeurs obtenues par le XN SYSMEX®. Ko et al.
[120], en comparant les séries XE et XN, décrit en effet des différences dans les intervalles de
références trouvés pour chacun des types d’automates.

De plus il est a noter que les méthodes de calculs de ces intervalles peuvent étre différentes
selon les publications tout comme les classes d’ages utilisées. Certains auteurs ne rapportent
pas ce type d’information de méme que le profil tabagique. Ainsi les comparaisons doivent
rester prudentes méme si ces données permettent de confirmer la validité de notre population
saine, considérant des individus de la population générale sans distinctions particuliéres.

Concernant la détermination des intervalles de référence, plusieurs modes de calculs sont
rapportés dans la littérature. Celui majoritairement utilisé, pour sa simplicité¢ de mise en ceuvre
(également décrit par le SH GTA 04 vO1 [179] du COFRAC dans le cadre de la norme NF EN
ISO 15189), est 'utilisation de la moyenne et de 1’écart type de la distribution. Cependant
cette méthode nécessite que la distribution soit gaussienne, d’écarter les valeurs aberrantes
ainsi que les valeurs initialement ¢loignées de la moyenne de plus de deux écart-types.
L’intervalle en résultant est la moyenne retranchée et additionnée de deux fois le nouvel écart
type obtenu.

Les derni¢res recommandations du CLSI (IFCC—CLSI C28-A3) préferent quant a elles ne pas
¢liminer les valeurs aberrantes. Ces derni¢res n’ayant que peu d’impact sur les méthodes de
calculs non paramétriques. Ainsi nous avons appliqué ces recommandations internationales
dans 1’¢laboration de nos intervalles de références, par I’application du logiciel Reference
Value Advisor.

Les conditions pré-analytiques sont également un ¢lément majeur pour la validité et la bonne
exploitation des résultats des témoins. Dans ce cadre, notre étude de stabilité a permis
d’établir un délai limite pré-analytique a respecter, et ce dans un environnement de
température ambiante. Ainsi, I’ensemble des témoins sélectionnés respectent ces criteres.
Dans la suite de la prise en charge, les aspects analytiques sont également importants a
prendre en compte. Ceux-ci étant aisément maitrisés par le respect des procédures du
laboratoire concernant les controles qualités et le traitement des échantillons.

Nous nous sommes ¢galement contentés de recruter des témoins sains uniquement sur le site
du CHRU de Nancy. Ceci par soucis de simplicité et de colit. En effet le passage de
volontaires sains, en dehors de tout motif hospitalier, induit une augmentation significative de
la consommation de réactifs et de ce fait le colit de cette détermination de valeurs témoins.
Ceci permet aussi de limiter la difficulté de recrutement. De plus, le risque de biais induit par
I’effet multicentrique de 1’étude est limité par 1’utilisation du méme type d’hématimétre, le
respect des normes de qualité exigées aujourd’hui dans les laboratoires et par la comparabilité
des différents centres possesseurs de XN SYSMEX® via le programme d’externalisation des
CIQ.

Ainsi nous nous sommes limités a [’utilisation de donneurs sains sur un seul site.
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8.3 Classification paramétrique des TC

Le troisiéme objectif de notre travail était d’établir une classification et une caractérisation de
chaque groupe de TC, a ’aide de parameétres automatisés, afin de reproduire la classification
morphologique établie par Noris et al. [6] sur la base de la taille plaquettaire.

L’hétérogénéité des méthodes actuellement disponibles et utilisées dans la démarche
diagnostique est en soi une limite dans 1’identification des TC, et ce d’autant plus qu’elles
manquent trés souvent de standardisation. Ainsi I’approche diagnostique via des parameétres
automatis€s peut permettre de contribuer a une amélioration de sa standardisation.

Pour ce faire nous avons fait le choix d’utiliser un parametre de taille plaquettaire ainsi qu’un
parametre autre, disponibles sur le XN SYSMEX®. L’analyse statistique des différentes
performances nous a permis de sélectionner les paramétres les plus pertinents.

Concernant le parametre de taille, deux indicateurs sont disponibles, PLT-F-Z ainsi que P-
MFV, tous deux possédant des caractéristiques de performances similaires.

Un ¢élément important de ce travail est I’approche standardisée et automatisée qui a été
utilisée. En effet, les paramétres déterminés sont disponibles grace a un hématimétre de
routine en cytologie hématologique, disponible dans de nombreux laboratoires, et permettent
par leur standardisation une approche objective et rapide.

Ceci en comparaison avec les méthodes actuellement décrites qui font appel, comme principal
critére, a la microscopie optique. De ce fait, une expertise confirmée est requise induisant un
biais de subjectivité inter-opérateurs, une difficulté d’accés a I’information et un temps
d’examen relativement long. Ce type d’analyse n’est en effet réalisé que dans certains centres
spécialisés en pathologies plaquettaires.

Ainsi nous présentons dans le tableau ci-dessous, les différentes TC que nous avons inclus
dans I’étude et classées grace a I’utilisation d’un couple de paramétres. Nous pouvons
observer que la répartition des pathologies est strictement identique a celle décrite dans la
publication de Noris et al. [6]. Cette classification de TC a ¢été possible grace aux différents
seuils que nous avons établis dans le chapitre précédent (§ 7.4.1) :

Tableau XL : Tableau de la classification des TC selon les paramétres automatisés XN SYSMEX® par le
canal PLT-F.

> 47,55 >11,20 > 24,70 MYH9
bBSS
[40,30;47,55] [8,80;11,20]  [6,80;24,70] GPS
FLNA
[36,70 ; 39,35] [7,3;8,2] [0,9; 6,8] FPD/AML
ANKRD26
< 36,7 <7,30 <0,9 WAS
XLT

Dans le cadre de notre travail, nous n’avons pas pu distinguer, au sein du syndrome MYH9,
les patients atteints de mutations au niveau du domaine moteur et du domaine queue. En effet
notre effectif ne comporte qu’un seul patient affecté par une mutation du premier domaine.
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Nous pouvons cependant observer que les paramétres de taille plaquettaire se comportent de
manicre tout a faire cohérente avec les observations micrométriques de Noris et al. Toutefois
les variations de I’IPF sont relativement étonnantes.

En effet, cet indice de fluorescence est initialement décrit comme permettant de faire la
différence entre les causes d’hypoproduction médullaire et de destruction périphérique des
plaquettes [150]. Hors pour I’ensemble des cas de TC une des étapes de mégacaryopoicse est
impactée, expliquant en parti, la présence d’une thrombopénie avec une taille plaquettaire
variable.

On constate tout de méme que I’'IPF est trés élevé dans les cas de TC a plaquettes géantes et
trés diminué¢ dans les cas de TC a petites plaquettes. Nous avons également montré
précédemment que divers articles rapportent une augmentation de I’IPF et/ou du taux de
plaquettes réticulées au cours de la stimulation hématopoiétique post-chimiothérapie
[188][189].

Il est donc nécessaire de bien différencier ces deux approches. En effet dans le premier cas
concernant les TC, nous exploitons cet indice de fluorescence dans le cadre de plaquettes
pathologiques provenant d’une dysmégacaryopoicse, alors que dans le second cas, nous
sommes en présence d’une mégacaryopoiese normale ou en cours de régénération. Ainsi
I’interprétation de I’IPF% doit étre différente selon le contexte.

Il est incontestable que dans le cadre d’une régénération plaquettaire ou d’une thrombopénie
d’origine centrale, I’'IPF%, reflet de I’immaturité d’une fraction plaquettaire, est un indicateur
efficace. Dans le cadre d’une pathologie plaquettaire, I’'IPF% ne peut étre le témoin de cette
régénération mais peut permettre son classement.

Cette étude multicentrique ayant pour objectif de caractériser les TC par 1’utilisation de
parametres plaquettaires innovants automatisés, nous avons pu confirmer la classification
existante, basée sur la mesure micrométrique des plaquettes, grice a 1’hématimetre XN
SYSMEX®.

Nous avons travaillé de maniére rétrospective par I’intermédiaire de cas génétiquement
confirmés, mais la poursuite de cette étude dans une démarche prospective et/ou rétrospective
permettra de renforcer les effectifs de ces pathologies rares et éventuellement conforter les
caractéristiques observées.

8.4 Distinction avec le purpura thrombopénique immunologique

Un des objectifs de ce travail était d’établir un moyen permettant de contribuer au diagnostic
différentiel entre le PTI et les TC. En effet cette distinction est parfois treés délicate et peut en
résulter une mauvaise prise en charge thérapeutique. La littérature rapporte effectivement
d’assez nombreux cas de patients ayant été splénectomisés dans le cadre de la cortico-
résistance de leur PTI. Ces derniers souffrant finalement d’une forme de TC ne nécessitant
pas ce type d’intervention chirurgicale [190].

Cependant nos résultats (figure 28 et tableaux XXI / XXXVIII) rapportent une grande
hétérogénéité de répartition de ’ensemble des paramétres plaquettaires dans cette pathologie.
Ceci ne permet pas de faire sortir un marqueur ou une combinaison multiparamétrique afin
d’orienter le diagnostic vers un PTIL.

Toutefois il est possible de relever des biais dans cette section. En effet les critéres d’inclusion
de ces cas de PTI n’ont pas été initialement définis dans notre protocole. Il n’est pas non plus
fait distinction entre les formes aigiies des formes chroniques, des formes traitées/non traitées
ou encore résistantes aux traitements. Ces différents arguments peuvent étre une des
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hypothéses a la grande dispersion des résultats. Il serait intéressant pour 1’ensemble de ces cas
de remonter a la caractérisation du stade de la pathologie (aiglie/chronique) afin de constater
ou non I’existence d’une sous-population différenciable au sein des PTI.

De maniere globale, aucun marqueur ne permet de trancher le diagnostic de PTI dans le cadre
d’un différentiel avec une TC. Seul le WAS (ou XLT) peut étre suspecté avec une bonne
sensibilité et spécificité avec un IPF < 3,10 % (cf tableau XXXVIII).

De plus, contrairement a ce qui a été rapporté dans la littérature (et décrit dans un chapitre
précédent), la différence PTI / MYH9 n’est pas réalisable sur la seule base des parametres
automatisés. En effet il s’avere que les PTI inclus dans cette étude ont un comportement tres
hétérogeéne, recoupant sensiblement les zones de valeurs de certaines TC, méme a plaquettes
géantes. Il est a noter que dans le syndrome MYH9, seule une certaine proportion de
plaquettes est assimilable a des plaquettes géantes. Ainsi le frottis sanguin retrouve une
dispersion des plaquettes dans les trois groupes de tailles. Ceci permet d’expliquer que le PTI,
pathologie ou le frottis peut également montrer une variation de taille plaquettaire importante,
est difficilement différenciable du MYHO.

Cependant nous pouvons supposer que la différence avec le syndrome de Bernard-Soulier
peut étre plus aisée. En effet cette derniére pathologie rapporte une plus faible dispersion de
son indice IPF% a la vue des résultats précédents.

Le tableau XLI rapporte les résultats des différentes courbes ROC modélisées afin d’essayer
de différencier le PTI des cas de BSS.

Tableau XLI : Tableau récapitulatif des courbes ROC dans la modélisation PTI vs BSS.

PTI vs bBSS
Seuil AUC
IPF (%) (1oo>,(;l T'igo,m 1,00
H-IPF (%) (10(;,(2) T'fc())o,O) 1,00
PFA(G/) | (10 o?olfi%) 00 L0O
PLT-F-X (ch) (75,>ol|2L1l£)60, o 098
PLT-F-Y (ch) (75’; 01}81'(1) 00 080
PLT-F-Z (ch) (75,>06|4§£ o) 075
PMFV () | 5’; T'gg' o1 059

On constate ainsi qu’il est possible de distinguer, grace a certains parametres de fluorescence
tels IPF% / H-IPF / PLT-F-X, les deux entités que sont le PTI et le BSS. Il est intéressant de
remarquer que les indicateurs de taille plaquettaire ne révélent pas de performances
exploitables dans cette différenciation. On peut alors conclure que sur le plan automatisé,
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aucune séparation selon la taille des éléments ne peut étre faite, ceci se confirmant par
I’analyse des frottis sanguins. Ces derniers ne permettent pas de mettre en évidence une
différence significative sur la variabilité des tailles plaquettaires.

Néanmoins, ’IPF% montre de trés bons résultats de méme que le parametre de structure,
PLT-F-X. Ce dernier s’avére particulierement élevé dans les cas de BSS par rapport aux PTL
Ce point est relativement étonnant car I’étude des frottis colorés au MGG ne permet pas de
mettre en évidence cette différence.

On peut ainsi affirmer qu’il est envisageable de distinguer PTI des deux formes extrémes de
TC, d’un point de vue de la taille, a savoir le WAS et le BSS. L’intérét n’étant que limité si
I’on met en rapport les fréquences de ces différentes pathologies. En effet méme si aucun
chiffre de prévalence n’est disponible pour les TC, le WAS et le BSS ne sont pas les formes
les plus fréquentes dans ce groupe de maladies rares. Ceci a la différence du syndrome MYH9
que nous avons développés précédemment.

Une tres récente publication de Fiore ef al. [191] met en évidence les difficultés de la
différenciation entre les PTI et les TC. Néanmoins elle rapporte que la taille plaquettaire par
I’évaluation du VPM (sur technologie Coulter) permet, dans une certaine mesure, de séparer
les deux groupes de pathologies. Toutefois par I’analyse de la population étudiée, il est
possible de constater que leurs patients TC sont pour la plupart des patients MYH9 possédant
ainsi des plaquettes géantes. De plus du fait du petit échantillonnage ils démontrent une
différence significative entre leurs cas de PTI et leurs TC. Ceci n’est pas retrouvé dans notre
série, en cause possiblement, 1’utilisation de technologies différentes qui ne sont pas
standardisées dans le rendu du VPM [116]. De plus les cas de PTI sélectionnés peuvent
¢galement varier par rapport a notre population du fait de critéres d’inclusions différents.
Finalement, ils assurent la distinction entre les formes acquises et constitutionnelles
principalement par I’age de découverte, I’histoire familiale, le VPM et I’étude des plaquettes
au microscope ¢électronique. Ce dernier point n’étant pas réalisable en routine, ils confirment
les principaux éléments diagnostiques connus que nous avons revus.

Le diagnostic de PTI doit résulter d’un faisceau d’arguments cliniques et biologiques, qui ont
conduit a ¢éliminer les autres causes de thrombopénie.

Finalement, dans le but d’établir un diagnostic différentiel PTI versus TC, seule I’exploitation
globale de tout un faisceau d’arguments permettra de s’orienter efficacement. Ainsi une
consultation spécialisée des pathologies plaquettaires, 1’analyse des antécédents clinico-
biologiques du patient et de sa famille, I’analyse des données PLT-F ainsi que le frottis
sanguin associés aux tests de deuxieme ligne permettront de renseigner davantage ce
diagnostic différentiel.
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8.5 Algorithme diagnostique

Le dernier objectif de ce travail était d’élaborer un algorithme diagnostique reprenant
I’ensemble des données disponibles concernant les TC. Le but étant de déterminer des points
essentiels en premiére ligne et de les confirmer secondairement.

Par compilation des différents algorithmes publiés dans la littérature concernant les TC, nous
avons établis plusieurs arbres diagnostiques détaillés ci-dessous. Ces derniers permettent dans
diverses situations d’orienter le dialogue clinico-biologique vers la recherche d’une TC et/ou
de cibler les analyses de deuxi¢éme ligne a réaliser. L’ensemble de ces organigrammes
décisionnels se basent sur les phénotypes plaquettaires que nous avons précédemment
déterminés.

I1 est possible de les utiliser et de les interpréter selon plusieurs portes d’entrée :

1. La premicre, dans le cas d’une suspicion de TC avec des arguments cliniques. En
effet, aprés mise en évidence d’une thrombopénie dans un contexte familial ou
associée a d’autres arguments comme [’existence de la thrombopénie depuis la
naissance, des hémopathies type leucémie aigu€ dans la famille, des malformations ,...
il est possible d’entrer dans I’arbre diagnostique.

2. La seconde est au niveau de la validation biologique de routine. En effet lors de la
validation d’une thrombopénie il serait intéressant, en plus de rechercher le contexte et
la présence d’antécédents de numération plaquettaire basse, d’observer le
comportement des indices de fluorescence PLT-F. Ce faisceau d’arguments permettant
d’entrer dans 1’arbre diagnostique.

Ce second point peut étre validé par I’analyse rétrospective que nous avons réalisé au chapitre
7.4.2 sur plus d’un mois de patients thrombopéniques ayant bénéficiés d’un passage en PLT-F
au CHRU de Nancy (tous services confondus).

Il apparait en effet que 1’application de nos algorithmes n’engendre qu’un faible nombre de
réponses dans la population générale d’un CHU et ainsi qu’un faible nombre de patients pour
lesquels il serait intéressant de pousser le dialogue clinico-biologique plus en profondeur.

Il est toutefois intéressant de noter que dans notre tableau XXXVII un fort pourcentage de
patients se situe dans la zone des plaquettes de taille augmentée. Ceci vient du fait que c’est
dans ce groupe que nous retrouvons le plus de patients sous chimiothérapie, pour des
affections hématologiques ou solides. Ces traitements perturbant fortement 1’hématopoiese de
ces patients, il est normal de voir ressortir des plaquettes de grandes tailles en lien avec la
forte régénération hématopoiétique. De nombreux papiers s’intéressent en effet a prévoir les
sorties d’aplasie sur la base de I’'IPF [154][155]. La mégacaryopoiese étant généralement la
premicre lignée se rétablissant, la sortie d’une fraction de plaquettes réticulées serait le t€émoin
d’une production plaquettaire intense, t¢émoin d’une prochaine sortie d’aplasie.

A T’hopital, la majorité des cas de thrombopénies est liée a une cause toxique a type de

chimiothérapie et de ce fait I’interprétation de ces algorithmes ne peut se concevoir en dehors
de I’analyse du contexte clinique et thérapeutique du patient.
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MYH9

IPF > 23,85%
PLT-F-Z > 47,55 ch -
P-MFV > 11,20 fL

BSS / PRKACG

- MYH9

BSS

- BSS

- MYH9/ BSS / PRKACG

 MYH9/ BSS / PRKACG

Figure 32 : Arbre diagnostique des TC a plaquettes géantes.
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b,80<IPF%<23,85

40,30<PLT-F-Z{ch)<47,55

8,80<P-MFV(flL)<11,20
GPS / GFI1B / ITGA3
~  l1GB2

'TUBB1/ mBSS /ACTN1

GPS/GFI1B  GFI1B

PTVWE / XUTT

GPS (- FLNA)

BSS

TUBB1 / GPS / FLNA / GFl1b / mBSS /
\CTN1/ ITGA2-ITGB3

Figure 33 : Arbre diagnostique des TC a grandes plaquettes. 144



TCPT/JBS/ CTRUS + XLTT

9,90<IPF%<6,80
36,70<PLT-F-Z(ch)<39,35

7,30<P-MFV/(fL)<8,20

ETV6/ PTVWF

' FPD/AML / ANKRD26-RT

XLTT TCPT/IBS

" EPD/AML +XUTT

PTVWEF /XLTT

XLTT FPD/AML

- FPD/AML / TCPT/JBS / XLTT / ANKRD26-RT
CTRUS / PT vVWF
ETV6-RT

Figure 34 : Arbre diagnostique des TC a plaquettes de taille normale.
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WAS

IPF< 0,90 %

PLT-F-Z < 36,70 ch
P-MFV < 7,30 fL

TAR / + CAMT

CYCS-RT

- CAMT

“WAS / TAR / CAMT / CYCS-RT

" WAS / TAR / CAMT / CYCS-RT

WAS / TAR / CAMT / CYCS-RT

 WAS / TAR / CAMT / CYCS-RT

Figure 35 : Arbre diagnostique des TCa plaquettes de petite taille.
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9 CONCLUSION

Ce travail avait pour objectif d’aider a la standardisation de la démarche diagnostique des TC
grace a l’utilisation de paramétres innovants portant sur la morphologie plaquettaire. Ces
derniers ont I’avantage d’étre automatisés et de bénéficier ainsi des performances de
robustesse d’un automate. De plus un autre atout de ce type de parametre est leur rapidité et
leur facilité d’obtention de méme que leur possible disponibilité dans un grand nombre de
laboratoires. L’analyse de la taille et de la morphologie plaquettaire peut en effet étre tres
chronophage quand elle est réalisée manuellement.

Ce travail a également contribué a une meilleure compréhension et une meilleure maitrise du
fonctionnement de I’hématimetre XN SYSMEX® et de certains de ses parametres.

Nous avons réussi a reproduire la classification de Noris et al. publiée en 2014 [6], qui fait
actuellement référence dans le domaine des TC. Rappelons que cette derniére est basée sur le
critere de la taille plaquettaire, analysée au microscope optique et de ce fait sujette aux
variations inter-opérateurs. L’autre inconvénient majeur est I’important temps nécessaire a
I’analyse des frottis. Ainsi, par ’utilisation de parameétres automatisés nous avons souhaité
réduire ces difficultés afin d’apporter davantage de standardisation.

Ceci a été possible grace a la collaboration de différents CHU, permettant 1’inclusion de
pathologies rares, et grace a 1’analyse statistique au sein de notre population de patients
atteints de TC, des différents indices plaquettaires disponibles sur I’hématimeétre. Le choix des
paramétres a été fait sur la base de 1’étude de leurs performances, en termes de sensibilité,
spécificité et de valeurs prédictives positives et négatives.

L’utilisation de seuils discriminants nous a permis d’établir des algorithmes décisionnels. Ces
derniers ont été construits pour répondre a deux problématiques différentes. La premicre, et
selon notre objectif initial, est de participer au dialogue clinico-biologique dans un contexte
de suspicion de TC. Ainsi les différents arbres permettent de s’orienter vers différentes
catégories de pathologies conduisant a mieux cibler les tests de deuxieéme intention et les
recherches génétiques. Dans le second versant, nous avons voulu donner une vision plus
pratique a ces algorithmes en permettant de les utiliser en routine sur les patients. En effet ils
peuvent s’appliquer devant toute thrombopénie en orientant le dialogue clinico-biologique
afin de concourir au diagnostic différentiel selon le contexte.

Nous avons également, comme régulierement décrit dans la littérature, tenté d’assurer la
distinction entre les formes de TC et les PTI, mais a I’image de la majorité des cas celle-ci n’a
pas €té possible de maniere significative. Seule une discrimination avec les formes extrémes
de TC (WAS et BSS) est réalisable. Mais I’intérét en est réduit de par la fréquence trés faible
de ces entités parmi I’ensemble des TC.

Nous avons démontré que I’IPF apparait comme un parametre d’intérét significatif au sein des
TC et probablement au sein de I’ensemble des causes de thrombopénie. Cependant le
comportement de cet indice au cours des différentes TC reste difficile a expliquer et ce méme
avec les connaissances physiopathologiques que nous possédons actuellement. Il est probable
que des études ultérieures permettront de mieux appréhender ces entités et il est certain que de
I’IPF jouera un réle dans ces compréhensions mécanistiques.

Néanmoins, notre étude rétrospective n’a porté que sur un faible échantillon de patients et il
serait intéressant de compléter les données afin de permettre de consolider les seuils
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discriminants déterminés. L’application de ces algorithmes de maniére prospective pourra
¢galement donner des informations essentielles quant a la pertinence de ces derniers

De plus, avec I’ensemble de ces ¢léments, tous les patients ne bénéficient pas de diagnostic
définitif, bien que suspectés de souffrir d’une forme constitutionnelle de thrombopénie selon
des critéres cliniques. Les avancées technologiques et plus particulierement dans le domaine
du séquengage, pourront permettre de mettre en évidence de nouvelles mutations et ainsi de
nouvelles pathologies permettant a terme d’étiqueter 1’ensemble des patients.

Ces découvertes permettront également, dans de futurs travaux, de compléter nos
connaissances et de mieux appréhender la physiologie de la mégacaryopoiése ainsi que la
physiopathologie de nombreuses pathologies. Ceci étant probablement une des raisons du
récent intérét porté a ces pathologies plaquettaires rares.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : Mode¢le de la feuille de renseignements clinico-biologiques nécessaire a toute
inclusion a I’étude.

Etude "Parametres plaquettaires
XN, Sysmex et Thrombopénies

constitutionnelles™

Merci de participer a notre étude, cette feuille d'inclusion est & envoyer par mail & :
Francois-Xavier DOUCET - fx.doucet@chu-nancy.fr

Associer en piéce jointe les deux fichiers extraits de I''PU comme indiqué dans la procédure
d'extraction des données (*.smp et *.116)

Joindre également par courrier un frottis étalé automatiquement et coloré ainsi qu'un frottis étalé
manuellement et non coloré.

Centre | |

Nom

Prénom

Date de naissance

Diagnostic

Mutation(s)

Nom/Code des
fichiers Sysmex

I
Heure de :| h :l
— ]

prélévement

Heure d'analyse

Traitements
éventuels
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ANNEXE 2 : Protocole destiné a la paillasse technique, résumant brievement les principaux
criteres de notre étude.

PROTOCOLE

Etude « Parametres plaquettaires XN, Sysmex et
Thrombopénies constitutionnelles »

Evaluation de l'automate XN SYSMEX dans le cadre de thrombopénies
constitutionnelles.

Patients a inclure :
Tout patient présentant une

e Thrombopénie Constitutionnelle

e Purpura Thrombopénigue Idiopathique

Pré-analytique
Délai
Délai prélévement / analyse des échantillons < & 3h.

Anticoagulant
Tube EDTA K2.

Contréles de qualité

Suivi normal et selon les procédures du laboratoire des CIQ, EEQ et de
I'externalisation des contréles internes.

Données nécessaires
e Analyse du tube en canal PLT-F

+ Frottis
a. Automatique par SP-10 (étalé et coloré automatiquement)
b. Manuel (étalé mais non colore)

« Données informatiques (selon procédure jointe)
a. Fichier ".SMP
b. Fichier *.116 (temporaire 3 semaines sur I'lPU)

+ Feuille d'inclusion (pdf & envoyer au centre de référence pour chaque
patient)
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ANNEXE 3 : Procédure de sauvegarde des différents fichiers informatiques, a partir de
I’hématimetre, nécessaires pour chaque patient inclus.

PROCEDURE D’EXTRACTION DES DONNEES

o Surl'lPU:
= Dans 'Explorer, sélectionner le patient correspondant

Exven et

v N, échant Now patient P/N Action Type cesandes Grr  Date Heure  Seq,  Rack
v e 23276093 8 06 4 1 01/04, .. 20:48:57 100 Q00002
v e 23276898 & 06 c Initial 01/04. 90 @acea «im FRestaurer
vV NB 23276887 B DG o Initial 81,/84 93 @eeea2
v N 5 0o Initial 01/04 97 oesenz
v e s o0 Initial 154 eaeest
v e 8 06 oac Manual (Open) 47
v we 5 06 [ 95 @seeal
v ue 5 00 95 soeen1
v s 8 06 bc 95 eeeeer
v ue 5 06 o 53 0aeear -
v NE & 00 145 G001 A
v 8 06 D 141 Geeeet -A
v N L 135 oeeeal -A
v o ® o < 138 eveent 204-7909-2-A XN
Vv W B 06 137 Q00ea1 1N-9000-2.A ™
v e 5 06 L 34
v N s 00 D
v Bt 23276821 500
v 8F 23276676 8 ne
8t BACKGROUNOCHECK aia 2
v N8 23276835 s il
v NE 23276829 s8] n
Infos. échant | CBC OIFF | RET PLT-F  Bol =

XN-3000-3-4
TS

= Puis « FICHIER » et « SAUVEGARDER »

O m

B Heweal

v N échant Nom patient Erissi P/N Action Type dessndes Srr  Date feure Seq. Rack Positi
v N 23276803 & 06 LR+ 91/04 20:48:57 100 900002
vV oNE 213276808 8 06 < ¥ eaeea2
v NB B 06 o 3 @eesea2
v LI 37 o800z
v NS s be 154 Qecor
v oNe B 06 onc
v NS B 06 o 96 9800l
v NS 5 0o 5 eteonl
vV NS L oC 94 eeeess
v e LR o 83 Q0801 4
v NE & 06 143 Qa0 5
U NE 8 06 DC 141 Geeelt 4
v NS B DG 135 98eeal 3 ™
v L < 139 9eeed 2 x
v WE 8 06 137 oeeee1 1 e
v N 23276857 B 06 c
v NS 25276857 LR c
v e as27e821 LR
vV BF 23276678 8

aF BACKGROUMDCHECK Aj
v Ne B
v N ]

Infos. échant | C8C DIFF  RET  PLT-F Bol =

|

B
als ||

= Sélectionner un dossier de destination et un nom de fichier puis
« OK »
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J Browse for Computer m1 l

Bl Desktop
b [l Libraries |
] LR AN 4
a8l Com puter
I =y bocal Disk (C:)
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o Surl'lPU:
= Quvrir I'explorateur Windows
= Allez vers C:/Program Files/Sysmex/RAWDATA
G-+ ot ¢ ol Oon (€] P e Sy TAMDATE ' J7]

= Puis dans la case de recherche, saisissez la date de I'analyse
sur le calendrier qui s'affiche
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datedemodification:l

Sélectionner une date ou une plage de dat...
< avril 2014 4
lu mame je ve sa di
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z

1 Il'y a longtemps

| Plus tot cette année

Plus tét dans le mois

Semaine derniére

Plus tot cette semaine

Hier
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ANNEXE 4 : Analyse de I’é¢tude de stabilité selon les recommandations COFRAC, norme
NF EN ISO 15189 pour le PLT-I, PLT-F et PLT-F-Y.

Les valeurs des patients se distribuant sur les courbes bleus alors que les limites
d’acceptabilités, calculées sur la base des biais déterminés en 7.1.3, figurent en trais rouges.
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Optimisation du diagnostic des thrombopénies constitutionnelles par ’utilisation des
paramétres plaquettaires morphométriques

Thése soutenue le 13 juin 2016
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RESUME :

Les thrombopénies constitutionnelles (TC) sont des pathologies rares résultantes d’anomalies
qualitatives et quantitatives des plaquettes. Diverses voies de signalisation, différents récepteurs ou
étapes de la mégacaryopoiése peuvent étre affectés et aboutir a ces pathologies. Aujourd’hui la grande
hétérogénéité de ces thrombopénies est représentée par I’existence de 23 formes de TC portées sur 22
genes. Toutefois un certain nombre de patients reste encore actuellement sans diagnostic précis.

Ce n’est que trés récemment qu’une publication de Noris ef al. (2014) a établi une classification des
TC a partir de I’observation morphologique au microscope optique : les TC a plaquettes de petite
taille, de taille normale, de taille augmentée et a plaquettes géantes.

L’objectif principal de cette these est de reproduire cette classification, initialement réalisée sur la base
de mesures micrométriques des plaquettes, en utilisant les parameétres automatisés de 1’hématimétre
XN SYSMEX®. Pour ce faire, il a été exploité principalement les données du canal dédié aux
plaquettes, le PLT-F, marquant spécifiquement par un fluorochrome les éléments plaquettaires.

Dans ce but, les différents paramétres disponibles, leurs significations ainsi que leurs performances
respectives seront détaillés. Nous avons calculé pour chacun d’entre eux des seuils discriminants en
fonction des différentes entités de TC. Puis par I’utilisation d’une combinaison de marqueurs, une
classification des TC a été obtenue avec des valeurs de sensibilité et spécificité optimales.

L’objectif secondaire de ce travail a été d’établir des algorithmes décisionnels afin d’aider au
diagnostic de TC. Nous avons é¢élaboré des arbres a double lecture, selon que 1’on se place dans un
contexte de caractérisation d’une TC suspectée ou dans un contexte de validation biologique de
routine d’une thrombopénie.

Enfin un point a été fait sur les possibilités et perspectives de différenciation des TC avec les PTL.
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