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) Introduction :

A) La thrombopénie immunologique (PTI) :

1) Généralités :

La thrombopénie immunologique, ou purpura thrombopénique immunologique (PTI)
est une maladie hémorragique acquise. Il s’agit d’'une maladie auto-immune, induite par la
présence d’anticorps anti-plaquettes (1) et définie par une thrombopénie inférieure a 100

G/L, isolée, en I'absence d’autre cause ou maladie pouvant étre associé a une thrombopénie

(2).

Cliniguement, la thrombopénie expose les patients a des saignements
essentiellement cutanés et muqueux, méme si de rares hémorragies viscérales sont
rapportées. Les principaux signes sont le purpura pétéchial, les ecchymoses et les
saighements muqueux. Le risque d’hémorragie est globalement bien corrélé au taux de
plaquettes, avec une augmentation significative en dessous de 20 G/L (3). Le PTI est associé
a une morbidité importante liée aux hospitalisations, aux effets secondaires infectieux ou
thrombotiques des traitements et a une altération de la qualité de vie (4,5). Enfin, la
mortalité globale a long terme au cours du PTI est plus élevée que dans la population

générale (odd ratio estimé a 1,5), avec une mortalité a 10 ans estimée a 34% (6).

C’est une maladie rare, avec une incidence estimée a 2,92/100.000 habitants/an en
France (7), mais il s’agit néanmoins de la cytopénie auto-immune la plus fréquente. La
maladie est présente a tous les ages de la vie, avec deux pics d’incidence : le premier se situe
chez I'enfant, principalement entre 1 et 5 ans, et le second apres I'age de 60 ans. Pour ces
deux pics d’incidence on observe une légere prédominance masculine, alors gu’il y a une
prédominance féminine de la maladie en dehors de ces pics entre 18 et 50 ans. Il existe
également une variation de l'incidence selon la saison (prédominance durant les mois

d’hiver), et géographique avec un gradient Nord-Sud bien décrite sur le territoire francais.

L’évolution naturelle de la maladie varie selon I'dge d’apparition. Chez I'enfant, il

s’agit le plus souvent d’'une maladie transitoire : 80% des enfants présentent une guérison
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spontanée en quelques semaines. A I'inverse, le PTI évolue vers une maladie chronique chez

70% des adultes avec une alternance de rémissions et de rechutes.
On distingue 3 phases évolutives (8) :

o Le PTl nouvellement diagnostiqué, i.e. évoluant depuis moins de 3 mois.
e Le PTI persistant, i.e. comprenant la période entre 3 et 12 mois apres le
diagnostic.

e Le PTlchronique, i.e. évoluant depuis plus de 12 mois apreés le diagnostic.

Cette distinction est utile afin de guider 'attitude thérapeutique. En effet, les chances
de rémission spontanée diminuent avec la durée d’évolution de la maladie : elles sont de
30% environ dans les 3 premiers mois, pour devenir quasi nulles a la phase chronique chez
I'adulte (estimées inférieures a 5%). De ce fait, les traitements irréversibles comme la
splénectomie ou présentant des effets secondaires importants comme les

immunosuppresseurs ne s’envisagent que dans les phases chroniques.

On oppose classiguement les formes primaires ou idiopathiques représentant 80 a
85% des cas, aux PTI dits secondaires (8). Dans les formes secondaires le PTlI accompagne
une autre maladie ou une cause associée, comme certaines maladies auto-immunes (lupus
systémique, SAPL, syndrome d’Evans, thyroidite d’Hashimoto), maladies infectieuses
chroniques (VIH, VHC, Helicobacter pylori), déficits immunitaires (DICV, ALPS, déficit en
CTLA-4, syndrome de Di Georges), hémopathie malignes (syndrome myélodysplasique, LLC,

LMMOC, lymphome angio-immunoblastique, MGUS), ou d’autres causes plus rares.

Le diagnostic de PTI reste un diagnostic d’élimination, en I'absence de critére
clinique, d’imagerie ou biologique spécifique permettant d’établir un diagnostic de certitude.
Le diagnostic est posé sur un faisceau d’arguments, et par I'exclusion des autres causes de

thrombopénie (9).

2) Difficultés diagnostiques du PTI :

Si les causes classiques de thrombopénie sont facilement écartées par la majorité des

cliniciens (fausse thrombopénie a 'EDTA, thrombopénie de consommation, splénomégalie,
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chimiothérapies cytotoxiques), il reste des situations complexes ol le mécanisme de la
thrombopénie reste incertain malgré les explorations complémentaires conventionnelles.
Les principaux diagnostics différentiels pouvant mimer un PTI sont les thrombopénies
constitutionnelles, les insuffisances médullaires ou syndromes myélodysplasiques avec
thrombopénie isolée initiale et les thrombopénies médicamenteuses (10). De fagon plus
anecdotique, le PTI peut dans de rares cas étre confondu avec une maladie de Willebrand de
type 2B (11). Ce sous-type de maladie de Willebrand est caractérisé par une mutation dans
I'exon 28 du gene VWEF, entrainant une hyperaffinité du domaine de liaison du facteur
Willebrand (VWF) pour la GPIb plaquettaire (12) et occasionnant parfois une thrombopénie
de consommation par phagocytose des complexes plaquettes/vVWF (13). La thrombopénie
est inconstante et parfois fluctuante, mais certains patients ont une thrombopénie
permanente (14) liée a une altération de la mégacaryopoiese associée, induite par le vWF
anormal (15). Le diagnostic est parfois difficile du fait de la profondeur de la thrombopénie

et parfois d’'une apparente normalité des dosages de VWF en contexte aigu (11).

2.1) Les thrombopénies constitutionnelles

Le groupe de maladies pouvant faire évoquer un PTlI et mener a une errance
diagnostique voire a un traitement inapproprié des patients est celui des thrombopénies
constitutionnelles. 1l s’agit d’'un groupe hétérogene de maladies caractérisées par une
thrombopénie de profondeur variable, causée par une mutation génétique affectant soit la
différenciation des précurseurs mégacaryocytaire, soit la maturation des mégacaryocytes ou
bien le relargage des pro-plaquettes (16). Avant I’ére du séquencgage a haut débit, il n’existait
gue peu de tests diagnostiques spécifiques pour la plupart de ces pathologies, bien souvent
méconnues du fait de leur rareté et dont le diagnostic reposait sur un faisceau d’arguments.
Une thrombopénie constitutionnelle doit étre suspectée en cas de thrombopénie présente
depuis la petite enfance, a fortiori en cas d’antécédent familial de thrombopénie. La
présence de signes extra-hématologiques associés doit également alerter le clinicien.
L’association d’une thrombopénie a une surdité, une néphropathie, une cataracte, un retard
mental, des malformations cardiaques ou bien un déficit immunitaire associé doivent alerter

le clinicien. Une anomalie de taille ou de structure des plaquettes doit faire également
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suspecter le diagnostic. Des plaquettes de grande taille avec un volume plaquettaire moyen
(VPM) élevé ou bien la mise en évidence par I'examen cytologique de plaguettes géantes
peuvent se rencontre de fagon caractéristique dans deux entités principalement: le
syndrome MYH9 et le syndrome de Bernard-Soulier bi-allélique. A I'inverse, des plaquettes
de petite taille, avec un VPM <7 fL, peuvent faire évoquer un syndrome de Wiskott-Aldrich
(WAS) ou une thrombopénie liée a I’X (XLT). Les anomalies orthopédiques sont également a
rechercher, car pouvant faire évoquer un TAR syndrome (17), un RUSAT (18), ou un

syndrome oculo-oto-radial (19).

Enfin, I'absence de réponse aux traitements de premiere ligne par corticoides ou
immunoglobulines polyvalentes (IglV) doivent faire reconsidérer le diagnostic de PTI.
Cependant, cet argument peut étre mis en défaut par des fluctuations spontanées du taux
de plaquettes observées dans certaines thrombopénies constitutionnelles. Dans le WAS, la
thrombopénie est en partie liée a une durée de vie raccourcie des plaguettes pathologiques
qui sont phagocytées au niveau splénique, expliquant une correction partielle possible de la

thrombopénie apres splénectomie ou apres IglV (20).

Depuis I'apparition du séquencage haut débit, une quarantaines de génes ont été décrits
comme impliqués dans les thrombopénies constitutionnelles, rendant compte de la grande
hétérogénéité phénotypique rencontrée au cours de ces maladies (21). Malgré les progres
considérables ces vingt dernieres années dans ce domaine, environ 50% des patients
suspects de thrombopénie constitutionnelle n’ont pas de cause génétique clairement
identifiée. Méme en I'absence de traitement spécifiqgue dans la majorité des cas, la
reconnaissance de ces entités demeure essentielle. D’une part parce que certaines d’entre
elles s’accompagnent d’un sur-risque d’hémopathies malignes sur le long terme comme
dans le FDP/AML (familial platelet disorder with predisposition to acute myeloid leukemia)
ou bien dans le cas des mutation de ETV6 ou de ’ANKRD26 dont le dépistage et le diagnostic
précoce pourraient avoir un intérét individuel (22—-24). D’autre part, afin d’éviter un
traitement inapproprié potentiellement pourvoyeurs de morbi-mortalité tel qu’une
corticothérapie prolongée, l'usage non justifié d’immunoglobulines polyvalentes,

d’immunosuppresseurs ou de gestes invasifs comme la splénectomie.
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2.2) les insuffisances médullaires :

Un syndrome myélodysplasique peut se révéler initialement par une thrombopénie
isolée dans 10% des cas environ (25,26). C'est pourquoi il est recommandé en France de
réaliser un myélogramme systématique devant toute thrombopénie isolée au-dela de 60 ans
(9) et en cas de PTI réfractaire aux traitements de premiere ligne. Cependant cet examen
invasif peut étre pris en défaut initialement. Les signes de dysmyélopoiése sont parfois
discrets et I'analyse cytologique est opérateur-dépendante (27). Cependant au cours de
I’évolution, d’autres cytopénies apparaissent permettant de corriger le diagnostic le plus

souvent.

B) Outils disponibles pour le diagnostic différentiel des thrombopénies

1) Généralités

Hormis les critéres cliniques, il existe peu d’examens biologiques permettant d’exclure

formellement les diagnostics différentiels du PTI.

L’analyse de la numération formule sanguine (NFS) et du frottis sanguin peut parfois donner
des arguments pour une cause génétique. En effet, la mesure de la taille des plaquettes est
un parametre important devant une suspicion de thrombopénie constitutionnelle. Plus de la
moitié des thrombopénies constitutionnelles présentent des plaquettes de taille augmentée
(28) et ont un VPM significativement plus élevé que les PTI (29,30). Cependant, ce paramétre
peut étre mis en échec car certaines thrombopénies constitutionnelles n’ont pas
d’anomalies de taille des plaquettes (20). La recherche d’autres anomalies cytologiques sur
le frottis sanguin peut parfois orienter le diagnostic. Par exemple, la présence de corps de
Dohle dans les polynucléaires associée a une thrombopénie et des plaquettes de grande

taille est quasi-pathognomonique du syndrome MYH9 (31).

La recherche d’anticorps antiplaquettaires, les tests d’agrégation plaquettaire, ou la
microscopie électronique pris isolément ne sont pas des tests permettant de séparer

efficacement les PTI chroniques des patients avec thrombopénie constitutionnelle (30). Le
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dosage de la TPO a été rapporté comme significativement plus bas chez les patients PTI
comparé aux patients avec macrothrombopénie constitutionnelle (32). Cependant ce dosage
n‘est pas réalisé en routine et n’est pas extrapolable a toutes les thrombopénies

constitutionnelles.

Le myélogramme avec analyse cytogénétique est un examen permettant de distinguer les
insuffisances médullaires des PTI dans la majorité des cas. Cependant I’'examen cytologique
comprend une part de subjectivité et de variabilité inter-observateur au moment de
I'analyse, particulierement dans le cas des myélodysplasie avec dysplasie uni-lignée, ne
permettant pas d’exclure formellement un syndrome myélodysplasique débutant (27). De
plus, I'analyse du frottis médullaire ne permet pas de distinguer PTI et thrombopénie

constitutionnelle.

Du fait de I’'hétérogénéité clinique des patients avec une thrombopénie constitutionnelle,
certains auteurs ont proposé un score de probabilité clinique afin d’aider au diagnostic
différentiel avec le PTI. Fiore et al (30) ont comparé les données cliniques et biologiques,
dont des analyses plaquettaires spécialisées de patients PTI et ayant une thrombopénie
constitutionnelle afin de d’identifier les caractéristiques permettant de les distinguer. Les
auteurs rapportent un score composite comprenant plusieurs items évocateurs de
thrombopénie constitutionnelle a savoir I'dge de découverte < 34 ans, une histoire familiale
de thrombopénie, une histoire personnelle de syndrome hémorragique, un VPM >11fL, un
exces de plaquettes géantes sur le frottis sanguin et un pourcentage élevé de plaquettes de
grande taille en microscopie électronique. La présence d’au moins 3 de ces critéres chez un
patient permettrait d’obtenir une sensibilité de 91%, et une spécificité et VPP a 100% pour le
diagnostic de thrombopénie constitutionnelle. Ceci démontre I'intérét de combiner plusieurs
parametres afin de prendre en compte I’'hétérogénéité clinique des deux entités et de cibler
les éventuels patients pour lesquels une rechercher génétiqgue de thrombopénie

constitutionnelle pourrait se justifier.

Enfin, les analyses génétiques par next generation séquencing (NGS) sont des techniques
spécialisées, longues et coliteuses. Du fait de ces contraintes et sachant que la fréquence du
PTI est plus élevée que celle des thrombopénies constitutionnelles, ces analyses doivent étre
réalisées uniquement lorsque la suspicion clinique de thrombopénie constitutionnelle est

forte. Ainsi, il n’est pas recommandé de réaliser une analyse en NGS des génes associés aux
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thrombopénies constitutionnelles de fagon systématique dans le cadre de I'exploration

d’une thrombopénie.

Récemment, la mesure de la fraction de plaquettes immatures, une nouvelle technique
d’analyse des plaquettes par fluorocytométrie, semble prometteuse pour aider au diagnostic

différentiel des thrombopénies.

2) Les plaquettes réticulées ou plaquettes immatures :

Les plaquettes sont des cellules anucléés, dérivant de la fragmentation du cytoplasme
des mégacaryocytes médullaires. Elles représentent le dernier stade de la mégacaryopoiese,
qui comprend une phase de prolifération allant de la cellule souche hématopoiétique
jusqu’au mégacaryoblaste. Il s’ensuit une phase de maturation caractérisée par la présence
d’endomitoses successives. Enfin, son cytoplasme se fragmente au niveau de prolongements
cytoplasmiques dans la lumiere des capillaires sinusoides médullaires, relarguant dans la
circulation des plaquettes matures (Figure 1). Bien que dépourvues de noyau, les plaguettes
conservent une certaine activité de syntheése protéique a minima, grace a de faibles
guantités d’ARN et d’ADN encore présentes dans les plaquettes nouvellement formées (33).

Le contenu en acide nucléique s’épuise rapidement avec leur vieillissement (34).

Un seul mégacaryocyte génere en moyenne 5000 plaquettes. La production
plaquettaire chez le sujet sain est estimée entre 1 a 2 millions de plaquettes par jour. Dans
les conditions ou les besoins en plaquettes augmentent, la production quotidienne peut étre
multipliée jusqu’a 10 fois la production de base. Afin de répondre aux besoins les plaquettes
sont libérées par les mégacaryocytes a un stade plus précoce, avec une taille augmentée et
un contenu plus riche en acides nucléiques. Ces plaquettes sont appelées plaquettes
réticulées (par analogie avec les réticulocytes), ou bien plaquettes dites « immatures ». Ainsi,
les plaquettes réticulées sont le reflet de la thrombopoiese médullaire et du turn-over

plaguettaire (35,36).

Les plaquettes réticulées furent décrites en 1969 pour la premiére fois (37). Aprés coloration
par le bleu de méthyléne, elles présentaient des condensations ponctuelles, grossiéres,

colorées, semblables a ce qui était observé dans les réticulocytes, suggérant que ces
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agrégats étaient constitués d’ARN (figure 1A). Ainsi, le nom de « réticulée » par analogie aux

réticulocytes fut retenu.

3) Principe de mesure de I'IPF :

Historiquement, la quantification des plaquettes réticulées était réalisée par cytométrie
en flux, avec un marquage fluorescent des plaquettes par le Thiazole Orange (35). Cette
technique présente plusieurs inconvénients : elle est consommatrice de temps, nécessite
une expertise technique importante et les valeurs de référence ne sont pas standardisées.
Plus récemment, les techniques de fluorocytométrie ont permis d’automatiser
I'identification des plaquettes réticulées et de standardiser leur mesure. Cette technologie
dérive de la cytométrie en flux, ou les éléments cellulaires sont marqués spécifiquement par
un fluorochrome. Les cellules a étudier passent dans une colonne hydrofocalisée, et sont
frappés par un faisceau laser. Des photomultiplicateurs enregistrent simultanément la
lumiere diffusée (Forward SCattered light ou FSC) estimant la taille de I'élément et la lumiére
réfractée (Side SCattered light ou SSC) renseignant sur sa structure (figure 1B). Une troisieme
dimension a été apportée au scattergramme SSC/FSC en ajoutant un fluorochrome fixant
spécifiqguement les acides nucléiques intra-cellulaires (ADN et ARN). Le fluorochrome excité
par le faisceau laser va émettre un faisceau lumineux a une longueur d’onde donnée, appelé
SFL (Side Fluorescent Light). L'intensité de cette fluorescence pourra étre quantifiée et sera
proportionnelle au contenu intracellulaire en acides nucléiques. L’analyse en 3 dimensions
du FSC, SSC et SFL permet de distinguer une sous-population particuliere de plaquettes
immatures, appelées Immature Platelet Fraction (IPF). Ces plaquettes sont identifiées par
leur taille supérieure a la moyenne, et le fait de posséder un cytoplasme tres riche en acide
nucléique (sous population marquée en vert, figure 1). Cette sous-population plaguettaire
peut étre quantifiée en valeur absolue (IPF#). Le ratio de I'IPF# sur le nombre total de
plaquettes définit I'IPF en pourcentage (IPF%). Les valeurs normales d’IPF # et d’IPF% chez le
sujet sain dépendent de I'automate utilisé et les intervalles varient selon les études (38).
Deux études Coréennes de grand effectif estiment 'intervalle de I'lIPF% entre 0,5-3% et 0,3-
7,4% (39,40). Une étude sur plus de 1600 sujets sains danois retrouvait des intervalles

normaux entre 1,3 et 9% (41). Dans une cohorte britannique de plus de 2300 témoins, I'IPF#
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médian était de 10,9 G/L (4,37-23,21 G/L) (42). Les valeurs de I'IPF ne sont pas modifiées par

I’age et le sexe, et ne suivent pas une distribution Gaussienne (42-44).

Actuellement, deux marques d’automates d’hématologie sont capables de mesurer les
plaquettes réticulées ou plaquettes immatures : il s’agit des automates de la gamme XE et

XN (SYSMEX), et I'automate CELL-DYN Sapphire (ABBOTT).
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Figure 1: Les plaquettes réticulées et mesure de I'IPF.

A. Plaquette de trés grande taille, présentant des grosses granulations diffuses aprés coloration par le bleu de
méthyléne, correspondant a une plaquette réticulée. A noter un réticulocyte en haut a droite. Grossissement
x1000. D’aprés Igram et al. (16). B. Représentation schématique du principe de la fluorocytométrie. C.
Scattergramme des automates de la gamme XN (Sysmex) permettant isoler la fraction immature des plaquettes
(IPF), en vert. FSC: Forward scattered light; SSC: Side scattered light; SFL: Side fluorescent light; RBC: red blood
cells; WBC: white blood cells

Page | 16




4) Apport de I'lIPF dans le diagnostic différentiel des thrombopénies.

Plusieurs travaux ont rapporté que I'IPF% pouvait étre un outil intéressant pour
distinguer les thrombopénies centrales ou périphériques. Plusieurs équipes ont étudié I'lIPF
au cours de diverses causes de thrombopénie (32,43-48). L'IPF était significativement
augmenté en cas de thrombopénie d’origine périphérique (par consommation) et
particulierement au cours du PTI. D’autres équipes confirment ces données dans une
population pédiatrique (49-51). Les performances diagnostiques de I'IPF pour distinguer
thrombopénie centrale ou périphérique sont globalement bonnes et superposables selon les
études. La valeur de I'AUC (aire sous la courbe) des courbes ROC (receiver operating
characteristics) varie entre 0,71 et 0,95 selon les études (39,43,46—-48). Li et al retrouvent
avec un seuil d’'IPF% a 5,05% une sensibilité de 93% et une spécificité de 82% pour distinguer
thrombopénie liée a une insuffisance de production versus excés de destruction (43), tandis
gue Abe et al avec un seuil a 7,7% ont une sensibilité a 86,8% et une spécificité a 92,6%.
Chez I'enfant, Adly et al retrouvent pour un seuil d’IPF% supérieur a 9,4% une sensibilité de
88% et une spécificité de 85,7% pour distinguer PTI et thrombopénie chimio-induite (49). De
la méme fagon Mc Donnell et al avec un seuil a 5,2% trouvent une sensibilité de 93% et une

spécificité de 91% pour distinguer PTI et insuffisance médullaire.

Les patients ayant une thrombopénie chimio-induite ont des valeurs d’'IPF% comparables
aux sujets sains, mais lors de la phase de régénération médullaire ces patients peuvent avoir
transitoirement un IPF augmenté par rapport aux sujets normaux et qui précede la
remontée de la numération plaquettaire de 2 a 3 jours (52). Cet indicateur simple pourrait

permettre d’éviter des transfusions plaquettaires inutiles en onco-hématologie (38).

L’'IPF pourrait également aider a estimer la taille des plaquettes. La taille des plaquettes est
un élément important dans le diagnostic différentiel d’'une thrombopénie et peut étre

évaluée de deux facon :

- soit par la mesure automatique du VPM par I'automate. Cependant en cas de forte
anisocytose I'automate n’est parfois pas capable de rendre un chiffre fiable. De plus,
le VPM présente une variabilité significative selon le type d’automate utilisé, ce qui

rend la comparaison difficile entre les différents laboratoires (53).
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- Soit par estimation de la taille des plaquettes en micrometres sur le frottis sanguin.
Cette technique manuelle présente des inconvénients car elle est consommatrice de
temps, non standardisée et nécessite un opérateur entrainé. Il existe une corrélation
démontrée entre la taille des plaquettes et la valeur de I'IPF% (54,55). Ainsi I'IPF
obtenue de facon automatisée et reproductible peut étre un reflet de la taille
plaguettaire et potentiellement utile dans le diagnostic différentiel des

thrombopénies.

L'IPF a été évalué au cours des thrombopénies constitutionnelles dans 3 études publiées
(32,54,56). Il a été montré dans deux d’entre elles que I'lPF% est significativement plus haut
chez les patients avec macrothrombopénie constitutionnelle comparé aux patients PTI, liée
trés probablement a la plus grande taille des plaquettes (32,54). Ces résultats sont similaires
avec la mesure de I'IPF#. En fixant un seuil arbitraire a 17,4%, I'IPF% permettrait de
distinguer les PTI des macrothrombopénies constitutionnelle avec une sensibilité de 70% et

une spécificité de 90% pour Ferreira et al (32).

5) L’IPF au cours du PTI

Au cours du PTI la valeur de I'lPF% semble corrélée a la profondeur de la thrombopénie.
De fagon intéressante, il existe une corrélation inverse entre la numération plaquettaire et la
valeur de I'lIPF% (32,45,47,49), i.e plus les patients sont thrombopéniques et plus la valeur de
I'IPF% est élevée. Cette corrélation entre numération plaquettaire et IPF% se retrouve
également chez des sujets sains non thrombopéniques, mais aussi chez les patients avec
macrothrombopénie constitutionnelle (32,43,47). Les patients PTI en poussée avaient les
valeurs d’IPF les plus élevées, alors que les patients PTl en rémission avaient en revanche un

IPF normal, ou discretement augmenté (44,45,49).

Les hémorragies sont I'une des principales causes de morbi-mortalité au cours du PTI (6). Les
événements hémorragiques graves sont heureusement rares (57). Le risque hémorragique
est principalement lié a la profondeur de la thrombopénie (58-60) ce qui a été récemment
confirmé dans une étude rétrospective francaise (3). Toutefois, il n’existe pas une stricte

corrélation entre la numération plaquettaire et le risque d’événements hémorragiques
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graves (61) comme le suggére deux séries de cas d’hémorragies séveres intracraniennes
rapportant des accidents hémorragiques avec une numération plaquettaire supérieure a 30
G/L (62,63). Par ailleurs, a taux de plaquettes équivalent, les patients présentent une
hétérogénéité clinique : certains patients ont un syndrome hémorragie cutanéo-muqueux
marqué et d’autres quasiment aucuns symptémes. Il existe peu de facteurs prédictifs de
complications hémorragiques graves décrits dans la littérature, hormis la thrombopénie
profonde, la présence d'une traitement anticoagulant et la présence de signes
hémorragiques mineurs préalables (57). Sachant que les patients ayant un PTIl ont un IPF
significativement plus élevé et qu’il existe plusieurs arguments suggérant que les plaguettes
immatures ont une efficacité hémostatique supérieure (64-68), I’hypothese du rdle
protecteur des plaquettes immatures sur le risque hémorragique a donc été suggéré. De
plus, dans le cas des thrombopénies liées aux hémopathies malignes, I'IPF# était un facteur
prédictif d’événements hémorragiques, indépendamment du taux de plaquettes (69).
Plusieurs travaux ont évalué la corrélation entre la valeur de I'IPF et le risque hémorragique
au cours du PTI (50,60,70). Deux études tendent a monter qu’un IPF# ou IPF% haut est
associé a un score hémorragique faible chez I'adulte et I'enfant, tandis qu’une troisiéme
étude pédiatrique montre a l'inverse une corrélation entre score hémorragique élevé et
IPF% élevé. Méme si un IPF élevé semble associé a un moindre risque hémorragique, du fait
ce ces données contradictoires et des faibles effectifs de patients avec hémorragie
sévere liée a la population majoritairement ambulatoire dans ces études, il n’est
actuellement pas possible de conclure formellement sur I'utilité de I'IPF comme facteur

prédictif d’hémorragies au cours du PTI (50,60,70).

Récemment, des travaux ont mis en évidence grace a la cytométrie en flux le r6le clé de la
glycosylation et de l'acide sialique dans les mécanismes de clairance plaquettaire normale,

ainsi qu’un nouveau mécanisme physiopathologique au cours du PTI.
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C) L’'acide sialique et les phénomeénes de sialylation :

1) Définitions

Le phénomeéne de sialylation est défini par I'ajout d’acide sialique sur des chaines
glycosidiques exprimées a la surface des cellules eucaryotes et procaryotes. Le terme « acide
sialique » (du grec 10 olaov, to sialon, désignant la salive) est un terme générique désignant
une famille de composés glucidiques. Il fut décrit pour la premiere fois en 1936 par Gunnar
Blix, un physiologiste Suédois travaillant sur la composition des mucines issues des glandes
salivaires bovines (71). Celui-ci rapporta au cours de ses travaux la présence d’une fraction
cristalline insoluble obtenue a partir de la salive de bovin (figure 2). L’analyse

cristallographique de ces composés permis de décrire la structure des acides sialiques.

Figure 2 : Cristaux d’acide sialique isolés a partir de salive bovine par Blix en 1936. D’aprées Lundblad A,
Upsala Journal of Medical Sciences 2015.

La structure de base commune des acides sialiques est I'acide neuraminique : c’est un dérivé
de cétose a neuf atomes de carbone (figure 3). Il n'existe pas en tant que tel dans le milieu
naturel car ses groupements amine et hydroxyl sont substitués par divers composants. Le
groupe amine peut porter un groupe acétyle (Ac) ou glycol (Gc), tandis que plusieurs O-
substitutions ont été décrites au niveau du carbone 4, 7, 8, et 9 avec de multiples substituts
(acétyle, lactyle, méthyle, sulfate et phosphate). Cette combinatoire importante rend

compte de l'importante diversité des acides sialiques comprenant plus de 50 dérivés
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actuellement décrits. Chez les animaux, les molécules d’acide sialique sont fixées a
I'extrémité distale des chaines de glycanes associées soit a des protéines (glycoprotéines)
soit a des lipides (gangliosides). Ils sont transférés en bout de chaine glucidique
essentiellement sur des résidus galactose ou N acétyl-galactosamine de fagon enzymatique
par des sialyltransférases. Plusieurs types de liaisons osidiques entre I'acide sialique et son
glucide porteur sont possibles, en fonction du carbone concerné par la liaison (par exemple
a2-3, a2-6, a2-8). La variabilité des liaisons de I'acide sialique avec les sucres sous-jacents
conféere un niveau de diversité supplémentaire a la famille des acides sialiques. En effet, il
existe une spécificité ligand-récepteur en fonction du type d’acide sialique exprimé, mais
également en fonction du type de liaison osidique utilisée. A I'inverse, les acides sialiques
peuvent étre clivés de leur glycane porteur par des sialidases, aussi appelées
neuraminidases. Chez les mammiferes, il existe 4 isoformes de neuraminidases (Neu-1 a
Neu-4), ayant des localisations cellulaires et des spécificités différentes vis-a-vis de certaines

liaisons osidiques (72,73).

Les deux acides sialiques majoritaires chez les mammiféres sont l'acide N-
acétylneuraminique (Neu5Ac) et I'acide N-glycolyl neuraminique (Neu5Gc) (figure 3), qui
different par un seul atome d’oxygene qui est ajouté de facon irréversible par une enzyme
appelée cytidine monophospho-acide N-acetyl neuraminique hydroxylase (CMAH). Cette
enzyme permet de transformer le Neu5Ac en Neu5Gc. Chez la plupart des mammiferes,
I'acide sialique tissulaire le plus abondant est le Neu5Gc, sauf chez I'homme ou la perte
d’expression de la CMAH liée a une délétion inactivatrice survenue il y a environ 2 millions
d’années ne permet pas la synthése du Neu5Gc. L’acide sialique majoritaire dans les tissus

humains et donc le Neu5Ac (74).
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Figure 3 : structure moléculaire de I'acide neuraminique (gauche), de I'acide N-acétylneuraminique (droite) et
de I’acide N-glycolyl neuraminique (bas). Ac : acétyl ; Gc : glycol.

L’acide sialique a plusieurs fonctions physiologiques essentielles, qui peuvent étre résumées

en trois grandes catégories :

2.1) Solubilisation des molécules et enveloppe protectrice cellulaire :

Les acides sialiques portent par leur composition beaucoup de charges négatives.
Cette propriété permet d’augmenter la solubilité des protéines et des complexes
macromoléculaires dans les liquides biologiques comme le plasma humain (75). L'acide
sialique est également le principal constituant du glycocalyx. Cette couche glucidique
recouvrant les cellules humaines a une fonction protectrice et une fonction de senseur de
I’environnement extérieur, ce qui en fait un élément clé dans les mécanismes d’interaction
cellule-cellule et dans la signalisation cellulaire. Les glycanes sialylés sont également un

élément fondamental dans la composition du mucus sécrété par les épithéliums (76).

Enfin, le glycocalyx participe a la différence de potentiel transmembranaire, par
I'accumulation de charges négatives sur le versant extra-cellulaire liées a la grande quantité

d’acide sialique (77).
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2.2) Réle de I'acide sialique comme ligand :

L'acide sialigue peut aussi agir en tant que ligand pour certains récepteurs
spécifiques constituant la famille des lectines et jouer un réle clé dans la régulation du
systeme immunitaire. Les lectines (du latin /egere, « sélectionner ») appartiennent a une
grande famille de récepteurs reconnaissant spécifiquement certaines structures osidiques,
dont I'acide sialique. Elles sont parfois appelées « hémagglutinines », car elles possedent la
capacité d’agglutiner in vitro les globules rouges fortement glycosylés. Parmi les lectines, il
existe des récepteurs appelé Siglecs (sialic acid binding immunoglobulin-like lectins) qui
reconnaissent spécifiqguement les acides sialiques via leur domaine Ig (superfamille des
immunoglobulines). Ils peuvent lier I'acide sialique soit sous forme cis, c’est-a-dire ceux
exprimés a la surface de la cellule elle-méme, ou bien de fagon trans, c’est-a-dire les acides
sialique exprimés par une autre cellule. Par cette double fonction de ligand au sein d’une
méme cellule et au cours des interactions inter-cellulaires, I'acide sialique a un role essentiel
dans la régulation du systéme immunitaire innée et adaptatif. Par exemple le réle des Siglecs
et de I'acide sialique a été particulierement bien étudié dans la régulation de I'activation des
lymphocytes B, via le récepteur CD22 (78). CD22 reconnait spécifiquement le Neu5Ac et a
une fonction inhibitrice sur le BCR lui conférant un rdle essentiel dans les mécanismes de

tolérance périphérique (78-80).

L’acide sialique a également un réle majeur dans la reconnaissance du « soi ». La plupart des
pathogénes n’ont pas d’expression d’acide sialique a leur surface, a I'inverse des cellules
humaines qui en expriment de forte quantité de facon constitutive. Il a été suggéré que
I'acide sialique fixé a I'extrémité des glycanes pourrait étre reconnu comme un SAMPs (self-
associated molecular patterns) par les récepteurs Siglecs permettant une reconnaissance
des cellules du « soi » et jouer un role clé dans les mécanismes de tolérance (81). Pour
conforter cette hypothése, de nombreux pathogenes ont développé des mécanismes

d’échappement au systeme immunitaire en utilisant I'acide sialique (82).

La forte densité en acide sialique protege également les cellules humaines de I'action lytique

du complément. Le C3b libéré par I’activation permanente de la voie alterne du complément
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est capable de se fixer par une liaison covalente forte aux membranes cellulaires (83).
L'expression de grandes quantités d’acide sialique et de glycoaminoglycanes permet la
fixation a la surface du principal inhibiteur de la voie alterne du complément, représenté par
le facteur H. Celui-ci se lie aux acides sialiques et inhibe la voie alterne d’une part en
dissociant le complexe C3bBb et d’autre part en servant de cofacteur au facteur | qui inactive
le C3b (84). A I'inverse, le systéme du complément peut s’activer et s’auto-amplifier sur les

surfaces hyposialylées des pathogénes conduisant a leur destruction rapide.

En plus de son role de ligand des Siglecs, I’acide sialique entre dans la composition du motif
glucidique nommé sialyl Lewis* (CD15s). Ce tétra-saccharide composé d’acide sialique, de
fucose et de N-acétyl-lactosamine est habituellement attaché aux glycanes membranaires ou
il joue un réle clé dans la reconnaissance inter-cellulaire. Tout d’abord le sialyl LewisX est
exprimé a la surface des globules rouges et constitue I'un des groupes sanguins majeurs chez
'homme. De plus, il s’agit du ligand des sélectines, une famille de récepteurs
transmembranaires impliqués dans I'adhésion cellulaire. Les sélectines en reconnaissant les
motifs sialyl LewisX permettent entre autres aux leucocytes de réaliser le phénoméne de
rolling, de se fixer a I'’endothélium et de réaliser la transcytose pour migrer dans les tissus
(85). Enfin, le sialyl Lewis* joue un réle clé dans la reproduction : 'ovocyte est enveloppé
d’'une matrice protéo-glucidique appelée zona pellucida fortement glycosylée et riche en
séquences sialyl Lewis* a I'extrémité des glycanes. Ces séquences sont reconnues par des
lectines présentes a la surface des spermatozoides leur permettant de reconnaitre, de se

fixer, et de traverser la zona pellucida pour féconder I'ovocyte (86).

2.3) Réle de masquage d’autres glycanes :

L'acide sialique a également une fonction de masquage des ligands glucidiques sous-
jacents auxquels il est lié. La plupart du temps |’acide sialique est lié a un résidu galactose
(Gal) ou N acétyl-galactosamine (N-GalNAc) et il empéche la fixation de ces sucres a certains
récepteurs spécifigues des protéines désialylées (R-ASGP ou récepteurs aux
asialoglycoprotéines). Le plus connu et le plus décrit de ces récepteurs est I’AMR (Ashwell
Morell receptor), du nom des deux scientifiques Nord-Américains I'ayant identifié en 1974 a

partir d’hépatocytes de rat (Gilbert Ashwell et Anatol Morell) (87). Chez I'lhomme, il est
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exprimé essentiellement a la surface de la membrane baso-latérale (sinusoidale) des

hépatocytes (88). En revanche, il ne semble pas étre exprimé par les cellules de Kupffer (89).

Le récepteur AMR est un récepteur transmembranaire homo ou hétéro-oligomérique
comprenant 2 sous unités : asialoglycoprotéine-1 (asgr-1) et asialoglycoprotéine-2 (asgr-2). Il
appartient a la famille des lectines et reconnait les résidus galactose rendu accessibles sur
les chaines de glycanes par la perte des acides sialiques. Il a été démontré que ce récepteur
situé sur la face vasculaire de I'hépatocyte était impliqué dans la clairance de protéines
plasmatiques désialylées comme la phosphatase alcaline, la gamma-glutamine transférase,
des protéines de la coagulation (tPA, fibrinogéne, facteur Willebrand) ou encore la fraction
Fc désialylée des IgA ou des IgG aprés formation des complexes immuns (88). Par ailleurs, il a
été suggéré que ce récepteur était également impliqué dans la clairance des cellules
sanguines circulantes. Les globules rouges humains sont des cellules fortement glycosylées a
leur surface et exprimant de grandes quantités d’acide sialique. Au cours du vieillissement
normal du globule rouge il a été démontré une perte de 10 a 20% de la quantité totale
d’acide sialique (90). La désialylation progressive de leur membrane avec le temps serait un
marqueur de sénescence. L'exposition des résidus galactose par perte de I'acide sialique sur
la glycophorine des globules rouges sénescents permettrait leur élimination de la circulation
par phagocytose au niveau du foie et de la rate (91,92). De plus, la perte des charges
négatives de surface liée a la diminution de I’acide sialique a également des conséquences
fonctionnelles et morphologiques (93—95) favorisant ainsi leur élimination dans le systéme
réticuloendothélial (96). La désialylation serait donc l'un des mécanismes de

I’érythrophagocytose physiologique (97).

L'acide sialique a également un réle dans les mécanismes de clairance des cellules
apoptotiques. Au cours de |'apoptose, la cellule exprime a sa surface de grandes quantités
de galactose rendu accessibles par la désialylation des glycoprotéines de surface (98,99).
Cette désialylation est due a une activation de la sialidase Neu-1 membranaire activée de
facon caspase 3-dépendante. Parallelement, les glycoprotéines exprimant de grandes
guantités de mannose présentes sur la face interne de la membrane du réticulum
endoplasmique sont exprimées a la surface de la cellule et des corps apoptotiques. Ce profil

glucidique de surface particulier riche en galactose et en mannose correspond a un signal
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« eat me », permettant la reconnaissance des cellules en apoptose par les macrophages et

favorisent leur phagocytose (100).

D) Le role clé de I'acide sialique dans la régulation de la clairance des plaquettes :

De la méme facon que pour les globules rouges, plusieurs travaux récents ont mis en
évidence un réle clé de I'acide sialique dans la régulation de la clairance des plaquettes a

I’état physiologique et au cours de différents états pathologiques.

1) Glycosylation des plaquettes :

Les plaquettes sont des cellules fortement glycosylées. Quatre-vingt pourcent (80%) de
I'acide sialique de surface est lié au complexe membranaire GPlb-IX-V, dont les deux tiers

uniguement par la sous unité GPlba (101,102).

Le complexe GPIb-IX-V (CD42) est un complexe protéique transmembranaire spécifique des
plaguettes et des mégacaryocytes. |l comprend le complexe GPIlb-IX qui est un
hétérotétramere constitué de 4 sous unités : la GPlba, deux sous unités GPIbB et la GPIX
(figure 4), auxquels s’associe la GPV via des liaisons faibles au niveau de leurs domaines
transmembranaires. Le complexe GPIb-IX-V joue un réle clé dans la fonction hémostatique
des plaquettes car il peut lier le VWF au cours d'une lésion vasculaire et déclencher

I'activation plaquettaire et leur agrégation (103).

La GPlba est la sous unité principale de ce complexe, car sa portion N-terminal correspond
au récepteur pour le vVWF. Son domaine extracellulaire comprend trois portions : une portion
LBD (ligand bonding domain) N-terminale de liaison au VWF N-glycosylée et recouverte
d’acide sialique ; une portion comprenant une structure similaire aux mucines, fortement O-
glycosylées comprenant de nombreuses séquences glucidiques répétées se terminant par
des acides sialiques. Cette structure souple donne une certaine mobilité a la portion N-
terminale sus-jacente ; enfin une portion stable proche de la membrane plasmique appelée
MSD (mechanosensory domain), ayant une fonction de mécanorécepteur (104). Lors d’'une

bréche vasculaire, le VWF expose ses sites de liaisons au domaine LBD de la GPlba. Apres sa
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fixation sur la GPlba, le VWF déclenche par effet de traction un dépliement du domaine MSD
juxta-membranaire. Le dépliement de ce domaine entraine un changement de conformation
des sous unités GPIbB et GPIX adjacentes et déclenche un signal d’activation intra-cellulaire
(104,105). L'activation plaquettaire se manifeste entre autres par la libération des granules
intracellulaires, qui peut étre mise en évidence par la détection de la P sélectine
membranaire, habituellement localisée dans les granules a. L'excrétion du contenu
granulaire libére également des neuraminidases, qui désialylent des glycoprotéines a la
surface des plaquettes activées. La désialyaltion des O-glycanes de la GPlb peut également
conduire a son changement de conformation et a I'activation plaquettaire, indépendamment
de la fixation du vVWF (106). Ainsi, la libération des neuraminidases par les plaquettes
activées pourrait participer a la propagation du caillot, en activant les plaquettes adjacentes

non liées au vWF.

2) Lien entre glycosylation et durée de vie des plaquettes :

Le rble clé de I'acide sialique dans la durée de vie des plaquettes est fortement suspecté
depuis les années 70 : Greenberg et al démontrent en 1975 que le clivage enzymatique des
acides sialiques plaquettaires par la neuraminidase diminue fortement leur durée de vie
apreés transfusion (107). En 1982, une équipe Nord-Américaine démontre que les plaquettes
se désialylent spontanément in vitro et que cette désialylation peut étre bloquée par I'ajout
de substrats de la neuraminidase en excés, suggérant I'implication de cette enzyme dans ce
mécanisme (108). Ainsi dans les années 90, il a été proposé que cette désialylation in vitro
pouvait se produire in vivo, exposant des « auto-antigenes » a la surface et participant a la

clairance plagquettaire au niveau du systeme réticulo-endothélial (109).

3) Apport des travaux sur le stockage des plaquettes au froid :

L'implication de I'acide sialique dans la clairance des plaquettes a surtout été mise en
lumiere par les travaux sur le stockage des plaquettes avant transfusion. Contrairement a

toutes les autres cellules et organes humains utilisés en transfusion ou transplantation, il est
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connu de longue date que les plaquettes ne peuvent pas se conserver a basse température
(120). Leur conservation, méme breve, au froid réduit considérablement leur durée de vie
une fois transfusée. De ce fait, les plaquettes sont actuellement conservées a température
ambiante (+22°C), limitant fortement leur durée de conservation. Initialement cette durée
de vie raccourcie était attribuée a la perte de la forme discoide des plaguettes induite par le
froid. Ces plaquettes de forme irréguliere seraient ainsi piégées et détruites dans la
microcirculation. Cependant, il a été démontré que les plaquettes de forme discoide
normale exposées au froid avaient une durée de vie raccourcie et que les plaquettes de
forme irréguliere pouvaient circuler avec une durée de vie normale (111,112). Par la suite, le
role de la GPlba et des glycanes dans ce mécanisme fut mis en évidence et notamment que
le froid pouvait induire I'agglutination irréversible des GPlba a la surface des plaquettes
(121). Cette agglutination de GPlba peut d’une part déclencher I'lapoptose des plaquettes
(113) et d’autre part déclencher leur phagocytose par les macrophages spléniques (114). En
effet, Hoffmeister et al ont démontré en 2003 que I'agglutination de GPIba a la surface des
plaguettes induite par le froid pouvait étre reconnue par I'intégrine aMB2 (CD18/CD11b) des
macrophages hépatiques (cellules de Kupffer) et déclencher leur phagocytose (111). La
méme équipe a ensuite montré que cette clairance des plaquettes exposées au froid est liée
a l'interaction entre les résidus B-GIcNAc situés sur les agrégats de GPlba et I'intégrine aM2
des macrophages (114). Ainsi, ils confirment I’hypothése émise dans les années 80 que la
perte des acides sialiques plaquettaires exposant ainsi les B-GIcNAc, peut participer a la
clairance des plaquettes en cas de conservation au froid mais aussi dans un contexte
physiologique. Dans le cas des plaquettes stockées au froid, la désialylation de la GPlba est
liée a l'action de la neuraminidase Neu-1 présente a I'état basal dans les granules
plaquettaires. Lors de I'exposition au froid Neu-1 est libéré a la surface des plaquettes et
exerce son activité sialidase lors du réchauffement (115). L’ajout d’un inhibiteur de Neu-1,
I'acide N-Acétyl-2,3-déhydro-2-désoxyneuraminique (DANA) aux plaquettes stockées au
froid permet de restaurer leur durée de vie et leur rendement apres transfusion chez la
souris en inhibant leur désialylation. Cependant, I'intérét de I'ajout de DANA dans les poches

de concentrés plaquettaires humains n’a pas été évalué.
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Figure 4 : Représentation schématique du complexe GPIb-IX (d’apres Li.R et al, Platelets 2016). Le complexe
GPIb-IX est un hétérotétramere constitué de 4 sous unités : la GPlba, deux sous unités GPIbp et la GPIX. Le
domaine extracellulaire de la GPlba comprend trois portions : une portion N-terminale de liaison au VWF
(« Ligand-binging ») ; une portion comprenant une structure similaires aux mucines (« mucin-like region ») ;
et une portion stable, agissant comme un mécanorécepteur (« Mechanosensory »).

La portion « Ligand-binging » de la GPIba et le domaine extracellulaire de la GPIbB et GPIX sont recouverts
par des glycanes liés par des liaisons N-glycosyl (oligosaccharides liés a un atome d’azote issus de résidus
asparagine (N)). La portion « mucin-like region » de la GPlba est fortement glycosylée. Elle est recouverte
par des glycanes liés par des liaisons O-glycosyl (oligosaccharides liés a un atome d’oxygéne issus de résidus

sérine ou thréonine (S/T). GIcNAc : N-acétylglucosamine ; GalNAc : N-acétylgalactosamine.

Dans un modéle murin, I'adjonction d’UDP-galactose (UDP-Gal) aux concentrés plaquettaires
stockés 2 heures au froid a permis une galactosylation enzymatique de la GPlba et un
masquage des résidus B-GIcNAc qui ont été rendus visibles apres désialylation induite par le
froid. Ce procédé a permis d’améliorer significativement la durée de vie des plaquettes
transfusées malgré leur conservation au froid sans altérer leur capacités fonctionnelles
(116). Malheureusement, lors d’un stockage plus prolongé au froid (48 heures ou plus), ces

résultats encourageants n’ont pas été confirmés chez I’homme comme chez la souris avec
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une durée de vie tres courte des plaquettes transfusées malgré la supplémentation en UDP-

Gal (117).

Dans un modeéle de souris déficiente pour l'intégrine aMp2, il n’a pas été montré
d’augmentation significative de la durée de vie des plaquettes transfusées aprées exposition
au froid, suggérant que lors d’une exposition prolongée au froid, la reconnaissance des
résidus B-GIcNAc par l'intégrine aMB2 des macrophages n’est pas le seul mécanisme
impliqué dans la clairance rapide des plaquettes et qu’un autre couple ligand-récepteur

intervient.

4) Le role clé du Ashwell-Morell receptor dans la clairance des plaquettes désialylées et

la régulation de la synthese de TPO :

Quelques années plus tard, il a été clairement établi que 'activation des plaquettes au
cours du sepsis, lors du stockage au froid prolongé, au cours de certains Willebrand de type
2B ou bien chez la souris déficiente pour la sialyl-transférase ST3Gal-IV |la perte des acides
sialiques a la surface des plaquettes permet I'exposition de résidus galactose sur la GPlba
(104,118-121). Ces résidus galactose sont reconnu par le récepteur AMR des hépatocytes,
qui phagocytent les plaquettes désialylées (118-120). Ce récepteur de type lectine connu
depuis les années 1970 semble jouer un roOle clé dans |"élimination des plaquettes
désialylées. En effet, les plaquettes stockées au froid 48 heures et transfusées chez des
souris déficientes pour l'une des sous unité de I’AMR (Asgr-1 ou 2) ont une durée de vie
comparable aux plaguettes stockées a température ambiante et transfusées chez des souris
sauvages (119). De la méme fagon, la durée de vie aprés transfusion des plaquettes
désialylées issues de souris déficientes pour ST3Gal-IV est restaurée par linjection

d’asialofetuine, un inhibiteur compétitif de 'AMR (118).

Les travaux de Grozovsky et al en 2015 mettent en lumiere I'implication essentielle de I'acide
sialique et du récepteur AMR dans la clairance plaquettaire et la régulation du taux de
plaguettes (122). lls démontrent in vivo chez la souris et in vitro que les plaquettes par leur
désialylation progressive au cours du temps exposent des résidus galactose a leur surface.

Ces résidus galactose sont reconnus par le récepteur AMR a la surface des hépatocytes,
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conduisant a la destruction des plaquettes et a la stimulation de la synthése de
thrombopoiétine (TPO), via I'activation de la voie de signalisation JAK2/STAT3 (figure 5). La
sécrétion de TPO par le foie induite par la destruction plaquettaire réalise une boucle de
rétrocontréle positive en stimulant la mégacaryopoiese médullaire, participant ainsi au
maintien d’un taux constant de plaquettes circulantes. Ces travaux confirment I'existence et
précisent le fonctionnement d’'un mécanisme de régulation physiologique de la clairance

plaquettaire médiée par leur état de sialylation.

De plus, ces données apportent une preuve supplémentaire que la régulation de la

thrombopoiese par la TPO est un mécanisme finement régulé.

sialidases Plaquette ’
Plaquette nouvellement formée

désialyléee
viee ,

Mégacaryocytes
médullaires

TPO

hépatocyte

Figure 5: représentation schématique de la synthése de TPO induite par I'activation de la voie JAK2/STAT3
apres reconnaissance des plaquettes désialylées par le récepteur AMR.

Les plaquettes circulantes perdent progressivement leurs résidus d’acide sialique de surface au cours du temps
sous |'effet de sialidases. Les plaquettes désialylées sont reconnues par le récepteur AMR hépatocytaire, ce qui
stimule la production d’ARNm de la TPO, via I'activation de la voie de signalisation JAK2/STAT3. La synthése et
la sécrétion de TPO par le foie stimule la production médullaire de plaquettes en agissant sur les
mégacaryocytes.

TPO: thrombopolétine ; AMR : Ashwell Morell receptor; JAK2: Janus kinase 2 ; STAT3: signal transducers and
activators of transcription 3.
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La thrombopoiétine (TPO) est un facteur de croissance mégacaryocytaire essentiellement
synthétisé par le foie. En se fixant sur son récepteur myeloproliferative leukemia protein
(MPL), elle stimule la prolifération et la survie des cellules souches hématopoiétiques et la
différenciation mégacaryocytaire. L’hypothese initiale suggérait que sa synthese était
constitutive et que les taux de TPO circulants étaient régulés passivement par la quantité de
plaquettes et de mégacaryocytes, exprimant MPL. La fixation de la TPO sur son récepteur
entrainant son internalisation et sa dégradation, il existe une corrélation inverse entre le
taux de plaquettes circulantes et la quantité de TPO disponible (123—-125). Cependant, la
mise en évidence d’une stimulation de la synthése hépatique de TPO par I'lL6 dans les états
inflammatoires suggérait que la production de TPO pouvait étre inductible (126). De plus, ce
modele n’expliquait pas des taux de TPO discordants en regard de la numération
plaquettaire dans certaines situations pathologiques. Ainsi au cours du PTI, les taux de TPO
sont normaux ou peu augmentés malgré une thrombopénie souvent profonde (127,128). A
I'inverse, au cours de la thrombocytémie essentielle les taux de TPO sont paradoxalement
élevés (129,130). Le modele de régulation de la TPO via I'axe AMR-JAK2/STAT3 actuellement
proposé permet d’apporter une explication physiopathologique a ces situations particulieres

(122).

E) La désialylation plaquettaire au cours du PTI :

1) Role clé des auto-anticorps dans la physiopathologie du PTI :

La physiopathologie du PTI est complexe, faisant intervenir une destruction accrue des
plaquettes par des auto-anticorps ou des lymphocytes T auto-réactifs, mais également un
défaut de production plaquettaire au niveau médullaire (131). Les auto-anticorps anti-
plaguettes sont détectés chez un patient sur deux environ avec les techniques
d’'immunocapture directes (132). Lorsqu’ils sont mis en évidence, ils sont dirigés contre la
GPlIbllla dans 70-80% des cas et contre la GPlb/IX dans 20-30% cas. Le role pathogéne des

auto-anticorps anti-plaquettes est clairement démontré chez I’homme comme chez la souris
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(1,133). Il est admis que leur fixation a la surface des plaquettes induit leur phagocytose par
les macrophages spléniques de facon Fc-dépendante permettant la présentation des
antigenes plaquettaires aux cellules B auto-réactives et réalisant un cercle vicieux auto-
entretenu (134). Ceci explique le fort taux de réponse des patients a la splénectomie et aux
traitements de premiére ligne comme IglV. Dans le premier cas cela supprime le principal
site de destruction plaquettaire et le site du priming des cellules autoréactives et dans
l'autre cas le blocage ou la modification des FcyR macrophagiques permet de bloquer
transitoirement la phagocytose plaquettaire splénique. Néanmoins, certains patients
demeurent réfractaires a toutes ces thérapeutiques. Actuellement il n’existe pas de facteur
pronostique permettant de prédire la réponse thérapeutique. Néanmoins, il a été rapporté
gue les patients réfractaires a la splénectomie avaient plus fréquemment des auto anticorps
positifs (135), et une proportion plus importante d’anti-GPb/IX. De plus, la présence
d’anticorps anti GPlb/IX a été associée a une moindre réponse au IglV chez ’'homme comme
dans les modéles murins (136-138). De fagon similaire, les patients ayant des anti-GPlb/IX
ont une moindre réponse a la corticothérapie (139). Ces observations suggerent que le
mécanisme d’action des auto-anticorps pourrait étre différent selon leur spécificité

antigénique.

2) Activation et destruction des plaquettes de facon Fc-indépendante par les anticorps

anti GPIb/IX :

De fagon intéressante, Yan et al ont pu montrer que les anticorps anti GPIb/IX avaient la
capacité d’activer les plaquettes par la voie de signalisation de la GPlb et d’induire leur
agrégation in vitro (140). In vivo chez I’animal, ces anticorps provoquent une thrombopénie
et une destruction plaquettaire au niveau hépatique. Les travaux de Li et al ont permis de
démontrer que les auto-anticorps anti-GPIb/IX participent a la destruction des plaquettes
par un mécanisme original Fc-indépendant, a l'inverse des anti-GPlIbllla (141). Les anti-
GPIb/IX en se fixant sur les plaquettes déclenchent leur activation et leur désialylation via la
libération de la sialidase Neu-1 contenu dans les granules plaquettaires. Les deux
phénoménes seraient liés par une boucle de rétrocontréle positive. Les plaquettes
désialylées sont détruites au niveau hépatique via leur fixation sur 'AMR, comme en

témoigne I'absence de thrombopénie induite par les anti-GPlb/IX chez des souris déficientes
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pour I’AMR ou bien aprés co-injection d’un inhibiteur de I’AMR. A l'inverse, I'absence de
FcyR chez des souris déficientes ne prévient pas la thrombopénie induite par les anti-GPIb/IX
confirmant le caractéere Fc-indépendant. Il est important de noter que ces phénomenes
d’activation, désialylation plaquettaire et destruction hépatique via AMR ne sont pas
retrouvés avec les anti-GPllIbllla par les auteurs. Ces phénomeénes de désialylation induite
par les auto-anticorps touchent les plaquettes mais semblent épargner les mégacaryocytes,

du moins in vitro (142).

L'injection d’oseltamivir, un inhibiteur de sialidase initialement utilisé dans le traitement de
la grippe, dans des modeles murins diminue de fagon significative la chute des plaquettes.
Ces données sont confortées par plusieurs observations rapportant ['efficacité de
I'oseltamivir chez 'homme (143,144) avec une remontée des plaquettes chez des patients
PTI avec anticorps anti GPlb, suggérant que le blocage de la désialylation plaquettaire
pourrait étre une stratégie intéressante chez des patients PTI réfractaires aux traitements

usuels.

II)  Objectifs :

L’objectif de ce travail était d’évaluer I'état de sialylation plaquettaire au cours du PTI.
L’objectif principal était de rechercher si I'analyse de la sialylation plaquettaire pouvait étre
un outil utile en pratique courante afin de distinguer le PTI des autres causes de
thrombopénies comme les thrombopénies centrales ou d’origine constitutionnelles. Les
objectifs secondaires étaient la recherche d’un lien entre la désialylation plaquettaire et le
pronostic ou la réponse thérapeutique au cours du PTI. Nous avons également recherché
une corrélation entre I'état de sialylation et la présence des différents anticorps anti-

plaquettes.

Enfin, nous avons recherché si I'état d’activation plaquettaire évalué par cytométrie en flux,
ou I'lPF (immature platelet fraction) pouvait étre des outils diagnostiques complémentaires

pour le diagnostic différentiel entre PTI et thrombopénies constitutionnelles.
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IIl) Patients et méthodes :

A) Inclusion des patients :

Trois groupes de patients ont été inclus :

- Un groupe comprenant des patients présentant une thrombopénie liée a un PTI
nouvellement diagnostiqué (évolution < 3 mois), persistant (évolution entre 3 et 12 mois) ou
chronique (évolution > 12 mois) défini selon les critéres internationaux (2) (thrombopénie
périphérique acquise <100G/L et isolée, en I'absence de cause évidente ou de cause sous-
jacente de thrombopénie). Les formes primitives et secondaires ont été incluses. Le
recrutement était réalisé lors des consultations de médecine interne au CHU de Nantes et
dans les services d’hospitalisation. Pour ces patients, étaient recueillis les données cliniques
telles que le type de PTI, son évolution, les traitements employés et la réponse
thérapeutique. La présence d’anticorps anti-plaquettes et leur spécificité était recherchée
systématiqguement. Aprés un premier test de dépistage par immunofluorescence, la

présence d’anticorps anti-plaquettes était confirmée par MAIPA direct et indirect (kit apDIA).

- Un groupe de patients avec thrombopénie chimio-induite, dans lequel étaient inclus
des patients présentant une thrombopénie centrale liée a une chimiothérapie cytotoxique.
Le recrutement était réalisé lors des consultations d’hématologie, a partir de I’"hospitalisation

de jour ou conventionnelle d’hématologie clinique au CHU de Nantes.
- Un groupe de patients présentant une thrombopénie constitutionnelle comprenant :

e Les thrombopénies constitutionnelles avec une mutation génétique documentée et

reconnue comme délétere.

e Les thrombopénies familiales définies par une thrombopénie d’origine génétique
fortement suspectée mais non documentée, avec présence d’au moins deux

antécédents familiaux au premier degré.

Le recrutement de ces patients était réalisé a partir des consultations d’hémostase du centre

régional de traitement de ’hémophilie (CRC-MH/CRTH).
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Pour tous les patients, une fiche d’information (annexe 1) était remise, ainsi que I'obtention

d’un consentement signé (annexe 2) avant tout prélévement et inclusion dans I'étude.

Ont été exclus de I'étude pour les trois groupes :

Patient mineur, sous tutelle ou curatelle ;

Femme enceinte ;

Participation a une autre étude de recherche clinique ;

Traitement par corticoides ou immunoglobulines polyvalentes datant de moins de 4
semaines ;

Traitement antiagrégant plaquettaire ou AINS en cours ou datant de moins de 10
jours ;

Transfusion plaquettaire dans les 14 jours précédents ;

Carence martiale prouvées (ferritine <15 upg/L et/ou coefficient saturation
transferrine <10%) ;

Thrombopénie immuno-allergique d’origine médicamenteuse.

B) Etude de la sialylation plaquettaire et des parameétres plaquettaires :

1) Obtention des échantillons :

Les prélevements sanguins étaient réalisés par ponction veineuse et le sang collecté

dans des tubes CTAD de 2,9mL de type S- Monovette (STARSTEDT, référence 04.1909.001).

Les prélevements étaient acheminés au laboratoire sans délai et traités dés que possible.

Tout prélévement non traité dans les 4 heures ou bien non accompagné d’un consentement

signé n’était pas analysé.
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2) Analyse en cytométrie en flux :

Les échantillons étaient centrifugés a 900tours/min pendant 10min a +18°C pour
obtenir un plasma riche en plaquettes (PRP). Le PRP était récupéré dans un tube secondaire.
Le reste du sang total était centrifugé a 3500g pendant 15min a +18°C pour obtenir un

plasma pauvre en plaquettes (PPP), qui était congelé.

Une partie du PRP a été incubée 30 min a l'abri de la lumiére en présence de Ricinus
communis agglutinin | (RCA, Vector Laboratories) marqué au FITC a 12,5 pg/mL, ainsi
gu’avec un anticorps monoclonal CD41-PE (BD Biosciences). Dans un autre tube, le reste de
PRP a été incubé 30 min a I'abri de la lumiére avec les anticorps monoclonaux suivants : anti-
CD41-FITC (BD Biosciences), antiCD62P-PE (BD Biosciences). Un volume de 400uL de tampon

phosphate (Phosphate-Buffered Saline, PBS) était utilisé pour stopper I'incubation.

L’état de sialylation était étudié en cytomeétrie en flux (NAVIOS, Beckman Coulter). L'analyse
se faisait en vitesse "Low" avec acquisition de 20000 événements. La fluorescence était
guantifiée en moyenne d’intensité de fluorescence (mean fluorescence intensity, MFI) et
exprimée en unité arbitraire (UA) ou en pourcentage de cellules positives. Les données

étaient analysées par le logiciel Kaluza analysis version 2.1.

3) Obtention des parameétres plaquettaires (numération plaguettaire et morphologie

plaquettaire) :

Les résultats de I'IPF#, de I'IPF% et du VPM étaient obtenus a partir de 'automate
XN9000 (Sysmex) avec numération des plaquettes en mode « fluorescence » et de la lecture

du frottis sanguin.

C) Dosage de la P sélectine (CD62P) soluble :

Le dosage du CD62P soluble (sCD62P) a été réalisé par technique ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), selon les recommandations du fournisseur (Human sP-selectin ELISA

kit Invitrogen).
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D) Analyse statistique :

Les variables quantitatives ont été analysées par un test non paramétrique de Wilcoxon-
Mann-Whitney. Les variables qualitatives ont été analysées par un test du Khi2 ou exact de
Fischer en cas d’effectifs faibles. Le degré de signification statistique est fixé a 5 % (risque de

premiere espéce).

La précision diagnostique pour distinguer patients avec PTI ou thrombopénie
constitutionnelle a été évaluée par la réalisation de courbes ROC (receiver operating
characteristics) et I'aire sous la courbe (AUC) a été calculée avec un intervalle de confiance a
95%. Une valeur de p<0,05 était considérée comme significative. Pour chaque variable
étudiée, un seuil présentant la meilleure sensibilité et spécificité a été défini. Pour I'analyse
statistique, les logiciels Microsoft Excel 2016 (Microsoft, Redmond, WA, USA), GraphPad
Prism (version 5.03, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) et Medcalc Statistical Software

version 16.4.3 (MedCalc Software bv, Ostend, Belgium) ont été utilisés.

E) Aspects éthiques :

Ce protocole a recu 'accord favorable du comité de protection des personnes Sud-
Ouest et Outre-Mer 4 (Avis n°CPP17-072a / 2017-A02663-50) le 12 janvier 2018 sous le
nom de « protocole SYMPATHIC » (Etude de la SialYlation plaquettaire par cytoMétrie en
flux Pour le diAgnostic différentiel des THrombopénies Immunologiques et

Constitutionnelles).
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V) Résultats :

A) Mise au point de la technique d’analyse de la sialylation plaquettaire :

Le premier objectif de ce travail était de valider une technique d’analyse de la sialylation
plaquettaire par cytométrie en flux au laboratoire. Dans la majorité des publications, I'étude
de la sialylation des plaquettes est réalisée dans des laboratoires de recherche a partir de
plaquettes lavées. Cette technique est longue, complexe et semble donc peu transposable a
une utilisation en routine. La premiére étape était donc de démontrer que cette analyse
pouvait étre réalisée de fagon reproductible et fiable a partir d’'un plasma riche en
plaquettes (PRP) d’un patient sans étape de lavage. Les plaquettes sont classiquement des
cellules fragiles avec une durée de vie courte et dont les capacités fonctionnelles s’épuisent
rapidement apres prélevement. De plus, I'analyse par cytométrie en flux n’étant pas
accessible en continu, il était important de déterminer si les résultats de sialylation
plaquettaire de surface étaient stables malgré un délai entre le prélevement et le moment

de I'analyse.

Influence du type de tube de prélevement utilisé et du délai d’analyse de la sialylation :

Nous avons tout d’abord réalisé une analyse cinétique de la sialylation plagquettaire a
différents moments a partir de sang collecté en tube EDTA sur des sujets sains et conservé
en sang total a température ambiante (figure 6). L'analyse met en évidence une
augmentation significative (p= 0,012) du marquage du RCA a H8 par rapport a H1, témoin
d’une désialylation (figure 6A). L'analyse a H24 montre une diminution secondaire du

marquage RCA.

Nous avons étudié si le type de tube de prélevement pouvait avoir une influence sur la
conservation de I'échantillon. Nous avons renouvelé |'analyse cinétique de la sialylation
plaquettaire en comparant les résultats d’échantillons obtenu en tube EDTA, citraté et en

tube CTAD. Les tubes CTAD sont des tubes citratés auxquels ont été ajoutés de la
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théophylline, de I'adénosine et du dipyridamole. Ces 3 molécules sont des inhibiteurs de
I'activation plaquettaire et permettraient de limiter I’activation plaquettaire in vitro et donc
d’allonger les durées d’acheminement maximales pour certains analyses en hémostase
(145,146). La comparaison entre les différents types de tube de préléevement met en
évidence le méme profil en fonction du temps, avec une augmentation initiale du marquage

RCA a H8 puis une diminution a H24 (figure 6B).

Nous avons ensuite testé I'intérét de prélever I’échantillon sur tube MONOVETTE (type S-
Monovette, STARSTEDT®). Ce tube a I’'avantage de comporter un piston permettant de créer
une dépression manuelle au moment du prélevement et d’éviter une activation potentielle
in vitro des plaquettes. L’analyse cinétique de la sialylation plaquettaire avec les tubes CTAD
MONOVETTE montre une stabilité du marquage par le RCA jusqu’a H4. En revanche a partir
de H6 le marquage RCA augmente significativement de la méme fagon que pour les autres
types de tube (figure 6C). A H1 du prélévement nous n’observons pas de différence
significative de moyenne d’intensité de fluorescence (mean fluorescence intensity, MFI) du
RCA entre les différents tubes de prélevement employés (figure 6D). La MFI sur tube EDTA
est de 81,8 UA (+43,3), 41,8 UA (+12,5), sur tube citraté, 46,2 UA (+14,7) sur tube CTAD et
57,4 (+39,6) sur tube MONOVETTE.
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Figure 6 : Mise au point: Analyse cinétique de I’état de sialylation plaquettaire chez des sujets contrdles. A.
Analyse cinétique a H1, H8 et H24 de la MFI du RCA sur tubes EDTA. B. Analyse cinétique a H1, H8 et H24 de Ia
MFI du RCA selon le type de tube de prélevement. C. Analyse cinétique a H1, H2, H4 et H6 de la MFI du RCA sur
tubes CTAD MONOVETTE (type S- Monovette, STARSTEDT®). D. Comparaison des MFIl a H1 du RCA selon le type
de tube de prélevement utilisé. E. Analyse cinétique a H1, H8 et H24 de la MFI du RCA sur tubes CTAD
MONOVETTE (type S- Monovette, STARSTEDT®) avec ou sans ajout d’un inhibiteur de sialidase (DANA).

*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ***: p<0,0001 ; EDTA: Ethyléne diamine tétra acétique ; CIT: citrate; CTAD:
citrate-théophylline-adénosine-dipyridamole; MONO: tube CTAD de type MONOVETTE (STARSTEDT®); RCA:
Ricinus communis agglutinin | ; DANA: acide N-Acétyl-2,3-déhydro-2-désoxyneuraminique
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En faisant I’hypothése que I'augmentation du marquage RCA observée a H6 et H8 pourrait
étre due a l'activation et a la désialylation des plaquettes in vitro, liée a la durée de
conservation prolongée nous avons tenté de limiter ce phénoméne. L'acide N-Acétyl-2,3-
déhydro-2-désoxyneuraminique (DANA) est un inhibiteur de pan-sialidase humaine et
microbien non sélectif (72) ayant la concentration inhibitrice médiane la plus basse,
d’environ 80uM contre la neuraminidase-1 (Neu-1) humaine (147). Le DANA a démontré son
activité inhibitrice sur la désialylation des plaquettes in vitro lors de leur stockage au froid

(115) sous forme de plasma riche en plaguettes (PRP).

Afin de bloquer les phénomeénes d’activation et de désialylation in vitro, nous avons réalisé
une nouvelle analyse cinétique de la sialylation plaquettaire avec les tubes CTAD
MONOVETTE (type S- Monovette, STARSTEDT®) dans lequels était ajouté du DANA a 1ImM
(Sigma Aldrich). La comparaison des tubes avec ou sans ajout de DANA ne mettait pas en
évidence de différence significative au niveau du marquage RCA, avec une augmentation

persistante a H8 par rapport a I'analyse a H1 (figure 6E).

Au total, peu importe le type de tube de prélevement et le type d’anticoagulant utilisé, nous
avons observé une augmentation du marquage RCA a partir 6 a 8 heure de conservation des
plaquettes en sang total a température ambiante, témoignant d’une désialylation in vitro.
L'utilisation de CTAD comprenant des inhibiteur de I'activation plaquettaire et I'ajout de
DANA dans les tubes de prélevement ne permettaient pas de prévenir cette désialylation.
Nous démontrons que I’état de sialylation plaquettaire est stable au moins 4 heures in vitro
avec l'utilisation de tubes MONOVETTE contenant du CTAD comme anticoagulant. Ainsi ce
type de tube semble le plus adapté pour cette technique avec une analyse en cytométrie en
flux dans les 4 heures suivant le prélevement. L'ajout de DANA dans les tubes de
prélevement ne semble pas efficace pour améliorer la stabilité de I'échantillon au-dela de 4

heures.
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Détection d’une désialylation plaquettaire induite in vitro :

La seconde étape consistait a confirmer que notre technique d’analyse pouvait
détecter une désialylation plaquettaire. Il est connu que le stockage prolongé des plaquettes

au froid déclenche leur activation et leur désialylation in vitro lors de leur réchauffement.

Pour réaliser une désialylation induite par le froid in vitro nous avons isolé des plaquettes
dans un PRP, puis nous les avons stockées au froid a +4°C pendant 2 a 4 heures et de facon
plus prolongée pendant 24h. Les plaquettes sont ensuite réchauffées a +37°C pendant 15
min avant marquage et analyse. Lors d’un passage 2 a 4 heures au froid, nous n’avons pas
observé d’augmentation significative du marquage du RCA. En revanche, lors du stockage
pendant 24 h au froid, nous mettons en évidence une désialylation significative des
plaguettes authentifiée par 'augmentation du marquage au RCA avec une MFI 18 fois plus

importante que le controle (figure 7A).

Afin de confirmer ces données, nous avons réalisé une désialylation in vitro en incubant un
PRP témoin avec de la Neu-1. L'ajout de Neu-1 a déclenché une forte augmentation du
marquage RCA (MFI 11 fois plus élevée que le controle), confirmant une désialylation
plaquettaire in vitro (figure 7B-C). L’ajout de DANA dans le tube MONOVETTE juste avant le
prélevement permettait de limiter I'augmentation de marquage du RCA induit par la Neu-1.
La MFI du RCA était 5 fois plus importante que le controle en présence de Neu-1 et de DANA,
contre une augmentation d’un facteur 19 de la MFI en présence de Neu-1 seule (figure 7D).
Nous démontrons ici que notre technique d’analyse de la sialylation plaquettaire est capable

de détecter une désialylation significative in vitro.
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Figure 7: Mises au point: Désialylation plaquettaire induite in vitro.

A. Comparaison de la MFI du RCA des plaquettes aprés stockage au froid en RPR (+4°C) pendant deux durées
différentes (2 a 4h et 24h). B. Désialylation induite in vitro par I'ajout de sialidase (Neu-1). C. Histogramme
représentant la MFI du RCA des plaquettes en fonction de la présence ou non de Neu-1. D. Histogramme
comparant la MFI du RCA des plaquettes apres désialylation par la Neu-1 en présence ou non de DANA dans le
tube de prélévement.

RCA: Ricinus communis agglutinin | ; DANA: acide N-Acétyl-2,3-déhydro-2-désoxyneuraminique; MFI: mena
fluorescence intensity; PRP: plasma riche en plaquettes; FSC: forward scatter light; SSC: side scatter light;
MONO: tube CTAD de type MONOVETTE (STARSTEDT®)
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B) Description des patients inclus :

Au cours de la période de janvier 2018 a novembre 2019, nous avons inclus 13 patients

PTI, 12 patients présentant une thrombopénie centrale chimio-induite et 9 patients ayant

une thrombopénie constitutionnelle. Le tableau 1 résume les caractéristiques cliniques et

biologiques des patients.

PTI,
n=13

Recours a un traitements de fond, n (%)

Age au prélévement, moyenne (écart type) 60 (19)
Sexe ratio (F/H) 1,6 (8/5)

Syndrome hémorragique au prélévement, n (%) 3(23)
PTI chronique, n (%) 11 (85)

PTI persistant, n (%) 1(8)

PTI aigu, n (%) 2 (15)

PTI primaire, n (%) 12 (92)

Splénectomie, n (%) 4 (31)

Rituximab, n (%) 3 (23)

TPO-Ra, n (%) 4 (31)

Dapsone, n (%) 4 (31)

Danatrol, n (%) 2 (15)

Immunosuppresseur, n (%) 2 (15)
Plaquettes en G/L, médiane (écart interquartile) 65 (63)
Positivité des anticorps anti-plaquettaire (MAIPA), n (%) 3/13 (23)

Anti-GPlb pur, n (%) 0 (0)

Anti-GPllIbllla pur, n (%) 1(33)

Mixte*, n (%) 2 (67)
Positivité des facteurs anti-nucléaires, n (%) 6/13 (46)
Présence d'une MGUS, n (%) 0/13 (0)

Traitements lors du prélévement H

Corticothérapie < 15 jours, n (%) 2 (15)
IglV < 1 mois, n (%) 0 (0)
Transfusion plaquettaire < 7 jours, n (%) 0 (0)
RTX < 6 mois, n (%) 0 (0)

TPO-Ra, n (%) 2 (16)

Dapsone < 15 jours, n (%) 0 (0)
Splénectomie, n (%) 3 (23)
Azathioprine, n (%) 2 (15)

Thrombopénie chimio-induite,
n=12
Age au prélevement, moyenne (écart type) 58 (11)
Sexe ratio (F/H) 0,7 (5/7)
Plaquettes en G/L, médiane (écart interquartile) 62 (59)

Hémopathie maligne sous-jacente, n (%) 11 (92%)

Myélome multiple

8/11 (73%)
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LAM secondaire 1/11 (9%)

Lymphome cérébral 1/11 (9%)
Lymphome du manteau 1/11 (9%)
Type de chimiothérapie H

Melphalan 8/11 (73%)
R-ICE 1/11 (9%)
CPX 1/11 (9%)
R-CHOP 1/11 (9%)

Thrombopénie hors hémopathie (Valganciclovir) H 1 (8%)

Thrombopénie constitutionnelle,
n=9

Age au prélévement, moyenne (écart type) 32 (9)

Sexe ratio (F/H) 0,8 (4/5)

Plaguettes en G/L, médiane (écart interquartile) 91 (30)

Age au diagnostic, moyenne (écart type)
Type de thrombopénie constitutionnelle

28 (12)

|

syndrome de Bernard Soulier 2 (22%)
mutation ANKRD26 2 (22%)
mutation GBIBB 2 (22%)
mutation SLFN14 1 (11%)
mutation non identifiée 2 (22%)

Tableau 1 : Caractéristiques cliniques et biologiques des 3 groupes de patients

PTI: thrombopénie immunologique; TPO-Ra: Agoniste des récepteurs de la thrombopoiétine ; MAIPA :
Monoclonal Antibody Immobilization of Platelet Antigens; LAM: leucémie aigué myéloblastique; R-
ICE :Rituximab-Ifosfamide-Carboplatine-Etoposide ; CPX: daunorubicine et cytarabine liposomal ;R-CHOP :
Rituximab-Cyclophosphamide-Hydroxydaunorubicine-Oncovin(vincristine)-Prednisone ; ANKRD26 : ankyrin
repeat domain 26 ; GPIBB : glycoprotein 1b-beta.

1) Patients du groupe PTI :

Parmi les patients PTI, 11 (85%) présentaient une forme chronique, 1 (8%) une forme
persistante et 2 (15%) un PTI nouvellement diagnostiqué. La majorité d’entre eux (92%)
avaient un PTI primaire. Les patients avaient un age moyen au prélevement de 60 ans (+19),
avec un sex ratio F/H a 1,6 (8/5). Trois patients (23%) seulement présentaient un syndrome
hémorragique cutané ou muqueux au moment du prélévement. La durée médiane de suivi
était de 56 mois [écart interquartile : 184]. Le taux de plaguettes médian au moment du
préléevement était de 65 G/L [écart interquartile : 65]. Tous les patients ont eu une recherche
d’anticorps anti-plaquettes, dont 7 positifs en test de dépistage par recherche d’anticorps
associées aux plaquettes (PA-Ig). Trois patients sur 13 (23%) avaient un test MAIPA direct

positif. Un patient avait des anticorps anti-GPlIbllla pur et deux autres avaient des anti-
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GPllbllla associés a des anti-GPlb. Quarante-six pourcent (46%) des patients avaient une
positivité des facteurs anti-nucléaires a au moins une reprise a un taux > 1/320, la majorité

sans spécificité antigénique hormis 2 patients (anti SSA et anti-ADN natif).

Au niveau thérapeutique, 6 patients (46%) avaient ou ont nécessité, un traitement de fond.
Quatre patients (31%) ont eu une splénectomie dont deux échecs, 4 patients ont regu au
moins un TPO-Ra et 3 (23%) ont recu du rituximab. Enfin 2 patients ont été exposés a un
immunosuppresseur (15%, azathioprine et mycofénolate mofétil), 4 (31%) a la dapsone et 2
(15%) au danatrol. Deux patients étaient multi-réfractaires, i.e. réfractaire a la splénectomie,

au rituximab et aux deux TPO-Ra a dose maximale tolérée.

2) Patients du groupe thrombopénie chimio-induite :

Les 12 patients du groupe thrombopénie centrale présentaient une thrombopénie
induite par une chimiothérapie cytotoxique, hormis un patient présentant une
thrombopénie toxique induite par le valganciclovir. L’age moyen au prélévement était de 58
ans (+11) et le sex ratio F/H était a 0.7 (5/7). Pour tous les patients traités par chimiothérapie
cytotoxique, l'indication était une hémopathie maligne. La grande majorité des patients
présentaient une hémopathie lymphoide (11/12 ; 92%. 8 avec myélome multiple, un avec
lymphome cérébral, un avec lymphome du manteau). Un patient présentait une hémopathie
myéloide (leucémie aigué myéloblastique secondaire). La chimiothérapie Ila plus
fréquemment utilisée était du MELPHALAN en induction avant autogreffe dans le cadre d’un
myélome multiple dans 66% des cas (8/12). La numération plaquettaire médiane au moment
du prélevement était de 62 G/L [écart interquartile : 59]. Cinquante-huit pourcent (58%) des

patients étaient en aplasie au moment du prélévement.

3) Patients du groupe thrombopénie constitutionnelle :

Les 9 patients présentant une thrombopénie constitutionnelle étaient plus jeunes au

moment du prélevement que les patients du groupe PTI et du groupe thrombopénie chimio-
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induite, avec un age moyen de 32 ans (+9) et un sex ratio F/H a 0.8 (4/5). La numération

plaquettaire médiane lors du prélévement était de 91 G/L [écart interquartile : 30].

Parmi les 9 patients, 7 (78%) avaient une mutation génétique identifiée : 2 patients avec un
syndrome de Bernard-Soulier, 2 patients avec mutation du gene ANKRD26, 2 avec une
mutation hétérozygote du gene GPIBB et un avec une mutation du gene SLNF14. La majorité
d’entre eux rapportaient une symptomatologie hémorragique comprenant des ecchymoses
(78%), des gingivorragies (89%), des hématomes (44%) ou des épistaxis (22%). Trois patients
(33%) ont présenté un syndrome hémorragique post-opératoire et deux patients (22%) ont
un antécédent d’hémorragie grave (hématome du quadriceps, hémopéritoine apres rupture

de kyste ovarien).

C) Analyse de la sialylation et de I'activation plaguettaire en cytométrie en flux

1) Intérét de I'analyse de la sialylation plaquettaire pour le diagnostic différentiel du PTI
et des thrombopénies constitutionnelles

L'analyse en cytométrie en flux a été réalisée a partir du PRP des patients, obtenu apres

centrifugation du sang total. La figure 8 présente la stratégie de fenétrage (gating).
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Figure 8 : Analyse des plaquettes en cytométrie en flux : stratégie de fenétrage (gating) utilisée, avec un exemple significatif
de patient par groupe.

PTI : groupe thrombopénie immunologique ; CHIMIO : groupe thrombopénie chimio-induite; TC: groupe thrombopénie
constitutionnelle; FSC: forward scatter; SSC: side scatter; RCA: Ricinus communis agglutinin |

Concernant les MFI du RCA, nous n’observons pas de différence significative entre les
patients PTI (moyenne 61 UA, écart type £26), les patients du groupe thrombopénie chimio-
induite (55 UA+29) et les patients du groupe thrombopénie constitutionnelle (43 UA+16)
(figure 9A). Les patients du groupe PTI (moyenne 61 UA, £26) ont en revanche un marquage
RCA significativement plus élevé que les sujets controles (moyenne 35 UA, +7) (p=0,015)

(figure 9A).
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Il N’y a pas de différence significative sur la MFI du CD41 entre le groupe PTI, le groupe
thrombopénie chimio-induite et les patients du groupe thrombopénie constitutionnelle
(données non montrées). Afin de s’affranchir de la taille des plaquettes, nous avons réalisé
pour chaque patient le ratio MFI RCA/MFI CD41 (121,148). De la méme fagon, il n’est pas
retrouvé de différence significative entre les 3 groupes (PTI: ratio moyen 2+1; chimio-
induite : ratio moyen 2+1 ; constitutionnel : ratio moyen 1+1) (figure 9B). Les patients du
groupe PTI (2+1) ont un ratio MFI RCA/CD41 plus élevé que les sujets contréles (0,5+0,2)
(p<0,0001). De la méme fagon, les patients du groupe thrombopénie chimio-induite

(241) ont un ratio plus élevé que les sujets controles (0,510,2) (p=0,001).

Au total, nos résultats ne mettent pas en évidence de différence concernant I'état de
sialylation plaquettaire entre les 3 groupes, suggérant qu’il ne s’agit pas d'un test

diagnostique permettant de distinguer PTI et thrombopénies constitutionnelles.

2) Etude du lien entre sialylation plaquettaire et réponse thérapeutique au cours du PTI

Parmi les 5 patients ayant un ratio MFI RCA/CD41 élevé (>2), 4 patients sont
splénectomisés et 3 sont en échec de splénectomie. Le dernier patient est en réponse
partielle apres splénectomie. Les patients en échec de splénectomie ont un ratio MFI
RCA/CD41 moyen a 3,4 (écart type +1,3, IC95% [2,2-4,6]) versus un ratio moyen a 1,3 (écart
type +0,4, IC95% [1,1-1,6]) chez les autres patients.

Les patients PTIl ayant des anticorps anti-plaquettes ont un ratio MFI RCA/CD41 en moyenne
a 3,4 (écart type *1,5, 1C95% [1,7-5,2]), plus élevé que les patients PTI n’ayant pas d’auto-
anticorps détectables (moyenne 1,5 écart type +0,8, 1C95% [1,1-2,0]).

De la méme facgon, les 3 patients PTI résistants aux corticoides et/ou aux IglV ont un ratio
MFI RCA/CD41 en moyenne plus élevé (moyenne : 3,9, écart type 1,2, IC95% [2,5-5,2]) que
les patients PTI sensibles (moyenne : 1,5, écart type +0,6, IC95% [1,1-1,8]).

3) Etude de 'activation plaquettaire par cytométrie en flux

Le pourcentage de plaquettes CD62P positive est significativement plus élevé dans le

groupe PTI (médiane: 16%; écart interquartile (EIQ): 11%) comparé au groupe
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thrombopénie chimio-induite (médiane : 8% ; EIQ: 2%, p=0,016) mais également comparé
au groupe thrombopénie constitutionnelle (médiane : 7% ; EIQ : 4%, p=0,008) (figure 9C).
Quatre patients du groupe PTl ont un %CD62P >20%. Il n’est pas noté de similitude clinico-
biologique entre ces patients et ces patients n’ont pas d’anticorps anti-plaquettaires
détectables en MAIPA. Un patient du groupe thrombopénie constitutionnelle n’a pas pu étre
analysé sur le marquage CD62P. Le pourcentage de plaquettes CD62P+ n’était pas influencé
par la profondeur de la thrombopénie avec un pourcentage moyen a 16% (+10) en cas de
thrombopénie <30 G/L et un pourcentage moyen a 11% (+6) en cas de thrombopénie >30

G/L (p=0,19) (figure 9D).

Afin de mettre en évidence un lien entre activation plaquettaire, via le pourcentage de
plaguettes CD62P positive, et désialylation authentifiée par le marquage RCA nous avons
recherché une corrélation entre ces deux variables. Sur I'ensemble des patients disponibles
(n=33) il n’est pas mis en évidence de corrélation entre la valeur du RCA et le pourcentage
de plaquettes CD62P positive (R?= 0,0009) (figure 9E). Il n’est pas non plus mis en évidence
de corrélation entre le taux de plaquettes et la MFI du RCA (R? a 0,06) ou bien avec le

%CD62P (R? a 0,05) (données non présentées).

Au total, nos résultats montrent que les plaquettes des patients PTI et thrombopénie chimio-
induite ont une plus forte désialylation que les sujets controles. Cependant les patients PTI
multi-réfractaires ayant des anticorps anti GPIb et les patients en échec de splénectomie ont
un ratio MFI RCA/CD41 plus élevé mais non significatif compte tenu du faible effectif. En
revanche les patients du groupe PTI ont un pourcentage de plaquettes activées plus élevé
gue les autres patients. Il n’est pas mis en évidence de corrélation entre état de sialylation et

activation plaquettaire.
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Figure 9: Analyse de I’état de sialylation et de I'activation plaquettaire par cytométrie en flux. A. Comparaison de
la MFI (mean fluorescence intensity) du RCA entre les 3 groupes de patients (PTI n=13; CHIMIO n=12; TC n=9) et
les controles (n=8). B. Comparaison du ratio MFI RCA/MFI CD41 de chaque patient pour les 3 groupes (PTI n=13;
CHIMIO n=12; TC n=9) et les contréles (n=10). C. Comparaison du pourcentage de plaquettes CD62P positives
entre les 3 groupes (PTlI n=13 ; CHIMIO n=12; TC n=8). D. Comparaison du pourcentage de plaquettes CD62P
positives en fonction de la profondeur de la thrombopénie (>30G/L n=10; >30G/L n=21). E. Corrélation entre la
MFI du RCA et le %CD62P sur I'ensemble des patients (n= 33). Les barres horizontales dans les figures A a D
correspondent a la moyenne.

*: p<0,05, **: p<0,01. RCA : Ricinus communis agglutinin I ; PTIl: groupe thrombopénie immunologique; CHIMIO:
groupe thrombopénie chimio-induite; TC: groupe thrombopénie constitutionnelle; CTL: groupe contrdle ;
%CD62P: pourcentage de plaquettes CD62P positives
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D) Dosage plasmatique de la P sélectine soluble :

Afin de confirmer la différence d’expression du CD62P a la surface des plaquettes
constatée entre les différents groupes, nous avons réalisé un dosage du CD62P soluble
(sCD62P) par technique ELISA. Comme le taux de sCD62P est dépendant du taux de
plaquettes circulantes (149), nous avons également exprimé le taux de sCD62P en fonction

de la numération plaquettaire.

Dans le groupe PTI le taux moyen de sCD62P est de 50 ng/mL (écart type +13), il est de 32
ng/mL (écart type £13) dans le groupe thrombopénie chimio-induite et de 41 ng/mL (écart
type +16) dans le groupe thrombopénie constitutionnelle sans différence significative

(données non montrées).

Le ratio sCD62P/plaquettes est significativement plus élevé dans le groupe PTI (moyenne :
2,6, écart type +4,3) comparativement au groupe thrombopénie constitutionnelle
(moyenne : 0,5, écart type 10,2) (p= 0,03). Le ratio sCD62P/plaquettes moyen est de 0,8
(écart type +0,6) dans le groupe thrombopénie chimio-induite, sans différence significative
avec les deux autres groupes (figure 10A). Le patient PTI ayant le ratio sCD62-plaquettes le

plus élevé (15,5) est un patient PTI nouvellement diagnostiqué fortement thrombopénique.

Les 5 patients du groupe PTI ayant les ratios les plus élevés (>1) ont tous un PTI actif avec
une thrombopénie <30G/L, dont deux patients multi réfractaires. Les deux patients multi
réfractaires semblent avoir un taux de sCD62P plus élevé (moyenne 66,8 ng/mL, écart type

+0,9) que les autres patients PTI (moyenne 46,7 ng/mL, écart type +11,2).

Nous n’avons pas retrouvé de corrélation significative entre le pourcentage de plaquettes

CD62P+ et le taux de sCD62P pour I'ensemble des patients (R>=0,03) (figure 10B).

Au total, le taux de P sélectine soluble normalisé sur la numération plaquettaire est plus
élevé dans le groupe de patients PTI comparé aux deux autres groupes. Dans le groupe de

patients PTI, les patients ayant les plus forts ratios ont un PTI multi-réfractaire.
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Figure 10 : Dosage de la P sélectine soluble (sCD62P). A. Résultats des dosages de P sélectine soluble dans les
3 groupes (PTI n=13, CHIMIO n=12 ; TC n=9). B. Corrélation entre le taux de P sélectine soluble et le

pourcentage de plaquettes CD62P positives.
*: p<0,05. PTI: groupe thrombopénie immunologique; CHIMIO: groupe thrombopénie chimio-induite; TC:
groupe thrombopénie constitutionnelle. sCD62P: P sélectine soluble; %CD62P: pourcentage de plaquettes

CD62P positives.
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E) Analyse des parametres plaquettaire avancés (IPF) :

Une numération plaquettaire par fluorocytométrie avec mesure de I'IPF était réalisée au
cours du méme prélevement que celui pour le tube employé pour I'analyse en cytométrie en
flux, sauf pour un patient du groupe PTI et un patient du groupe thrombopénie chimio-

induite.

Il 'y a pas de différence significative entre les 3 groupes concernant le taux de plaquettes
(figure 11A) (groupe PTI : médiane 65 G/L [EIQ : 65] ; groupe thrombopénie chimio-induite :
médiane 62 G/L [EIQ : 59] ; groupe thrombopénie constitutionnelle : médiane 91 G/L [EIQ :
30]). Les patients PTI présentant un syndrome hémorragique au moment du préléevement
(n=3) ont un chiffre de plaguettes en moyenne plus bas (moyenne : 13 G/L, écart type *10,
IC95% [1-24]) que les patients PTI sans hémorragie (moyenne : 80 G/L, écart type +45, IC95%
[51-109]).

La mesure du VPM est disponible pour 6 patients du groupe PTI, 10 patients du groupe
thrombopénie chimio-induite et 6 patients du groupe thrombopénie constitutionnelle. Le
VPM médian est a 11 fL [EIQ: 1] dans le groupe PTI, 10 fL [EIQ: 2] dans le groupe
thrombopénie chimio-induite et a 14 fL [EIQ: 1] pour le groupe thrombopénie
constitutionnelle (figure 11B). Les patients du groupe PTI ont de fagon significative un VPM
plus élevé que les patients du groupe thrombopénie chimio-induite (p= 0,021). Il existait une
bonne corrélation entre la valeur du VPM et celle de %IPF (R?=0,77), ainsi qu’avec I'IPF#

(R%2=0,69) (figure 11E et F).

La mesure de I'IPF par fluorocytométrie est disponible chez 10 patients du groupe PTI et

chez 9 patients dans le groupe thrombopénie chimio-induite et constitutionnelle.

L'IPF en valeur absolue (IPF#) du groupe PTI (médiane 6 G/L [EIQ : 6]) est significativement
plus élevé que dans le groupe thrombopénie chimio-induite (médiane 1 G/L [EIQ: 1]) (p=
0,003) (figure 11C). A I'inverse, L'IPF# du groupe PTI (médiane 6 G/L [EIQ : 6]) est plus faible

comparé au groupe thrombopénie constitutionnelle (médiane 24 G/L [EIQ : 12]) (p= 0,014).

Concernant I'IPF exprimé en pourcentage (IPF%), il est significativement plus élevé dans le
groupe PTI (médiane 18% [EIQ: 20]) comparé au groupe thrombopénie chimio-induite
(médiane 3% [EIQ: 1]) (p<0,001) (figure 11D). L’IPF% du groupe thrombopénie
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constitutionnelle (médiane 27% [EIQ :17]) est |égérement plus élevé que dans le groupe PTI,
mais sans atteindre la significativité statistique. Les 4 patients ayant une
macrothrombopénie constitutionnelle (2 patients avec syndrome de Bernard Soulier et deux
patients avec mutation hétérozygote du gene GPIBB) semblent avoir un IPF% en moyenne
plus élevé (moyenne 37%, écart type +17, 1C95%[20-54]) que les patients avec un PTI
(moyenne 22%, écart type 16, IC95%[12-32]).
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Figure 11 : analyse des parameétres plaquettaires avancés.

A. Comparaison des numérations plaquettaires (G/L) au moment du prélévement entre les 3 groupes (PTI
n=12 ; CHIMIO n=11 ; TC n=9). B. Comparaison des VPM (fL) entre les 3 groupes (PTl n=6 ; CHIMIO n=10 ; TC
n=6). C. Comparaison de I'IPF# (G/L) entre les 3 groupes (PTI n=10 ; CHIMIO n=9 ; TC n=9). D. Comparaison de
I'lIPF% (%) entre les 3 groupes (PTlI n=10 ; CHIMIO n=9 ; TC n=9). Les barres horizontales sur chaque figure
correspondent a la moyenne. E. Corrélation entre |la valeur du VPM et de %IPF. (n=18). F. Corrélation entre la

valeur du VPM et de IPF# (n=18).

*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ***. p<0,0001. PTI: groupe thrombopénie immunologique; CHIMIO:
groupe thrombopénie chimio-induite; TC: groupe thrombopénie constitutionnelle. VPM: volume plaquettaire
moyen. IPF#: immature platelet fraction en valeur absolue; IPF%: pourcentage d’'immature platelet fraction.
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Les patients PTI présentant un syndrome hémorragique clinique (n=3) au prélevement
semblent avoir un IPF% en moyenne plus élevé (moyenne : 36,4%, écart type +12,1, IC95%
[22,7-50,1]) que les patients PTI ne présentant pas de syndrome hémorragique (moyenne :

16.3%, écart type £14,5, IC95% [5,6-27,1]).

F) Analyse des courbes ROC pour distinguer PTI et thrombopénies

constitutionnelles :

Afin de déterminer la capacité de I'IPF#, du pourcentage de plaquettes CD62P+ et du
dosage du sCD62P a distinguer les patients PTlI des patients avec thrombopénie
constitutionnelles, nous avons analysé la courbe ROC et I'aire sous la courbe (AUC) pour

chaque variable.

Pour le pourcentage de plaquettes CD62P+, I'analyse de la courbe ROC montre une AUC a
0,856 (IC 95% : 0,684-1,000) (figure 12A). Avec un seuil fixé a 11%, la sensibilité est de 87,5%
et la spécificité de 76,9%, avec des valeurs prédictives positives et négatives respectivement

a 63,6% et 90,9%.

Pour la valeur de I'lPF#, I'analyse de la courbe ROC montre une AUC a 0,839 (IC 95% : 0,622-
1,000) (Figure 12B). Avec un seuil fixé a 11 G/L, la sensibilité est de 88,9% et la spécificité de

80,0%. La valeur prédictive positive est de 80% et la valeur prédictive négative a 89,9%.

Concernant le dosage de la P sélectine soluble, en prenant le ratio sCD62P/plaquettes I’AUC
est a 0,787 (IC 95% 0,575-0,999) (figure 12C). Pour un seuil a 0,62 on obtient une sensibilité
de 77,8%, une spécificité de 75% pour le diagnostic de thrombopénie constitutionnelle, avec

une VPP a 70% et une VPN de 81,2%.

Nous avons combiné les deux variables IPF# et CD62P% dans un score composite afin
d’essayer I'améliorer les performances diagnostiques des biomarqueurs. La formule du score

composite est donnée ci-dessous :

exp(2.51+CD62P X(=0.47)+IPFx 0.13)

Calcul du score (CD62P —IPF) = 1+ exp(251+CD62P X(=0.47)+IPFx 0.13)

Page | 58



L’AUC du score composite est de 0,937 (0,833-1,000) (figure 12D). Avec un seuil fixé a 0,52,

on obtient une sensibilité de 87,5% et une spécificité de 80%, une VPP a 77,8% et une VPN a

88,9%
AUC (IC 95%) Sensibilité | Spécificité VPP VPN
%CD62P+ <11% 0,856 (0,684-1,000) 87,5% 76,9% 63,6% 90,9%
IPF# > 11G/L 0,839 (0,622-1,000) 88,9% 80,0% 80,0% 89,9%
Ratio sCD62P/plaquettes <0,62 0,787 (0,575-0,999) 77,8% 75,0% 70,0% 81,2%
Score composite IPF#-CD62P% <0,52 | 0,937 (0,833-1,000) 87,5% 80,0% 77,8% 88,9%

Tableau 2: Tableau récapitulatif des valeurs d’AUC, de sensibilité, spécificité, VPP et VPN des différents parametres
plaquettaires pour le diagnostic des thrombopénies constitutionnelles. Les seuils ont été définis pour chaque variable a partir
de I'analyse de la courbe ROC, permettant de déterminer le seuil avec la meilleur sensibilité et spécificité.

IPF# : immature platelet fraction valeur absolue ; %CD62P+: pourcentage de plaquettes CD62P positives; ROC: receiver-
operating characteristic. AUC : area under curve; VPP : valeur prédictive positive ; VPN : valeur prédictive négative.

Courbe ROC (CDB2P%) Courbe ROC (IPF#)
2 2
£ 2 .
& &
AUC=0,856 : AUC=0,839
1-spécificité 1-spécificité
C Courbe ROC (sCD62/plaguettes) D Courbe ROC (CD62P%-1PFit)
2 2
3 3
g . 2 .
& &
AUC=0,787 ' AUC=0,894
1-spécificité 1-spécificité
Figure 12 : Analyse des courbes ROC pour discriminer PTIl et thrombopénie constitutionnelle.
A. Courbe ROC analysant le pourcentage de plaquettes CD62P+ (CD62P%). B. Courbe ROC analysant I'IPF#
(G/L). C. Courbe ROC analysant le taux de P sélectine soluble normalisé sur la numération plaquettaire
(sCD62P/plaquettes). D. Courbe ROC analysant le score composite comprenant I'IPF# et le CD62P%.
IPF# : immature platelet fraction en valeur absolue ; %CD62P : pourcentage de plaquettes CD62P+; ROC:
receiver-operating characteristic. AUC : area under curve
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V)  Discussion :

Mises au point de la technique d’analyse de la sialylation et de I'activation
plaquettaire

La premiere partie de notre projet était de mettre en place une technique d’étude de
la sialylation plaquettaire aisément réalisable en pratique courante. Nous avons fait le choix
de travailler en plasma riche en plaquettes (PRP) afin de s’affranchir de I'étape de lavage
plaquettaire. La technique de lavage des plaquettes, permettant d’éliminer le plasma du
patient, est une technique complexe et chronophage. Les multiples centrifugations a haute
cinétique sont a risque d’activation plaquettaire in vitro, nécessitant I'ajout dans les
solutions tampons de prostaglandine E1 qui est un inhibiteur de I'activation et de
I'agrégation plaquettaire (150). Pour réaliser les prélevements sanguins, nous avons
privilégié des tubes de type S- Monovette (STARSTEDT) contenant du CTAD. Les tubes
Monovette employés n’ont pas de pression négative avant le prélevement permettant un
écoulement lent et continu du sang dans le tube limitant I'activation plaquettaire au
moment du prélevement (151). Le CTAD est un anticoagulant comprenant du citrate et 3
inhibiteurs de I'activation plaquettaire. Nous avons conversé ce type de tube et

d’anticoagulant afin de prévenir une activation plaquettaire in vitro.

Les analyses séquentielles réalisées sur tubes de type S- Monovette (STARSTEDT) CTAD ont
permis de déterminer avec précision le délai maximal acceptable entre le prélevement et
I’analyse en cytométrie en flux. Nous démontrons ici une absence de différence significative
du marquage du RCA jusqu’a 4 heures apres prélevement. A partir de H6, le marquage RCA
commence a augmenter chez la plupart des témoins sains. Une désialylation significative des
plaquettes in vitro chez les volontaires sains est observée au-dela de ce délai, quelque que
soit le type de tube utilisé. Ceci pourrait étre expliqué par 'activation in vitro des plaquettes
et le relargage de Neu-1 stockée dans leurs granules (115). A 24 heures du prélevement, on
observe paradoxalement une baisse du marquage RCA. Les prélevements étant stockés en
sang total, on peut supposer que la mort des leucocytes et globules rouges pourrait
entrainer le relargage dans le plasma des résidus galactose, non éliminés en I'absence de

lavage des plaquettes, pouvant potentiellement fixer le RCA. On peut également supposer
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que les sialidases libérées in vitro pourraient désialyler les protéines plasmatiques fortement

glycosylées et pourraient interférer avec le marquage au RCA.

Nos résultats montrent qu’il n’y a pas d’intérét a rajouter du DANA dans les tubes de
prélevement afin d’allonger le délai entre le prélevement et I'analyse. Ceci pourrait étre
expliqué par une quantité insuffisante de DANA. Nous avons en effet utilisé le DANA a une
concentration rapportée comme inhibitrice de la désialylation plaquettaire in vitro (115,141)
dans une solution de plaquettes lavées ou du PRP alors que dans notre travail, le DANA a été
ajouté dans le tube de prélevement rempli avec du sang total. Or, Il est rapporté que Neu-1
est exprimé par les monocytes, les macrophages et les lymphocytes T (152,153). Le stockage
du sang total pendant 24 heures pourrait donc relarguer de grandes quantités de Neu-1 a
partir des plaquettes mais aussi a partir des leucocytes, dépassant ainsi les capacités
inhibitrices du DANA. L’hypotheése alternative est que le DANA pourrait ne pas étre stable en

solution dans le CTAD et a température ambiante.

Nos résultats démontrent également que notre technique est capable de détecter une
désialylation plaquettaire in vitro, induite par I'ajout de Neu-1 ou bien par un stockage
prolongé des plaquettes au froid. Concernant la différence de marquage au RCA en fonction
de la durée de stockage a +4°C, nos données sont cohérentes avec Rumjantseva et al (119)
qui démontrent in vitro et chez la souris que le stockage au froid court (<4h) induit une
exposition de résidus GIcNAc et une destruction essentiellement macrophagique, alors qu’un
stockage au froid prolongé (48h) induit I'exposition de résidus galactose et une phagocytose

essentiellement hépatocytaire AMR-dépendante.

Au total, nous avons fait le choix d’utiliser un type de tube de prélévement et
d’anticoagulant limitant autant que possible I'activation plaquettaire. Nous validons que
notre technique est capable de détecter une désialylation plaquettaire. Les avantages de
notre technique sont qu’elle est réalisable rapidement au laboratoire et ne nécessite pas
d’expertise spécifique du fait de I'absence de lavage des plaquettes. En revanche, la
principale contrainte réside dans le délai maximal de 4 heures a respecter entre le

prélevement et I'analyse en cytométrie en flux.
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L’analyse de la sialylation plaquettaire ne permet pas de distinguer les patients ayant
un PTI et ceux ayant une thrombopénie constitutionnelle.

Nos résultats ne permettent pas de mettre en évidence de différence significative
concernant la sialylation des plaquettes entre les 3 groupes de patients. Nous démontrons
cependant que les plaquettes des patients PTI et des patients avec thrombopénie chimio-
induite ont une désialylation plus importante que les sujets contrbles. La présence
d’anticorps anti-plaquettes semble associée a une plus forte désialylation plaquettaire :
parmi les 5 patients ayant un ratio MFI RCA/CD41 élevé (>2), 3 ont des anticorps anti-
plaquettes détectables. Ceci est en accord avec les résultats de Grodzielski et al (142) et de
Tao et al (154). Les auteurs retrouvent une plus forte désialylation plaquettaire en présence
de plasma de PTI versus des plasmas contréle, et une tendance a une plus forte désialylation
en cas de positivité des anticorps anti-plaquettes. Les deux équipes observent une tendance
a une plus forte désialylation chez les patients avec anti-GPlb, mais aucune différence

statistique de sialylation entre la présence d’anti-GPlb ou d’anti-GPlIbllla n’est confirmée.

Ces données suggerent que la présence d’auto-anticorps est associée a une plus forte
désialylation, peu importe leur cible antigénique contrairement a ce qui avait été rapporté
chez la souris. Dans la publication de Li et al (141), les auteurs observent que certains anti-
GPllIbllla seraient capables d’activer et de désialyler faiblement les plaquettes et que certains
anti-GPlb en sont en revanche incapables. De plus, Quach et al (155) démontrent que
seulement certains anticorps anti-GPlb sont capables d’activer et de désialyler les plaquettes
in vitro. Cette propriété est liée a la force de dissociation nécessaire pour détacher
I'anticorps de son épitope. Ainsi, lorsque I'anticorps présente une forte affinité pour la GPlb
il ne se dissocie pas des plaquettes, mais exerce par effet de traction un changement de
conformation d’un domaine de la GPIb, qui présente une fonction de mécanorécepteur. Ce
changement de conformation déclenche un signal d’activation intracellulaire conduisant a

I'activation et a la désialylation plaquettaire (104,155).

Au total, la présence d’auto-anticorps anti-plaguettes est associée a une désialylation

plaquettaire plus importante, indépendamment de leur cible antigénique.

A notre connaissance, il n’y a pas d’étude rapportant I'analyse de la sialylation plaquettaire

au cours des thrombopénies constitutionnelles. Lorsque I'on compare le marquage RCA des
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patients avec thrombopénie constitutionnelle aux sujets sains, il n‘est pas observé de
différence significative. Cependant notre cohorte ne comprend que 9 patients ne présentant
qgue 4 étiologies différentes de thrombopénie constitutionnelles. L'apport de cette étude de
la sialylation dans le cadre des thrombopénies constitutionnelle pourrait toutefois s’avérer
utile dans de rares cas. En effet, il a été rapporté de rares cas de thrombopénies
constitutionnelles associées a des anomalies de glycosylation des plaquettes, avec pour
certaines d’entre elles une désialylation plaquettaire anormale et une clairance accélérée.
Plusieurs cas de macrothrombopénies dans des familles consanguines ont été associées a
des mutations homozygotes d’'une gene codant pour une enzyme clé dans la synthése de
I'acide sialique (148,156), ou bien codant pour un transporteur spécifique du CMP-acide

sialique vers I'appareil de Golgi essentiel dans la biosynthése des protéines sialylées (157).

Au total, I'étude de la sialylation plaquettaire seule ne semble pas un outil fiable pour
distinguer PTI et thrombopénie constitutionnelle. En effet, contrairement aux premiers
travaux rapportés, seulement certains patients PTI ont une désialylation plaquettaire
significative, indépendamment du type d’auto-anticorps. A l'inverse, il a été décrit, certes de
facon exceptionnelle, des thrombopénies constitutionnelles liées a des anomalies de la

glycosylation plaquettaire, avec des plaquettes fortement désialylées.

L’analyse de la sialylation pourrait avoir un intérét pronostique au cours du PTI

Au niveau pronostique, I'analyse de la désialylation plaguettaire pourrait étre un outil
prédictif de la réponse thérapeutique aux différents traitements de fond du PTI. Dans notre
cohorte, on peut noter que les 3 patients ayant le ratio MFI RCA/CDA41 le plus élevé sont tous
en échec de splénectomie et que deux d’entre eux sont multi-réfractaires avec des anticorps
anti-GPlb. L'association entre la présence d’anti-GPlb et le taux de réponse aux traitements
de fond comme la splénectomie est débattu. Il a été rapporté que les patients en échec de
splénectomie (135) et les patients multi-réfractaires (158) ont plus fréquemment des anti-
GPIb. A I'inverse, pour Rogier et al la présence d’anti-GPlb n’était pas associée a un risque
plus élevé d’échec de splénectomie (159). Concernant les TPO-Ra, dans une étude
rétrospective récente aucune relation entre la présence autoanticorps anti-plaquettes et la
réponse aux TPO-Ra n’a été mise en évidence (160). Nos données semblent aller également

dans le sens des résultats de Revilla et al (158) qui mettent en évidence que les patients PTI
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multi-réfractaires ont un marquage RCA significativement plus élevé que les autres patients
PTI. Ceci reste bien entendu a démontrer sur un effectif de patients plus important, avec une

analyse standardisée de la sialylation plaquettaire.

Concernant la réponse aux traitements de premiere ligne, les 3 patients PTI résistants a la
corticothérapie et/ou aux IglV dans notre cohorte ont également un ratio MFI RCA/CD41
plus élevé que les patients sensibles et deux d’entre eux. Nos résultats sont cohérents avec
la littérature, dans laquelle la résistance aux traitements de premiere ligne et la désialylation
plaguettaire a déja été rapportée au cours du PTI (154,161,162). Les patients non-
répondeurs ont des plaquettes plus fortement désialylées. Dans notre cohorte, 2 des 3
patients résistants aux traitements de premiere ligne ont des ont des anti-GPlb détectables,
associée a des anti-GPlIbllla. Il a été également rapporté que la présence d’anticorps anti-
GPlb était associée a une moindre réponse a la corticothérapie (139) mais surtout aux IglV
(136—-138). Ces observations sont cohérentes avec I'hypothése selon laquelle il existe deux
principaux mécanismes de destruction plaquettaire médiés par les auto-anticorps au cours
du PTl: 'un médié par les anticorps anti-GPllbllla et sensible aux IglV car étant Fc-
dépendant, conduisant a la phagocytose des plaquettes par les macrophages spléniques
apres fixation du fragment Fc sur les récepteurs FcyR. L'autre liée a une activation et une
désialylation plaquettaire médiée par les anti-GPlb, conduisant a leur phagocytose par les
hépatocytes apres avoir été reconnues par I’AMR (163,164). Cependant, |l semble que la
dichotomie entre ces deux mécanismes décrits dans les modéles murins ne semble pas si
claire chez I’'homme car plusieurs travaux récents ne retrouvent pas I'association entre la
présence d’anti-GPlb et la résistance aux IglV initialement décrite (159,160). Ces deux
mécanismes de destruction coexistent sirement au sein d’'un méme patient, comme cela a
pu étre montré dans un travail récent étudiant différents mécanismes pathogéniques en

paralléle, dont la sialylation plaquettaire (142).

La spécificité des auto-anticorps anti-plaquettes ne semble donc pas étre un bon marqueur
prédictif de la réponse thérapeutique. Dans notre travail, nous analysons directement des
conséquences des auto-anticorps sur la sialylation des plaquettes et une forte désialylation
semble associée a une moindre réponse aux traitements de premiere ligne, voire a la
splénectomie. L'analyse de la sialylation plaquettaire pourrait identifier un sous-groupe de

patients réfractaires, pouvant tirer bénéfice d’un traitement ciblant les mécanismes de
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désialylation pathologique et donc avoir un intérét thérapeutique. L'utilisation d’inhibiteur
de sialidase combiné a d’autres traitements ont déja été rapportés dans quelques cas
cliniques chez des patients PTI réfractaires (143,144,165,166). Ces données préliminaires
doivent cependant étre interprétées avec précaution et I'association entre désialylation et
réponse thérapeutique tout comme I'efficacité des inhibiteurs de sialidase devront étre

confirmés sur un effectif plus important de fagon prospective.

L’étude de I'état d’activation plaquettaire pourrait permettre le diagnostic
différentiel entre PTI et thrombopénie constitutionnelle

Nos résultats montrent que la proportion de plaquettes activées, mise en évidence
par le pourcentage de plaquettes CD62P positives, est plus élevée dans le groupe PTI
comparé aux deux autres groupes de patients et particulierement celui des thrombopénies
constitutionnelles. Ce marqueur pourrait constituer une aide au diagnostic différentiel entre
PTlI et thrombopénie constitutionnelle. En choisissant un seuil de CD62P% a 11%, la
sensibilité et la spécificité sont respectivement a 87,5% et 76,9%, avec une bonne valeur
prédictive négative estimée a 91%. Ainsi, une valeur de CD62P% supérieure a 11% permet
d’écarter le diagnostic différentiel de thrombopénie constitutionnelle dans plus de 90% des

cas.

La P sélectine (CD62P) est une molécule d’adhésion exprimée dans les granules a
plaquettaire et dans les corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales (167,168). Son
expression membranaire est fortement augmentée en cas d’activation de ces deux cellules

(169,170). Il s’agit d’un des principaux marqueurs membranaires d’activation plaquettaire.

Nos résultats sont concordants avec les résultats de plusieurs équipes (141,171-177) qui
retrouvent une expression plus importante de P-sélectine chez les patients PTI. Ce
pourcentage élevé de plaguettes CD62P+ chez les patients PTlI pourrait étre due a
I'activation non spécifique des plaquettes par les auto-anticorps. Li et al (141) retrouvent
une augmentation d’expression de la P-sélectine a la surface de plaquettes témoins en
présence de plasma de patients PTI contenant un anti-GPllbllla, et de fagon plus importante
en présence d’anticorps anti-GPIb in vitro. |l a été montré que I'immunoadsorption essayée

au cours du PTI multi réfractaire permettait de réduire le pourcentage de plaquettes CD62P
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positives, renforgant I’hypothése d’'un mécanisme d’activation plaquettaire médié par les

anticorps (176).

L'expression de la P sélectine plaquettaire au cours des thrombopénies constitutionnelles a
été peu étudiée. Ignatova et al (175) ont évalué I'expression en MFI du CD62P plaquettaire
de patients atteints de thrombopénies constitutionnelles. Ils retrouvent une forte
expression de CD62P au cours des macrothrombopénies et au contraire, faible au cours des
microthrombocytopénies. Le niveau d’expression de CD62P est fortement corrélé a la taille
des plaquettes, ce qui justifie de le normaliser a la valeur des MFI des glycoprotéines

plaquettaires ou au FSC afin de prendre en compte leur taille.

Nous retrouvons une augmentation de la P Sélectine chez les PTI comparativement aux
patients avec thrombopénie chimio-induite. Concernant les thrombopénies centrales, Psaila
et al (65) ne retrouvent pas de différence significative d’expression de la P sélectine entre les
patients PTI et les patients présentant une leucémie aigué myéloblastique ou un syndrome
myélodysplasique. Il faut noter qu’aucun des patients du groupe leucémie/myélodysplasie
n’avait recu de chimiothérapie cytotoxique avant analyse, ce qui pourrait expliquer la

discordance avec nos résultats.

Nous ne mettons pas en évidence de corrélation entre I'état de sialylation et le niveau
d’activation plaquettaire. Les 4 patients PTlI de notre cohorte ayant les pourcentages de
plaquettes CD62P+ les plus élevé n‘ont pas la désialylation la plus forte et n‘ont pas
d’anticorps anti- plaquettes détectables en MAIPA. Nos résultats sont cohérents avec
Grodzielski et al (142), qui ne retrouvent pas de corrélation entre désialylation et activation
plaquettaire sur des plaguettes témoins incubées avec du plasma de patient PTI. A l'inverse
de Li et al (141) qui ont démontré in vitro et in vivo chez la souris qu’il existe un lien fort
entre désialylation et activation plaquettaire, avec la présence d’une boucle de rétrocontréle
positive entre les deux phénomeénes. Cependant ces derniers résultats ont été obtenus avec
des anticorps anti-GPlb et anti-GPllIbllla de souris et non issus du plasma de patients PTI

positifs pour ces deux auto-anticorps.

Dans notre travail, il ne semble pas y avoir non plus de corrélation entre phénotype
hémorragique et expression de P sélectine plaquettaire. Cependant au vu du faible effectif

de patients ayant un syndrome hémorragique, il est difficile de pouvoir conclure sur cette
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guestion. La corrélation entre activation plaquettaire in vivo et syndrome hémorragique
clinique est débattue au cours du PTI. Deux travaux récents suggerent qu‘une forte
expression de P-sélectine plaquettaire est associée a un score hémorragique élevé (70,172).
A linverse, Panzer et al (171) ne retrouvent pas cette association entre phénotype
hémorragique et expression de P sélectine. Ces résultats doivent étre interprétés avec
précaution, car les patients PTI étudiés sont hétérogénes (PTI actif, ou en rémission,
fortement thrombopénique ou pas, traité ou sans traitement), de méme que les protocoles

de préléevement ou d’analyse en cytométrie en flux.

Nos résultats montrent enfin que le taux de sCD62P normalisé sur le taux de plaquettes est
plus élevé dans le groupe PTI comparativement au groupe thrombopénie constitutionnelle,
ce qui est cohérent avec nos observations sur le CD62P membranaire en cytométrie en flux.
Les performances diagnostiques de la P sélectine soluble pour distinguer PTI et
thrombopénie constitutionnelle sont en revanche un peu moins bonnes que celles du

CD62P% en cytométrie en flux.

La principale source de P-sélectine soluble provient des plaquettes (170), principalement par
clivage de sa forme membranaire (178). Son taux plasmatique est corrélé a la numération
plaquettaire (149,167,168). Panzer et al (149) ont dosé la P-sélectine dans différentes
situations de thrombopénies et de thrombocytose et ont normalisé le résultat des dosages
sur le compte plaquettaire. Ces derniers retrouvent alors une augmentation significative de
la P-sélectine soluble au cours du PTI comparativement aux contrdles et aux patients avec

une thrombopénie centrale.

A notre connaissance, il n’existe pas de travaux ayant évalué le dosage de la P sélectine
soluble au cours des thrombopénies constitutionnelles. Notre travail est le premier a I’avoir

comparé a une population de patients PTl et a avoir montré une différence statistique.

Les principales limites de notre travail sont le faible effectif de patients, particulierement
dans le groupe PTI. Dans notre cohorte, seulement 2 patients PTI ont des anticorps anti—
GPlb détectable en MAIPA. Ainsi, il est difficile de comparer I'état de sialylation et les
caractéristiques cliniques des patients anti-GPlb positifs avec les patients PTI sans ces
anticorps. De plus, seulement 6 patients PTl sur 13 ont déja recu au moins un traitement de

fond et 3 seulement ont eu une splénectomie. De ce fait, il est également difficile de corréler
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I’état de sialylation plaquettaire avec la réponse thérapeutique ou bien avec le pronostic. Par
ailleurs, les valeurs de I'IPF n’étaient pas disponibles pour tous les patients malgré le design

prospectif.

Nous avons étudié I'état de sialylation plaquettaire en utilisant uniguement le RCA, une
lectine spécifique des résidus galactose. D’autres résidus glucidiques sont recouverts d’acide
sialique comme le GalNAc ou le GIcNAc et peuvent étre reconnus par d’autres molécules
appartenant également a la famille des lectines. Ainsi, I'utilisation d’'un seul marqueur ne
permet pas d’étudier de facon exhaustive I'état de sialylation a la surface des plaquettes,
pouvant étre potentiellement différent selon les patients. L'utilisation de panels de
cytométrie multiparamétriques apporterait plus d’information sur les phénomenes de

désialylation plaquettaire.

L’IPF peut étre un outil pour distinguer PTI et thrombopénie constitutionnelle dans
les cas complexes

Nous démontrons que I'IPF est capable de distinguer les thrombopénies centrales
d’origine chimio-induite des thrombopénies périphériques comme le PTI. Nos résultats sont
cohérents avec la littérature, car L'IPF% et I'IPF# sont des tests ayant démontré leur capacité
a distinguer les thrombopénies d’origine centrale et périphérique (43-48). Nos résultats
confirment également que I'IPF# et I'IPF% présentent une bonne corrélation avec le VPM.

Cette corrélation a déja été décrite dans la littérature (54,55).

De facon intéressante, I'IPF en valeur absolue est plus élevé de facon significative dans le
groupe thrombopénie constitutionnelle comparé aux patients avec un PTI et pourrait donc
avoir un intérét dans le diagnostic différentiel entre ces deux entités. L’analyse de la courbe
ROC montre que pour un seuil fixé a 11 G/L, I'IPF# présente une bonne sensibilité et une
bonne spécificité, respectivement a 88,9% et 80% pour le diagnostic de thrombopénie
constitutionnelle. L'IPF# présente également une bonne valeur prédictive négative, car une
valeur d’'IPF# <11 G/L permet d’exclure une thrombopénie constitutionnelle dans presque

90% des cas.

Deux études ont comparé la valeur de I'IPF chez des patients PTI et des patients ayant des
thrombopénies constitutionnelles (32,54). Une seule d’entre elle a comparé I'IPF en valeur

absolue et retrouve également une augmentation significative de I'IPF# dans le groupe
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thrombopénie constitutionnelle. L'IPF# est un bon reflet de la production plaquettaire
médullaire (38). Au cours du PTI il est rapporté un défaut de production médullaire due a
une réponse immunitaire contre les mégacaryocytes, associée a défaut de formation et de
libération des pro-plaquettes (131), ce qui explique que I'IPF# est plus bas chez les patients
PTI comparativement aux sujets sains (179). Dans les thrombopénies constitutionnelles, il
existe également des anomalies génétiques conduisant la plupart du temps a un défaut dans
la mégacaryopoiese (28) conduisant a la thrombopénie. La majorité de nos patients ayant
des thrombopénies constitutionnelles ont des mutations dans des géenes impliqués dans la
maturation mégacaryocytaire pouvant expliquer le nombre plus important de plaquettes
immatures en circulation comparativement aux patients PTI. Il faut noter que deux patients
PTI ayant les valeurs d’IPF# élevées étaient traités par TPO-Ra. Il est rapporté que les

patients répondeurs sous TPO-Ra ont un IPF# augmenté (177).

Nos résultats ne retrouvent en revanche pas de différence significative concernant I'lPF%
entre les patients avec PTI et thrombopénie constitutionnelle. Les 3 patients de notre
groupe de patients PTl ayant une maladie active avec thrombopénie <30G/L ont des IPF%
parmi les plus élevés. Il a été montré que I'lPF% est augmenté chez les patients PTI comparé
a une population controle et particulierement en cas de maladie active avec une corrélation
entre la valeur de I'IPF% et la numération plaquettaire (44,45,49). Dans notre groupe
thrombopénie constitutionnelle, les patients ayant les IPF% les plus élevés sont ceux ayant
une macrothrombopénie a savoir les deux patients ayant un syndrome de Bernard Soulier et
dans une moindre mesure les deux patients ayant une mutation hétérozygote de la GPIBB.
Ces résultats sont cohérents avec la littérature, ou il est décrit que les patients avec une
macrothrombopénie constitutionnelle ont un IPF% particulierement élevé (32,54). Notre
cohorte de patients avec thrombopénie constitutionnelle est hétérogéne, avec des
macrothrombopénies et thrombopénies avec plaquettes de taille normale pouvant expliquer
I'absence de différence significative concernant I'lPF%. Dans le groupe de patients PTI, deux
patients ont un IPF% >35% dont I'un sous traitement par TPO-Ra. Les TPO-Ra en stimulant la
mégacaryopoiese pourraient potentiellement augmenter la valeur de I'lPF% en augmentant
la proportion de plaquettes immatures circulantes. Cependant a notre connaissance dans les
études rapportant la mesure de I'lPF% au cours du PTI, aucune n’a rapportée de patients

sous TPO-Ra. Dans notre travail, un IPF élevé >35% est fortement évocateur de
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macrothrombopénie constitutionnelle. Ferreira et al (32) ont comparé I'lPF% de patients PTI
a celui de patients avec macrothrombopénies constitutionnelles. Les auteurs mettent
évidence que les patients avec macrothrombopénie constitutionnelle ont un IPF%
significativement plus élevé que les patients PTI. Lintérét de I'IPF% semble donc étre limité
au diagnostic différentiel entre les patients PTI et ceux avec une macrothrombopénie

constitutionnelle.

Etant donné I’hétérogénéité clinique des patients atteints de PTlI et de thrombopénie
constitutionnelle, il semble illusoire de pouvoir distinguer ces deux entités avec un seul
biomarqueur. En revanche, la combinaison de plusieurs biomarqueurs intégré dans un score
pourrait permettre de mieux les séparer. Nous avons combiné des valeurs de I'IPF# et du
CD62P% dans un score composite. Ce score présente une bonne sensibilité et spécificité en
soi, mais n’apporte pas de meilleures performances diagnostiques comparativement aux
deux variables séparément. Du fait des faibles effectifs de patients, la prise en compte de

plus de deux variables dans un score n’a pas pu étre réalisée.

Au total, nos résultats suggerent que I'IPF# pourrait étre un outil intéressant pour distinguer
les patients avec un PTI de ceux ayant une thrombopénie constitutionnelle. Ce parameétre
peut orienter le diagnostic dans les cas complexes. L'IPF% pourrait également étre utile,
mais il présente des limites car il semble beaucoup moins performant pour distinguer PTI et

thrombopénie constitutionnelle avec des plaquettes de taille normale ou diminuée.
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VI) Conclusion:

Notre travail a permis de mettre au point une technique d’analyse de la sialylation

plaquettaire par cytométrie en flux en pratique courante.

Nos résultats obtenus sur les patients mettent en évidence que I'analyse de la sialylation
plaguettaire n’est pas un outil fiable pour le diagnostic différentiel entre PTI et
thrombopénie constitutionnelle. En revanche, elle pourrait avoir un intérét pronostique chez
les patients atteints de PTI, car une désialylation importante semble étre associée a des
patients réfractaires aux traitements de premiere ligne et a la splénectomie,
indépendamment de la cible antigénique des auto-anticorps. De plus, I'analyse de la
sialylation pourrait identifier un sous-groupe de patients chez qui l'utilisation d’un inhibiteur

de sialidase pourrait étre pertinente.

Chez les patients PTI, le pourcentage de plaquettes activées est plus élevé que chez les
patients ayant une thrombopénie constitutionnelle. A I'inverse, les patients PTI ont un taux
plus faible de plaquettes immatures circulantes. L'état activation plaquettaire, et la
numeération des plaguettes immatures sont des biomarqueurs intéressants pour distinguer
les patients ayant un PTI et ceux ayant une thrombopénie constitutionnelle dans les cas
complexes. L'association de de ces 2 biomarqueurs dans un score composite n’apporte pas

de bénéfice diagnostique supplémentaire
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Annexes:
A) ANNEXE 1 : note d’information a I'attention des patients

« Etude de la sialylation plaquettaire par cytométrie en flux pour le diagnostic différentiel des
thrombopénies immunologiques et constitutionnelles : évaluation de ’intérét diagnostique et
pronostique»

(Etude SYMPATHIC)

Madame, Monsieur,

Vous étes actuellement pris en charge dans le cadre d’'une thrombopénie (baisse du nombre
de plaquettes) liée a un purpura thrombopénique immunologique (PTI) ou bien liée a une autre
cause (thrombopénie constitutionnelle, myélodysplasie, liée a une chimiothérapie etc...)

Le laboratoire d’"hématologie-hémostase du CHU de Nantes est actuellement promoteur
d’une étude observationnelle, visant a étudier |’état de sialylation des plaquettes, c’est-a-dire
I’abondance de certains sucres particuliers a la surface des plaquettes, des patients
thrombopéniques. C’'est dans ce cadre que nous vous proposons de participer a cette étude.

L’objectif principal de cette étude est de valider cette technique de biologie au laboratoire, et
d’évaluer son intérét pour améliorer le diagnostic biologique chez les patients présentant une
thrombopénie. En améliorant le diagnostic biologique, cette technique pourrait potentiellement
permettre d’améliorer la prise en charge des patients, et d’éviter certains gestes diagnostiques
invasifs, comme le myélogramme (ponction de moelle osseuse) par exemple.

La participation a I’étude nécessite le prélevement chez vous d’un tube de sang particulier,
fourni par le laboratoire. Si votre baisse de plaquettes est liée purpura thrombopénique
immunologique (PTI), 1 a 3 tubes de sangs supplémentaires peuvent étre nécessaires pour
rechercher chez vous des anticorps dirigés contre vos plaquettes, sauf si cela a déja été réalisé chez
vous.

Aucune prise de sang supplémentaire ne sera nécessaire pour cela. Le tube de sang sera
prélevé au cours d’une prise de sang systématique réalisée chez dans le cadre du soin (pour vérifier
le taux de plaquette par exemple). Ce(s) tube(s) supplémentaire ne peut (peuvent) étre prélevé(s)
gu’au CHU de Nantes. Aucune autre analyse, y compris génétique, ne sera réalisée sur ce
prélevement.
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La mesure de I'état de sialylation des plaquettes n’est actuellement pas une technique de laboratoire
validée. Le résultat ne sera pas communiqué aux médecins vous prenant en charge. Il n’aura donc
aucune influence sur votre prise en charge ou bien votre suivi.

Les données issues de ce préléevement seront anonymisées, afin de respecter la confidentialité et
I"anonymat nécessaire a toute étude de recherche clinique.

Conformément a la loi n°® 2004-806 du 9 ao(t 2004 relative a la politique de santé publique, cette
recherche a regu un avis favorable du Comité Protection des Personnes (CPP) Ouest en date du .......

Conformément a la loi n°® 2012-300 du 5 mars 2012 relative aux recherches impliquant la personne
humaine (loi Jardé), la participation a cette étude nécessite un consentement signé.

Vous étes libre de refuser de participer a tout moment a cette étude, pour cela il suffit de la signaler
au médecin vous prenant actuellement en charge.
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B) ANNEXE 2 : formulaire de consentement

Formulaire de consentement éclairé

De M., MmMe, MILE .. ..o e Néle ..............
Le Docteur ...........coeuenne.n. m’a proposé¢ de participer a une étude intitulée :

« Etude de la sialylation plaquettaire par cytométrie en flux pour le diagnostic différentiel des
thrombopénies immunologiques et constitutionnelles : évaluation de I’intérét diagnostique et
pronostique» (Etude SYMPATHIC), dont le CHU de Nantes est promoteur.

Le Docteur .........cooevevnennnnnn. m’a clairement expliqué le protocole, m’indiquant que je suis
libre d’accepter ou de refuser de participer a cette étude. Il m’a remis une notice d’information
précisant les modalités de déroulement de cette étude et décrivant le but de la recherche, la
méthodologie, la durée, les bénéfices attendus, les contraintes et les risques prévisibles.

J’ai pu poser toutes les questions nécessaires, afin d’avoir une compréhension réelle de
I’information transmise. J’ai obtenu des réponses claires et adaptées afin que je puisse me faire mon
propre jugement. Ma participation est totalement volontaire et je peux si le désire interrompre ma
participation a la recherche a tout moment sans avoir a en préciser les raisons et sans compromettre la
qualité des soins qui me sont dispensés.

Mon consentement ne décharge pas les organisateurs de la recherche de leurs responsabilités
et je conserve tous mes droits garantis par la loi.

Conformément a la loi n°® 2004-806 du 9 ao(t 2004 relative a la politique de santé publique, cette
recherche a recu un avis favorable du Comité Protection des Personnes (CPP) Ouest en date du ....... ,

Je bénéficie a tout moment d’un droit d’acces et de rectification des données informatisées me
concernant dans le cadre de cette étude, conformément aux dispositions légales en vigueur. En ce qui
concerne des données de santé a caractére personnel, ce droit pourra étre directement exercé par moi
ou par I’intermédiaire du médecin de mon choix. (loi n® 2004-801 du 6 aolt 2004 modifiant la loi n°
78-17 du 6 janvier 1978 relative a l'informatique, aux fichiers et aux libertés)

Les résultats globaux de la recherche me seront communiqués, sur demande écrite de ma part
a ’investigateur, a la fin de I’étude.

Ayant disposé d’un temps de réflexion suffisant avant de prendre ma décision, et compte tenu de
[’ensemble de ces éléments, j accepte librement et volontairement de participer a cette recherche dans
les conditions établies par la loi et telles précisées dans la notice d’information qui m’a été remise.

J atteste ne pas étre sous sauvegarde de justice, sous tutelle ou sous curatelle.

1 L R
Le....... [eveenen [eveenen Le....... [eevenes [eevenes
Signature du patient Signature de ’investigateur
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Vu, le Président du Jury,

Monsieur le Professeur Mohamed Hamidou

Vu, le Directeur de These,

Monsieur le Docteur Marc Fouassier

Vu, le Doyen de la Faculté,

Professeur Pascale JOLLIET
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RESUME

Notre travail met en évidence que l'analyse de la sialylation plaquettaire par
cytométrie en flux n’est pas un outil fiable pour le diagnostic différentiel entre PTI et
thrombopénie constitutionnelle. En revanche, elle pourrait avoir un intérét pronostique chez
les patients atteints de PTI, car une désialylation importante semble étre associée a des
patients réfractaires aux traitements de premiere ligne et a la splénectomie. De plus,
I’'analyse de la sialylation pourrait identifier un sous-groupe de patients chez qui l'utilisation
d’un inhibiteur de sialidase pourrait étre pertinente. L'état activation plaquettaire, évalué
par l'expression de la P sélectine plaquettaire, et I'IPF en valeur absolue sont des
biomarqueurs intéressants pour distinguer les patients avec un PTI et ceux avec une

thrombopénie constitutionnelle.
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