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I. Introduction

A. Mégacaryopoicse
Les mégacaryocytes sont des cellules précurseurs hautement spécialisées ayant pour unique
fonction la production et la libération de plaquettes dans la circulation sanguine.' Les
mégacaryocytes, comme toutes les autres cellules du sang, se développent a partir d'une
cellule souche pluripotente. Chez l'adulte les cellules souches hématopoiétiques résident
principalement dans la moelle osseuse. Sous l’influence de facteurs de transcriptions (par
exemple GATA 1, FLII, FOG) la cellule souche hématopoiétique s’engage dans un
processus de différenciation afin d’obtenir une cellule progénitrice myéloide commune
(Colony-Forming Unit - Granulocyte Erythroid Macrophage Megakaryocyte [ CFU-GEMM)).
A partir de cette cellule encore pluripotente, les précurseurs engagés dans la lignée
mégacaryocytaire sont divisés en deux types de colonies qui possédent des capacités de
prolifération différentes. Les BFU-MKs (Burst Forming Unit-Megakaryocytes) peu matures
peuvent donner de grandes colonies de mégacaryocytes. Les CFU-MKs (Colony Forming

Unit-Megakaryocytes), plus matures, donnent naissance a des colonies plus petites.

L'engagement dans la lignée des mégacaryocytes est accompagné par des niveaux éleveés

d’expression de CD61 (intégrine B3 ou GPIlla) et de CD41 (intégrine allb ou GPIIb).

Le promégakaryoblaste est le premier précurseur de la lignée mégacaryocytaire
reconnaissable dans la moelle osseuse. Il se différencie progressivement en mégacaryocyte ou
il acquiert les propriétés nécessaires a la formation des plaquettes. Au cours de leur
différenciation, les mégacaryocytes subissent une endomitose par des cycles répétés de
réplication de I'ADN sans division cellulaire. L’endomitose ne résulte pas d'une absence totale
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de mitose, mais plutét d'une mitose prématurément terminée. Le contenu chromosomique est
séparé en lobes mais 1’étape de cytokinése qui sépare normalement de fagon irréversible une
cellule mére en deux cellules filles au cours de la mitose ne se produit pas.” Ce phénoméne
répété d’endomitose conduit a une polyploidisation de I’ADN ayant pour but d’augmenter la
synthése de protéines. En parallele, 1’agrandissement de la cellule permet de préparer un

J4 . . ’ . , . 4
réservoir de membrane qui sera nécessaire a la formation des plaquettes.

Le nombre de cycles endomitotiques peut varier de deux a six (soit de 4N a 128N);
cependant la majorité¢ des mégacaryocytes subit trois cycles d’endomitose pour atteindre un

contenu en ADN de 16N.

Apres le processus d’endomitose, le mégacaryocyte continue de se différencier par une
production intense de protéines, organelles et systémes membranaires qui pourront étre

partagés lors de la fragmentation du mégacaryocyte pour produire les plaquettes.

Systéme membranaire de démarcation

Le systtme membranaire de démarcation (DMS) est un réseau étendu de canaux
membranaires compos¢ de citernes et de tubules aplatis. Il dérive de la membrane plasmique
des mégacaryocytes sous la forme d'invaginations tubulaires. Le DMS est en contact avec le
milieu externe et fonctionne principalement comme une réserve membranaire pour la

formation et I'extension des plaquettes.

Systéme tubulaire dense

Les mégacaryocytes contiennent également un systéme tubulaire dense qui n’est pas en

contact avec l'environnement extérieur.



Granules

Au cours du développement des mégacaryocytes on observe 1’apparition d’organites, que 1’on
dénomme corps multivésiculaires, provenant des endosomes précoces. La taille de ces corps
multivésiculaires peut atteindre jusqu’a 0,5 um de diametre. Ils contiennent a la fois des
protéines telles que le facteur de von Willebrand (VWF), la B-thromboglobuline, la protéine
membranaire P-selectine (CD62) et la protéine membranaire CD63 (granulophysine). Ces
corps multivésiculaires constituent ainsi des organites intermédiaires permettant la
compartimentation des différents ¢léments constitutifs des granules denses et des granules a

qui seront retrouvés dans les plaquettes.”

Formation et libération des plaquettes

Au terme du processus de maturation, le mégacaryocyte mature situé¢ dans l'espace
extravasculaire sur le co6té abluminal des cellules endothéliales des sinus médullaires
développe de longs pseudopodes cytoplasmiques, appelés pro plaquettes, qui traversent la
paroi sinusoidale et pénétrent dans le sinus médullaire. Leur processus de formation repose
sur la polymérisation irréversible de la tubuline et de 1’actine en filament cytosquelettiques.
L’¢longation des filaments de tubuline est permise par la dynéine cytoplasmique, protéine
motrice moléculaire des microtubules, localisée le long des microtubules des pro plaquettes et
qui permet leur glissement.’ Les microtubules permettent également le transport de la
membrane, des organelles et des granules. La polymérisation des fibres d’actine elle, est
responsable des ramifications de la tige des pro plaquettes, aboutissant a une multiplication
importante du nombre de plaquettes produites.” In fine, les pro plaquettes s'étendent dans les
sinusoides vasculaires de la moelle osseuse, ou elles sont libérées et entrent dans la circulation

sanguine. Ces fragments anucléés ou pré plaquettes, dépassent les dimensions des plaquettes
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normales et apparaissent comme des « plaquettes géantes ». Elles possedent encore la capacité
de se diviser en « pro plaquettes en forme d’haltére ». Ce sont ces dernieres, qui subiront une
8,9

ultime division pour former les plaquettes définitives présentent dans la circulation sanguine

(figure 1).

Le noyau nu du mégacaryocyte est ensuite phagocyté par les macrophages des cordons
médullaires. Un mégakaryocyte permet ainsi la production d’environ 2000 a 5000 plaquettes

par cellule.'

Figure 1 : Schéma de la production plaquettaire (d’apres Machlus, K. R. & Italiano, J. E. J. The incredible
Jjourney: From megakaryocyte development to platelet formation. J. Cell Biol. 201, 785-796 (2013)).

Les mégacaryocytes ont €té identifiés dans des sites intravasculaires du poumon, ce qui a
conduit a une théorie selon laquelle les mégacaryocytes pourraient passer enticrement dans la
circulation sanguine puis étre séquestrés dans les capillaires pulmonaires ou ils se

fragmenteraient en plaquettes. Cependant, selon ces observations, la contribution estimée des
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mégacaryocytes pulmonaires a la production totale de plaquettes reste incertaine, car les
valeurs ont été estimées de 7 a 100%.'"'? De plus, des résultats expérimentaux utilisant des
modeles accélérés de thrombopoicse chez la souris suggérent que la fraction de la production

de plaquettes se produisant dans le poumon murin est insignifiante.

B. Cycle de vie des plaquettes

Le corps humain produit environ 100 milliards de plaquettes par jour. A I'état d'équilibre,
seule une petite fraction de celles-ci est consommeée dans les processus hémostatiques. La
majorité est éliminée par le systeme réticulo-endothélial du foie et de la rate. Leur temps de
sé¢jour dans la circulation est relativement court, environ 10 jours chez I'homme,
comparativement aux globules rouges qui peuvent rester dans la circulation sanguine jusqu’a

4 mois.

Mort physiologique des plaquettes

A I’état physiologique, seule une partie minime des plaquettes est consommeée sur les sites de
breche vasculaire dans I’hémostase primaire. La majorité des plaquettes est éliminée par
apoptose via la voie Bcl-x1."> Celles-ci sont ensuite phagocytées par les macrophages du
systeme réticulo endothélial, principalement dans la rate mais également dans le foie et la

moelle osseuse.

Récemment de nouvelles voies d’élimination des plaquettes ont é€té mises en évidence.

L'acide sialique est la partie sucre terminale de la plupart des glycoprotéines et glycolipides
présents sur les surfaces cellulaires. Les neuraminidases (NEU) sont des enzymes ayant une
activité sialidase. On en compte 4 chez ’homme (NEUI, 2, 3, 4) dont une décrite dans la
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plaquette (NEU1). Les plaquettes vieillissantes sont exposées aux neuraminidases circulantes
ou a I’exposition membranaire de leur propre neuraminidase, entrainant une perte de 1’acide
sialique de leurs glycoprotéines et glycolipides et exposant le sucre sous-jacent, le [
galactose. Les asialoglycoprotéines plaquettaires sont reconnues par un récepteur présent sur
les hépatocytes et les cellules de Kupffer : le récepteur Ashwell Morell (AMR), entrainant
leur clairance par endocytose. En paralléle de leur clairance, la liaison des plaquettes
sénescentes a I’AMR des hépatocytes entraine une activation intracellulaire de la voie
JAK2/STATS3 et la production de thrombopoiétine (TPO). La TPO est I’hormone majeure qui
stimule la mégacaryocytopoi¢se dans la moelle osseuse via le récepteur MPL présent sur les

mégacaryocytes, permettant de générer en permanence de nouvelles plaquettes. '

C. Structures plaquettaires

Les plaquettes sont les plus petites des nombreux types de cellules présentes dans le sang
circulant, avec un diamétre moyen de seulement 2,0 a 5,0 um et une épaisseur de 0,5 pm.
Elles possedent un volume cellulaire moyen de 6 a 10 femtolitres et une durée de vie de 7 a 10

jours.

Le glycocalyx

La surface externe de la plaquette contient une couche de glycoprotéines et de glycolipides
connue sous le nom de glycocalyx. En I’absence de signaux d’activation, les charges
négatives du glycocalyx exercent une force répulsion empéchant leur interaction spontanée
avec les autres €léments circulant dans le sang ainsi qu’avec les cellules endothéliales de la
paroi vasculaire. Le glycocalyx est donc un ¢€lément important interdisant 1’agrégation
spontanée des plaquettes. '

13



La membrane

La membrane plaquettaire présente une bicouche lipidique, de trés nombreuses protéines, et
des domaines enrichis en glycosphingolipides. Les lipides membranaires sont constitués
essentiellement de phospholipides. Les phospholipides principaux sont la
phosphatidylcholine (PC), la phosphatidylsérine (PS) et la phosphatidyléthanolamine (PE)
ainsi que de la sphingomyéline (SM) en moindre quantité et du cholestérol.'® La distribution
de ces phospholipides, sur les feuillets interne et externe de la membrane plaquettaire, est
asymétrique. Les phospholipides de charge négative (la PS et la PE) sont localisés
principalement dans le feuillet interne de la plaquette. Cette distribution asymétrique
physiologique des phospholipides de la membrane plaquettaire est maintenue par des enzymes
ATP dépendante : les flippases et floppases.'” Ainsi, au repos, la coagulation ne peut pas se
dérouler sur la surface de la membrane plaquettaire qui n’expose pas de phosphatidylsérine

chargée négativement (figure 2).

Les lipides de la membrane plaquettaire sont également une source importante de molécules
indispensables a la signalisation plaquettaire, comme le 1,2 diacylglycérol (DAG), I’inositol

triphosphate (IP3), des prostaglandines (PG) et des phosphatidylinositides (PT).'®

L’acide arachidonique, un acide gras essentiel présent dans la membrane plaquettaire, joue
¢galement un rdle essentiel dans la formation des messagers intra cellulaires au cours de

I’activation plaquettaire.

Enfin, le cholestérol et les sphingolipides forment des régions appelées radeaux lipidiques.
Ces régions ou « microdomaines lipidiques » permettent de concentrer en des zones précises
de la plaquette des récepteurs associés a la signalisation plaquettaire comme les récepteurs

GPIb-IX-V ou encore GPIIb-IIIa.'®
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Figure 2 : Lipides de la membrane plasmique de la plaquette au repos. (A) Schéma de la membrane plasmatique
de la plaquette au repos : distribution asymétrique des lipides entre les feuillets internes et externes. (B) Cet
arrangement est maintenu par l'action des protéines flippases et floppases. (C) Dans les plaquettes activées, les
enzymes scramblases servent de médiateurs aux réarrangements des phospholipides de la membrane
plaquettaire générant une surface procoagulante (d'apres Stevens, G. T. The Structure of Resting and Activated
Platelets. in Platelets, 4th edition 47-77 (2019)).

Les récepteurs membranaires des plaquettes

La membrane plaquettaire est particuliérement riche en récepteurs. Certains sont spécifiques
aux plaquettes, d’autres sont partagés avec un grand nombre de cellules dans 1’organisme.
Certains de ces récepteurs jouent un réle majeur dans la fonction hémostatique des plaquettes,
d’autres seraient impliqués dans des fonctions moins connues des plaquettes comme

I’inflammation, les métastases tumorales ou encore la défense immunitaire.'’
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Parmi ces récepteurs, on peut citer : des intégrines (familles B1, B2 et B3 dont I’intégrine
allbB3), des récepteurs a séquences répétées riches en leucine (dont la glycoprotéine GPIb-
IX-V), des récepteurs a sept domaines transmembranaires, des récepteurs de la superfamille
des immunoglobulines, des tétraspanines, des récepteurs de la famille des lectines, des
récepteurs de tyrosine kinase et d’autres (récepteur c-mpl a la TPO, récepteur au complément

Clgq, etc).

Les complexes glycoprotéiques GPIb-IX-V et GPIIb-Illa sont deux récepteurs essentiels dans

la fonction hémostatique des plaquettes.

Le complexe glycoprotéique GPIb-IX-V est constitué de quatre sous-unités : GPIba, GPIbp,
GPV, GPIX. 1l existe environ 25 000 complexes GPIb-IX-V par plaquette. Le domaine N-
terminal de la sous unit¢ GPIba contient des sites de liaison pour le facteur von Willebrand
(VWF). Ce récepteur permet ainsi I’adhérence de la plaquette au sous endothélium vasculaire
1€sé par I’intermédiaire du VWF. La GPIb est connectée au cytosquelette de la plaquette et sa
liaison au VWF engendre un signal aboutissant a la polymérisation des filaments d’actine et

au changement de forme de la plaquette.”

Le complexe glycoprotéique GPIIb-IIla, ou allbP3, est le récepteur le plus abondant des
plaquettes. On estime que la plaquette contient environ 80 000 récepteurs allbp3, 50 000 a la
surface et 30 000 dans le systeme canaliculaire et la membrane des granules, et qui seront

exposés 4 la surface des plaquettes lors de I’activation plaquettaire.”'

L’activation plaquettaire induit comme message final 1’activation massive des complexes
allbB3 (« inside/out signaling ») qui vont pouvoir lier plusieurs protéines adhésives. Soit le
fibrinogeéne lorsque les forces de cisaillement sont faibles, soit le VWF lorsque les forces de

cisaillement sont élevées. Ces protéines adhésives vont pouvoir lier a leur tour d’autres
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plaquettes et ainsi permettre la formation du clou plaquettaire. La rétractation du caillot qui
intervient apres la formation clou plaquettaire est également permise par la GPIIbllla qui
apres sa liaison au fibrinogeéne envoie un signal au cytosquelette plaquettaire (« outside/in

signaling »).

Le systéme canaliculaire connecté a la surface (ou systeme canaliculaire ouvert : SCO)

Le SCO est constitué de profondes invaginations de la membrane plaquettaire dans le
cytoplasme de la plaquette. Ces invaginations augmentent considérablement la surface
plaquettaire totale et sert principalement de réservoir de membrane. Lors de 1’activation
plaquettaire, la plaquette s’étale sur les surfaces endommagées et émet de longs pseudopodes.
Ce changement de forme rapide est possible grace au réservoir de membrane fourni par le
SCO. Celui-ci permet également un relargage plus rapide des granules et offre une surface
d’échange plus important avec le milieu extérieur pour la capture de protéines plasmatiques

(fibrinogene, .. )2

Le systéme tubulaire dense

Contrairement au SCO, le systéme tubulaire dense est un systtme membranaire non connecté

a la surface. Il dérive du réticulum endoplasmique lisse des mégacaryocytes. Ses fonctions
L - - 2423

principales sont le stockage des ions calcium (Ca™)”, avec les lysosomes et les

mitochondries, ainsi que le lieu de synthése des prostaglandines.**
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Le cytosquelette

Parmi les nombreux constituants du cytosquelette il est important de souligner le role des
microtubules qui forment un anneau circonférentiel de 8 a 24 microtubules a la périphérie de
la plaquette et qui maintiennent la forme discoide des plaquettes au repos. Le réseau de
microfilaments d’actine intervient lors de I’activation plaquettaire dans 1’émission de

pseudopodes, la contraction, la dégranulation et la rétraction du caillot (figure 3).

Figure 3 : Cytosquelette plaquettaire au repos. Réseau de microtubules et de filaments d’actine dans une
plaquette au repos apres avoir retiré la membrane plasmique, grossissement x22000 (d'aprés Stevens, G. T. The
Structure of Resting and Activated Platelets. in Platelets, 4th edition 47-77 (2019)).

Les organites plaquettaires

Les plaquettes renferment dans leur cytoplasme des mitochondries, des grains de glycogéne et
plusieurs types de granules (les granules a, les granules denses et les lysosomes). Les granules
o et les granules denses sont spécifiques des plaquettes et mégacaryocytes. Lors de
I’activation plaquettaire, les granules sécretent leur contenu par exocytose, fusionnant leur

membrane  celle de la plaquette.”
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Granules a

Les granules a sont les organites les plus abondants (jusqu’a 200 par plaquette). Ils ont une
taille de 200 a 500 nm. IIs sont le principal réservoir de protéines de la plaquette. Ils
contiennent des protéines synthétisées au niveau des mégacaryocytes (-thromboglobuline, le
facteur 4 plaquettaire, le VWF), des protéines plasmatiques incorporées passivement
(albumine, immunoglobuline) ou activement via des récepteurs membranaires spécifiques
(fibrinogéne via le récepteur GPIIb-IIla) a partir du plasma. Un marqueur spécifique de la
membrane des granules a est la P-sélectine (CD62). Il est aisément identifiable en cytométrie

en flux et sa présence a la surface des plaquettes témoigne de I’activation plaquettaire.*®

Granules denses (granules o)

Les granules denses (ou granules 6) sont beaucoup moins nombreux que les granules o (3 a 8
par plaquette). Les granules denses sont de forme ovale, d’une taille d’environ 150 nm de
diametre et présentent une forte densité en microscopie électronique (figure 4). Ils
contiennent des cations (principalement du Ca®"), des polyphosphates, de I’ATP et de I’ADP a
de fortes concentrations ainsi que de la sérotonine. De fagon similaire au CD62 pour les
granules o, la granulophysine (ou CD63) est un marqueur de la membrane du granule dense.

Le CD63 est également retrouvé a la surface des lysosomes.”’
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Figure 4 : Granules denses plaquettaire en whole mount electron microscopy (d’aprées Hayward, C. P. M. et al.
Results of an external proficiency testing exercise on platelet dense-granule deficiency testing by whole mount
electron microscopy. Am. J. Clin. Pathol. 131, 671-675 (2009)).

Lysosomes (granules 1)

Les lysosomes sont de forme arrondie, d’une taille d’environ 150 nm de diamétre et
contiennent principalement des enzymes de dégradation. Leur réle dans 1’hémostase reste
obscur. Durant I’activation plaquettaire le contenu lysosomal pourrait étre excrété, permettant
la dégradation de protéines et de composants extracellulaires afin d’assurer les processus

. . 2
hémostatiques. 8

Autres composants de la plaquette

Un petit nombre de mitochondries contribuent au métabolisme énergétique. Des grains de
glycogéne en quantité importante sont souvent regroupés en amas. Il resterait dans la
plaquette quelques ribosomes, ainsi que de faibles quantités d’acide ribonucléique (ARN)
messager. La plaquette, bien que dépourvue de noyau, est encore capable de synthétiser

quelques protéines.” "
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D. Fonctions plaquettaires

Le rdole majeur des plaquettes est d’assurer la formation du clou plaquettaire lors de
I’hémostase primaire et de supporter les différentes étapes de la coagulation. Cependant, les
plaquettes sont impliquées dans de nombreux autres processus physiologiques ou
physiopathologiques tels que la réparation des vaisseaux sanguins, la thrombose,

l'inflammation et méme la progression tumorale.*?

Role dans ’hémostase primaire

Sur les sites de 1ésion vasculaire, les plaquettes ont pour fonction principale de s’activer et de
s’agréger afin de former un « bouchon » hémostatique et de rétablir une circulation sanguine
normale. A I’état physiologique, 1I’endothélium vasculaire posséde de remarquables propriétés
anti thrombotiques. Il sécréte du monoxyde d’azote (NO), puissant vasodilatateur et
inhibiteur indirect de 1’¢lévation de calcium intra plaquettaire nécessaire a I’activation
plaquettaire.’® Les cellules endothéliales synthétisent également de la prostacycline qui, via
les récepteurs couplés aux protéines G, augmente le taux intra plaquettaire d’AMPc et inhibe
également 1’augmentation de calcium intra plaquettaire.”> Enfin les cellules endothéliales
produisent une NTPDase (CD39) qui réduit les niveaux d’ADP et augmente la formation

d’AMPc.®

A TDinverse, le sous endothélium est fortement thrombogeéne. La formation du thrombus
primaire dépend essentiellement des plaquettes qui subissent plusieurs transformations
séquentiellement ou simultanément. On décrit habituellement [’adhérence, 1’activation, la
sécrétion et I’agrégation des plaquettes, que 1’on peut compléter par la phase de rétraction du

caillot.”’
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Adhérence des plaquettes

Lors d’une breéche vasculaire, les plaquettes vont ralentir et adhérer au sous-endothélium
expos¢ en liant des constituants de la matrice comme le collagene et le VWF par

I’intermédiaire de ses récepteurs membranaires.

Le VWF est un acteur intermédiaire primordial entre le collagéne et les plaquettes. Il provient
de la synthése des cellules endothéliales, du plasma, ou des granules a plaquettaires apres
séerétion.”® Le collagéne exposé du sous endothélium vasculaire se lie au VWE par son
domaine A3. Celui-ci va ensuite changer de conformation et exposer son domaine Al qui
pourra lier les plaquettes via leurs récepteurs GPIb-IX-V. Ces plaquettes, ralenties sur le site
de breéche vasculaire, vont pouvoir se lier a d’autres substances adhésives afin de s’accrocher
fermement et d’initier la formation d’un thrombus plaquettaire. Des forces de cisaillement
¢levées, retrouvées dans les flux artériels ou dans les petits vaisseaux favorisent la
concentration des globules rouges au centre des vaisseaux et celle des plaquettes en périphérie

ce qui augmente leur probabilité de rencontre avec un endothélium 1ésé.

L’adhérence stable des plaquettes au sous endothélium est assurée par I’intermédiaire des
récepteurs GPVI, GPla-Ila et dans une moindre mesure GPIV, qui vont pouvoir se lier aux
différents types de collagene du sous endothélium. L’adhérence des plaquettes entraine leur
activation irréversible par I’exposition de leurs récepteurs GPIIb-IIla activés et leur agrégation

principalement par I’intermédiaire du fibrinogéne et du VWF.

Voies d’activation plaquettaire

Les voies d’activation plaquettaire impliquées dans 1’adhérence passent par 1’activation de

\

récepteurs membranaires de type intégrines ou d’immuno-récepteurs a motifs ITAM

(immuno-tyrosine based activation motifs). Parmi les récepteurs couplés aux motifs ITAM, on
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peut citer notamment le récepteur GPVI au collagene (pouvant se lier également a la laminine,
au fibrinogéne et 4 la fibrine)* et le récepteur FeyRIIa aux fragments Fc des IgG. En aval des
motifs ITAM, la suite de la signalisation fait intervenir des Src kinases (Lyn et Fyn) qui
recrutent la tyrosine kinase Syk aboutissant a 1’activation de la phospholipase C y2 (PLCy2) et

a la mobilisation des stocks de calcium intra cellulaire.*’

Les médiateurs solubles, principalement la thrombine, le thromboxane A2 (TXA2) et I’ADP
activent des récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimériques (RCPG). En aval de ces
récepteurs a sept domaines transmembranaires, la protéine G, composé des sous unités a, 3 et
v, joue un role central dans les mécanismes d’activation de la plaquette. Apres activation des
RPCG par leur agoniste, la sous unité a perd sa molécule de guanosine diphosphate (GDP),
qui est remplacée par une molécule de guanosine triphosphaste (GTP). Ce switch aGDP —

. . ., . . , . 41
aGTP dissocie les sous unités a, et y qui pourront alors servir de messagers spécifiques.

La sous unité Gagq est activée par les récepteurs PAR1-4 a la thrombine, P2Y1 a I’ADP, TP
o/B au TXA2 et 5-HT,, a la sérotonine (SHT). Gaq active la phospholipase Cp (PLCP) qui
hydrolyse le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP;) de la membrane et produit deux
seconds messagers : 1’inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG). La PLCP

peut aussi étre activée par les sous unités P et y de la protéine G.*

L’IP; est responsable de I’augmentation de la concentration cytosolique de Ca®", essentielle
pour I’activation des plaquettes. La concentration de Ca®" libre cytosolique est maintenue
activement a environ 0,1 uM dans les plaquettes au repos, et augmente drastiquement a plus
de 1uM apres activation. La premiere source de calcium contenue dans le systeme tubulaire
dense (STD) des plaquettes est libérée par le médiateur IP;. Une fois les réserves de calcium
du STD épuisées, la protéine STIM1 de la membrane du STD se lie au récepteur membranaire

ORAII permettant ’entrée supplémentaire de Ca*".*
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L’augmentation de la concentration de Ca®" active la protéine CalDAG-GEFI qui permet a
RAP1/2 de passer a sa forme active : RAP1/2-GTP. A son tour, RAP1/2-GTP active les
protéines talin et kindlin qui interagiront directement avec les intégrines membranaires allbf3
permettant leur activation, leur regroupement et ainsi I’agrégation des plaquettes entre elles.**

Cette signalisation aboutissant a I’activation des intégrines allbPB3 est appelée « inside/out

signaling ».

Le DAG active lui la protéine kinase C (PKC), dont la mission est de phosphoryler de
nombreuses protéines nécessaires a la sécrétion plaquettaire et, dans une moindre mesure, de

participer a ’activation de RAP1.*

Deux autres sous unités de la protéine G, Gai et Goz, activées respectivement par le récepteur
P2Y12 a I’ADP et le récepteur adrénergique o, a 1’épinéphrine, permettent quant a elles, une
inhibition de 1’adénylate cyclase (AC). A 1’état physiologique, ’AC active en permanence
I’ATP en AMPc, inhibant ’élévation du Ca*" intra plaquettaire et empéchant donc I’activation

plaquettaire.*’

La sous unité¢ Gai, ainsi que les sous unités G et Gy sont également capable d’activer la
phosphoinositide 3-kinase (PI3-K) permettant la production de phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate (PIP3) a partir du PIP, membranaire. Le PIP; posséde deux effets connus a ce
jour dans la signalisation plaquettaire. Il inhibe RASA3 qui, dans les plaquettes au repos,
empéche 1’activation de RAP1/2 et maintient 1’état inactif de la plaquette.”® Le deuxiéme effet
du PIP; est I’activation d’AKT, dont le role dans I’activation plaquettaire reste a ce jour non

parfaitement élucidé.”’

Enfin la sous unité¢ Gal3, activée par les récepteurs a la thrombine et au thromboxane A2,

active la protéine Rho qui enclenche la cascade ROCK. Celle-ci permet principalement le
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changement de forme de la plaquette et la sécrétion granulaire par I’activation de 1’actine et de

la myosine, en collaboration avec 1’augmentation intra plaquettaire de calcium.’

Les médiateurs de 1’agrégation plaquettaire activent également la phospholipase A2 (PLA2).
Celle-ci clive les phospholipides membranaires, qui libérent de 1’acide arachidonique. L’acide
arachidonique est transformé par la cyclo oxygenase 1 (COX-1) en prostaglandine H2 ou G2
(PGH2 et PGG2). La PGH2 est ensuite métabolisée en TXA2 par la thromboxane
synthétase.”® Une fois formé, le TXA2 peut diffuser hors de la plaquette, activant des
récepteurs proches de maniére autocrine ou paracrine avant d'étre hydrolysé en TXB2 inactif.
Bien que le TXAZ2 soit un puissant activateur plaquettaire, sa demi-vie en solution aqueuse est
limitée.

En I’absence de bréche vasculaire, des voies inhibitrices maintiennent les plaquettes dans un
état de repos dans la circulation sanguine. Ce sont essentiellement des récepteurs couplés aux
protéines G comme les récepteurs de la prostacycline (PGI,) ainsi que des immuno-récepteurs
a motifs ITIM (immuno-tyrosine based inhibition motifs) (PECAM) qui participent a cette
action inhibitrice. La prostacycline, sécrétée par 1’endothélium sain agit en stimulant
I’adénylate cyclase et la production intracellulaire d’AMP cyclique.”’ De méme, le monoxyde
d’azote (NO) inhibe les plaquettes en stimulant une guanylate cyclase et la production de

GMP cyclique.”

On peut ainsi résumer le role physiologique de chaque agoniste (figure 5) :

- Le collagene : active le récepteur GPVI, couplé aux motifs ITAM qui emprunte la
cascade Syk et active la PLCy2 aboutissant a une augmentation du calcium intra

plaquettaire.
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L’ADP : active les récepteurs P2Y1 et P2Y 12, couplés aux protéines G. P2Y1 active
la sous unit¢ Gaq permettant principalement I’augmentation de calcium intra
plaquettaire et I’activation de la GPIIb-IIla. P2Y12, couplé a la sous unit¢ Gai
intervient dans I’inhibition de ’AC et de ’AMPc.

La thrombine : active les récepteurs PARI et 4 couplés aux protéines G. C’est
I’activateur plaquettaire le plus puissant. PAR1 et 4 activent les sous unités Gaq et
Gal3. Cette derniére entraine le changement de forme de la plaquette et la sécrétion
granulaire par la cascade Rho.

Le TXA2 via ses récepteurs TP o/p active les sous unités Gaq et Gal3.

La sérotonine via son récepteur 5-HT,, active également la sous unité Gog.
L’épinéphrine, via son récepteur a4 adrénergique est capable d’activé la sous unité
Goaz qui comme la sous unité Gai inhibe la production d’AC et d’AMPc.

Enfin la prostacycline, par I’intermédiaire de la sous unité Gas, active ’axe AC-AMPc

et joue un role de régulation négative de I’activation plaquettaire.
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Figure 5 : Schéma des voies d'activation plaquettaire.
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La sécrétion plaquettaire

L’activation plaquettaire entraine la contraction des plaquettes, une centralisation des granules
ainsi que la sécrétion de leur contenu a D’extérieur de la plaquette par fusion avec la
. N . . 53 1L
membrane plasmique ou avec le systéme canaliculaire ouvert.” Les substances libérées sont
biologiquement actives et constituent une rétro régulation positive pour renforcer 1’adhérence,
I’agrégation et la sécrétion des plaquettes. Certaines molécules peuvent influencer la
coagulation (facteur V, fibrinogene, VWF), ou encore modifier la perméabilit¢ vasculaire

(VEGF) ainsi que le tonus vasculaire (sérotonine).

L'agrégation plaquettaire

L'agrégation plaquettaire se produit lorsque les glycoprotéines adhésives (essentiellement le
fibrinogene et le VWF) se lient sur la GPIIb-1Ila de deux plaquettes différentes établissant des
ponts inter plaquettaires. La liaison du complexe au fibrinogene s’effectue par reconnaissance
des séquences d'acides aminés particulieres : RGD. Le VWF, la fibronectine et la vitronectine,
qui posseédent aussi cette séquence peptidique, peuvent se substituer ou agir en concertation
avec le fibrinogene et provoquer I’agrégation. Lorsque les forces de cisaillement sont élevées,
le VWF est considéré comme ’acteur le plus important en initiant les contacts plaquette-
plaquette.”® La liaison du complexe GPIIb-Illa a ces ligands nécessite une modification
conformationnelle consécutive a I’activation plaquettaire. Ce processus de liaison récepteur-
ligand se répéte, ce qui entraine le recrutement des couches supplémentaires de plaquettes et

finalement, la formation d'un bouchon hémostatique.
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Plaquettes et coagulation

La "fonction procoagulante" des plaquettes fait référence a leur capacit¢ d’exposer la
phosphatidylsérine (PS) chargée négativement a leur membrane externe aprés activation, ce
qui permet de localiser les complexes ténases et prothrombinases de la coagulation a
proximité du caillot sanguin en formation.”® L’exposition de la PS n’est possible qu’avec des
taux tres élevés de calcium intra plaquettaire, ce qui est atteint avec 1’association du relargage
de calcium du STD et de I’entrée de calcium par I’action combinée des protéines STIMI et

ORAIL.* La suite du signal fait intervenir la cascade CalDAG-GEFI et RAPI.

La double valence positive des ions calcium leur permet de lier les charges négatives des
aminophospholipides membranaires comme la PS aux charges négatives de facteurs de
coagulation, en particulier les quatre protéines de coagulation vitamine K-dépendantes
(facteurs II, VII, IX et X). Ces interactions permettent de fixer et concentrer les facteurs de la
coagulation sur la surface plaquettaire, ce qui accélere la génération de thrombine, qui, outre

son rdle central dans la coagulation, permet aussi d’amplifier ’agrégation plaquettaire.

Autres roles des plaquettes

Du fait de leur contenu granulaire extrémement riche, les plaquettes sont impliquées dans de

nombreux processus physiopathologiques autres que I’hémostase.

- Role immunologique : les plaquettes peuvent piéger les bactéries via leurs récepteurs
TLR4. Les plaquettes activées produisent des cytokines et chemokines pour le
recrutement des neutrophiles et favorisent la présentation d’antigene des cellules

dendritiques aux lymphocytes T.>°
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Role dans I’inflammation : les plaquettes peuvent interagir avec les monocytes et les
neutrophiles, permettant leur recrutement sur les sites de Iésion vasculaire et
participant a leur role dans la défense de I’hote et la réparation tissulaire.’’

Role dans les processus tumoraux : en se liant aux cellules métastatiques dans la
circulation sanguine, les plaquettes forment des microthrombi qui immobilisent et
favorisent la pénétration des cellules malignes dans les tissus, en plus de les masquer
partiellement aux cellules du systéme immunitaire. Les plaquettes sont également une
source importante de facteur pro angiogéniques contenus dans leurs granules,
favorisant 1’angiogénése et la croissance tumorale.™

Role des plaquettes dans D’athérothrombose : il est bien établit que par leurs
interactions avec les cellules endothéliales et le relargage de leur contenu granulaire

riche en cytokines pro inflammatoires, les plaquettes jouent un role important dans le

développement des maladies athérothrombotiques.>”

E. Exploration des pathologies plaquettaires

Avant toute exploration biologique des plaquettes, il est indispensable de préciser le contexte

clinique qui justifie la venue du patient. L’interrogatoire et 1’examen clinque sont des

¢léments tout aussi importants que les analyses biologiques pour établir un diagnostic fiable.

L’interrogatoire personnel du patient précisera les antécédents hémorragiques et en particulier

la présence de saignements cutanéo muqueux (purpura, épistaxis, gingivorragie, saignements

prolongés aux coupures, méno-métrorragies chez les femmes), leur fréquence et leur gravité.

Les antécédents médicaux et chirurgicaux peuvent également orienter le diagnostic. Une

recherche minutieuse de toute prise médicamenteuse ou autre substance active pouvant

modifier les fonctions (aspirine, AINS, Inhibiteurs Sélectifs de la Recapture de la Sérotonine
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(ISRS)) ou le nombre des plaquettes (antibiotiques type céphalosporines, ...) doit

systématiquement étre menée.

L’¢laboration de scores hémorragiques permet de mieux graduer les profils hémorragiques
des patients dans les études de recherche et dans la pratique clinique. Ces scores sont utilisés

62 mais également dans la surveillance des traitements

pour les pathologies hémorragiques®””
anticoagulants (score HAS-BLED)®, ou encore la quantification des pertes sanguines lors des
menstruations (score HIGHAM).** Le score hémorragique élaboré par 'ISTH-SCC a été
validé récemment pour le diagnostic des pathologies plaquettaires.®® Celui-ci peut aller de 0 a

56 chez les femmes et de 0 a 48 chez les hommes, sur la base d'un score maximal de 4 dans

14 catégories distinctes évaluant différents types de saignements (annexe 1).

L’examen clinique recherchera la présence d’un caractére syndromique associant des
anomalies de la numération ou des fonctions plaquettaires a des anomalies touchant d’autres

organes et, notamment la présence de symptomes dysmorphiques.

La recherche d’antécédents hémorragiques familiaux est également primordiale afin
d’orienter vers des pathologies hémorragiques héréditaires. La réalisation d’un arbre

généalogique et sa mise a jour sont indispensables.

Analyses biologiques simples:

Pour réaliser la numération plaquettaire, le sang est recueilli dans des tubes contenant un
chélateur du calcium, 1’éthylene diamine tétra-acétique (EDTA). L’analyse de la numération
plaquettaire sur tube citraté est nettement moins précise, entre autres car le prélévement est
partiellement dilué par I’anticoagulant liquide. Elle doit étre exclusivement réservée aux

patients présentant une pseudo thrombopénie a EDTA. Celle-ci consiste en un artéfact
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technique li¢ a 1’agglutination des plaquettes ou au satellitisme plaquettaire en présence

d’EDTA.

Les analyseurs automatisés utilisent différentes méthodologies pour compter les plaquettes :
par impédancemétrie, par analyse optique ou par détection immunologique. La méthode la
plus souvent utilisée, par impédance, peut étre mise en défaut avec la mise en évidence de
fausses thrombopénies chez des patients présentant des plaquettes de taille augmentée ou de
taille diminuée, et qui ne seront pas comptées comme telles. A I’inverse en présence de
schizocytes ou, exceptionnellement, de cryoglobulines, ceux-ci pourront étre comptabilisés a

tort comme des plaquettes, augmentant artificiellement la numération plaquettaire.®

Concernant les pathologies hémorragiques, la numération plaquettaire doit toujours étre
analysée en association au volume plaquettaire moyen (VPM). Celui-ci est déduit par
I’automate de la courbe de répartition de la taille des plaquettes. Le VPM permet de
différencier les pathologies plaquettaires associées a des plaquettes de taille diminuée (micro

thrombophatie), de taille augmentée (macro thrombopathie) ou de taille normale.®

Un autre parametre fourni par certains analyseurs hématologiques et qui peut aider au
diagnostic devant 1’apparition d’une thrombocytopénie est la fraction plaquettaire immature
(FPI). Les plaquettes contiennent de I'ARN qui se perd progressivement au fur et a mesure de
leur circulation. Au-dela d’un certain seuil d’ARN contenu dans les plaquettes, on parle de
plaquettes immatures. Cette FPI est détectée a l'aide de colorants fluorescents colorant ' ARN.
En cas de thrombocytopénie associée a un pourcentage accru de FPI, on s’orientera vers des
thrombopénies de consommation ou de récupération. En revanche, des valeurs faibles de FPI
orienteront plutdt vers des pathologies de production des plaquettes.®”®® Enfin I’examen
morphologique des plaquettes sur frottis sanguin constitue une étape importante dans la
validation biologique d’une thrombopénie. Le frottis sanguin se fait a partir d’un tube de sang

prélevé en présence d’EDTA et coloré au May-Griinwald Giemsa (MGG). Les frottis doivent
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étre réalisés le plus rapidement possible aprés le prélevement. En dehors des pseudo
thrombopénies a ’EDTA, trés fréquentes, certains aspects morphologiques caractéristiques
des plaquettes en microcopie optique permettent presque a eux seuls d’identifier des
pathologies plaquettaires. Entre autre, on peut citer 1’aspect de plaquettes vides dans le
syndrome des plaquettes grises, les plaquettes géantes associées a des inclusions leucocytaires
dans les syndromes MYH9, un granule o géant unique dans le syndrome Paris-Trousseau
(figure 6), etc.””"° En raison de la petite taille des plaquettes et du caractére potentiellement
fluctuant des anomalies plaquettaires, 1’examen morphologique du frottis sanguin doit étre

réalisé par des praticiens aguerris et doit porter sur un nombre suffisant d’éléments.

Figure 6 : Granule o géant unique. A : En microscopie électronique, présence d’un granule o géant chez un
patient atteint du syndrome de Paris-Trousseau. B : Plaquette normale en microscopie électronique (d’aprés
Stevenson, W. S. et al. Paris-Trousseau thrombocytopenia is phenocopied by the autosomal recessive
inheritance of a DNA-binding domain mutation in FLII. Blood 126, 2027-2030 (2015)).
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Analyses biologiques spécialisées
Le temps d’occlusion plaquettaire

Les analyseurs PFA-100® ou PFA-200® (qui sont une alternative au temps de saignement
par méthode Ivy) permettent de mesurer « un temps de saignement in Vitro ».
Techniquement, du sang total prélevé sur tube citraté est aspiré dans des conditions
rhéologiques standardisées a travers un capillaire et débouche sur une membrane percée
recouverte de collagéne ainsi que d'un activateur plaquettaire : soit de 'épinéphrine (PFA E),
soit de I'ADP (PFA A). Les agonistes activent les plaquettes, qui forment un thrombus au
niveau de la membrane et arrétent le flux sanguin. Le sang est soumis dans ce systéme a des
forces de cisaillement élevées, c’est donc principalement le VWF qui joue le role de pont
entre les plaquettes. Une thrombopénie (moins de 80 G/L) ou une anémie (hématocrite <
20%) se traduisent par un allongement des temps d’occlusion plaquettaire (TOP) et rendent
I’analyse ininterprétable.”’ Cette analyse est particuliérement performante pour le dépistage de
la maladie de Willebrand (VWD) avec une valeur prédictive négative excellente de 99,9%. La
sensibilité d’un temps d’occlusion plaquettaire anormal pour la VWD (en excluant le sous
type 2N) est également de 99,3%."* Alors qu’il est trés sensible pour les atteintes plaquettaires
trés séveres comme la Thrombasthénie de Glanzmann ou la maladie de Bernard-Soulier, le
temps d’occlusion plaquettaire est un outil assez médiocre dans le dépistage des

. o . 73
thrombopathies modérées et mineures.

Etude de I’agrégation plaquettaire

L’étude des fonctions plaquettaires par agrégométrie spectrophotométrique (Light

transmission agregometry, LTA) développée par Gustav Born dans les années 1960, reste a

75-78

ce jour le test de référence pour I’évaluation des fonctions plaquettaires. Parmi les
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avantages de cette technique, on peut citer sa relative simplicité, la possibilité de suivre la
réponse aux différents agonistes dans le temps, sa reproductibilité et la possibilité de coupler
I’analyse a la sécrétion d’ATP en temps réel en lumi agrégomeétrie. Malheureusement
plusieurs inconvénients rendent la réalisation et 1’interprétation de ce test parfois délicates,
notamment le fait de devoir travailler sur des plaquettes fraiches, la variabilité imputable a
I’opérateur, et I'interprétation des tracés parfois variable selon les équipes.”’ En effet, les
nombreuses voies de rétroaction dans l’activation des plaquettes rendent complexe
I’interprétation des courbes d’agrégation plaquettaire qui ne s’inscrivent pas dans des

pathologies bien déterminées.

Le sang est recueilli dans des tubes citratés et 1’analyse doit étre réalisée au maximum dans
les quatre heures suivant le prélévement. L’analyse est réalisée sur du plasma riche en
plaquette (PRP) obtenu aprés centrifugation lente du sang total. La transmission lumineuse est
enregistrée dans le temps. L’agrégation plaquettaire est détectée par une augmentation de la

transmission lumineuse a travers la suspension plaquettaire.

Le tracé d’agrégation est calibré entre 0% d’agrégation (correspondant au PRP, absence de
transmission lumineuse) et 100% d’agrégation (correspondant au PPP, transmission maximale
de la lumiére). L ajout d’un agoniste au PRP entraine une activation plaquettaire, modifiant a
la fois le milieu réactionnel et la transmission lumineuse, enregistrée par [’automate.
L’analyse est réalisée sur 10 minutes. Différents parametres sont analysables : la phase de
latence, le changement de forme plaquettaire, la vitesse ou pente d’agrégation, 'agrégation
primaire et secondaire, la réversibilité et I'amplitude maximale de l'agrégation (figure 7).

Certains automates calculent également 1’aire sous la courbe 4 4 minutes.”®
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Figure 7 : Tracé d’un test d’agrégation plaquettaire. Exemple d’un test d’agrégation plaquettaire réalisé en
PRP avec le collagene 2 ug/mL comme agoniste (4). Les principaux modes d’expression du résultat sont : le
temps de latence (L), I’agrégation a 3 minutes (73 %), a 6 min (77 %), I’agrégation maximale (79 %). 1l est
également possible de calculer la vélocité initiale et [’aire sous la courbe (d’aprés Gaussem P, Thérapie, 2006,
61(5) : 395 — 400).

Différents agonistes plaquettaires sont couramment utilisés. On peut différencier les agonistes
faibles des agonistes forts (figure 8) :

- Les agonistes faibles comme [’épinéphrine et I’ADP présentent une agrégation
biphasique. La premicre phase correspond a 1’agrégation des plaquettes stimulées par
I’inducteur. La deuxiéme phase correspond a la production de TXA2 a partir des
phospholipides membranaires et a la libération du contenu granulaire (en particulier
I’ADP contenu dans les granules denses), qui vont pouvoir aller stimuler et faire
agréger d’autres plaquettes.”’ A forte concentration (> 5pM), la premiére et la
deuxiéme vague d’agrégation a I’ADP fusionnent ce qui peut donner un aspect
d’agrégation monophasique.®'

- Avec les agonistes forts (collagéne, acide arachidonique, TRAP (Thrombin Receptor

Activating Peptides)), la production de TXA2 et la libération du contenu granulaire se
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fait en méme temps et indépendamment de 1’agrégation plaquettaire. Les courbes

d’agrégation plaquettaire présentent donc un aspect monophasique.

STRONG AGONIST WEAK AGONIST

Aggregation

Low (Ca*1,D) ®

AL
.....

.................... >

TxA, synthesis &

Secretion

ADP

Figure 8 : Mécanismes d’action des agonistes plaquettaires forts et faibles. La réponse d'agrégation des
plaquettes aux agonistes est amplifiée par la production de TXA2 a partir des phospholipides membranaires et
la sécrétion d'ADP par les granules denses plaquettaire (d’aprés Cattaneo, M. Light transmission aggregometry
and ATP release for the diagnostic assessment of platelet function. Semin. Thromb. Hemost. 35, 158—167
(2009)).

D’autres agonistes forts, comme le CRP (Collagen Related Peptides), le U46619 (analogue
stable du TXA2) ou encore le ionophore de calcium, peuvent étre utilisés dans les laboratoires
spécialisés dans le diagnostic des maladies plaquettaires pour préciser les anomalies des
fonctions plaquettaires.

A partir des tracés des agrégations plaquettaires aux différents agonistes, il est possible

d’identifier des anomalies de récepteurs ou de voies de signalisation (figure 9).
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Figure 9 : Courbes d’agrégation plaquettaire selon les atteintes. AA : acide arachidonique, Risto low :
ristocétine faible dose, Risto high : ristocétine forte dose) (d’aprés Harrison, P. et al. Guidelines for the
laboratory investigation of heritable disorders of platelet function. Br. J. Haematol. 155, 30—44 (2011)).

Au-dela de ces anomalies facilement identifiables, on peut aussi distinguer a partir des
courbes d’agrégation plaquettaire, des anomalies plus fines des voies de signalisation

plaquettaire (figure 10).

- Anomalies de signalisation de la protéine Gai: ce sous-groupe présente un défaut
d'agrégation et de sécrétion a I’ADP et [’épinéphrine, dont les récepteurs
hétérotrimériques activent la protéine Gai. Une caractéristique clé du diagnostic est
I’association de deux anomalies: une agrégation transitoire a 1'ADP avec a
I’épinéphrine une agrégation primaire réduite ou absente sans deuxieme vague. Une

réduction de l'agrégation et de la sécrétion a des concentrations faibles et
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intermédiaires d'autres agonistes plaquettaires (notamment le collagéne) peut étre
observée, ce qui est cohérent avec l'altération du réle d’amplification de I'ADP. Une
réponse robuste a 1'acide arachidonique 1mM permet de distinguer les anomalies de
signalisation de la protéine Goi des anomalies concernant la voie du TXA2 *
Anomalies de la voie du thromboxane A2: Ces anomalies se caractérisent par un
défaut marqué et sélectif d'agrégation a I'acide arachidonique (ImM). Une réponse
d'agrégation normale a 1'U46619 (mimétique stable du TXA2) est la preuve d'un
défaut de conversion de I'acide arachidonique en TXA2. Une réponse altérée au
U46619 témoigne au contraire d’anomalies au niveau du récepteur au TXA2 ou de sa
cascade de signalisation en aval. Des anomalies d’agrégation a de faibles
concentrations d'autres agonistes plaquettaires sont également observables puisque le
TXA, possédent un effet rétroactif positif dans 1’agrégation plaquettaire.®”

Anomalies des granules denses et de leurs voies de signalisation : les patients atteints
de ces anomalies présentent une réduction de l'agrégation a de faibles concentrations
de la plupart des agonistes plaquettaires. Typiquement, [’agrégation a I’ADP n’est
touchée que de fagon minime. En effet, la deuxieme vague d’agrégation a I’ADP est
dépendante trés majoritairement de la production de TXA2 alors que la sécrétion ne

joue qu’un rdle minime.

En I’absence de tracés distinctifs, et devant la présence de multiples inducteurs touchés, on

décrit les anomalies plaquettaires comme complexes.

82,84

Une agrégation anormale a I’épinéphrine peut étre observée chez certains individus sains®,

peut étre en raison de la variation du nombre d’adréno récepteurs a2.% Cependant chez ces

sujets sains, les anomalies constatées avec 1’épinéphrine doivent étre isolées et les agrégations

plaquettaires avec les autres inducteurs doivent €tre normales.
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Patient A

Patient B

Patient C

Patient D —

Figure 10 : Anomalies des voies de signalisation plaquettaire. A et B : Anomalies de la voie de signalisation
Gai chez 2 patients. C : Agrégation plaquettaire chez un patient atteint d 'une anomalie de la voie du TXA2. D :
Agrégation chez un patient atteint d’un déficit en granules denses. p : patient, c : controle (d’aprés Dawood, B.
B. et al Evaluation of participants with suspected heritable platelet function disorders including
recommendation and validation of a streamlined agonist panel. Blood 120, 5041-5049 (2012)).
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Etudes plaquettaires par cytométrie en flux

Depuis le début des années 2010, 1’utilisation de la cytométrie en flux a pris une part de plus
en plus importante dans 1’aide au diagnostic et au suivi des anomalies des fonctions
plaquettaires. C’est aujourd’hui un ¢lément indispensable pour la caractérisation fine des
fonctions plaquettaires.”>*”°* C’est un examen complémentaire excellent pour diagnostiquer
les thrombopathies séveéres comme la maladie de Glanzmann ou la maladie de Bernard-
Soulier puisque 1’absence ou 1’anomalie qualitative des récepteurs GPIIbllla ou GPIb-IX-V
sont aisément détectables en cytométrie en flux. C’est également un outil précieux dans le
diagnostic des déficits en granules denses avec le test a la mépacrine’, ou encore dans le
syndrome de Scott avec 1’absence d’exposition des phospholipides anioniques marquées a

. 94
I’ Annexine-V.

Les conditions pré analytiques indispensables a 1’étude des plaquettes comprennent toujours
la réalisation des analyses dans les 4 heures suivant le prélévement, la conservation des
¢chantillons a température ambiante et la préservation de I’échantillon vis-a-vis des vibrations

qui pourraient artificiellement activer les plaquettes avant 1’analyse.

Selon les parametres étudiés, il est possible de travailler sur du PRP ou directement en sang
total. La quantité¢ d'anticorps a utiliser pour chaque test doit étre calibrée par titrage lors des
premicres étapes de la mise en place du test. Les étapes d’incubation doivent se faire dans

l'obscurité et a température ambiante.

La cytométrie permet d’analyser un nombre important de plaquettes en un minimum de temps
et on estime qu’il faut analyser au moins 10 000 éveénements (soit 10 0000 plaquettes) afin
d’obtenir des résultats significatifs et interprétables. On comprend donc qu’en cas de
thrombopénie profonde, il est impossible de réaliser et/ou d’interpréter correctement cette

analyse.
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Les marqueurs plaquettaires analysables en cytométrie en flux sont multiples. Ils peuvent
correspondre a des protéines présentent a la surface des granules des plaquettes (P-sélectine
(CD62) pour les granules a et granulophysine (CD63) pour les granules denses), a des
substances se localisant dans des compartiments spécifiques (comme la mépacrine qui se lie a
I’ATP et marque donc les granules denses’) ou bien enfin a des protéines de la surface
plaquettaire : allbB3, GPIb-IX-V, GPVI etc. Il aussi possible de comparer 1’expression des
marqueurs en présence ou en 1’absence d’activateurs plaquettaires (TRAP, collagéne, ...) afin

de mettre en évidences des anomalies des voies d’activation plaquettaire.®*

Des kits commerciaux ont également été développés, impliquant des billes de calibration, afin

de quantifier un antigéne d’intérét présent sur les plaquettes.”

Microscopie électronique

Il s’agit du test de référence pour visualiser de facon effective 'ultrastructure plaquettaire.
Les analyses par microscopie ¢électronique demandent un haut niveau d’expertise ce qui limite

leur réalisation a quelques équipes qui maitrisent parfaitement ces techniques.

Autres analyses

De nombreuses autres analyses ont été développées afin de mieux caractériser le

fonctionnement et le contenu des plaquettes.

Parmi les tests dits globaux, on retrouve la thromboélastographie, qui mesure la coagulation
du sang total. Au cours de cette analyse, ’enregistrement des différentes phases de la
coagulation permet d'apprécier la qualité du caillot final. La thrombo élasthographie a été

particuliecrement étudiée dans la prise en charge des patients ayant subi d’importants
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traumatismes et dans la surveillance des traitements anti agrégants plaquettaires en
chirurgie.”” Le test de génération de thrombine, un autre test d’hémostase global, mesure le
potentiel d’un plasma a générer de la thrombine apres activation de la coagulation in vitro par
du facteur tissulaire ou par un autre déclencheur. Contrairement aux tests de coagulation
classiques (TP et TCA) qui n’évaluent que la phase d’initiation de la coagulation, le test de
génération de thrombine mesure également la quantité de thrombine générée puis 1’arrét de
formation de thrombine secondaire & I’activation des voies anticoagulantes.”® Ce test,
réalisable sur du plasma riche en plaquettes, peut contribuer au diagnostic de maladies

plaquettaires comme le syndrome des plaquettes « Québec »°° ou le syndrome de Scott.'”

Enfin le dosage du facteur II résiduel, un test de routine automatisé, fait aussi partie des tests
de coagulation globaux. Il est parfaitement corrélé au test de consommation de la
prothrombine. Ce dernier test, élaboré dans les années 1960, consiste & mesurer un temps de
coagulation en présence de fibrinogéne et de thromboplastine (mélange de facteur tissulaire et
de phospholipides). Ce temps est raccourci en cas d’anomalie d’activation des plaquettes et
en particulier d’exposition des phospholipides anioniques puisque les facteurs de la

. \ . 101-104
coagulation ne peuvent pas aller se fixer a la surface plaquettaire.

Le contenu des granules plaquettaires peut étre spécifiquement étudi¢ selon plusieurs
approches autres que la cytométrie en flux. Par exemple, le dosage de la sérotonine contenue
dans les granules denses est réalisable selon différentes techniques : sérotonine radio marquée,
HPLC (high performance liquid chromatography), ELISA (Enzyme-linked immunosorbent

1% Les techniques immuno enzymatique peuvent également permettre de doser certains

assay).
composant des granules alpha (fibrinogeéne, TFPI, )17 Ta libération d’ATP par les
plaquettes apres activation par un agoniste peut étre mesurée a 1’aide d’un lumi-agrégametre.
Un réactif luciférase-luciférine réagit avec I'ATP libéré pour générer de 1’adényl-luciférine.

L’adényl-luciférine est oxydé par 1’O, présent dans I’atmosphere. Ce processus s’accompagne
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d’une réaction chimioluminescente. La quantité de lumiere émise est enregistrée; elle est

proportionnelle a la quantité d'ATP libérée.

Diagnostic moléculaire

L’établissement d’un diagnostic moléculaire concluant est d’un grand secours dans les
maladies hémorragiques constitutionnelles. Il permet d’optimiser le traitement et de clarifier
I’évolution de la maladie. Dans les pathologies plaquettaires, il est d’une importance toute
particuliere car ces dernicres peuvent étre accompagnées de pathologies hématologiques
malignes ou d’autres atteintes organiques. Par exemple, le syndrome d’Hermansky-Pudlak est
un groupe de troubles systémiques, chaque sous-groupe étant défini par la déficience d'un
gene spécifique. Plus de dix sous-types de syndrome d’Hermansky-Pudlak existent, selon les
mutations certains sous type peuvent &tre associés a un déficit en granules denses
plaquettaires mais aussi a des fibroses pulmonaires ou a des atteintes gastro intestinales, qui
font la sévérité de Datteinte.'™ Dans un autre contexte, les thrombocytopénies associées aux
variants de RUNXI1, ETV6 et ANKRD2 sont associées a un risque accru d’hémopathies
malignes et nécessitent un suivi adapté.'” "' On comprend donc que dans ces pathologies, le

diagnostic moléculaire requiert une importance toute particuliere.

Le séquencgage génétique par méthode Sanger utilisé pendant prés de 40 ans restait un examen

11
long et couteux .

L’amélioration des technologies de biologie moléculaire permettant
maintenant d’étudier des panels de génes par NGS (Next Generation Sequencing) a facilité
I’identification d’anomalies génétiques chez des patients présentant des anomalies

: \ . ot o : 112-114
plaquettaires ou le défaut génétique était auparavant inconnu.
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F. Les thrombopathies

Les thrombopathies représentent un groupe hétérogeéne de pathologies, tant sur le plan
physiopathologique que par leur sévérité. Cliniquement on observe des saignements cutanéo
muqueux (purpura, €pistaxis, gingivorragie, ménorragie, temps de saignement long aux
coupures). Quelques thrombopathies particuliecrement sévéres, pouvant mettre en jeu le
pronostic vital, ont fait I’objet de nombreuses études et de publications amenant a une
meilleure compréhension de leur physiopathologie et une amélioration de leur prise en charge.
I1 s’agit notamment de la Thrombasthénie de Glanzmann et du syndrome de Bernard-Soulier.
Cependant, de nombreuses thrombopathies restent encore mal connues et nécessitent des

moyens complexes afin de pouvoir les caractériser.

Thrombopathies acquises

Leur fréquence est largement supérieure aux thrombopathies congénitales. Elles sont tres
souvent secondaires a la prise de médicaments (anti-inflammatoires, anti agrégants
plaquettaires, antibiotiques, chimiothérapies, etc)''>, voire de phytothérapies.''® Elles peuvent
également  étre  secondaires a4 des  hémopathies  malignes''’:  syndromes
my¢loprolifératifs (Polyglobulie de Vaquez, thrombocytémie essentielle, leucémie myéloide
chronique, splénomégalie myéloide chronique), syndromes myélodysplasiques, leucémies
aigués et dysglobulinémies monoclonales. On décrit aussi habituellement des thrombopénies
associées a I’insuffisance hépatocellulaire et a I’insuffisance rénale (via une augmentation des

taux de monoxyde d’azote et de prostacycline, deux agents anti agrégants plaquettaires).'®
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Thrombopathies congénitales

Les troubles héréditaires des fonctions plaquettaires (THFP) forment un groupe hétérogene de
pathologies dont les manifestations cliniques sont d’intensité variable.'" Leurs étiologies sont
nombreuses. Certaines sont bien définies comme des anomalies des récepteurs de protéines
d’adhésion et des récepteurs d’agonistes solubles, des anomalies des granules plaquettaires,
des anomalies des voies de signalisation ou encore de I’exposition des phospholipides
membranaire.*”'?! D’autres entités font I’objet de recherches tel que les troubles de la
sécrétion plaquettaire (syndrome des plaquettes grises, maladie du pool vide & plaquettaire)

dont la physiopathologie ne reste que partiellement élucidée.'>!%

On peut classer ces thrombopathies selon leurs mécanismes physiopathologiques :

- Défaut d’adhésion : il s’agit du syndrome de Bernard-Soulier (déficit en GPIb-IX-V)
et de la pseudo maladie de Willebrand (hyper affinité de la GPIba plaquettaire pour le
VWEF).

- Déficit d’interaction plaquette — plaquette : il s’agit de la Thrombasthénie de
Glanzmann (déficit en GPIIb-IIIa) et des pathologies plaquettaires apparentées (déficit
en CalDAG-GEFI et déficit en Kindlin 3).

- Défaut de sécrétion des granules : cela peut concerner les granules a (syndrome des
plaquettes grises), les granules denses (maladie du pool vide plus ou moins associé a
d’autres anomalies organiques dans les syndromes de Hermansky-Pudlak et de
Chediak-Higashi).

- Défaut de la fonction procoagulante des plaquettes par défaut d’exposition des

phospholipides anioniques : il s’agit du syndrome de Scott.
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- Défaut de transduction du signal : cela concerne les anomalies de la signalisation
passant par la protéine G hétérotrimérique, les anomalies des voies d’activation et de
synthése du TXA2, les anomalies des voies de signalisation permettant la sécrétion des

granules o et des granules denses, etc.

Afin de diagnostiquer ces pathologies, I’agrégation plaquettaire par agrégométrie optique est a
ce jour ’examen de référence.’® Il est admis qu’une agrégation plaquettaire présentant des
anomalies sur au moins deux agonistes différents suggeére un trouble des fonctions

) . , . . . 77
plaquettaires si ce résultat est confirmé sur un autre échantillon.

Le risque hémorragique des patients présentant des anomalies mineures des fonctions
plaquettaires est difficilement évaluable et il n’existe, a notre connaissance, aucune ¢tude
concernant leur physiopathologie. De plus, en dehors de I’agrégométrie optique, il n’existe
actuellement pas de consensus ou d’approche standardisée pour le diagnostic des THFP. Une
meilleure compréhension de la physiopathologie des THFP ainsi qu’une évaluation des tests
disponibles permettraient une amélioration de la prise en charge diagnostique et thérapeutique

des patients atteints de ces troubles.

Le but de ce travail ¢était d’étudier les THFP mineures d’un point de vue physiopathologique
et de rechercher des marqueurs pouvant évaluer leur potentiel hémorragique (étude

PLATOON).
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II. Matériel et méthodes

A. Design de I’étude

L’¢tude PLATOON est une ¢étude de cohorte monocentrique prospective menée au centre
hospitalier universitaire (CHU) de Nantes. Les inclusions étaient prévues pendant une durée
de 24 mois. L’objectif était d’inclure 20 patients. S’agissant d’une étude non-
interventionnelle, réalisée dans le cadre du soin, I’étude PLATOON a été approuvée le 20
septembre 2019 par le Groupe Nantais d’Ethique dans le Domaine de la Santé (GNEDS)
(annexe 2). Le recrutement a été réalisé lors des consultations spécialisées d’hémostase au
Centre Régional de Traitement de ’Hémophilie (CRTH) du CHU de Nantes. A I’inclusion, le
patient recevait une information orale et une note d’information écrite lui était remise (annexe

3). L’obtention de son consentement éclairé était recueilli (annexe 4).

B. Population étudiée

Les patients adultes (>18 ans) inclus dans 1’étude devaient répondre aux criteres suivants : test
fonctionnel d’agrégation plaquettaire pathologique sur au moins deux agonistes différents et

au minimum a deux reprises, affiliés a une couverture sociale.

Les critéres de non inclusion étaient : patients mineurs, sous tutelle ou curatelle, patients
participant a une autre étude de recherche, traitement par antiagrégant plaquettaire, anti-
inflammatoires non stéroidiens, inhibiteurs sélectifs de recapture de la sérotonine en cours ou
datant de moins de 14 jours, transfusion plaquettaire dans les 14 jours précédant les analyses

biologiques.
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C. Objectifs

L’objectif primaire de cette étude était de préciser les mécanismes physiopathologiques

responsables des anomalies plaquettaires chez des patients atteints de THFP mineurs.

Pour y répondre, nous avons réalis¢ différentes analyses dans une cohorte de patients
présentant un THFP (présentant au moins deux inducteurs pathologiques en agrégométrie

optique, retrouvé a deux reprises) :

- Numération plaquettaire en impédancemétrie et par fluorocytométrie a partir de
I’automate XN9000.

- Bilan d’hémostase complet.

- Etude de D’agrégation plaquettaire en présence de divers agonistes (Collagéne,
Epinéphrine, Acide Arachidonique, ADP, TRAP) avec recueil des parametres
disponibles (temps de latence, vélocité, agrégation maximale, aire sous la courbe a 4
minutes).

- Etude en cytométrie en flux afin d’évaluer la présence et la mobilisation des granules
plaquettaires (étude de I’expression du CD62, du CD63 et test a la mépacrine ; sans et
avec activation plaquettaire).

- Etude du contenu des granules denses (sérotonine) par technique ELISA.

L’objectif secondaire de cette étude était de préciser le potentiel hémorragique de ces

pathologies plaquettaires mineures.

Pour cela nous nous avons réalisé pour chaque patient un score hémorragique validé dans le
. . 62 , . \ .

cadre des pathologies plaquettaires.” Nous avons voulu évaluer si un ou des parametres issus

des analyses cytologiques (numération plaquettaire, parametres plaquettaires), des analyses

fonctionnelles (agrégation plaquettaire, étude en cytométrie en flux) ou des analyses
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protéiques (dosage de sérotonine intra plaquettaire) étaient corrélés au score hémorragique du

patient.

D. Techniques d’étude et d’analyse

Afin de répondre a 1’objectif principal, plusieurs techniques d’analyse et plusieurs paramétres
d’évaluation ont été utilisés. Les parametres d’études de I’hémostase primaire comprenaient la
numération plaquettaire, la mesure du temps d’occlusion plaquettaire, le dosage du VWF
activité et antigéne, 1’agrégation plaquettaire sur agrégometre et 1’analyse des granules
plaquettaires par cytométrie en flux. Les parameétres de la coagulation comprenaient le temps
de prothrombine (TP), le temps de céphaline Kaolin (TCK) et le dosage du fibrinogene. Si le
TP et/ou le TCK étaient anormaux, les facteurs de coagulation appropriés étaient dosés. Le
score hémorragique réalis¢ au cours de la consultation d’hémostase spécialisée était celui

proposé et validé par 'ISTH-SSC.%

Les prélévements sanguins étaient réalisés dans des tubes citratés VACUETTE® de 3,5 mL
de type INC Coagulation sodium citrate 3,2% (6 tubes), un tube VACUETTE® CTAD
(citrate théophylline, adénosine, dipyridamole) de 3,5 mL et un tube VACUETTE® EDTA
K3 de 4 mL. Les prélevements étaient acheminés au laboratoire sans délai et traités dés que

possible, dans un délai maximum de quatre heures.

Obtention des parametres de routine de I’hémostase primaire

Les résultats de la numération plaquettaire étaient obtenus a partir de 1’automate XN9000

(Sysmex). Ils comprenaient la numération plaquettaire (en G/L) en mode « impédance » et
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« fluorescence », le VPM et la fraction plaquettaire immature (en pourcentage et en valeur

absolue).

Le temps d’occlusion plaquettaire était réalisé sur automate PFA-100® ou PFA-200®, sur
sang total citraté. Les deux cartouches (Epinéphrine et ADP) étaient systématiquement testées

dans les deux heures suivant le prélévement.

Le dosage du facteur de Willebrand activit¢ (VWF:Act) et antigéne (VWEF:Ag) étaient

également réalisés sur plasma et sur automate ACL AcuStar”.

Etude de I’agrégation plaquettaire

Le sang était recueilli dans des tubes citratés, et laissé au repos au moins 15 minutes avant la
premicre étape de centrifugation. Les échantillons étaient centrifugés a 200 g pendant 10 min
a +20°C avec accélération douce et sans frein pour obtenir un plasma riche en plaquette
(PRP). Les échantillons étaient ensuite centrifugés a 1500 g pendant 15 min a +20°C pour
obtenir un plasma pauvre en plaquette (PPP). L’étude in vitro de I’agrégation plaquettaire
était réalisée dans un agrégometre thermo calibré a 37°C avec un mélange réactionnel, sous

agitation magnétique (1100 rotations par minute).

30 pL d’agoniste étaient ajouté a 270 pL de PRP afin d’étudier I’agrégation plaquettaire.

Différentes concentrations finales d’agoniste suivantes étaient utilisées’®”” :

ADP 5 uM et 10 uM (American Biochemical & Pharmaceuticals LTD®)

Epinéphrine 5 pM et 10 pM (Stago®)

Acide Arachidonique ImM (Stago®)

Collagene 1,25 pg/mL (Stago®)
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- Ristocétine 1,5 mg/mL et 0,5 mg/mL (Stago®)

- TRAP 50 uM (Stago®)

L’analyse était réalisée sur 10 minutes. L appréciation qualitative des courbes d’agrégation
plaquettaire reposait sur I’examen des parameétres suivants : la phase de latence, le
changement de forme plaquettaire, la vitesse ou pente d’agrégation, l'agrégation primaire et

76

secondaire, la réversibilit¢ et l'amplitude maximale.”” Le parametre de recherche

correspondant a 1’aire sous la courbe d’agrégation a 4 minutes était également étudié.

Les valeurs normales des parametres plaquettaires ont été établies pour chaque inducteur sur

une population témoin d’au moins 25 individus.

Les courbes d’agrégation plaquettaires étaient regroupées selon les critéres suivant :

- Anomalies Gai-like : Défaut d'agrégation a ’ADP et a I’épinéphrine avec une
agrégation transitoire a I'ADP ainsi qu’une premiére vague réduite ou absente sans
seconde vague d'agrégation a 1’épinéphrine. Une réduction mineure de 1'agrégation a
des concentrations faibles et intermédiaires d'autres agonistes plaquettaires pouvait
étre observée (agrégation plaquettaire maximale >50% ou se normalisant a la
concentration supérieure de 1’agoniste testé). La réponse a 1’acide arachidonique
(1mM) devait étre normale.

- Anomalies de la voie du thromboxane A2: Défaut d’agrégation a [D’acide
arachidonique (ImM). Des anomalies mineures d’agrégation a de faibles
concentrations d'autres agonistes plaquettaires pouvaient €tre associées (agrégation
plaquettaire maximale >50% ou se normalisant a la concentration supérieure de

I’agoniste testé).
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- Anomalies des granules denses et de leurs voies de signalisation : réduction de
l'agrégation a de faibles concentrations de la plupart des agonistes plaquettaires sauf a
I’ADP, impacté de fagon plus modérée (agrégation maximale >50%).

- Anomalies mineures : anomalies regroupant les phénomeénes d’hypoagrégabilité a
I’ADP 5uM et se normalisant a la concentration de 10 uM, d’allongement du temps de
latence a 1’épinéphrine, et possiblement d’hypo agrégabilit¢ mineure a d’autres
agonistes a faible concentration (agrégation plaquettaire maximale >50% ou se
normalisant a la concentration supérieure de 1’agoniste testé).

- Anomalies complexes : anomalies touchant plusieurs inducteurs et ne correspondant a

aucun des groupes précédents.

Etude de la sécrétion plaquettaire par cytométrie en flux’®

Les valeurs normales des parametres étudiés en cytométrie en flux (expression du CD62 et du
CD63, phase de capture et de sécrétion de la mépacrine) ont également été établies sur une

population témoin d’au moins 25 individus.

Test a la mépacrine

Les échantillons étaient centrifugés a 200 g pendant 10 min a +20°C pour obtenir un PRP. Le
PRP ¢était ensuite dilué¢ au vingtieme dans du tampon phosphate (Phosphate-Buffered Saline,
PBS). 300 puL de cette suspension plaquettaire étaient ensuite incubés avec ou sans 30 puL de
Meépacrine (Sigma) pour une concentration finale de 3,4uM simultanément avec 10 pL de
CD41 FITC (BD Biosciences) pendant 30 minutes a température ambiante et a 1’abri de la
lumicere. Puis chaque tube était divisé en deux aliquots, incubés avec ou sans 60 uM de

TRAP-6 pendant 15 minutes a température ambiante et a I’abri de la lumiere. Un volume de
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ImL de tampon phosphate (Phosphate-Buffered Saline, PBS) était ajouté a la fin de
I’incubation pour permettre I’analyse sur le cytomeétre. Les phases de capture et de sécrétion
de la mépacrine étaient étudiées sur un cytometre en flux NAVIOS (Beckman Coulter).
L'analyse était réalisée en vitesse "Low" avec acquisition d’au moins 10 000 plaquettes. La
fluorescence était quantifiée en moyenne d’intensité de fluorescence (MFIL, unité arbitraire).

Les données ont ét¢ analysées par le logiciel CXP (Beckman Coulter®).

La phase de capture correspond a la capacité des plaquettes a incorporer la mépacrine
(incorporation passive) au niveau des granules denses. C’est donc un marqueur de la présence
des granules denses. Pour la phase de capture, le ratio d’absorption a été calculé comme le
quotient de la MFI des plaquettes incubées avec la mépacrine (MFI1) divisé par la MFI des

plaquettes incubées sans mépacrine (MFI2).

La phase de sécrétion correspond a la capacité des plaquettes a libérer la mépacrine contenue
dans les granules denses aprés activation plaquettaire. C’est un marqueur des voies
d’activation des granules denses plaquettaires. Pour cette phase, le ratio de sécrétion a été
calculé comme le quotient de la MFI des plaquettes incubées avec la mépacrine au repos
(MFI1) divisé par la MFI des plaquettes incubées avec la mépacrine apres stimulation par le

TRAP-6.

Ratio absorption = MFI1/MFI2

Ratio sécrétion = MFI1/MFI3

Etude de I’expression du CD62 et CD63

Deux tubes étaient préparés : pour chaque tube, 5 pL de sang total était incubé avec 80 puL de
PBS, 10 uL de CD62 PE (BD Biosciences®), 10uL de CD63 FITC (BD Biosciences®) et 5
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pL de CD41 APC (BD Biosciences®). Un tube était incubé avec 5,8 puL de PBS (tube
« plaquettes au repos) tandis que ’autre tube était incubé avec 5,8 uL de TRAP-6 (tube
« plaquettes activées », concentration finale en TRAP-6 & 60 uM). Les deux tubes étaient
incubés 15 minutes a température ambiante et a 1’abri de la lumiére. Un volume de 1mL de
PBS était ajouté a la fin de I’incubation pour permettre I’analyse sur le cytométre. L’analyse
de I’expression du CD62 et du CD63 était réalisée sur un cytométre en flux NAVIOS
(Beckman Coulter®). Les données ont été analysées par le logiciel CXP (Beckman
Coulter®). L'analyse était réalisée en vitesse "Low" avec acquisition d’au moins 10 000
plaquettes. La fluorescence était quantifiée en moyenne d’intensité de fluorescence (MFI,

unité arbitraire).
L’expression du CD62 et du CD63 était calculé par le ratio suivant :

MFI plaquettes stimulées / MFI plaquettes au repos

Dosage de la sérotonine intra-plaquettaire

Les dosages ont été réalisés par technique ELISA'*'** (KIT Sérotonine ELISA par IBL®
g p q p
basé sur la compétition entre la sérotonine biotinylée et la sérotonine contenue dans

I’échantillon, vis-a-vis d’un anticorps (de lapin) anti-sérotonine d’isotype IgG.

Les échantillons dilués et acylés étaient incubés 16 a 20 heures entre 2 et 8°C, dans les puits
de la microplaque contenant la sérotonine biotinylée et 1’anticorps anti-sérotonine. Apres
lavage des puits, le conjugué enzymatique (phosphatase alcaline anti-biotine) était incubé 2
heures a température ambiante sous agitation. Aprés un nouveau lavage, le substrat
enzymatique (p-Nitro Phényl Phosphate) était lui incubé 1 heure a température ambiante sous

agitation. Enfin une solution d’arrét était ajoutée afin de stopper la réaction et la densité
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optique était lue a la longueur d’onde de 405 nm et rapportée a une courbe d’étalonnage. Les

résultats étaient exprimés en ng/10° plaquettes.

Les valeurs normales de sérotonine intra plaquettaire étaient calculées a partir du dosage

réalisé dans les mémes conditions sur une population témoin.

Obtention des parametres de la coagulation

Le sang était recueilli sur tube CTAD puis centrifugé a une vitesse de 1500 g pendant 15
minutes. Les analyses étaient réalisées sur le plasma dans les 4 heures suivant le prélevement,
sur I’automate ACL TOP 750 (Werfen®). Il était systématiquement réalisé¢ : TP, TCK,
fibrinogéne (méthode de Clauss). Les dosages des cofacteurs II-V-VII-X et VIII-IX-XI-XII

¢taient réalisés en cas d’allongement respectivement du temps de Quick ou du TCK.

Le dosage du facteur II résiduel était également réalisé pour tous les patients inclus.
Briévement, on recueillait environ 4 ml de sang du patient dans un tube en verre rincé a 1’eau
distillée et soigneusement séché. Le tube était ensuite incubé pendant 4 heures a 37°C. A la
fin de I’incubation, on réalisait le dosage du facteur II résiduel dans le sérum grace a un
réactif contenant un plasma déficient en facteur I, sur automate ACL TOP 750 (Werfen®).

Le résultat était considéré comme normal si le taux de facteur Il résiduel était inférieur a 10%.

Score hémorragique

Au cours de la consultation d’hémostase un score hémorragique validé dans les pathologies
plaquettaires : I'ISTH/SSC Bleeding Assessment Tool®, était systématiquement réalisé. Ce
score, initialement utilisé dans la maladie de Willebrand'* a été validé pour détailler le

phénotype hémorragique de patients suspects de THFP.**'*® Un score ISTH-BAT était
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considéré comme pathologique s’il était > 6 pour les femmes et > 4 pour les hommes (annexe

n°l).

E. Gestion des données

L’investigateur principal s’engageaient a maintenir confidentielles les identités des patients
inclus dans I’étude. L’ensemble des données ¢Etaient traitées par une seule personne,
I’investigateur principal, qui générait un code d’anonymat pour chaque patient inclus, dans le
but de créer une base de données électronique ne contenant aucune information relative a
I’identité des patients. Les données étaient recueillies sur un support numérique de type
tableur EXCEL.

Les données seront conservées 15 ans. Elles ne seront pas transférées a un tiers.

F. Statistiques

Les données ont été analysées a 1’aide du logiciel Prism (GraphPad SoftWare®).

Les caractéristiques cliniques et sociodémographiques des patients ont été décrites a 1’aide de
moyennes, écart-types et pourcentages, afin de présenter une description compléte et
approfondie de 1’échantillon. Les effectifs étant faibles, la distribution des valeurs des autres
parametres n’était pas évaluable. Ces parameétres ont donc été décrits d’apres leur médiane et

I’écart interquartile.

L’association statistique entre 2 variables qualitatives a été évaluée a 1’aide du test exact de

Fisher. Pour les variables quantitatives, la différence de moyenne entre 2 groupes a été

¢valuée a I’aide du test de Wilcoxon-Mann-Whitney.
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Justification statistique du nombre d’inclusions

Cette étude entrait dans le cadre de la recherche non interventionnelle. Du fait de I’absence de
données dans la littérature, les variations de MFI considérées comme significatives n’étaient
pas connues a l’avance, et étaient déterminées en cours d’étude notamment grace aux
moyennes de laboratoire réalisées sur des sujets témoins. Un calcul du nombre de patients
nécessaire n’était donc pas envisageable.

Le nombre de patients de 1’étude était déterminé par le nombre de patients suivis
régulierement en consultation au CHU de Nantes.

Au CHU de Nantes, environ 40 patients sont suivis au CRTH pour des THFP mineurs. Ces
patients sont revus tous les quatre ans en consultation, et parfois plus précocement en cas
d’accident hémorragique ou d’intervention chirurgicale programmée. Il a donc été estimé que

le nombre de patients pouvant étre inclus sur 24 mois était de 20 patients.

Degré de signification statistique prévu

Le degré de signification statistique était fixé a 5% (risque de premicre espece).

Méthode de prise en compte des données manquantes, inutilisées ou non valides

Il n’y avait pas d’observations ou d’analyses incompletes.
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III. Résultats

A. Description de la population

Les caractéristiques cliniques des patients sont résumées dans le tableau 1.

20 patients ont été inclus dans 1’étude PLATOON d’aotit 2018 a février 2021. 1l s’agissait de
13 femmes (65%) et 7 hommes (35%). 60% des patients rapportaient des antécédents
hémorragiques familiaux. L’age moyen du diagnostic d’anomalies des fonctions plaquettaires

¢tait de 33,7 ans. L’age moyen d’inclusion dans I’étude était lui de 43,1 ans.

La médiane du score hémorragique ISTH-SSC était de 5, il était normal chez 50% des

patients.

B. Analyses biologiques de premiere intention

Les valeurs des analyses biologiques de premiére intention sont décrites dans le tableau 1.

La numération plaquettaire était normale chez tous les patients. Le VPM également était
compris dans les valeurs normales sauf pour un patient, qui présentait un VPM tres
légérement augmenté (12,1 fL pour une normale comprise entre 7,4-11,7 fL). Le compte
plaquettaire, effectu¢ sur le plasma riche en plaquette pour chaque patient, était
systématiquement supérieur a 150 G/L, permettant I’analyse de I’agrégation plaquettaire en

agrégométrie optique.”®

Les parametres de la coagulation (TP, TCK et fibrinogéne) étaient tous normaux, hormis un
patient qui présentait un ratio TCK a 1,23 en rapport avec un FXII a 34% (FVIII, FIX et FXI

normaux) sans incidence hémorragique.
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Les temps d’occlusion plaquettaires étaient allongés pour la cartouche Epinéphrine dans 55%
des cas et dans 70% des cas pour I’ADP. Les taux de VWF activité et antigéne étaient tous

normaux.

Le dosage du facteur II résiduel était normal chez 8 patients et pathologique chez les 12 autres
patients inclus dans I’étude. La moyenne était de 11% (ET = 6%) pour une valeur normale <

10%.
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Tableau 1 : Caractéristiques cliniques et biologiques a I’inclusion

Caractéristiques

Valeurs

Nombre de patients, n

20

Age au diagnostic, moyenne (ET)

33,7 (16,9)

Age a I’inclusion, moyenne (ET)

43,1 (18,2)

Sexe, n (%)
e  Féminin 13 (65)
e  Masculin 7 (35)
Histoire familiale de troubles de 1’hémostase, n (%) 12 (60)
Bleeding score, médiane (EIQ) 5[3-7]
e  Bleeding score pathologique, n (%) 10 (50)
e  Bleeding score normal, n (%) 10 (50)

Compte plaquettaire (G/L)
e Impédancemétrie, médiane (EIQ)
e  Fluorocytométrie, médiane (EIQ)

o <150,n (%)

251 [200 — 293]
266 [206 — 308]
0(0)

VPM (valeurs normales 7,4 — 11,7 fL), médiane (EIQ)

o >11,7,n(%)

10,0 [9,7 — 10,4]
1(5)

Fraction plaquettaire immature en %, médiane (EIQ)

Fraction plaquettaire immature en G/L, médiane (EIQ)

40[2,9-5,0]
11,1 [7,5— 14,7]

Plasma Riche en Plaquettes (G/L), médiane (EIQ)

452385 — 556]

<150 n (%) 0(0)
TP (%), médiane (EIQ) 96 [92 — 108]
o <70,n (%) 0 (0)

TCK (ratio), médiane (EIQ)

e >1.2n(%)

1,04 [1,00 — 1,09]
1(5)

Fibrinogéne (g/L), médiane (EIQ)

o <2,n(%)

2,9[2,7-34]
0 (0)

PFA (secondes)
e  EPI, médiane (EIQ)
e >150,n(%)

e ADP, médiane (EIQ)

156 [135 — 1187]
11 (55)
109 [96 — 121]

e >100,n (%) 14 (70)
VWEF:Act (%), médiane (EIQ) 85[72-101]
VWF:Ag (%), médiane (EIQ) 80 [69 — 102]
Facteur II résiduel (%), médiane (EIQ) 11[8-15]

e >10, n(%) 12 (60%)
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C. Agrégations plaquettaires

L’ appréciation qualitative des courbes d’agrégation plaquettaire montrait les résultats

suivant :
- Acide Arachidonique (1mM), diminué chez 8 patients (40%)
- ADP faible dose (5uM), diminué chez tous des patients inclus (100%).
- ADP forte dose (10uM), diminué chez 9 patients (45%).
- Epinéphrine (5 et 10 uM), diminuée chez 17 patients (85%).
- Collagéne (1,25 pg/mL), diminué chez 15 patients (75%).
- TRAP-6 (50uM), légerement diminué chez 1 patient (5%).

- Ristocétine (0,5 et 1,5 mg/mL) : normale chez tous les patients (0% pathologique)

Le parametre de recherche correspondant a la surface d’agrégation plaquettaire a 4 minutes

retrouvait lui :
- Acide arachidonique (1mM), diminué chez 8 patients (40%)
- ADP faible dose (5uM), diminué chez 18 patients (90%).
- ADP forte dose (10uM), diminué chez 8 patients (40%).
- Epinéphrine (5 uM), diminuée chez 15 patients (75%).
- Epinéphrine (10 uM), diminuée chez 12 patients (60%).
- Collagene (1,25 pg/mL), diminué chez 14 patients (70%).

- TRAP-6 (50uM), légerement diminué chez 1 patient (5%).



- Ristocétine (0,5 et 1,5 mg/mL) : normale chez tous les patients (0% pathologique).

Les agrégations plaquettaires des patients (1 a 20) inclus dans cette étude sont présentées dans

la figure 11.

Au total, 7 patients présentaient des anomalies des courbes d’agrégation plaquettaire type

Gai-like, 7 patients avaient un phénotype d’anomalies mineures, 5 patients montraient plutot

des anomalies complexes de 1’agrégation plaquettaire, et 1 patient un phénotype de déficit en

granule denses ou dans ses voies de signalisation (tableau 2).

Tableau 2 : Classification des courbes d’agrégation plaquettaire

Types d’anomalies plaquettaires Nombre de patients Pourcentage ISTH-BAT
Normal : 5
Anomalies Gai-like 7 35%
Pathologique : 2
Normal : 3
Anomalies mineures 7 35%
Pathologique : 4
Normal : 2
Anomalies complexes 5 25%
Pathologique : 3
Anomalies des granules denses 1 5% Pathologique : 1
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1

Anomalies Gai-like
4

Anomalies mineures
7

Anomalies Gai-like
10

Anomalies mineures
13

Anomalies Gai-like
16

Anomalies complexes
19

Anomalies mineures

2

Anomalies Gai-like
5

Anomalies Guai-like
8

Anomalies complexes
11

Anomalies mineures
14

Anomalies complexes
17

Anomalies Gai-like
20

Anomalies mineures

Anomalies complexes

6
Déficit en granules denses
9
Anomalies complexes
12
Anomalies mineures
15
Anomalies Gai-like
18

Anomalies mineures

Figure 11 : Agrégations plaquettaires des 20 patients inclus dans [’étude PLATOON. En abscisse : temps écoulé
(0 a 10 minutes), en ordonnée : pourcentage d’agrégation (0 a 100%).
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D. Cytométrie en flux

Concernant I’étude de la sécrétion des granules o (figure 12) apres activation par le TRAP-6,
la moyenne des ratios d’intensité de fluorescence de CD62 était de 51,27 (ET = 16,32) pour
une valeur normale > 30,9. Deux patients seulement présentaient des ratios d’expression de

CD62 tres l1égerement diminués, respectivement a 27,21 et 29,28.

L’¢tude de la sécrétion des granules dense (figure 12) par le marquage au CD63 était normale
chez tous les patients inclus. La moyenne des ratios d’intensité de fluorescence de CD63 apres

activation par le TRAP-6 était de 7,44 (ET = 1,65) pour une valeur normale > 4,64.

Figure 12 : Etude de la sécrétion des granules o marqués par le CD62 et des granules 6 marqués par le CD63
en cytométrie en flux. Comparaison entre le patient n°9 et un patient atteint de la maladie d’Hermansky-Pudlak
(déficit en granules denses).
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Le test a la mépacrine était divisé en deux étapes (figure 13) :

Concernant la premiére étape, la phase de capture, les ratios d’absorption de la

mépacrine était normaux chez tous les patients avec une moyenne a 20,31 (normale > 3,88).

La deuxiéme étape du test a la mépacrine, qui analyse la sécrétion des granules denses,
¢tait normale dans 17 cas et faiblement diminuée chez 3 patients avec des ratios de sécrétion

respectivement a 1,71 - 1,49 - 1,93 pour une normale > 2,08.

Figure 13 : Test a la mépacrine : étude des granules 6 en cytométrie en flux. Comparaison des phases de
capture et de sécrétion entre le patient n°15 et un patient atteint de la maladie d’Hermansky-Pudlak (déficit en
granules denses).
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E. Dosage de la sérotonine intra plaquettaire

Le dosage de la sérotonine intra plaquettaire, par méthode ELISA, était normal chez tous les
patients avec une moyenne & 715 ng/10° plaquettes (ET = 206) pour une valeur normale > 355

ng/10° plaquettes.

67



F. Comparaison des groupes ISTH-BAT normal versus ISTH-BAT
pathologique

La comparaison des paramétres biologiques de premiere intention entre les groupes ISTH-

BAT normal et ISTH-BAT pathologique est résumée dans le tableau 3.

Tableau 3 : Comparaison des parametres biologiques de premiére intention entre les groupes ISTH-
BAT normal et ISTH-BAT pathologique.

Parameétres ISTH-BAT normal ISTH-BAT pathologique p
(exprimés en moyenne) (n=10) (n=10)

Plaquettes (G/L), impédance 238 272 ns
Plaquettes (G/L), fluorescence 276 259 ns
VPM (fL) 10,3 9,7 ns
IPF (%) 5,5 4,0 ns
IPF (G/L) 15,5 9,5 ns
PFA Epi/ PFA ADP 162 /108 173 /112 ns/ns
TP (%) 97 100 ns
TCK (ratio) 1,05 1,06 ns
Fibrinogéne (g/L) 3,0 3,2 ns
VWF:Act/ VWF:Ag 101/80 85/94 ns/ns
Facteur II résiduel (%) 8 14 0,02

La comparaison des paramétres de la numération plaquettaire (compte plaquettaire, VPM,
Fraction plaquettaire immature en % et en valeur absolue) ne mettait pas en évidence de
différence significative entre les deux groupes. La comparaison des parametres biologique de
premiére intention concernant 1’hémostase primaire et la coagulation (PFA épinéphrine et
ADP, TP, TCK, fibrinogéne, VWF activité et antigéne) ne montrait pas non plus de différence
significative entre les deux groupes, hormis un parametre, le dosage du facteur II résiduel.
Celui-ci était significativement plus élevé dans le groupe ISTH-BAT pathologique (14%)

versus ISTH-BAT normal (8%) (p = 0,02) (figure 14).
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Figure 14 : Facteur Il résiduel, comparaison des groupes ISTH-BAT normal versus ISTH-BAT pathologique.

La comparaison des parametres de 1’agrégation plaquettaire entre les deux groupes portait sur

I’analyse qualitative globale des courbes des différents agonistes testés (agrégation

plaquettaire normale versus pathologique) (tableau 4).

Tableau 4 : Analyse qualitative globale des courbes d’agrégation plaquettaire : comparaison entre les
groupes ISTH BAT normal et ISTH-BAT pathologique.

Inducteur Groupe ISTH-BAT normal Groupe ISTH-BAT pathologique P
Normal : 0 Normal : 0 ns
ADP 5 uM
Anormal : 10 Anormal : 10
Normal : 5 Normal : 6 ns
ADP 10 uM
Anormal : 5 Anormal : 4
Normal : 7 Normal : 5 ns
Acide Arachidonique 1mM
Anormal : 3 Anormal : 5
Normal : 3 Normal : 2 ns
Collagéne 1,25pg/mL
Anormal : 7 Anormal : 8
Normal : 1 Normal : 2 ns
Epinéphrine SpM
Anormal : 9 Anormal : 8
Normal : 1 Normal : 2 ns
Epinéphrine 10 uM
Anormal : 9 Anormal : 8
Normal : 10 Normal : 10 ns
Ristocétine 0,5 mg/mL
Anormal : 0 Anormal : 0
Normal : 10 Normal : 10 ns
Ristocétine 1,5 mg/mL
Anormal : 0 Anormal : 0
Normal : 9 Normal : 10 ns
TRAP-6 50 uM
Anormal : 1 Anormal : 0
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La comparaison des agrégations plaquettaires entre les deux groupes était également effectuée

sur le paramétre de recherche surface d’agrégation a 4 minutes. L’analyse qualitative de ce

parameétre, normal versus pathologique, est présenté¢ dans le tableau 5. Il n’y avait pas de

différence significative entre les deux groupes quel que soit 1’agoniste testé.

Tableau 5 : Analyse qualitative des courbes d’agrégation plaquettaire selon le parameétre surface a 4
minutes : comparaison entre les groupes ISTH BAT normal et ISTH-BAT pathologique.

Inducteur Groupe ISTH-BAT normal Groupe ISTH-BAT pathologique p

ADP 5 uyM Normal : 1 Normal : 1 ns
Anormal : 9 Anormal : 9

ADP 10 uM Normal : 6 Normal : 6 ns
Anormal : 4 Anormal : 4

Acide Arachidonique 1mM Normal : 7 Normal : 5 ns
Anormal : 3 Anormal : 5

Collagéne 1,25pg/mL Normal : 4 Normal : 2 ns
Anormal : 6 Anormal : 8

Epinéphrine SuM Normal : 1 Normal : 4 ns
Anormal : 9 Anormal : 6

Epinéphrine 10 pM Normal : 4 Normal : 4 ns
Anormal : 6 Anormal : 6

Ristocétine 0,5 mg/mL Normal : 10 Normal : 10 ns
Anormal : 0 Anormal : 0

Ristocétine 1,5 mg/mL Normal : 10 Normal : 10 ns
Anormal : 0 Anormal : 0

TRAP-6 50 uM Normal : 9 Normal : 10 ns
Anormal : 1 Anormal : 0

70




Il n’y avait également pas de différence significative entre le groupe ISTH-BAT normal
versus ISTH-BAT anormal concernant ’analyse quantitative du parameétre de recherche

surface d’agrégation a 4 minutes, quel que soit 1’agoniste utilisé (figure 15).

Figure 15 : Comparaison quantitative du critére surface a 4 minutes. Le critére surface a 4 minutes (exprimé en
%*sec) est comparé entre les groupes ISTH-BAT normal et le groupe ISTH-BAT pathologique, selon les
différents inducteurs testés.
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La comparaison des paramétres de la cytométrie en flux concernant les ratios d’expression du
CD62 et du CD63 apres activation par le TRAP-6, ainsi que les ratios d’expression de la
mépacrine (phases de capture et de sécrétion), ne montrait pas de différence significative entre

les groupes ISTH-BAT normal et ISTH-BAT pathologique (figure 16 A et B).

Enfin il n’y avait pas non plus de différence significative entre le dosage de la sérotonine intra
plaquettaire dans le groupe ISTH-BAT normal (moyenne 731 ng/10° plaquettes) et celui dans

le groupe ISTH-BAT pathologique (moyenne : 698 ng/10° plaquettes) (figure 16 C).

Figure 16 : CD62, CD63, Sérotonine intra plaquettaire : comparaison des groupes ISTH-BAT normal versus
ISTH-BAT pathologique. A : Ratio CD62 et CD63 apres activation par le TRAP-6. B : Ratio mépacrine pour les
phases de capture et de sécrétion. C : Sérotonine intra plaquettaire dosée par méthode ELISA.
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IV. Discussion

Dans cette ¢tude, nous avons appliqué de manicre systématique un méme panel d’agonistes
o . . . . . 77,127
plaquettaires a des concentrations issues des recommandations internationales , Sur une
cohorte de patients atteints de troubles héréditaires des fonctions plaquettaires, c¢’est-a-dire a
des patients connus pour avoir une agrégation plaquettaire pathologique avec au moins deux
inducteurs, sur deux prélévements différents. L’ADP et 1’épinéphrine étaient les principaux
inducteurs touchés. L’ADP a la concentration faible de S5uM était anormale chez tous les

patients, tandis que 1’épinéphrine était anormale chez 85% des patients aux concentrations de

5et 10uM.

Les phénotypes d’agrégation plaquettaire des patients de cette étude pouvaient étre classés en

quatre sous-groupes :

- 7 patients présentaient des anomalies de I’agrégation plaquettaire de type Gai-like
(défaut d'agrégation a I’ADP et a 1’épinéphrine avec une agrégation transitoire a I'ADP
ainsi qu’une premicre vague réduite ou absente sans seconde vague d'agrégation a
I’épinéphrine, réduction mineure possible de 1'agrégation a des concentrations faibles
et intermédiaires d'autres agonistes plaquettaires, réponse a 1’acide arachidonique
(1mM) normale).

- 7 patients présentaient des anomalies mineures de I’agrégation plaquettaire (anomalies
regroupant les phénoménes d’hypoagrégabilité a ’ADP 5uM et se normalisant a la
concentration de 10 uM, d’allongement du temps de latence a 1’épinéphrine, et

possiblement d’hypo agrégabilité mineure a d’autres agonistes a faible concentration).
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- 4 patients présentaient des anomalies complexes de [’agrégation plaquettaire
(anomalies touchant plusieurs inducteurs et ne pouvant étre affectées dans aucun autre
groupe).

- 1 patient présentait des anomalies de sécrétion des granules denses (réduction de
l'agrégation a de faibles concentrations de la plupart des agonistes plaquettaires sauf a
I’ADP, impacté de fagon plus modérée).

Cette répartition des anomalies d’agrégation plaquettaire chez des patients atteints de THFP

\ : 82,84
est comparable a ce qu’ont pu retrouver d’autres études.”

Les anomalies de 1’agrégation plaquettaire retrouvées dans cette étude orientent
majoritairement vers des défauts des voies de signalisation intra plaquettaire. 7 patients
présentaient des anomalies de type Gai-like, potentiellement liées a des anomalies de la voie
de signalisation de la protéine G. En effet la protéine G hétérotrimérique joue un role majeur
dans la transduction du signal d’activation plaquettaire des récepteurs a sept domaines
transmembranaires. L’ADP active les voies de signalisation Gai et Gogq tandis que
I’épinéphrine active la sous unit¢ Gaz de la protéine G hétérotrimérique. Les voies de
signalisation Gai et Gaz ont pour spécificité de n’étre activées que par un seul récepteur,
respectivement le récepteur P2Y 12 a ’ADP et le récepteur a2a a 1’épinéphrine. Ceci implique
donc que des anomalies de ces voies de signalisation se traduisent directement par des
modifications spécifiques de 1’agrégation plaquettaire contrairement aux voies de
signalisation empruntant les sous unités Gaq et Gal3, qui sont activables par plusieurs
inducteurs différents (Thrombine, TXA2, Sérotonine, ADP). Une anomalie d’un récepteur a
ces agonistes (5-HT,,, PAR-1, PAR-4, P2Y1, TPa/B) peut donc étre au moins partiellement

masquée par les autres récepteurs fonctionnels. Néanmoins, il est peu probable que les
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anomalies plaquettaires présentées par les patients de cette étude soient causées par des
mutations trés délétéres de la protéine G hétérotrimérique. En effet, la signalisation médiée
par la protéine G étant un mécanisme commun a de trés nombre types cellulaires, des
mutations touchant largement la protéine G pourraient provoquer un phénotype plus sévere

) R , . 12
dans d’autres tissus voire étre 1étale in utéro.'*®

Le critére de recherche de I’agrégation plaquettaire mesurant 1’aire sous la courbe a 4 minutes
n’identifiait pas non plus d’agoniste plaquettaire distinguant les patients avec un score
hémorragique normal versus pathologique. Cette mesure a 4 minutes permet de prendre en
compte partiellement les anomalies a type d’allongement du temps de latence, d’hypo
agrégabilité ou encore de désagrégation. Malheureusement la mesure de ce parametre est
arrétée trop précocement dans le temps. L’agrégation plaquettaire est mesurée sur 10 minutes,
et la mesure de ’aire sous courbe a 10 minutes permettrait d’intégrer plus fidelement les

différentes anomalies que 1’on peut rencontrer lors d’une agrégation plaquettaire.

Pour ce travail, nous avons utilisé¢ un protocole de cytométrie en flux simple d’utilisation’® qui
permet de détecter la présence et la mobilisation des granules o et des granules denses apres
activation par le TRAP-6. D’autres protocoles d’exploration des granules plaquettaires par

] rer 1z , 5 . 12
cytométrie en flux ont été développés ces derniéres années”"'>

, cependant leur complexité les
rend peu applicables en pratique clinique courante. La trés grande majorité des patients de
notre cohorte présentait des ratios de sécrétion des granules o (marquage au CD62) et des
granules denses (marquage au CD63) ainsi que des tests a la mépacrine normaux. Seuls deux
patients avaient des ratios d’expression de CD62 tres 1égerement diminués et trois patients des
ratios de sécrétion des granules denses apres incubation avec la mépacrine trés légerement

diminués également. Ces résultats démontraient la présence des granules a et des granules

denses, ainsi que leur capacité a étre mobilisé par I’intermédiaire d’un agoniste plaquettaire
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puissant dans I’immense majorité des cas. Les anomalies rencontrées lors des analyses en
cytométrie en flux étaient toujours trés modérées, probablement en rapport avec de discretes

anomalies dans les voies de signalisation des granules plaquettaires.

Le contenu des granules denses était aussi évalué par le dosage de la sérotonine intra

plaquettaire par méthode ELISA, normal chez tous les patients.

Méme si ’apport de la cytométrie en flux dans le diagnostic des THFP mineurs semble étre
limité, il est intéressant de noter que la patiente n°6, avec une agrégation plaquettaire
évoquant un déficit en granules denses ou une anomalie dans ses voies de signalisation, avait
en paralléle un test de capture a la mépacrine normal et un test de sécrétion de la mépacrine
légérement diminué. Les deux analyses étaient donc en faveur d’une anomalie de sécrétion

des granules denses.

Le score hémorragique ¢laboré par I’ISTH-SCC a été validé récemment pour le diagnostic des
pathologies plaquettaires.®* Cependant, les études ayant conduit a utiliser ce score dans les
thrombopathies incluaient les thrombopathies séveéres, caractérisées par une symptomatologie

. . \ 1 62,84,130,131
hémorragique trés marquée.” ™

Dans notre étude qui s’intéressait uniquement aux
thrombopathies mineures, les résultats du score hémorragique (I’'ISTH-SSC BAT) réalis¢ au
cours des consultations étaient trés hétérogenes. Dix patients avaient un score hémorragique
normal et dix patients un score hémorragique pathologique. La comparaison de ces deux
groupes (ISTH-BAT normal versus anormal) ne permettait pas de mettre en évidence de
différence significative concernant les parametres de I’agrégométrie optique, de la cytométrie
en flux ou de la sérotonine intra plaquettaire. L’étude de Lowe en 2013 comparait également

des sous-groupes de thrombopathies dont des anomalies de type Gai-like et des anomalies de

frdag e 126 g \ . .
sécrétion ©. Les scores ISTH-BAT étaient treés variables au sein des sous-groupes, comme
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dans notre travail. Cette étude ne permettait pas de mettre en évidence d’association entre le

type d'anomalie plaquettaire détectée par agrégométrie et le score ISTH-BAT.

Dans notre étude, une seule analyse semblait associée a un profil hémorragique ; le dosage du
facteur II résiduel, qui était significativement plus faible dans le groupe ISTH-BAT normal
que dans le groupe ISTH-BAT pathologique. Le dosage du facteur II résiduel est un test de
coagulation global, de routine et automatisé. Quelques trés rares études avaient montré un
allongement du temps de consommation de la prothrombine (trés proche méthodologiquement
du taux de facteur II résiduel) dans certaines pathologies hémorragiques incluant des
pathologies plaquettaires dont les déficits en Gpllb-Illa, les déficits en granules denses ou
encore le syndrome de Scott.'?1%+13%133 Ceci est concordant avec nos résultats qui montrent
que des patients avec des fonctions plaquettaires altérées, de fagon isolée comme dans notre
travail, présentent des niveaux de facteur II résiduel augmentés. A notre connaissance, cette
¢tude est la premicre a établir un lien direct entre 1’¢lévation du taux de facteur II résiduel et

un score ISTH-BAT pathologique chez des patients atteints de THFP mineurs.

Ce travail présente plusieurs points forts.
Il s’agissait d’une étude de cohorte prospective.

Elle utilisait un panel d’examens biologiques exhaustif et respectant les recommandations
internationales. Les analyses étaient réalisées au sein d’un méme CHU, par une équipe formée
aux techniques d’exploration des pathologies plaquettaires, limitant les variations inter-

opérateurs.
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De plus ces analyses biologiques spécialisées étaient utilisées sur une population définie
comme ayant un THFP défini par des critéres d’inclusion stricts. La population incluse, en
terme d’age et de sexe, était tout a fait comparable aux études antérieures portant sur les

THFP.62’84’126’131

Enfin la comparaison des anomalies biologiques a un score hémorragique validé dans les

pathologies plaquettaires permettait d’obtenir un phénotype clinico-biologique complet.

L’étude PLATOON souffre cependant de plusieurs limites.

La principale est évidemment le nombre assez faible de patients inclus (seulement vingt). Un
nombre plus important de patients aurait peut-étre pu permettre d’identifier certains facteurs

de concordance entre score hémorragique anormal et anomalies des fonctions plaquettaires.

De plus cette cohorte n’a pas été comparée a une population témoin. Cependant toutes les
normes de laboratoire de 1’agrégation plaquettaire et de la cytométrie en flux ont été réalisées
sur une population de sujets volontaires sains et représentatifs de la population générale

permettant d’établir des limites fiables.
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V. Perspectives

Quelques études se sont intéressées au diagnostic moléculaire des THFP mineures.**'* Les
analyses génétiques peuvent permettre d’établir avec certitude le diagnostic de THFP chez des
patients présentant des anomalies biologiques mineures associées a une symptomatologie

hémorragique hétérogeéne, voire parfois absente.

L’¢tude de Leo utilisait un trés large panel de génes chez des patients présentant des
anomalies plaquettaires a type de défauts de sécrétion des granules denses ou d’anomalies Gai
~like."** Plus de 80 génes impliquant le récepteur P2Y12 a ’ADP, ’adénylate cyclase, les
récepteurs de prostacycline ou encore des protéines impliquées dans la localisation, le
transport et la sécrétion des granules dans I’organisme pouvaient étre incriminés. Cependant
cette étude soulignait certaines limites partagées par I’étude de Gorski'>, notamment
I’absence de recherche d’anomalies génétiques déléteres dans les régions non codantes des
genes plaquettaires ciblés, la limitation des recherches a un panel de génes ou encore certains
mécanismes génétiques non détectés par la technique de séquencgage de 1’exome, tels que la

variation du nombre de copies, les grandes insertions ou délétions ou d’autres variantes

structurelles du génome.

La caractérisation moléculaire des anomalies n’a pas été réalisée dans cette étude. La
prochaine étape de ce travail serait de cibler spécifiquement quelques geénes candidats sur une
plus grande cohorte afin d’essayer de trouver des mutations communes aux différents profils

plaquettaires et hémorragiques des patients.
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V1. Conclusion

L’¢étude PLATOON est une étude de cohorte, monocentrique, prospective, dont
I’objectif était de préciser les mécanismes physiopathologiques responsables de troubles
héréditaires des fonctions plaquettaires mineurs chez des patients présentant une agrégation
plaquettaire retrouvée pathologique a deux reprises et sur deux agonistes plaquettaires
différents. Nous avons aussi réalisé le score hémorragique proposé par I'ISTH-SSC et validé
dans les thrombopathie afin d’essayer de mettre en évidence une ou plusieurs analyse(s)
biologique(s) associée(s) a un score hémorragique pathologique.

Les résultats de 1’agrégation plaquettaire, de la cytométrie en flux et du dosage de la
sérotonine intra plaquettaire orientaient en majorité vers des défauts des voies de signalisation
de la protéine Gai ainsi que des anomalies mineures et des anomalies complexes de
I’agrégation plaquettaire. Un seul patient présentait des résultats en faveur d’anomalies dans
les voies de sécrétion des granules denses. Aucun paramétre de 1’agrégation plaquettaire ou de
la cytométrie en flux n’était associé a un score hémorragique supérieur a la normale.

Le dosage du facteur II résiduel en revanche était significativement plus élevé dans le

groupe ISTH-BAT pathologique comparé¢ au groupe ISTH-BAT normal.
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Annexe 3 : Note d’information étude PLATOON

LTroubles héréditaires des fonctions plaquettaires : évaluation de
l'intérét diagnostique de nouveaux paramétres:

(Etude PLATOON)

Investigateurs principaux : Dr FOUASSIER Marc/Mr Babuty Antoine

Promoteur : CHU de Nantes.

Madame, Monsieur,

Le laboratoire d'hématologie-hémostase du CHU de Mantes est actuellement
promoteur d'une étude de recherche clinigue visant a étudier les plaguettes (cellules du
sang participant & la coagulation sanguine).

L'ohjectif de cette étude est d'analyser de nouveaux paramétres plaquettaires chez
des patients présentant une thrombopathie (anomalies qualitatives des plaguettes), mais
aussi chez des patients témoins.

Peuvent étre inclus dans cette étude -

- Les patients prézentant une thrombopathie, c'est-a-dire des patients ayant prézenté
des anomalies de 'agrégation plaguettaire sur au mains deux inducteurs, 8 deux reprises.

- Les patients « témoins #, ne présentant pas de thrombopathie.

Me peuvent pas participer a cette étude, les patients mineurs ou sous
tutellefcuratelle, les femmes enceintes et allaitantes, les patients ayant recu un traitement
par antiagrégant plagquettaire, par AINS (anti-inflammatoire non stéroidien), par inhibiteur
selectif de la recapture de la sérotonine ou une transfusion plaguettaire dans les 14 jours
précédant le prélévement.

C'est dansce cadre gue nousvous proposons de participer a cette étude.

L'objectif principal est de préciser les meécanismes physiopathologiques responsables
dez anomalies plaguettaires. L'amélioration des connaissances dans ce domaine pourrait
permettre une meilleure prise en charge diagnostique et thérapeutique des patients dans
votre cas.

La participation a I'étude nécessite le prélévement chez vous de plusieurs tubes de
sang supplémentaires, au coursd’une prise de sang réalisée dans le cadre du soin courant.
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Le prélévementseraréalizé sur plusieurs tubes de sang particulier: 6 tubes citratéz et 1 tube
EDOTA.

Il n"existe aucun risque particulier pour vousdans le cadre de cette étude, hormis les
effetsindésirables habituelz liée d une prise de sang. Il n"est pas nécessaire au coursde cette
étude de réalizer un suivi particulier, ni d'autres prises de sang complémentaires.

L'analyse de la formule sanguine sera réalisée sur automate, I'étude des parameétres
plaguettaires (protéines de surface, capacité d'agrégation, contenu granulaire) sera effectué
a I'aide de techniques spécialisées dizponibles au laboratoire d’hématologie du CHU de
Mantes. Aucune autre analyse biologique, v compris génétique, ne sera réalisée sur ce
prélévement. Votre prélévement sera stocke au laboratoire d’hématologie-hémostase du
CHU de Mantes pendant toute la durée de I'étude, puis sera détruit.

Les résultats des paramétres mesurés ne seront pas communiqueés aux medecins
vous prenanten charge. ll n'y aura donc aucune influence sur votre prise en charge ou bien
votre suivi.

Les donneées issues de ce prelévement seront gnonymisées, afin de respecter la
confidentialité et I'anonymat nécessaire a toute étude de recherche clinigue. Yos données
ne seront consultables que par l'investigateur et =on équipe médicale, des personnes
mandatées par le promoteur et soumises au secret professionnel, et des personnes
mandatées par les autorités sanitaires et judiciaires.

Wous étes libre de refuser de participer, etvous pouvez retirervotre consentement a
tout moment au cours de cette étude sans avoir a le justifier, et sans conséquence sur la
suite de la prise en charge. D'apreés 'article L1121-1 du code de la santé publigue, aucune
recherche ne peut étre pratiquée sur une personne lorsgu’elle s'y est opposée.

La signature de votre consentement ne décharge pas les organisateurs de la
recherche de leurs responsabilités et vous conservez tous vos droits garantis par la loi.
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Annexe 4: Consentement pour la constitution de la bio collection

Information sur la constitution d'une collection d’échantillons

i i i Date
biologiques huma_lns_ pour un programme de recherches o spplication DEUS/2015
ot e intitulé Hémopathies Page 1 sur 2

LERAVERSTAINE T HANT IS

Madame, Monsieur,

Votre prise en charge peut nécessiter des prélévements (prise de sang, biopsies._ ). Aprés avoir &té utilisés
pour votre diagnostic ou votre fraitement, vos échantillons peuvent présenter un intérét pour la recherche. |l
peut s"agir de recherches liges 3 votre pathologie ou 4 d'autres domaines médicaux.

Il va ainsi vous étre proposé de participer au programme de recherches intitulé « Hémopathies » qui
s'intéresse a la biologie des maladies du sang. Vous serez libre d'accepter ou de refuser d'y participer, sans
awvoir a vous justifier.

Pour les besoins de ce programme de recherches et dans la mesure ol il ne comporte que des risques
négligeables, il pourra vous &tre proposé un prélévement de sang supplémentaire.

Ce programme de recherches nécessitera le recusil de certaines de vos données de santg, v compris vos
origines ethniques ou raciales/géographigues, mais seulement si celles-ci présentent un intérét justifie.

Le programme de recherches « Hémopathies » pourra comprendre lexamen de vos caractéristigues
génétiques. Mais cet examen ne constituera pas une consultation de génétique et ne senvira pas 3 adapter
votre prise en charge, ni celle de votre famille. |l ne visera pas & diagnostiquer ou confirmer une maladie
génétiqgue, mais & rechercher les caractéristigues d'un ou plusieurs génes inconnus susceptibles détre 3
['origine d'une maladie.

De maniére générale, les résultats produits par ces recherches n'apporteront pas d'informations pertinentes
pour votre santé en particulier ni celle de votre famille. L'objectif de ce programme de recherches est de
favoriser le développement des connaissances dans le domaine de |a santé. Les résultats des recherches
devront ensuite étre confimés par des études cliniues complémentaires, afin d'aboutir 8 de nouvelles
méthodes de diagnostic, de nouveauyx fraitements médicaux ou chirurgicauy.

Si vous le souhaitez, vous pourrez contacter votre médecin pour &tre informé des résultats globaux de cette
recherche. Bien que cela n'en soit pas 'ohjectif, il peut toutefois amiver que les fravaux de recherche mettent en
&vidence de nouveaux résultats intéressant votre santé. Vous pourrez refuser d'en étre tenule) informé(e).

La réalisation des recherches

Les travaux de recherche seront conduits par les équipes du CHU de Nantes seules, ou en collaboration avec
dautres structures de recherche. Ces équipes pourront &tre publiques (ex - I'Institut National de la Santé et de
la Recherche Médicale - INSERM), privées, industrielles, frangaises ou étrangéres. Des recherches
pourront aussi étre conduites par ces organismes en dehors de toute collaboration avec le CHU de Nantes.
Selon votre choix, le CHU de Nantes poura ainsi transférer gratuitement et de maniére confidentielle, en
France ou a Métranger, vos échantillons et les données de santé associées.

Les recherches du CHU de Nantes sont réalisées dans des conditions sfrictes de confidentialité conformes a la
réglementation. Tous les échantillons et les données associées sont systématiguement codés ou anonymisés.

L'encadrement des recherches
Les programmes de recherches du CHU de Nantes sont déclarés au Ministére en charge de la recherche et
soumis & I'avis favorable du Comité de Protection des Personnes compétent. Le traitement automatisé de vos
données de santé a fait Fobjet de démarches réglementaires auprés de la Commission Nationale
Informatique et Liberté (CNIL).

Votre information et le recueil de votre consentement

La conservation, lufilisation des échantillons et des données médicales collectés et leur éventuelle cession a
des fins scienfifiques nécessitent votre autorisation, en vertu des lois dites de « Bioéthique » et de la loi
« Informatique et liberté = du 6 janvier 1978 modifiée. Vous disposez 3 cet égard d'un droit d'accés,
d'opposition, et de rectification des données enregistrées sur informatique a tout moment, par l'intermédiaire du
médecin.

Vous pouvez poser toutes les questions nécessaires a votre médecin.
Lorsque vous nous aurez fait part de votre décision, vous pourrez changer d'avis a tout moment sans
fque cela ne modifie votre prise en charge et ses conditions.
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Consentement pour la constitution d'une collection
d'échantillons biclogiques humains pour un programme de
recherches intitulé Hémopathies

Date
d'applicabon 06052045
Page 2 sur 2

Le CHU de Nantes réalise un programme de recherches sur les maladies du sang. Son but est d'améliorer les
connaissances sur la biologie de ces maladies. Ces recherches sont réalisées a partir des échantillons
disponibles au cours de votre prise en charge, ou grice a la réalisation d'un prélévement de sang ne
comportant que des risques négligeables. Les recherches pourront &galement comprendre I'examen de vos
caractéristigues génétiques et nécessiteront le recuei de données médicales vous concemant, ¥ compris des
informations dorigine ethnigue ou raciale/gécgraphique si les recherches le jusfifient. Afin de respecter la
reglementation, ces données confidentielles seront codées. Sans votre consentement, vos échantillons seront

détruits et aucun prélévement de sang ne sera réalisé.

Merci diindiguer votre décision en complétant/annotant et signant ce document

Je déclare avoir compris le but et les modalités de ce programme de recherches détaillé dans la lettre d'information
jointe et expliqué par le meédecin

Je soussigné(g), la personne prélevée: O Mme O M.

Mom de famille @ L
MNomde jeune fille -
L= T SR
nefedle t 0 M ML 111

A (lleu de NaISSANCE) & o

precise :

0 &tre majeur et ne bénéficier d'aucune mesure de protection 1&gale (tutelle, curatelle, sauvegarde de justice)
O étre mineur*

O béneficier d'une mesure de protection legale : O Tutelle, A Curatelle, O Sauvegarde de justice

Si vous étes le ou les représentants legaux (pour les mineurs, et personnes protégées par la loi), la personne
de confiance désignée ou un membre de la famille (pour les situations d'urgence), merci dindiguer votre
deécizion en complétant/annotant et signant ce document :

O Mme O M. O Mme O M.
Momdefamille © ... Momdefamille © ...

Momdejeunefille - ... ...
Mefe)le - | WML ML | ||
A (lisu de naissance) & .

Momdejeunefille - ... ...
Mefedle: L M1 ML 1 1 |
A (lisu de NEISSENCE) & e

Je suis libre de refuser ou d'accepter ma participation & ce programme de recherches et & l'utilization des
données associées a mes echantillons. Ma décision n"aura aucun effet sur ma prise en charge medicale.

Merci d'indiquer votre décision en cochant la ou les cases correspondant & votre choix
Jaccepte de faire don de mes échantillons et des données associées codées pour le programme de
recherches « Hemopathies », mené par le CHU de Nantes seul ou avec ses partenaires.
3 Jaccepte ou O je refuse gue mes échantilons et |2z donnéss associées codéss soient ufilisés pour la
recherche en dehors du CHU de Nantes et laissés a l'usage de fiers publics ou privés, en France ou a I'étranger,
dans le respect de la réglementation pour les recherches du programme « Hemopathies ».

d .le ne souhaite pas étre_informele) dans le cas ou les fravaux de recherche metiraient en évidence de
nouveaux résultats intéressant ma santé. Le médecin jugera par ailleurs de l'opportunité de m'en informer.,

Date: ..

Signature des représentants

Signature de la personne prélevée : lgaune -

Signature du medecin

Pour lez mineurs : 5i la mére ou le pére signe =ewl, il 2'engage 3 avoir obfenu I'sccord de F'autre parent

Je dispose dun droit d'accés, d'opposition, et de rectification des données enregistrées sur informatigue 3 fout moment, par lintermédiaire de
MTWON MriSdecn.

Je suis livre de revenir sur ma décision en ke signifiant au secrétaniat de la direction de ks recherche, 5 allée da Mle Glonetie, 44 093 NANTES
cedex 01 ; par téléphone : 02 53 48 23 35 ; ou par e-mail : rderecherche@chu-nantes fr. Préciser dans la demande de retrait de consenternent le
senvice et b2 nom du programime de recherche (fire en haut de page). Ma décision n'aura aucun effet sur ma prise en charge.
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Vu, le Président du Jury,

(tampon et signature)

Professeur Marie-Christine Béné

Vu, le Directeur de Thése,

(tampon et signature)

Docteur Marc Fouassier

Vu, le Doyen de la Faculté,

Professeur Pascale JOLLIET
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NOM : BABUTY PRENOM : ANTOINE

Titre de Theése : Troubles héréditaires des fonctions plaquettaires : évaluation
de l'intérét diagnostique de nouveaux parameétres (Etude PLATOON)

RESUME

L’étude PLATOON est une étude de cohorte monocentrique dont I'objectif
était de préciser les mécanismes physiopathologiques responsables de troubles
héréditaires des fonctions plaquettaires chez vingt patients présentant une
agrégation plaquettaire retrouvée pathologique a deux reprises et sur deux agonistes
plaquettaires. Le score hémorragique de I'|STH-SSC validé dans les thrombopathies
était également réalisé afin d’essayer de mettre en évidence une ou plusieurs
analyse(s) biologique(s) associée(s) a un score hémorragique pathologique.

Les patients présentaient en majorité des anomalies plaquettaires a type de
défaut des voies de signalisation de la protéine Gai, des anomalies mineures, des
anomalies complexes et un patient présentait des anomalies dans les voies de
sécrétion des granules denses. Aucun paramétre d’agrégation plaquettaire ou de
cytométrie en flux n’était associé a un score hémorragique supérieur a la normale. Le
dosage du facteur Il résiduel en revanche était significativement plus élevé dans le
groupe ISTH-BAT pathologique comparé au groupe ISTH-BAT normal.

L’agrégation plaquettaire par agrégométrie optique couplée a la cytométrie en
flux permet d’établir un diagnostic assez précis des anomalies plaquettaires sans
pour autant pouvoir prédire le risque hémorragique des patients atteints de THFP
mineurs. Dans cette population, ce travail est le premier a mettre en évidence
'association entre un score hémorragique pathologique et 'augmentation du facteur

Il résiduel.

MOTS-CLES

Plaquettes ; Agrégation Plaquettaire ; Bleeding Score ; Cytométrie en Flux;
Voies de Signalisation Plaquettaire ; Thrombopathies.
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