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sang dilué au 1/40tme sont nécessaires (dilut ion autorisant l'appJjcat ion des lois optiques de la 

diffusio n). 

Les résultats obtenus (fig 22) informent directement sur la résistance de la membrane. Les 

déterminations des transmissions, initiale, à 50 % et totale permettent d'apprécier, 

comparat ivement à la technique de DACIE, les caractéristiques de l' hémolyse. La va lidat ion de la 

méthode a porté sur l'analyse d'échantillons de sang témoins prélevés depuis moins de 6h. et/ou 

incubés 24h à 37°C, afin de les fragiliser. Un test est également en cours actuellement sur des 

plaquettes sanguines. 
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F igure 22 : résultats de la fragi li té osmotique des hématies. 
Courbes des différents signaux de transmission obtenus, en fonction de la diminution de la 
concentration en électrolytes minéraux, de 24 échantillons de sang natifs (vert) et incubés 24 h à 
37'C (cyan) ainsi que d'un échantillon de sa ng pathologique (rouge) 

Actuellement des études complémentaires sont menées afin de préciser et de valider cette 

technique automatique de mesure de la frag ilité osmotique des hématies. 

3.4. Adaptation du logiciel informatique 

Afin de caractériser la fragilité osmotique érythrocytaire, l'ordinateur calcule des indices 

exprimés soit en temps soit en force ionique, pour les seuils de transmission de 2 % (transmission 

initiale), de 50 % et de 98 % (hémolyse totale). La résolut ion du système de mesure est de 440 points 

en 500 s (échanti llonnage de 1,12 s) et la précision qu i est fonct ion du mode d'acquisition choisi (carte 

multi·fonctions Digimétrie PC-AOC 12B8VID) est de 12 bits. Les signaux électroniques étant compris entre 

o et 5 volts, la précision est de 1,22 millivolts. 

89 



et 

• 

2 

'-AJJLl.UUL\#t.. e:q)nI1née entre 



le 







us à e 

une COlllC(;mtlrat1lon V""J.U,.l-""~U, {dlluti(m avec 

mesure 





1 

• 
• 
• 



en 

en Intien~ate 

à SUS1Xllf,ion de 

eur 





mesure 

une aUJ~en1tat1on 

cuve 

OSI11otlQue avec un sut1tlsant pour atteindre le maximum de 



mm, 

• 



• 

mesure 



relativement faible. Ainsi, pour des analyses significatives, les mesures suivantes se sont limitées à

la plage 0°_30°

Quatre séries d'étude (quatre PRF de donneurs différents, anticoaglJ1ant EDTA), permettent de

vérifier la méthode, et l'une d'entre elle est choisie pour présenter les résultats.

Les courbes données sur la figure 30 montrent que l'intensité globale diffusée diminue

rapidement pour les angles supérieurs à 9° par rapport à l'intensité de la transmission collimatée

recueillie à 0°

Les résultats pour une position fixe du capteur (exemple pour 6°) permettent d'observer une

diminution progressive de l'intensité lumineuse captée en fonction du temps, alors que la

transmission collimatée augmente dans le même temps. Les amplitudes des courbes, pour les

signaux correspondant aux angles différents de 0° (correspondant uniquement à la diffusion), sont

différentes, mais l'allure reste la même.

Remarque: à a.. = 3°, le capteur lumineux reste sensible à la fois à la transmission collimatée et à la diffusion. d'où

un signal relativement important avec une variation moins nette.

A partir de l'intégration théorique (aIlleaUX de diffusion), proposée précédemment et en

s'appuyant sur les valeurs expérimentales, la courbe notée "somme" a été construite (elle correspond

à la sonune des aIlleaux de diffusion pour les angles où l'intensité mesurée est significative). Cette dernière

confirme l'opposition au niveau du sens de variation entre la transmission collimatée et la

transmission diffuse. Cette "reconstruction" permet ainsi de montrer que l'augmentation de la

transmission directe à 0° est fortement liée à la diminution de la diffusion.
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Figure 30 : courbes d'intensité de diffusion autour de la cuve en fonction du
temps et pour un même PRP.

Cette expérience confirme qu'à la longueur d'onde excitatrice de 780 nm, les plaquettes

sont des particules diffusantes, et que la variation de transmission directe (collimatée) est
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consécutive principalement à la variat ion de diffusion . (i ntensité lumineusc incidcnte - intensité de la 

lumière diffusée ::=: transmission captée). 

5.5. Dialyse contre des solutions de forces ioniques différentes 

Cette étude consiste à effectuer des mesures à partir d'un même PRP (a nticoagulant EDTA), 

en plaçant dans la cuve de 90 mL des solutions de forces ioniques différentes. Le but de cette 

expérience est d'observer l'influence de la pression osmot ique, créée au niveau de la suspension 

plaquettaire, sur l'amplitude et l'allure des courbes de variation de transmission lumineuse. 

L'analyse de ces différents résultats montre que : 

• L'amplitude de la variation de lumière transmise est fonction du degré de dialyse réali sé 

pendant les mesures (fig 3 1). Plus la force ionique de la solution dans la cuve se 

rapproche de 0. 155 M (isotonîcité), plus l'amplitude du signal lumineux est faible. Ce 

phénomène confirme le résultat obtenu pour l'étude d'une possible sédimentation. Pour 

une différence de fo rce ionique convergeant vers zéro entre l'échantillon et la solut ion 

dans la cuve, l'intensité mesurée reste quasi-constante dans le temps. 

n. 

, co . - __ ____ _ 

,. .. _------------

0,"" " ooM .. 
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--6,." .. 0""'" 
00 17 ~ 

0"'" , oon U. 
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- - - dl. I, .. OOnU. 
o oo~,.. 
'; 01, .. 00"'" 
o 08e,.. 

- - 010< , •• oon". 
0'03'" 

temp s (s ) 

li lgurc 31 : courbes de tra nsmission lumineuse e n vuleurs arb itraires ( d é<:im~ l es, le 
seuil init i<ll de tmnsmission est r~ mené ii 0) en fo nction du temps, obtenues pour des 
dia lyses contre des milieux de force io niq ue différente. 

• Ces courbes, exprimées maintenant entre 0 et 100 % de la pleine échelle (fig 32), tendent 

à se confondre principalement pour les forces ioniques comprises entre 0, 150 et 0,083M . 

L'allure de chaque courbe est identique. Le seuil 100 % de transmission est atteint dans 

les mêmes temps. 
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données sont corrélées par les différences d'amplitude sachant que les intensités maximales 

pour les deux anticoagulants sont très proches . 
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F ig ure 44: courbes de transmission lumineuse en fonction du temps obten ues 
pour des plaquettes d'un même donneu r issu de sang total prélevé sm EOT A et 
ci trate (PRP ajustés ft la même concentration 430.109 plaquettes/Llo Caractéris..1.tion 
des amplitudes et des différents seuils de transmission, 

La différence quant aux résultats obtenus suivant l'anticoagulant ut ili sé est 

signi ficative . Les courbes enveloppes (fig 43) sont très di stinctes, 

De par sa capacité à maintenir une meill eu re intégrité cellulaire, et par la reproductibilité 

des valeurs obtenues (coefficient de variation plus faib le pour le citrate, que pour l'EDT A), le citrate a été 

retenu comme ant icoagulant de référence pour la suite du travaiL 

13. INFLUENCE DE LA CONCENTRATION PLAOUETTAIRE 

L'influence de la concentration cellulaire sur la mesure de la résistance osmot ique a été 

étudiée à partir de cinq prélèvements de sang provenant de sujet s sains (chaque PRP préPilré a Cie 

ajusté avec du plHslIla aUlologue (PPP) à difTérenles concenlratiollS de 150. [O~ il 500. [09 plaquellcslL. anlicoah'l.llaUI 

citrate) (fig. 45). 

Les courbes obtenues (avec ulle échelle de valeur llrbitnlire en fonction de la force ionique) montrent 

une diffé rence d'amplitude entre les différents signaux recuei lli s. 

Ainsi, l'amplitude de la variat ion d'intensit é lumineuse captée pendant une mesure et le 

seuil initial de transmission sont en relation de proportionnalité avec la concentration cellul ai re. 
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avant et après traitement. 
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F igu re 55: courbes moyennes de transmission ramenées entre 0 ct 100% en fonction de la force io nique, 
obtenues po ur les concentrés plaquettaires, préparés suivant ..j techniques, à j=O, j=2 ou j=3, j=5 et j=6. 
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el Cit rate) et une suspension d'hématies (EDTA). La différence de comportement osmotique entre 

ces deux cellu les est ainsi précisée. 

Les résult ats de fragilité plaquettaire obtenus sont indépendants de la concentration 

cellulaire, si cette dernière est comprise entre 100.109 el 500.109 plaquetteslL. L'information 

déduite de la différence entre la densité optique du ppp el du PRP d'un même donneur permettra 

de fournir à l'utilisateur une approche de la concent ration en plaquettes. Des mesures de résistance 

osmotique effectuées directement sur des solutions pures de concentrés plaquettaires (1.1012 à 

1.4.10' 2 plaqucllcslL) mon trent un décalage des courbes de transmission lumineuse en fonction de la 

force ionique vers la droite. La concentration élevée et la nature du mil ieu de suspension semblent 

favori ser une meilleure résistance osmotique. 
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Fi g ure 60: courbes témoins de la résistance osmolique des hémutics (EDTA) cl 
des plaquelles (EDTA, citrate). 

La température est également un facteur prépondérant au ni veau du gonflement osmotique 

des plaquettes ct donc de leur résistance à l'influx d'eau . Les plaquettes présentent une fragilité 

diminuée aux températures basses (S- IOD C). Cette analyse confirme les résultats présentés par 

Zahavi (47) en uti lisant le Fragiligraph. La température de 37°C provoque une fragilisation des 

plaquettes. Comme J'avait précisé Vigneron (107), la plus forte résistance des plaquettes à 

l'hypotonie par abaissement de la température est semblable à ce qui est décrit pour l'érythrocyte 

et résulte vraisemblablement du changement des propriétés élastiques de la membrane. 
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SUIVl DU COMPORTEMENT OSMOTIQUE DES PLAQUETTES SANGUINES 
Développement et évaluat ion d'un test automatique de mesure de la réponse des plaquettes 

à des variat ions de pression osmotique. 

L'étude de la résistance ou du gonflement osmotique de la plaquette sanguine a souvent été 

proposée comme test d'approche de sa viabilité. Cette évaluation est d'un intérêt particulier pour 
enrichir les connaissances rhéologiques de cette cellule, pour diagnostiquer d'éventuelles anomalies 

membranaires et principalement pour l'inclure dans le contrôle de qualité des concentrés 
plaquettaires avant transfusion. De nombreux auteurs ont analysé le comportement des plaquettes en 

milieu hypotonique par différentes approches complémentaires (numération, observation 

morphologique, dosage de substances libérées, agrégation photométrique, etc ... ). Actuellement la 

majorité des tests cliniques s'appuie sur le test dit de "réponse au choc hypotonique" (RCH). 

Cependant aucune technique d'évaluation de la viabi lité des plaquettes n'est standardisée, référencée 

ou n'a fait l'objet d'une instrumentation propre. 

Dans ce travail, nous décrivons un test automatique d'approche par dialyse lente de la 

résistance osmotique des plaquettes. Le "Fragilimètre", appareil utilisé en routine pour caractériser la 

fragilité des érythrocytes, a été adapté pour l'étude du comportement osmotique des plaquettes. La 

variation de transmission lumineuse à travers la suspension plaquettaire en fonction de la 

concentration en chlorure de sodium est dépendante du changement de volume de la cellule (de sa 

lyse), et permet ainsi de caractériser la viabilité de la cellule. Cette interprétation a fait l'objet d'une 

approche théorique des propriétés optiques de la plaquette, complétée par une analyse de la réponse 

du système. Les résultats obtenus avec des plaquettes normales montrent une bonne sensibilité et 

reproductibilité de la méthode, ainsi que l'influence sur les mesures de plusieurs paramètres : 

anticoagulant (citrate, EDTA), concentration cellulaire et température. Le test a été appliqué au 

contrôle de qualité des concentrés plaquettaires conservés en vue de transfusion. 

Ce dispositif de mesure, associé à une unité informatique, autorise des adaptations pour 

d'autres applications comme le test RCH, et des évolutions logicielles de traitements de données . 

Enfin, le test de fragilité osmotique peut s'adresser à d'autres particules ou cellules biologiques : 

spermatozoïdes, lymphocytes, .... 

La réponse des différents tests effectués avec la Fragi limètre, confortée à une validation 

biologique, permet de compléter la gamme de mesures actuellement opérationnelle à l'aide de cet 

appareil commercialisé. 
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Plaquettes, résistance osmotique, dialyse, transmission ct diffusion lumineuse, 
viabilité. 
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