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Thrombopathie constitutionnelle avec anomalie
d’exposition des phospholipides membranaires : A

propos d’une famille explorée sur quatre générations

Les thrombopathies englobent un groupe hétérogene de pathologies hémorragiques
parmi lesquelles de nombreux mécanismes physiopathologiques sont impliqués. De
diagnostic parfois difficile, elles doivent étre suspectées devant toute symptomatologie
hémorragique cutanéo-muqueuse.

Dans les années 1990, nous avons diagnostiqué un syndrome de Scott chez plusieurs
membres d'une méme famille en raison de tests de consommation de la prothrombine
anormaux.

Dans les années 2000, on retrouve chez un patient, des anomalies franches des fonctions
plaquettaires en réponse a deux agonistes (analogue du TXA2 et acide arachidonique)
qui nous font évoquer une thrombopathie peut étre associée au syndrome de Scott.
Plusieurs membres de la famille sont revus en 2018 et tous présentent un indice de
consommation de la prothrombine allongé en méthode Parry mais un facteur II résiduel
normal. L’étude par cytométrie en flux retrouve une diminution modérée de la fixation
de 'annexine V chez deux patients trés symptomatiques. Des anomalies des fonctions
plaquettaires sont plus fréquemment observés a partir de la 4¢me génération et en
réponse a plusieurs agonistes (ADP, collagene, acide arachidonique, analogues du TXA2,
adrénaline). Cependant, les profils biologiques différent d’'un patient a l'autre et ne
correlent pas toujours au phénotype hémorragique. Enfin, on retrouve une diminution
de la libération d’ATP par les granules denses chez les patients symptomatiques.

Ces résultats semblent suggérer une anomalie liée a un défaut des voies de signalisation,
de sécrétion des granules ou de flux calcique. L’identification d’'une ou plusieurs
mutations génétiques nous permettrait de mieux comprendre cette thrombopathie.

Mots clés :
Thrombopathies, exposition des phospholipides, syndrome de Scott, hémorragie,
plaquettes



Inherited platelet disease with phospholipid
exposure’s dysfunction: About a family explored

over four generations

Inherited platelet diseases cover a number of hemorrhagic diseases and among them
there are many mechanisms involved. The diagnostic, sometimes complicated, must be

evocated in all mucocutaneous symptomatology.

In the 90’s, we identified a Scott syndrome in several members of a family because of
reduced prothrombin consumption with the Parry’s method.

In the 2000’s, we discovered great platelet’s function abnormality for a patient in
response to two agonists (TXA2’s analog and arachidonic acid). Therefore, this
represents an inherited platelet disease associate to the Scott syndrome.

Several patients are convocated in 2018 and they all have reduced prothrombin
consumption but normal residual serum prothrombin. Annexin-V binding measurement
by flow cytometry showed moderate labelling in two symptomatic patients. Platelet
function defects are mostly observed with the fourth generation in response to several
agonists (ADP, collagen, arachidonic acid, TXA2’s analog, epinephrine). However, the
biologic profiles are different between the patients and are not always correlated with
hemorrhagic phenotype. Finally, we find a reduce ATP release by the dense granules in

symptomatic patients.

Those results appear to be a defect of platelet signaling or granule’s secretion or calcium
flux. The identification of one or several genetic mutations allowed us to understand

better this inherited platelet disease.

Key words:
Inherited platelet disease, phospholipid exposure, Scott syndrome, bleeding, platelet
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1¢re partie : synthese sur les plaquettes et leurs

anomalies de fonctionnement

A. Généralités sur les plaquettes

I. Introduction

Les plaquettes, avec leur taille allant de 2 a 3 um de diametre, représentent les plus
petits éléments figurés du sang. Ce sont des particules anucléées et discoides, issues de
la fragmentation du cytoplasme de grandes cellules de la moelle osseuse appelées
mégacaryocytes. Leur durée de vie varie entre 7 et 10 jours, leur volume moyen de 7 a
12 fl et leur numération de 150 a 400 G/L.

Eléments majeurs de I'hémostase, les plaquettes interviennent dans d’autres processus
physiopathologiques tel que l'inflammation, 'angiogenése ou encore la lutte anti-

infectieuse.

II. Mégacaryopoiese et thrombopoiese

1. Les progeéniteurs

Chez l'adulte, la mégacaryopoiese, ou différenciation des mégacaryocytes, a lieu
essentiellement au sein de la moelle osseuse, mais également au niveau des poumons et
de la rate()). La thrombopoiése, quant a elle, est en partie sanguine et pulmonaire.

La cellule souche hématopoiétique se différencie d’'une part en CFU - GEMM (Colony
Forming Unit Granulocytaire Erythroblastique Mégacaryocytaire et Monocytaire) et
d’autre part en progéniteur lymphoide. Par la suite la CFU - GEMM va se différencier en
progéniteur commun érythroblastique mégacaryocytaire (MEP) sous l'influence de
facteurs de transcription de type GATA-1 et 2, et en CFU - GM (Colony Forming Unit
granulocytaire et monocytaire). Le MEP va ensuite se différencier progéniteur
mégacaryocytaire précoce ou BFU-MK (Burst Forming Unit mégacaryocytaire), et en
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progéniteur érythroblastique précoce ou BFU-E (Burst Forming Unit Erythroblastique).
L’hyperexpression de GATA-2 dans le MEP oriente vers la mégacaryopoiese tandis que
I’hyperexpression de GATA-1 oriente vers I'érythropoiese. Le BFU-MK se différencie
ensuite en progéniteur mégacaryocytaire tardif ou CFU-MK (Colony Forming Unit
Mégacaryocytaire) qui va a son tour se différencier en promégacaryoblaste, ce qui

donnera lieux au cycle cellulaire endomitotique.

2. Le cycle cellulaire endomitotique

Au stade de promégacaryoblaste, le noyau entre en phase S puis M, mais 'anaphase et la
séparation des cellules filles n’a pas lieu. Le nombre des copies des chromosomes
augmente alors par un processus d’endomitoses qui entraine un doublement de
I'information génétique a chaque cycle cellulaire (2(1*X) N ou N correspond au nombre de
cycles d’endomitoses), et peut atteindre 128N de maniere classique et aller jusqu’a 512N
dans certains cas exceptionnels(?). Cette augmentation des copies des chromosomes
s’appelle la polyploidie.

Le promégacaryoblaste posséde un niveau de ploidie faible, 2N a 4N chromosomes. Il va
donner suite au mégacaryoblaste (4N a 8N chromosomes), puis le mégacaryocyte
basophile (16N chromosomes), le mégacaryocyte granuleux (32N a 64N chromosomes)
et enfin le mégacaryocyte mature (128N chromosomes). Les tailles du noyau, ainsi que
du cytoplasme des mégacaryocytes, vont augmenter en parallele de 'augmentation de la
ploidie (figure 1). RUNX1 agit sur la polyploidisation et la formation de proplaquettes en
régulant 'expression de MYH9, MYL9 et MYH10. En parallele, GATA-1 régule d’'une part
la polyploidisation, en régulant I'expression de la cycline D1 (CCND1). D’autre part
'expression du facteur de transcription NFE2 qui régule la formation de la tubuline des
microtubules et est indispensables a la formation des proplaquettes.

Les mégacaryocytes sont localisés au sein de la niche hématopoiétique, puis migrent
vers les sinusoides médullaires. Une fois le stade de mégacaryocyte mature atteint, celui-
ci se colle a la paroi interne des sinusoides médullaires et émet des prolongements
cytoplasmiques dans la lumiere des sinusoides, formant ainsi les proplaquettes qui vont

se fragmenter en plaquettes. Environ 30 % de la thrombopoiese se termine dans le
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torrent circulatoire par fragmentation des proplaquettes et du cytoplasme des

meégacaryocytes matures qui terminent leur vie dans le sang puis dans le lit pulmonaire.

Figure 1 : Différents stades de maturation des mégacaryocytes médullaires colorés au May-Griinwald-Giemsa.
A. Le mégacaryoblaste. B. Le mégacaryocyte basophile. C. Le mégacaryocyte granuleux. D. Le mégacaryocyte
mature, qui est capable de se déformer et de s’allonger pour migrer dans sa totalité a travers la barriéere des
sinusoides dans la circulation sanguine (d’aprés Cramer-Bordé,E EMC Elsevier Masson SAS, Paris, Hématologie,

13-019-A-40, 2008)
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3. Les marqueurs mégacaryocytaires

La microscopie électronique a permis d’identifier le premier marqueur caractérisant les
progéniteurs mégacaryocytaires : la peroxydase plaquettaire. Cette enzyme persiste tout
au long de la différenciation mégacaryocytaire ainsi que dans les plaquettes sanguines,
Elle correspond a une cyclooxygénase du métabolisme des prostaglandines, localisée
dans le réticulum endoplasmique lisse. Par la suite, les cytometres de flux ont permis de
rechercher I'expression des antigenes membranaires et/ou cytoplasmiques grace a de
anticorps monoclonaux spécifiques. La majorité de ces antigénes sont classés en
« clusters of differenciation » ou CD. Les clusters de différenciation sont des
glycoprotéines membranaires, classées selon une nomenclature utilisée pour

l'identification et l'immunophénotypage cellulaire.

Ainsi, les progéniteurs mégacaryocytaires sont caractérisés par l'expression de
marqueurs antigéniques d'immaturité : CD34, CD31 et CD133. L’expression de HLA-DR
(récepteur de surface du complexe majeur d’histocompatibilité de classe II) 3), du CD33
et du CD38 permettent de différencier les BFU-MK, chez les quels ces marqueurs ne
seront pas exprimés, des CFU-MK, chez qui ils seront présents. Le CD117, présent a la
surface des BFU-MK, disparait chez les CFU-MK qui vont exprimer la glycoprotéine IIb
(GPIIb) ou CD41a. Les promégacaryoblastes commencent a perdre I'expression du CD34
tandis qu’ils vont exprimer la GPIIb-Illa ou CD41. Les mégacaryocytes perdent
totalement l'expression du CD34 et expriment, en plus du CD41, le CD42 (GPIb) et le
CD36 (GPVI).

4. Régulation

La thrombopoiétine est le facteur de croissance le plus important de Ia
mégacaryopoiese. Synthétisée essentiellement par le foie, elle agit en se fixant a son
récepteur : c-mpl(#5), afin d’orienter la différenciation des progéniteurs pluripotents vers
la production de BFU-MK, stimuler la croissance des progéniteurs primitifs

multipotents, favoriser la croissance et la différenciation des mégacaryocytes et
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augmenter la production des plaquettes. La thrombopoiétine agit également comme un
facteur de survie des progéniteurs pluripotents mais aussi des progéniteurs érythroides.
c-mpl est un récepteur de type tyrosine kinase. Apres avoir fixé la thrombopoiétine,
celui-ci se dimérise puis va activer par phosphorylation les molécules JAK (Janus kinase)
puis STAT (signal transducers and activators of transcription). Ce dernier, une fois

phosphorylé, va se dimériser afin de pouvoir moduler I'activation transcriptionnelle.

La syntheése de la thrombopoiétine n’est pas influencée par le nombre de plaquettes en
circulation. Cependant, en cas de thrombocytose, la majorité de la thrombopoiétine se
fixe sur le c-mpl des plaquettes, et sera internalisée puis dégradée. Ce phénomene
diminue la quantité de thrombopoiétine libre pour stimuler les mégacaryocytes. A
'inverse, en cas de thrombopénie, une grande quantité de thrombopoiétine est libre afin

de stimuler les mégacaryocytes.

D’autres cytokines permettent également de stimuler les mégacaryocytes. Des
interleukines : IL3, IL8 et IL11, le GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating
factor), le SCF (stem cell factor) et le LIF (leukemia inhibitory factor) orientent la
différenciation des progéniteurs. Le GM-CSF, IL8 et IL11 orientent la différenciation des
CFU-MK. IL11 favorise la différenciation des mégacaryocytes. L’érythropoiétine (EPO)
agit également avec la thrombopoiétine pour orienter les progéniteurs vers la

mégacaryopoiese et agit sur la maturation des mégacaryocytes.

En parallele, les plaquettes produisent des composants permettant d’inhiber la
prolifération et la maturation des progéniteurs et des mégacaryocytes. Ces derniers,
contenus dans les granules alpha plaquettaires, comprennent le platelet derived growth
factor (PDGF), le transforming growth factor beta (TGF ), la f Thromboglobuline ((-
TG), le facteur plaquettaire 4 (FP4) et le connective tissue activating peptide I1I (CTAP
[11).

D’autres molécules sont des inhibiteurs non spécifiques et inhibent également la
croissance d’autres progéniteurs hématopoiétiques. C’est le cas des interférons alpha et

gamma, et le tumor necrosis factor (TNF).
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III. Morphologie et structure

1. La membrane externe

La membrane plaquettaire présente une structure trilaminaire classique. Sa bi-couche

phospholipidique permet de maintenir une couche riche en glycoprotéines (figure 2).

a2p1 GP Ib-I1X

v OO0 v
ORI VA R0
ST

Actin — Vihculin

Figure 2 : Schéma d’une membrane plaquettaire. ABP : filamine ; DRP : Dystrophin related protein; SHPTPI :
src homology domain containig protein tyrosine phosphatase 1,; GAP: p2lras GTPase activating protein (
d’aprés FOX, J.E. et al, Thrombosis and Hemostasis. 86, 198-213 (2001))

a. Les Lipides

Les lipides membranaires sont constitués a 80% de phospholipides. Les
phosphatidylcholine (PC) et sphingomyélines (SM) sont majoritairement situés dans le
feuillet externe, tandis que les phosphatidyléthanolamines (PE), les phosphatidylsérines

(PS) et les phosphatidylinositols (PI) sont majoritairement situés dans le feuillet interne.
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Les lipides membranaires sont répartis de facon asymétrique, les charges négatives
étant essentiellement répartis sur le feuillet interne. Cette répartition est essentielle
pour la physiologie de la coagulation, point que nous aborderons plus tard. La
composition en acides gras des phospholipides est particulierement riche en acide
arachidonique. Ces derniers jouent un réle important lors de I'activation plaquettaire en
participant a la syntheése du thromboxane A2 mais aussi dans la régulation de
I’'hémostase primaire via la syntheése de prostacyclines (figure 3). Enfin, on retrouve
également des lipides neutres, surtout du cholestérol, qui permettent de stabiliser la
membrane plaquettaire. Ces divers lipides constituent une base autour de laquelle se

réalise I'activation des facteurs de la coagulation.
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Figure 3 : Métabolisme de I'acide arachidonique. Le thromboxane A2 est un élément clé de I’activation plaquettaire tandis
que les prostaglandines E2 et 12 sont des inhibiteurs de I’hémostase primaire. AA: Acide arachidonique, COX:
cycloocygénase, PGG2 : prostaglandine G2, PGH2 : prostaglandine H2, PGE2 : prostaglandine E2, PGI2 : prostaglandine 12,
TXA2 : thromboxane A2.
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b. Les récepteurs protéiques

i. Lesintégrines

Les intégrines, ou glycoprotéines (GP), sont des récepteurs d'adhésion cellulaire, c'est-a-
dire des protéines transmembranaires dont I'une des extrémités interagit en général
avec des protéines de la matrice extracellulaire situées a l'extérieur de la cellule, 'autre
extrémité interagissant avec des constituants intracellulaires, notamment des molécules

de signalisation contrélant la migration, la survie, la prolifération et la différenciation .

v PARI &4, TPa, P2Y1 &~

Gplb/V/IX

GpVI

Figure 4 : Principales voies de I'activation plaquettaire.G12/13, Protéine G a sous unité a12/13 ; Gq, Protéine G
sous unité aq ; Gi Protéine G a sous unité ai ; ADP, Adénosine diphosphate; TxA2, thromboxane A2; TP,
récepteur du TxA2; PAR, protease-activated receptor; P2Y1/P2Y12, récepteurs purinergiques; RhoGEF, Rho
guanine nucléotide exchange factor; PLC-8, phospholipaseC-8; PLC-Y, phospholipaseC-Y; PI-3-K,
phosphoinositide-3kinase; Akt, protéine kinase B ; AC, adenylatecyclase; FAK, Focal Adhesion Kinase ; Src,Src
family kinase ; LAT, T lymphocyte adaptator protein Syk, Spleen tyrosine kinase ; Lyn, Lyn tyrosine kinase ; FcR-Y,
Recepteur au Fc gamma ; 14—3-3z protéine 14-3-3 (d’apres Payrastre et al., Hématologie 2014; 20 : 20-35)
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Il existe deux systémes de dénomination permettant de classer les intégrines. Le
premier les classe selon leur structure hétérodimérique. Celle-ci est composée d’une
sous-unité alpha et une sous-unité béta (exemple : GPallbf33). La sous-unité béta définit
la classe des intégrines, tandis que la sous-unité alpha définit le type de ligand qui se fixe
au récepteur. En hémostase primaire, seule deux classe d'intégrines interviennent, les
Béta 1 et les Béta 3 intégrines. Le deuxieme systeme de classement consiste a les classer
selon leur ordre de séparation en gel SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide

gel electrophoresis) (exemple : GPIIblIIa) (figure 4).

Le complexe GPIb-IX-V (GPIb ou CD42) est une sialoglycoprotéine composée de deux

molécules de GPIb (alpha et béta), deux molécules de GPIX et une molécule de GPV. Il en
existe environ 25 000 copies par plaquettes. Elle constitue le récepteur principal du
facteur Von Willebrand (VWF), qui induit I'adhésion des plaquettes au collagéne du
sous-endothélium vasculaire. Les sites de liaison pour le facteur Willebrand sont situés
sur la portion globulaire N-terminale de la GPIb alpha, qui reconnait une autre protéine
adhésive la thrombospondine(®). La formation du complexe GPIb-Facteur Willebrand
active l'acting binding protein, ce qui induit la polymérisation de I'actine du
cytosquelette plaquettaire. La GPIb constitue également un site de fixation pour la

thrombine.

Le complexe GPIIbllla (alIbB3 ou CD41a) constitue le récepteur des protéines adhésives

jouant un role capital dans I'agrégation plaquettaire. On en retrouve environ 80 000 a la
surface des plaquettes, auxquelles s’ajoutent environ 30 000 autres contenues dans les
granules alpha(?). Afin d’étre effectrice, la GPIIbllla a besoin d’étre activée par des
mécanismes dit inside-out car provenant de l'intérieur de la plaquette. Sa structure de
base requiert du calcium et reconnait les protéines ayant une structure composée d’une
succession de trois acides aminés : arginine, glycine, acide aspartique (RGD)(®. Elle va
donc pouvoir se lier au fibrinogene mais aussi au facteur Von Willebrand, a la
fibronectine et a la thrombospondine. A I'état normal, la paquette incorpore divers
composants plasmatiques dans ses granulations, et le complexe GPIIbllla participe au

transport du fibrinogene vers les granules alpha.
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La GPIa (CD49b) est le récepteur pour le collagene, il intervient a la phase initiale de
I'adhésion au sous-endothélium. La GPIla (CD29) forme un complexe avec la GPlc
(CD49e) et constitue le récepteur pour la fibronectine. La GPIla constitue également,

avec la GPId (CD49f), le récepteur de la laminine.

La GPIV (CD36 ou GPIIIb) est le récepteur pour le collagene et la thrombospondine.

La GPVI, associée a la chaine FcyRIla plaquettaire constitue un récepteur pour le

collagéne.

ii. Lesrécepteursa 7 domaines transmembranaires

Composants majeurs de l'activation plaquettaire, ils sont constitués de sept domaines
hydrophobes qui traversent successivement la membrane plaquettaire. Les acides
aminés situés entre ces domaines forment trois boucles sur chaque face de la
membrane. L’extrémité N-terminale et les boucles extracellulaires forment le site de
liaison du ligand. La plupart de ces récepteurs sont couplés aux protéines G. Ces
protéines utilisent 'échange de GTP en GDP pour déclencher ou inhiber la transduction
du signal (Figure 5).

Les récepteurs PAR (protease activated receptor) sont des récepteurs de la thrombine.

Cette derniere, apres fixation au PAR1 et/ou au PAR4, va entrainer le clivage de la région
N-terminale du récepteur et ainsi dévoiler une nouvelle séquence d’acides aminés :
SFFLLRN chez PAR1 et GYPGQV chez PAR4(). Ce nouveau peptide permet de stimuler
directement le récepteur PAR1/4. Son activation va entralner toute une cascade de

réactions permettant I’activation plaquettaire que nous verrons plus tard.

Le récepteur P2Y1, récepteur de ’ADP, est un récepteur couplé a une protéine Gq

(responsable de l'activation de la phospholipase C)(19. Il participe a l'activation

plaquettaire via les mémes voies de signalisation que les récepteurs PAR1/4.
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Le récepteur P2Y12, récepteur a ’ADP, est couplé a une protéine Gi (inhibitrice). Il joue

un role important dans l'activation plaquettaire et permet aussi la sécrétion des

granules alpha(11.

Le récepteur P2X1 fonctionne comme un canal calcique, activé par I'’ATP mais aussi par

des récepteurs couplés a des tyrosines kinases tel FcyRII(12),

Les Récepteurs TPa du thromboxane A2 sont des récepteurs appartenant a la classe des

prostanoides. Ces récepteurs sont couplés a des protéines G de type Gq et Giz/13,
responsables de la mobilisation du calcium intracellulaire et de I'activation de la GTPase

RhoA responsable notamment des phénomeénes contractiles plaquettaires (13),

Thrombine
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Sérotonine Adrénaline
ADP (P2Y,) ADP (P2Y,)
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Figure 5 : Principaux récepteurs plaquettaires et leurs ligands.TXA2 : thromboxane A2 ; FN : fibronectine ; Lam : laminine ;
VN : vitronectine ; FVW : facteur Von Willebrand; PF4 : facteur plaquettaire 4; B-TG: béta thromboglobuline ; 5-HT :
sérotonine (d’aprés Véronique Baccini)
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2. Les systemes membranaires internes

a. Le systeme canaliculaire ouvert

Outre la membrane externe, il existe un systéme canaliculaire connecté a la surface
(ouvert) correspondant a des invaginations profondes de la membrane externe au
travers du cytoplasme, qui permet a la plaquette de disposer d'une surface membranaire
importante en contact avec 'extérieur. Ces invaginations facilitent 'étalement des
plaquettes et fournissent un plus grand nombre de glycoprotéines accessibles en surface

lors de I'activation plaquettaire.

b. Le systeme tubulaire dense

Un systéme de membranes non connecté a la surface, le systéme tubulaire dense,
correspond a du réticulum endoplasmique lisse résiduel du mégacaryocyte. Il contient
les enzymes du métabolisme lipidique comme la peroxydase plaquettaire, mais aussi des
ATPases calcium et magnésium dépendantes pour la régulation du transport calcique

intracellulaire. Il constitue un réservoir de calcium a I'intérieur de la plaquette.

3. Le cytosquelette

Le cytosquelette des plaquettes est essentiellement composé de filaments
cytoplasmiques d’actine, auxquels se lient d’autres protéines comme la myosine, la
vinculine, I'alpha-actinine, la gelsoline, la tropomyosine et I’actin binding protein.

Un réseau de microtubules en périphérie interne permet de maintenir la forme discoide
de la plaquette.

Au cours de I'activation plaquettaire, les protéines du cytosquelette se redistribuent et
les filaments d’actine se réorganisent de facon a s’associer a la myosine. Ainsi la

plaquette émet des filopodes et peut mobiliser le contenu de ses granules.
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4. Les organites cytoplasmiques

a. Les granules alpha

Les granules alpha sont les granules prédominant a I'intérieur des plaquettes a raison de
8 a 10 par plaquette. Synthétisés par les mégacaryocytes, ils présentent plusieurs zones
de contraste en microscopie électronique, résultant de la compartimentation des
protéines stockées(1415). Ces dernieres sont nombreuses et comprennent des facteurs de
la coagulation, des protéines adhésives, des facteurs de croissance, des inhibiteurs de

protéase ou encore des protéoglycans (Tableau 1).

b. Les granules denses

Les granules denses sont appelés ainsi car ils apparaissent denses en microscopie
électronique du fait de leur richesse en calcium(16), On en distingue 4 a 5 par plaquettes.
En plus du calcium, ils contiennent d’autres composés non protéiques comme de la
sérotonine, de I'histamine, des pyrophosphates et des nucléotides (ATP, ADP) (17),
(Tableau 1).

c. Leslysosomes

Les lysosomes renferment de nombreuses enzymes comme la cathepsine, la béta-
hexosaminidase ou I'héparinase (Tableau I). Leur aspect en microscopie électronique est

similaire aux granules alpha.
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d. Les autres organites : microperoxysome, mitochondries et amas

de glycogene

Les plaquettes contiennent d’autres organites tels des microperoxysomes et des
mitochondries. Ces derniers sont des sites essentiels pour I'utilisation du dioxygene. Les
microperoxysomes sont également impliqués dans la métabolisation des acides gras et
des acides aminés. Enfin, de nombreuses particules de glycogene sont observables en

microscopie électronique et constituent une importante réserve énergétique (figure 6).

A Granule ¢ :
Cytosquelette Fg, vWF, TSP, PF4, B-TG
PDGF, TGF-P1, P-Sélectine, CD 154...

Récepteur de |'agrégation .
Glycogeéene

allbp33

Systéeme tubulaire
dense

Mitochondrie

Granules denses :
5-HT, ADP/ATP,Ca®
Systeme
canaliculaire ouvert

Récepteurs de stimulus . IX Récepteur d'adhérence
solubles : thrombine, ADP . IbB
5-HT, épinéphrine... : »

o231 Ibex

Figure 6 : Schéma d’une plaquette (d’aprés A et P Nurden.Journal of Thrombosis and Haemostasis, 2005; 8 : 1773 — 82)
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Tableau | : Contenu des granules plaquettaires

McNicol, A. & Israels, S. J. Platelet dense granules: structure, function and implications for haemostasis.

Thromb. Res. 95, 1-18 (1999).

Granules a Granules
Denses
Albumine Sérotonine
Fibrinogéne ATP
Fibronectine ADP
Vitronectine Calcium
Ostéonectine Pyrophosphate

Facteur Willebrand

Propeptide Willebrand
Thrombospondine

Facteur Plaquettaire 4

I1gG, IgA, IgM

Inhibiteur de la C1 estérase
Plasminogéne

PAI1

Inhibiteur de collagénase dérivé des plaquettes
Kininogéne de haut poids moléculaire
Protéine S

a2-antitrypsine

a2-macroglobuiline

a2-antiplasmine

Multimérine

Platelet Basic Protein
B-Thromboglobuline

HRG (Histidine-Rich Protein)

CTAP3 Connective tissue-activating protein Ill)
NAP2 (Neutrophil-activating protein Il)
PDGF

TGFB

VEGF

Facteur V de la coagulation

Facteur VIl de la coagulation

Lysosomes

Cathepsine D

Cathepsine E
Carboxyeptidase A
Carboxyeptidase B
Proline carboxypeptidase
B-N-acétyl-D-hexosaminidase
B-D-glucuronidase
B-D-galactosidase
a-D-mannosidase
a-L-arabinofuranosidase
a-D-galactosidase
a-L-fucosidase
B-L-fucosidase
B-D-glucosidase
Phoshatase acide
Arylsulphatase
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IV. Lesvoies de signalisation plaquettaire

1. Les protéines G et leurs régulateurs ; signalisation de I’intérieur vers
I’extérieure (inside-out)

Parmi les récepteurs a 7 domaines transmembranaires, certains sont couplés a des
protéines G hétérotrimériques (RCPG). Ces protéines G sont composées de trois sous-
unités: Ga, GB et Gy. La sous-unité Ga lie le GDP ou le GTP et posséde une activité
GTPase(18), Les récepteurs PARis4, P2Y1, les récepteurs du thromboxane A2, les
récepteurs PAF-1 (facteur d’activation plaquettaire), les récepteurs a la vasopressine V1
et les récepteurs a la sérotonine 5SHT2A sont couplés a des protéines Gag. La fixation de
leurs agonistes va entrainer l'activation de la phospholipase Cf2 (PLCB2). Celle-ci
hydrolyse le phosphatidylinositol 4, 5 biphosphate, phospholipide membranaire, ce qui
va donner naissance au diacylglycérol (DAG) et a l'inositol 1, 4 5, triphosphate (IP3)19).
L’'IP3 entraine la libération de calcium par le systéme tubulaire dense qui, avec la
calmoduline, stimule la kinase de la chaine légére de la myosine permettant la
phosphorylation de la myosine. L'IP3 permet aussi 'activation de la voie de CalDAG-
GEF], facteur d’échange GDP/GTP spécifique des petites protéines G : RAP. L’interaction
Rap1-GTP avec RIAM (Rap1-GTP-interacting adaptor molecule) stimule la fixation de la
taline sur les béta intégrines tel GPIIbllla, permettant ainsi son activation(?0), En
parallele, 1a kindline 3 participe a I'activation des béta intégrines en se liant a sa portion
cytoplasmique.

Quant a lui, le DAG stimule la protéine kinase C qui permet d’activer la GPIIbllla. Par
ailleurs, l'augmentation de la concentration intracellulaire de calcium permet
'activation de la phospholipase A2 qui va hydrolyser les phospholipides membranaires
libérant ainsi de I'acide arachidonique Ce dernier, grace a la cyclooxygénase, va produire
deux endoperoxydes, la prostaglandine G2 puis la prostaglandine H2 qui a 'aide de la
thromboxane synthase va donner naissance au thromboxane A2. Ce dernier joue un rdle
majeur dans l'amplification de I'agrégation plaquettaire en se fixant a son récepteur
situé dans la membrane plaquettaire.

Le récepteur P2Y12 quant a lui est couplé a une protéine Gi (inhibitrice), qui, apres
fixation de son agoniste va inhiber I'adénylate cyclase empéchant I'accumulation d’AMP
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cyclique (inhibiteur de l'activation plaquettaire) a l'intérieur de la plaquette. Cette
protéine Gi possede une deuxiéme fonction, celle de stimuler la phosphoinositide 3
kinase béta (PI3KB) qui va entrainer la production de phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate qui active une sérine/thréonine kinase Akt (qui entralne la sécrétion des
granules), ERK2 (Extracellular signal Regulated Kinase-2), Rap1b et mobilise le calcium
intracellulaire. Le récepteur P2Y12 joue un rodle essentiel dans l'amplification de
I'agrégation plaquettaire(21).

Les récepteurs PAR1/4 et TPa du thromboxane A2 sont aussi associés a des protéines
G12/13. Celles-ci activent RhoGEF (Rho guanine nucleotide exchange factor), ce qui va
aboutir a la phosphorylation de la chaine légere de la myosine et ainsi participer au

changement de forme du cytosquelette des plaquettes(22).

Il existe également un systéme de contrdle négatif via le récepteur de la prostaglandine
12, le récepteur de l'adénosine A2a et le récepteur de la prostaglandine D2. Ces
récepteurs sont couplés a une protéine Gas qui stimule I'adénylate cyclase et augmente
donc le taux d’AMP cyclique qui inhibe l'activation plaquettaire par activation de la

protéine kinase A (figure 7).

2. Signalisation de I’extérieur vers I’intérieur (outside-in)

Suite a I'activation de la GPIIbllla, celle-ci va intéragir avec le fibrinogene, ce qui aura
comme conséquences I'activation de nombreuses réponses cellulaires dites outside-in.

Cela aboutit a une deuxiéme vague d’agrégation plaquettaire, la vésiculation
membranaire libérant des microparticules procoagulantes, la réorganisation du
cytosquelette et la rétraction des caillots de fibrine. Trois grandes voies sont mises en
jeux. Celle des MAP kinases, des tyrosines kinases et de la phosphatidylinositol 3 kinase.
Les MAP kinases jouent un réle important dans la prolifération et la différenciation
cellulaire via l'activation des MAP kinase kinase, des Jun kinases et de la P 38 MAP
kinase. La P 38 MAP kinase est essentielle pour I'activation de la phospholipase A2(23),

La phosphorylation sur résidus tyrosine est médiée par trois familles de tyrosines

kinases : Src, Syk et FAK. Elles jouent un réle majeur lors de I'activation plaquettaire et
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semblent jouer un role dans la réorganisation du cytosquelette plaquettaire. La
phosphatidylinositol 3 kinase permet l'activation prolongée de la GPIIbllla et la

stabilisation des agrégats (figure 7).

« Haute affinité et avidité »
Fibrinogéne

Clustering
d’intégrines

Signalisation

inside-out
_._F._—'_._'_'_—"-

actine o
Activation d'allbp3
qui va pouvoir lier Raplb-
le fibrinogéne GDP
Myosine
Réorganisation oo s
‘ Contractilité
du cytosquelette Agrégation
Signalisation « inside-out » Signalisation « outside-in »

Figure 7 : Principales voies de signalisation « inside-out » et « outside-in » de I'intégrine allb83 (Gpliblila).
L’activation des récepteurs membranaires et d’un certain nombre de voies de signalisation en aval va conduire a
un changement conformationnel de lintégrine (signalisation dite inside-out) Ilui permettant de lier le
fibrinogéne ce qui va créer des ponts entre les plaquettes et le phénoméne d’agrégation. Lorsque I'intégrine est
engagée, elle va induire une signalisation dite outside-in qui va mettre en jeu différent acteurs de signalisation
et permettre I'activité contractile des plaquettes, la croissance du thrombus plaquettaire et sa stabilité.
Abréviations : PLC : phospholipase C; PKC : protéine kinase C ; CalDAG-GEF1 : diacylglycerol-regulated guanine-
nucleotide-exchange factor | ; RIAM : Rap1-GTP-Interacting Adaptator Molecule ; FAK : Focal Adhesion kinase ;
SHIP1 : Src homology 2 (SH2) domain-containing inositol 5-phosphatase 1 (d’aprés Payrastre B, et Al,
Hématologie, 2014, 20 : 20-35)
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3. Les sérines/thréonines protéines phosphatases

Les sérines/thréonines protéines phosphatases (PP) contiennent 4 sous-types: PP1,
PP2A, PP2B ou calcineurine et PP2C. Elles permettent 'agrégation plaquettaire en
présence de thrombine, la liaison du fibrinogene la GPIIbllla, la sécrétion des granules

et la synthése des thromboxanes.

4. Les tyrosines phosphatases

Alinverse des sérines/thréonines phosphatases, les tyrosines phosphatases permettent

de limiter I'activation plaquettaire intempestive ou les ramener a un état de repos.

V. Fonctions

Les fonctions plaquettaires sont nombreuses. Elles sont impliquées dans les processus
de lutte anti-infectieuse, d’angiogenese et au cours de l'inflammation. Mais leur role
principal est d’agir comme le pivot central du processus hémostatique, mécanisme
permettant de maintenir le sang a l'intérieur des vaisseaux que l'on appel hémostase

primaire.

1. Fonctions hémostatiques

En temps normal, les plaquettes n'interagissent pas avec l'’endothélium vasculaire.
Cependant, en cas de breche, la matrice extracellulaire du sous-endothélium vasculaire
est exposé et va étre a l'origine d'un processus complexe visant a colmater cette breche.
Ce processus s’appelle 'hémostase, et il est divisé en trois parties : 'hémostase primaire,

la coagulation et la fibrinolyse.
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a. L’hémostase primaire

i. L’adhésion plaquettaire

Le processus initial d’adhésion plaquettaire au sous-endothélium vasculaire est
étroitement lié aux conditions rhéologiques. Ainsi, il dépend de la taille et du type de
vaisseau (artére ou veine), mais aussi de ’hématocrite, car les hématies favorisent le
contact des plaquettes sur les parois du vaisseau (role mécanique). De ce fait, dans les
conditions ou les forces de cisaillement sont faibles (comme dans les veines ou les
grosses arteres), I'adhésion des plaquettes sur la paroi des vaisseaux est principalement
due a leur liaison au collagéne, la fibronectine et a la laminine. Tandis qu’en cas de forces
de cisaillement élevées (petites artéres, microcirculation, athérosclérose, sténose
vasculaire), le réle du facteur Willebrand, liant d’'une part le collagéne sous-endothélial
et d’autre part la GPIb plaquettaire, devient un élément clé de 'adhésion plaquettaire(24),
Le VWF est une glycoprotéine multimérique synthétisée par les cellules endothéliales et
les mégacaryocytes. On en retrouve au sein des granules alpha plaquettaires, des corps
de Weibel Palade, organites de stockage au sein des cellules endothéliales, mais aussi
dans la circulation sanguine, dont le réle est de lier et protéger le facteur VIII. En cas de
bréche vasculaire, le VWF circulant, initialement sous forme globulaire, change de forme
du fait des forces de cisaillement élevées et se lie au collagene du sous-endothélium via
ses domaines Al et A3(2526), Une fois stabilisé, les plaquettes viennent se fixer a son
domaine A1l via la GPIb. Sous forme globulaire, le domaine A1 du VWF est cryptique, et
les plaquettes ne peuvent s’y fixer(27), La GPIb se lie également a la P-Selectine contenue
dans les corps de Weibel Palade et va permettre a la plaquette de rouler a la surface des
cellules endothéliales activées(28). Par la suite via la GPVI et la GPlalla (a2f1), les
plaquettes se lient au collagene du sous-endothélium. La fixation de ces deux
glycoprotéines au collagene va permettre de déclencher des voies de transduction du
signal permettant l'activation plaquettaire. L’étape finale de I'adhésion plaquettaire
nécessite leur activation, augmentant ainsi I'affinité pour leurs ligands des Bétal et
Béta3 intégrines. La GPIIbllla est de loin la plus abondante a la surface des plaquettes,

elle permet de lier le VWF et stabiliser le fibrinogene(29).
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Figure 8 : Schéma de I'adhésion plaquettaire. La fixation des différentes glycoprotéines a leurs ligands déclenche des voies
de signalisation comprenant les Src kinases (Src), Syk et Pl 3-Kinase (PI3K) permettant ainsi I’activation de la phospholipase C
gamma (PLCY) et I'hydrolyse des phospholipides membranaires générant ainsi de I'inositol (1,4,5) triphosphate (IP3).La
fixation de I'IP3 sur son récepteur (IP3R) permet la mobilisation du calcium par le systéme tubulaire dense (DTS). Le calcium
ainsi libéré permet la génération de thromboxane A2 (TXA2), la sécrétion des granules et I'augmentation de I'affinité de la
GPllIbllla pour le VWF et le fibrinogéne (d’aprés Andrew H. Wei et Al,British Journal of Haematology, 2009, 147 : 415-430)

39



La GPIIbIlla constitue un récepteur majeur de l'agrégation plaquettaire. D’autres
intégrines jouent un réle moins certains au cours de I'adhésion plaquettaire. Il s’agit de
I'intégrine VB3 (lie la vitronectine), I'intégrine a5B1 (lie la fibronectine) et I'intégrine

a6fB1 (lie la laminine) (Figure 8).

ii. L’activation plaquettaire

Une fois la plaquette fixée au sous-endothélium, de nombreuses voies de signalisations
se déclenchent permettant I'activation plaquettaire.

La fixation de ligands spécifiques (tel le VWFGB0), le collagene(31), Gas6(2), la
podoplanine®3) ou d’anticorps complexes) sur leurs récepteurs plaquettaires entraine
'activation de Src tyrosine kinases, Fyn et Lyn, permettant la phosphorylation des ITAM
(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) situés sur la chaine de FcRy. Cela va
permettre de recruter la tyrosine kinase Syk et entrainer une cascade de réactions
appelée signalosome aboutissant a I'activation de la phospholipase Cy2 (PLCG2) par
phosphorylation sur résidus tyrosine de son domaine SH2. Cette PLCG2, comme la
PLCB2, va permettre la mobilisation du calcium du systeme tubulaire dense (STD) via
I'IP3 et activer la GPIIbllla grace a I'activation de la PKC. Par ailleurs, la mobilisation du
calcium va permettre l'activation de la phospholipase A2 (PLA2), le changement de
forme du cytosquelette plaquettaire, la sécrétion des granules, I'agrégation plaquettaire
et le réarrangement des phospholipides de la membrane plaquettaire. En effet, au repos,
les phospholipides anioniques, procoagulants, sont situés majoritairement au niveau du
feuillet interne de la membrane plaquettaire. L’organisation des phospholipides
membranaires est assurée par le biais de flipases, qui maintiennent les phospholipides
au niveau du feuillet interne, de flopases, qui maintiennent les phospholipides sur le
feuillet externe et de translocases (figure 9) qui permettent de switcher les
phospholipides du feuillet interne au feuillet externe, et vice versa (« flip-flop ») 4. Lors
de I'activation plaquettaire, les phospholipides anioniques tels les phosphatidylsérines,
vont passer du feuillet interne au feuillet externe, permettant de créer une surface
procoagulante propice a la fixation des facteurs de la coagulation et de leurs cofacteurs

mais aussi a '’émission de microparticules procoagulantes(3536), Ce phénomene de flip
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flop est assurée par une protéine a 8 domaines transmembranaires TMEM16F (ou ANO6

Anoctamin 6) (37:38),

Feuillet
externe

Feuillet
interne

Site de fixation
du Ca2+

Flippase Floppase Translocase

Figure 9 : Transporteurs lipidiques transmembranaires. Les flippases permettent de maintenir les phospholipides au niveau
du feuillet interne de la cellule tandis que les floppases permettent le contraire. Ces derniéres sont ATP-dépendantes et
participent au maintien de I’asymétrie membranaire. En présence de calcium, la translocase permet un transfert
bidirectionnel des phospholipides (d’aprés Robert F.A. Zwaal et Al, Biochimica et Biophysica Acta 2004, 1636 : 119-128)

La mobilisation du calcium, en partenariat avec la P38MAP Kinase, active la PLA2(Z3) qui
dégrade les acides gras membranaires et permet la libération d’acide arachidonique.
Grace a une cyclo-oxygénase (COX 1 dans les plaquettes), 1'acide arachidonique va
donner naissance a la prostaglandine G2 puis H2 qui, grace a la thromboxane synthase,
va produire le thromboxane A2. Ce dernier joue un role tres important dans
I'amplification de l'activation plaquettaire en se fixant a son récepteur
transmembranaire TPa.

Les récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG)
PAR1/s, P2Y1, 5HT2A et V1 sont couplés a une protéine Gaq. Leur activation via la
fixation de leur agoniste permet l'activation de la PLCB2, qui, comme on l'a vu
précédemment permet la mobilisation calcique du STD et l'activation de la GPIIblIla
(figure 10). Les récepteurs PAR1/4 et TPa sont également couplés a une protéine Giz/13.
Sont activation stimule Rho-GEF et mene a la phosphorylation de la chaine 1égere de la
myosine(39),

Le récepteur P2Y12 quant a lui, est couplé a une protéine Gi qui va inhiber I'adénylate
cyclase et activer la PI3 kinase béta qui produit du phosphatidylinositol-3 ,4,5-
triphosphate qui stimule Akt, ERK2, Rap1b et mobilise le calcium du STD*9),
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L’IP3 et 'augmentation du calcium intracytoplasmique permet également I’activation de
la voie CalDAG-GEFI (#142) qui stimule Raplb qui, en se liant a RIAM, permet le

réarrangement du cytosquelette et d’activer la GPIIblIIa, aidé par la taline.

On note également la kindline 3, protéine du cytosquelette plaquettaire, qui permet
'activation de la GPIIblIIIa.

Lors de l'activation plaquettaire, le contenu des granules va étre sécrété, ce qui va
donner lieu a une boucle d’amplification du signal, majorant ainsi I'activation.

Les granules alpha sécretent du VWF de haut poids moléculaire(*3) et du fibrinogéne
renforcant ainsi l'adhésion plaquettaire au sous-endothélium et les interactions
plaquettes-plaquettes. Ils vont également secréter des facteurs de la coagulation et des
inhibiteurs de la fibrinolyse. Enfin, leur membrane contient également des
glycoprotéines GPVI, GPIb et GPIIbllla#4 qui vont fusionner avec la membrane
plaquettaire augmentant ainsi le nombre de récepteurs actifs.

Les granules denses sécretent de 'ADP qui va se fixer au P2Y12 et P2Y1, majorant ces
voies de signalisation. Mais également de la sérotonine qui se lie au 5HTAZ2 et au P2Y1,
de I'ATP qui se fixe a P2X1 et des polyphosphates qui activent le facteur XII et a un effet

pro-inflammatoire et procoagulant(4),
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i. L’agrégation plaquettaire

L’adhésion et I'activation des plaquettes donnent naissance a 'agrégation plaquettaire,
qui va aboutir a la formation d'un thrombus plaquettaire secondaire consolidé par un
réseau de fibrine. Les mécanismes physiologiques vont varier en fonction des forces de
cisaillement.

En cas de forces de cisaillement faibles (<1000 s1), 'agrégation plaquettaire a lieu
uniquement par le biais de la GPIIbIIla. C’est le cas des veinules et des grosses veines. Le
changement de conformation de la GPIIbllla, passant d'une forme pliée a une forme
étendue, va permettre son interaction avec le fibrinogéne (4647), indépendamment du
VWF ou de la fibronectine(48).

En cas de forces de cisaillement comprises en 1000 et 10 000s!, I'agrégation
plaquettaire se fait en deux temps. Lors de la premiere étape, les plaquettes se déplacent
sur le thrombus sous forme discoide non activées et vont se lier entre elles grace a des
fines attaches membranaires (4950). Ces attaches se font grace a la GPIb et la GPIIblIIa via
le VWF et le fibrinogene. Le déplacement plaquettaire est également régulé par l'action
coopérative de la GPIb et la GPIIbllla menant a l'activation réversible de la
GPIIbIIIa(5152), Ces attaches membranaires vont fournir un environnement protecteur
favorisant 'accumulation des agonistes (ADP, thrombine, thromboxane A2) et faciliter
ainsi l'activation, cette-fois irréversible, de la GPIIbllla. Dans un deuxieme temps
I'agrégation devient irréversible (53) via la GPIIbllla qui se fixe au fibrinogene, au VWF et
a la fibronectine.

En cas de forces de cisaillement tres élevés (>10 000s-1), comme dans les sténoses
artérielles(>45%, l'agrégation est indépendante de l'activation plaquettaire, et fait
intervenir le VWF créant une agrégation instable par roulement des plaquettes a la

surface du VWF via la GPIb.
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Figure 10 : Schéma de I'agrégation plaquettaire et des principales voies de signalisations. Les agonistes plaquettaires tel
I’ADP, le TXA2 et la thrombine vont se fixer a leurs récepteurs couplés aux protéines G (P2Y1, P2Y12, TP, PAR1 et PAR4)
amplifiant ainsi I'activation plaquettaire et maintenant la GPIIbllla dans un état d’hyperaffinité pour le VWF et le
fibrinogéne. Le TXA2 et ’ADP couplés a leurs récepteurs entrainent I'activation de la PLC8 et I’hydrolyse des phospholipides
membranaires générant ainsi du I'lP3 et du diacylglycérol (DAG). Cela aboutit a la mobilisation du calcium et I'activation de
la protéine kinase C (PKC).La fixation de I'ADP au P2Y12 inhibe 'adénylate cyclase (AC) et stimule la PI3K permettant
d’activer une GTPase (Raplb) qui intéragit avec RIAM puis se lie a la taline qui, couplée a la kindline, active la GPIIbllla
(d’apres Andrew H. Wei et Al,British Journal of Haematology, 2009, 147 : 415-430)
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ii. Régulation négative

Afin d’éviter les situations d’ischémie, un systeme de régulation négative de I'hémostase
primaire intervient aussi bien lors de 'adhésion que de I'activation et de I'agrégation
plaquettaire. Ces inhibiteurs comprennent I'oxyde nitrique et des prostaglandines. Les
prostacyclines sont classées en 4 types: la PGD2, PGE2, PGF2q et PGl Elles se fixent
chacune a un récepteur spécifique couplé aux protéines G(9). La prostacyclines PGI2 est
synthétisée par conversion de l'acide arachidonique via la COX-2(7) dans les cellules
endothéliales. Cela mene a la stimulation de I'adénylate cyclase et ainsi 'augmentation
de 'AMP cyclique a l'intérieur de la plaquette qui active la protéine kinase A (PKA). La
PKA active le VAsodilator Stimulated Phosphoprotein (VASP) qui entrave les filaments
d’actine empéchant ainsi la réorganisation du cytosquelette(>8). Le VASP permet
également d’inhiber les voies d’activation de la GPIIbllla ainsi que la liaison du

fibrinogene et I'agrégation(>9).

b. La coagulation plasmatique

La coagulation fait suite a 'hémostase primaire et est entiérement dépendante de
I'activation plaquettaire. En effet celle-ci ne peut avoir lieu si la plaquette n’a pas
transloqué ses phospholipides anioniques, initialement situés sur son feuillet interne,
vers son feuillet externe. L’exposition des phospholipides anioniques (majoritairement
la phosphatidylsérine) permet de créer une surface procoagulante permettant aux
différents facteurs de la coagulation de s’y fixer. Les plaquettes participent également au
bon déroulement de la coagulation par le biais de ses granules alpha qui contiennent
différents facteurs de la coagulation (facteur V, VIII, XI, XIII et fibrinogene).

L’élément déclenchant de la coagulation in vivo (voie d’initiation) est I’expression a la
surface des cellules d’'une protéine membranaire appelée facteur tissulaire (FT). Celui-ci
est exprimé par les monocytes et les cellules endothéliales activés mais aussi de facon
permanente par certaines cellules périvasculaires comme les fibroblastes, les myocytes
et les cellules mésenchymateuses. Le FT fixe le facteur VII circulant (proconvertine),

qu'il soit inactif (FVII) ou actif (FVIIa). En effet il existe chez toute personne une petite
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quantité de FVII déja activé. Celui-ci, en présence de FT et de calcium, clive le FVII
complexé au FT créant ainsi un complexe permettant d’activer le facteur X (Stuart). Ce
complexe est appelé prothrombinase, et comprend des phospholipides, du calcium, le
FT, e FVIIa, le FXa et le FVa. Ce dernier a pour but d’activer le facteur II (prothrombine)
en facteur Ila (thrombine) qui va a son tour transformer le fibrinogene en fibrine mais
également activer le facteur VIII (anti hémophilique A), le facteur V (proaccélérine), le
facteur XI (Rosenthal), le facteur XIII et les plaquettes. Ce qui nous méne a la voie
d’amplification. Le complexe FT-FVIla active également le FIX (antihémophilique B) en
FIXa qui, grace a son cofacteur, le FVIIa, et en présence de calcium et de phospholipides,
active le facteur X. Ce complexe activateur du FX est appelé complexe tenase. Les
premieres traces de thrombine vont engendrer plusieurs boucles de rétroaction
positives en activant le FVIII, le FV et le FXI. Ce qui va considérablement augmenter la
génération de thrombine et ainsi consolider le caillot de fibrine, c’est la phase de

propagation (figure 11).
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Figure 11 : Schéma de la coagulation plasmatique in vivo (d’apres Le référentiel des colléges, Hématologie, Elsevier Masson,
P 237)

c¢. Lafibrinolyse

La fibrinolyse est l'ultime processus de 'hémostase permettant de dégrader le caillot de
fibrine, 'empéchant ainsi d’obstruer completement le vaisseau 1ésé. L’acteur majeur de
ce processus est la plasmine qui provient de l'activation du plasminogene par
'activateur tissulaire du plasminogéne (tPA) et I'urokinase. Le facteur Xla, XIla et la
prékallicréine jouent également un role plus modéré dans son activation. Il existe
plusieurs inhibiteurs, le plasminogen activator inhibitor 1 et 2 (PAI-1 PAI-2) qui inhibent

le tPA et l'urokinase, I'alpha 2 antiplasmine et I'alpha 2 macroglobuline qui inhibent
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'activation du plasminogéne et enfin le TAFI (thrombin activatable fibrinolysis inhibitor)
qui inhibe l'action de la plasmine.

Les plaquettes régulent ce processus par le biais du contenu de ses granules. En effet, au
sein des granules alpha on trouve du plasminogene(¢®) mais aussi des inhibiteurs de la
fibrinolyse comme le PAI-1, I'alpha 2 antiplasmine(61), du platelet-C1 inhibitor et des
proteases nexine-1. Les granules denses participent aussi puisqu’ils contiennent des

polyphosphates qui activent le facteur XII.

2. Autres fonctions : défense anti-infectieuse, angiogenese,
tumorigenese, inflammation

En plus de leur réle dans I'hémostase, les plaquettes jouent un réle dans I'immunité
innée puisqu’elles ont la capacité de produire et sécréter divers acteurs anti-infectieux
comme des cytokines et des chemokines(¢2). Les plaquettes peuvent interagir avec les
leucocytes, sécréter des substances pro et anti-inflammatoires et expriment des
récepteurs comme le toll-like receptor (TLR), notamment le TLR 4 qui reconnait les
lipopolysaccharides, présent dans la membrane des bactéries a gram négatif(63). Les
plaquettes participent aussi a la formation de NET (Neutrophil Extracellular Traps) qui
vont piéger les polynucléaires neutrophiles impliqués dans la lutte anti-infectieuse(64).
Les plaquettes sont également impliquées dans la tumorigénese en protégeant les
cellules tumorales du systeme immunitaire notamment vis-a-vis des cellules tueuses NK
(Natural Killer) (6566), Elles favorisent le développement métastatique en facilitant non
seulement I'arrét des cellules tumorales dans la circulation sanguine mais également
leur adhésion a 'endothélium(6?). Les plaquettes représentent une source importante
d’acide lysophosphatidique qui posséde des propriétés similaires aux facteurs de
croissance permettant ainsi de stimuler la survie des cellules tumorales(©8),

Les plaquettes contiennent également une source importante de molécules impliquées
dans I'angiogenese. A l'intérieur de leurs granules plaquettaires on peut trouver des
agents anti-angiogéniques comme le facteur plaquettaire 4(69) et la thrombospondine
1(70) mais aussi des facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF (1), le facteur de

croissance dérivé des plaquettes, le HGF et le bFGF(72),
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B.Les thrombopathies

I. Définition et présentation clinique

Les thrombopathies représentent un groupe tres hétérogéne de pathologies, tant sur le
plan physiopathologique que sur leur sévérité. Alors que certaines thrombopathies,
comme la thrombasthénie de Glanzmann ou le syndrome de Bernard et Soulier sont
aujourd’hui bien identifiées, de nombreuses thrombopathies restent encore méconnues
et nécessitent des moyens complexes afin de pouvoir les identifier(7374). Les
thrombopathies sont majoritairement acquises, secondaires a la prise de médicaments, a
des hémopathies malignes, d'une insuffisance rénale ou d'une insuffisance
hépatocellulaire.

La présentation clinique varie d’'un patient a 'autre. Les anomalies de type purpura,
pétéchies, hémorragie gingivale, ecchymoses, ménorragies, saignement gastro-intestinal
ou épistaxis orientent fortement vers une pathologie de 'hémostase primaire. A la
naissance on peut retrouver des hématomes du scalp ainsi qu’aux points de ponction et,
plus rarement, des hémorragies intra craniennes. Autre point important sur lequel il est
nécessaire d’insister lors de I'interrogatoire est de savoir si le patient a déja subi ou non
des interventions chirurgicales. Le caractere hémorragique de celle-ci oriente également
sur une anomalie de 'hémostase. L’utilisation d'un score s’avere essentiel afin de
préjuger du caractére hémorragique ou non du patient(’s). Le score de I'ISTH
(International Society on Thrombosis and Haemostasis) est un score complet mais long a
réaliser. Celui de Tosetto, plus court, et initialement utilisé pour le diagnostic de la
maladie de Willebrand, permet également de préjuger de la tendance hémorragique ou
non d’'un patient (tableau II). Il est important de souligner qu’a ce jour, aucun score
évaluant la symptomatologie hémorragique n’est validé dans les thrombopathies. Ce qui

contribue a rendre leurs diagnostics peu aisés.
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Tableau Il : Score de Tosetto.

Symptomes -1 0 1 2 3 4
Epistaxis - Aucun ou < 5 > 5 ou plus Cause de Méchage ou Transfusion
que 10’ consultation cautérisation ou traitement
ou antifibrino-  substitutif
lytiques
Cutanés - Aucun >1cmetpas Cause de - -
ou=<1cm de traumatisme consultation
Saignements - Aucun ou < 5 > 5 ou plus Cause de Hémostase Transfusion
prolongés que 5’ consultation chirurgicale ou traitement
de blessures substitutif
légéres
Cavité buccale - Non Aumoins une  Cause de Hémostase Transfusion
consultation chirurgicale ou traitement
ou antifibrino-  substitutif
lytique
Saignement - Non Associé Spontané Hémostase -
gastro- a un ulcere, HT chirurgicale
intestinal portale, ou transfusion,
hémorroides, ou traitement
angiodysplasie substitutif
Extraction Pas de 0 ou pas de Saignement, Cause de Reprise Transfusion
dentaire saignement saignement pas de consultation chirurgicale ou traitement
dans 2 extractions dans 1 consultation ou compression  substitutif
au moins
Chirurgie Pas de saigne- 0 ou pas de Saignement, Cause de Reprise Transfusion
ment dans saignement pas de consultation chirurgicale ou traitement
2 chirurgies dans 1 consultation ou antifibrino-  substitutif
au moins lytiques
Ménorragies - Non Oui ou cause Antifibrino- Dilatation Transfusion
de consultation lytiques & Curetage ou traitement
ou pilule (D&C), substitutif ou
traitement hystérectomie
martial
Hémorragie Pas de saigne- Oou Cause de D&C, traite- Transfusion Hystérectomie
du post-partum ment dans saignement consultation ment martial, ou traitement
au moins dans 1 antifibrino- substitutif
2 délivrances  délivrance lytiques
Hématomes - Aucun Post- Spontanés. Spontanés ou  Spontanés ou
musculaires traumatiques.  Pas de traumatiques,  traumatiques,
Pas de traitement nécessitant nécessitant
traitement un traitement  intervention
substitutif chirurgicale
ou transfusion
Hémarthrose - Aucun Post- Spontanées. Spontanées ou  Spontanées ou
traumatiques.  Pas de traumatiques, traumatiques,
Pas de traitement nécessitant nécessitant
traitement un traitement  intervention
substitutif chirurgicale
ou transfusion
Saignement - Aucun - - Sous-dural, Intra-cérébral,
du SNC intervention intervention
chirurgicale chirurgicale

Initialement décrit pour la maladie de Willebrand, ce score permet de dépister une tendance hémorragique.

Celui-ci est considéré positif s’il est supérieur a 5 chez les femmes et supérieur a 3 chez les hommes.
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II. Lesthrombopathies acquises

La grande majorité des thrombopathies sont d’origine acquise. L'interrogatoire s’avere
alors primordial puisque 'apparition tardive des symptémes oriente vers cette étiologie.
A contrario, I'apparition trés précoce des symptomes, parfois deés la naissance, oriente
vers une thrombopathie d’origine constitutionnelle.

De nombreux médicaments ou aliments peuvent interagir avec les fonctions
plaquettaires (tableau III). C’est pourquoi l'interrogatoire est primordial avant toute
exploration des fonctions plaquettaires. Parmi les hémopathies se sont surtout les
syndromes myéloprolifératifs (thrombocytémie essentielle, polyglobulie de Vaquez,
splénomégalie myéloide chronique et leucémie myéloide chronique), les syndromes
myélodysplasiques, les leucémies aigués et les dysglobulinémies monoclonales.

Les mécanismes physiopathologiques des thrombopathies associées a l'insuffisance
hépatocellulaire et a I'insuffisance rénale sont complexes et impliquent dans les deux cas
I'augmentation du NO et des prostacyclines(76.77),

Durant la CEC, plusieurs mécanismes modifient les fonctions plaquettaires, a
commencer par les anesthésiants, mais aussi le contact des plaquettes au circuit extra-
corporel, le clampage de l'aorte, l'interface entre le sang et l'air, 'hypothermie et les

traitements anticoagulants dont la quantité injectée est massive.
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Tableau lll : Médicaments et aliments pouvant interagir avec les foncions plaquettaires

Anti-inflammatoires

Inhibiteurs de la COX-1: aspirine et toute
réparations  contenant de  l'acide
acétylsalicylique

Anti-inflammatoires non stéroidiens

Antiagrégants plaquettaires

Inhibiteurs des récepteurs plaquettaires

Inhibiteurs de phosphodiestérase

Dipyridamole, Cilostazole

Anticoagulants

De facon indirecte en inhibant Ia
thrombine

Agents cardiovasculaires Bétabloquants, vasodilatateurs,
diurétiques, inhibiteurs calciques

Antibiotiques Beta lactamines, amphotéricine,
hydroxychloroquine, quinine,
nitrofurantoine

Chimiothérapie Asparaginase, vincristine

Psychotropes Antidépresseurs tricyclique, inhibiteurs
spécifiques de la recapture de Ia
sérotonine

Thrombolytiques Urokinase,  streptokinase, activateur
tissulaire du plasminogéne

Autres médicaments Clofibrate, produit de contraste
radiographique

Nourritures et plantes a forte dose

Alcool, caféine, cumin, ail, oignon,
Schweppes, gingembre, ginseng, angélique
de Chine, fenugrec, huile de poisson,
tamarin, curcuma, épilobe, vitamine C et E,
champignons chinois, camomille,
canneberge, sauge rouge, chirette verte,
ginkgo, thé vert,

III. Lesthrombopathies constitutionnelles

1. Défaut d’adhésion plaquettaire

Avec l'arrivée de la biologie moléculaire, de nombreuses mutations responsables de
thrombopathies, plus ou moins associées a des thrombopénies, ont pu étre
identifiées(78). Ces thrombopathies peuvent s’inscrire dans un tableau syndromique ou

bien étre isolées.
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Le syndrome de Bernard-Soulier (BSS) est une pathologie majoritairement
autosomique récessive due a un déficit en GPIb, il associe une macro-thrombopénie et
une thrombopathie, et entralne un défaut d’adhésion de la plaquette au VWF(79),
D’exceptionnels cas de transmission autosomique dominante ont été rapporté(80. Les
manifestations cliniques débutent typiquement dans l'enfance par des épistaxis, des
hémorragies gingivales et un purpura. L’age d’apparition des symptomes est corrélé a la
sévérité de la pathologie. Par la suite on peut observer des ménorragies ainsi que des
hémorragies gastro-intestinales ou génito-urinaires. Les traumatismes et opérations
chirurgicales sont également susceptibles d’induire un saignement pouvant étre
I'origine du diagnostic. La sévérité des symptomes hémorragiques sont extrémement
variables d'un patient a I'autre(81). La GPIb se forme au cours de la mégacaryopoiese
grace a 4 génes: GPIBa, GPIBB, GPV et GPIX(82). A I'heure actuelle, si des mutations
responsables du BSS ont été retrouvées sur les genes GPIBa, GPIBf3 et GPIX(7983), aucune
n’a été découverte dans le gene GPV.

Le pseudo-Willebrand est une thrombopathie due a une mutation sur la GPIba
plaquettaire, la rendant ainsi hyperaffine pour le VWF(®4), 1] est le diagnostic différentiel
de la maladie de Willebrand de type 2 qui elle, se caractérise par une hyperaffinité du
VWEF pour la GPIb plaquettaire.

Les déficits en GPVI et GPIalla sont anecdotiques et de mécanisme physiopathologique

pas tout a fait élucidés a I'’heure actuelle(85.86),

2. Défaut d’interaction plaquettes — plaquettes

Les thrombopathies par défaut d’interaction plaquette - plaquette sont largement
représentées par la Thrombasthénie de Glanzmann. Cette pathologie autosomique
récessive est liée a une anomalie quantitative ou qualitative de la GPIIbIla. Son incidence
est majorée dans les communautés a fort taux de consanguinité comme chez les
manouches, qui présentent pour la plus part la méme mutation « gypsy » sur le géne
ITGA2B, apparue chez un ancétre commun il y a plus de 300 ans(®7). Différents sous-
types existent suivant que le déficit est complet (moins de 5% de complexes a la surface

des plaquettes et absence de fibrinogéne dans les granules alpha, Type I), partiel (5 a
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20% de complexes et présence de fibrinogene dans les granules alpha, Type II) ou
qualitatif (plus de 20% de complexes mais anomalies fonctionnelles).

Le déficit en Kindline (Leukocyte Adhesion Deficiency IIl / LADIII) est une pathologie
autosomique récessive liée a une mutation du gene FERMT3 et alliant déficit
immunitaire, hyperleucocytose, infections non purulentes a répétition et thrombopathie.
En effet, la Kindline est une protéine du cytosquelette permettant l'activation de toutes

les intégrines béta, y compris celles des polynucléaires neutrophiles(88).

3. Défaut de sécrétion des granules

Parmi les thrombopathies liées a un défaut de sécrétion des granules, il faut distinguer
les anomalies des granules alpha de celles des granules denses.

La maladie du pool vide est définie par un déficit en contenu des granules denses qui
peut étre lié a une anomalie quantitative ou qualitative des granules. Cette anomalie
peut étre isolée ou bien associée a d’autres pathologies héréditaires comme le syndrome
de Hermansky-Pudlak (qui associe albinisme, neutropénie, fibrose pulmonaire, colite
granulomateuse et thrombopathie) ou le syndrome de Chediak-Higashi (qui associe
albinisme, hypertrophie hépato-spléno-ganglionnaire, infections cutanéo-respiratoires a
pyogéne, déficit des lymphocytes natural killer et thrombopathie) (89). Les bases
moléculaires sont encore mal élucidées, cependant, un déficit en protéine MRP4
(multidrug-resistant protein 4) a été retrouvé dans de tres rares cas(°0).

Les thrombopathies par défaut de sécrétion des granules alpha sont majoritairement
représentées par le syndrome des plaquettes grises. De transmission le plus souvent
autosomique récessive (mutation du geéne NBEAL2), ce syndrome induit des
saignements modérés a séveres et peut évoluer vers une myélofibrose avec
thrombopénie(®1),

D’autres syndromes tres rares affectant les granules a ont également été décrits.

Le syndrome des plaquettes Québec, se traduit majoritairement par des saignements
post-opératoires retardés et peut s’accompagner d’hématuries et plus rarement de

saignements articulaires. De transmission autosomique dominante (mutation du gene
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PLAU), il est lié a une accumulation de l'urokinase dans les granules a qui conduit a la
protéolyse des protéines intragranulaires(2).

Le syndrome d’arthogrypose-insuffisance rénale-cholestase (ARC syndrome),
comme son nom l'indique se manifeste par une raideur articulaire (arthrogrypose),
d’une insuffisance rénale, d'une cholestase et d'une thrombopathie par déficience en
granules alpha. De transmission autosomique récessive, il est lié a une mutation du gene
VPS33B3).

Le syndrome de Paris-Trousseau (trés proche du syndrome de Jacobsen), associe
retard mental, anomalies cardiaques, dysmorphie craniofaciale, thrombopénie,
dysmégacaryopoiése et des granules o géants parfois observables dans les plaquettes
entrainant un défaut de sécrétion. De transmission autosomique dominante, il est lié a
une délétion du bras long du chromosome 11 incluant le gene FLI1 qui code pour un

facteur de transcription impliqué dans la mégacaryopoiéese(®4.

4. Défaut de transduction du signal

Les thrombopathies affectant la transduction sont nombreuses et de diagnostic souvent
difficile. Toutes les voies peuvent étre touchées, que ce soit les protéines G, les enzymes
de la voie du thromboxane A2, de CalDAG-GEF1, les récepteurs transmembranaires ou
bien la voie des kinases. Ces anomalies peuvent étre isolées ou bien s’associer en
syndrome comme dans le syndrome de Noonan qui allie retard mental, dysmorphie

faciale, petite taille, atteinte cardiaque et thrombopathie.

5. Défaut de la fonction procoagulante des plaquettes

Le syndrome de Scott a été décrit pour la premiere fois par Harvey ]. Weiss en 197905,
chez une jeune patiente de 34 ans qui présentait des hémorragies post opératoires
abondantes, et chez qui tous les tests d’hémostase de premieére intention étaient
normaux. Et pour cause, le syndrome de Scott est une thrombopathie lié a un défaut

d’exposition des phosphatidylsérines (anciennement facteur plaquettaire 3) du feuillet
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interne vers le feuillet externe de la membrane plaquettaire, et a une production
diminuée de microparticules apres activation(®697). Cela entraine donc l'absence de
surface catalytique nécessaire a la fixation des facteurs de la coagulation. Ainsi, les
facteurs vitamine K dépendants ne peuvent se fixer aux plaquettes et ne peuvent
interagir correctement avec les cofacteurs. Par conséquent, I'étude isolée des fonctions
plaquettaires et celle de la coagulation ne présentent aucune anomalie. Afin de dépister
ce syndrome il faut donc étudier I'interaction entre les plaquettes et les facteurs de la
coagulation, a savoir, I'activité procoagulante des plaquettes. On a donc commencé a
doser le facteur II résiduel dans le sérum et a réaliser des tests de consommation de la
prothrombine. En effet, si l'activité procoagulante des plaquettes fonctionne
normalement, la cascade de la coagulation ayant lieu au niveau des phospholipides
plaquettaires, les facteurs de la coagulation sont consommés et son indosables dans le
serum. En cas d’anomalie d’exposition des phospholipides, les facteurs persistent dans le
sérum en quantité importante.

Des techniques plus performantes par cytométrie en flux ont ensuite été mises au point
en étudiant la fixation de 'annexine V aux phosphatidylsérines (PS) ,. Cette technique
permet d’évaluer de facon plus spécifique le degré d’exposition des phospholipides
anioniques via le taux de fixation de l'anticorps apres activation plaquettaire. Afin
d’augmenter l'exposition des PS, les plaquettes sont incubées avec I'ionophore calcique
A23187, qui est une protéine hydrophobe qui va s’insérer a travers la paroi des cellules
et qui fonctionne comme un transporteur calcique, permettant I’entrée massive de
calcium a l'intérieur des cellules.

Cette anomalie de translocation des phospholipides a été décrite aussi bien sur les
plaquettes que sur les globules rouges et les lymphocytes(9899), Et ce n’est qu’en 2010,
qu'une mutation génétique a été découverte sur le gene codant pour une protéine
transmembranaire (ANO6 ou TMEM16F), impliquée dans le processus de flip-flop des
phospholipides membranaires(38100), Cette protéine a 8 domaines transmembranaires,
apres activation par le calcium, permet le transfert bidirectionnel des phospholipides
ainsi que la sécrétion d’ions chlorures via la création d’une cavité hydrophilie (figure

12).
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Figure 12 : Aspect schématique de la fonction translocase et canal ionique d’ANO6 (d’apres OH UP, flugers Arch 2016, 468 :
443-53)

Le syndrome de Scott est donc une maladie génétique a transmission autosomique
récessive. Sa prévalence est favorisée par les unions consanguines.
Le désordre hémorragique associé au syndrome de Scott confirme le caractére essentiel

des phospholipides anioniques normalement exposés apres stimulation plaquettaire.

C. Méthodes d’exploration des thrombopathies

I. Les tests de routine et de dépistage

1. Hémogramme

L’hémogramme automatisé est un examen indispensable au diagnostic de
thrombopathie. Il permet, par variation d'impédance, de compter les plaquettes ainsi
que d’apprécier leur volume. En effet, certaines thrombopathies peuvent s’accompagner
d’'une thrombopénie, c’est le cas du syndrome de Bernard et Soulier ou du syndrome des

plaquettes grises. Par ailleurs, le volume plaquettaire moyen est d’'une grande aide au
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diagnostic quand on sait que certaines thrombopathies s’accompagnent d'une

modification du volume plaquettaire(74).

2. Frottis sanguin

Si ’hémogramme peut apprécier le nombre et le volume plaquettaire, il ne peut a 'heure
actuelle nous renseigner sur leur morphologie. Le frottis sanguin est de réalisation
simple, 'automate prend une goutte de sang sur tube EDTA qu'il étale afin d’étre colorée
grace au May-Griinwald Giemsa (MGG). Il permet de compter les plaquettes de volume
augmenté ou diminué et d’apprécier la présence ou non des granules a. En cas de
thrombopénie il permet d’éliminer la présence d’agrégats plaquettaire ou de satellitisme
autour des polynucléaires neutrophiles. Enfin certains éléments peuvent orienter le
diagnostic comme la présence d’inclusion bleutée dans les leucocytes ou la présence de

dysplasie sur les autres lignées.

3. Bilan d’hémostase standard

Le bilan d’hémostase standard comprend un temps de Quick (ou taux de prothrombine
TP), un temps de céphaline avec activateur (TCA) et le dosage fonctionnel du
fibrinogéne. Le TP est un temps de coagulation d’'un plasma citraté, déplaquetté,
recalcifié en présence de Thromboplastine, qui correspond a un mélange de
phopholipides et de facteur tissulaire, et d'un inhibiteur d’héparine. Par conséquent il
est dépendant du facteur II, V, VII, X et du fibrinogene. Le TCA est un temps de
coagulation d'un plasma citraté, déplaquetté, recalcifié en présence de céphaline (qui
correspond a de la phosphatidyléthanolamine) et d’'un activateur de la phase contacte
(silice, kaolin, acide ellagique ...), il est dépendant des facteurs II, V, VIII, IX, X, XI et du
fibrinogene. 11 est également sensible aux traitements anticoagulants et aux
anticoagulants circulants de type lupique. Le dosage fonctionnel du fibrinogéne peut
étre dosé par la méthode de Von Clauss qui consiste a ajouter au plasma citraté
déplaquetté de la thrombine en exces, ainsi le temps de coagulation mesuré est

proportionnel au fibrinogene.
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Ce bilan d’hémostase est indispensable afin d’éliminer une autre coagulopathie
potentiellement responsable de la symptomatologie et notamment les coagulopathies de

consommation responsables de thrombopénie.

4. Etude du facteur Willebrand

Sur le plan clinique, la maladie de Willebrand est également responsable d’hémorragies
cutanéo-muqueuses puisqu'’il est impliqué dans ’hémostase primaire . Une anomalie ou
un déficit en VWF doit donc étre éliminé avant de rechercher une thrombopathie.

Deux examens simples sont a réaliser en premieére intention, il s’agit des mesures de
'activité cofacteur de la ristocétine et de I'antigéne Willebrand. L’activité cofacteur de la
ristocétine explore la capacité du VWF a se fixer sur des plaquettes en présence de
ristocétine. Il est le reflet de I'activité du VWF. La ristocétine est un antibiotique dont
I'une des propriétés est de modifier les charges électrostatiques du VWF lui permettant
ainsi de se fixer aux plaquettes. Cette capacité lui a valu d’étre retiré du marché car
pourvoyeuse de thrombopénies. L’antigene quant a lui est le reflet de la quantité de

protéine en circulation.

5. Temps d’occlusion plaquettaire et temps de saignement

Le temps d’occlusion plaquettaire (TOP) ou PFA® pour Platelet Function Analyzer,

correspond au temps d’occlusion d’'une membrane de nitrocellulose dans des conditions
ou les forces de cisaillement sont élevées et en présence de collagéne et d’agonistes
plaquettaire qui sont I’épinéphrine ou I’'ADP. Si ce test a une bonne valeur prédictive
négative pour éliminer une maladie de Willebrand(1%1), il manque totalement de
sensibilité et de spécificité en ce qui concerne les thrombopathies. Il n’est de ce fait pas
recommandé de le réaliser dans ces situations(102-104),

Le temps de saignement est un test ancien, longtemps utilisé puis abandonné du fait de
sa faible reproductibilité. I1 est a noter cependant, que, réalis¢é dans de bonnes
conditions, par du personnel expérimenté, celui-ci est un test intéressant permettant
d’explorer I'hémostase primaire dans sa globalité. Il consiste a effectuer, sous une

pression de 40 mm de mercure, maintenue a l'aide d’'un brassard a tension, soit une
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incision horizontale a la face antérieure du tiers supérieur de I'avant-bras, a I'aide d’'un
dispositif a usage unique (incision de 5 a 8 mm de longueur) (Ivy-incision),

Dans tous les cas, il nécessite une désinfection préalable de la peau. Le chronomeétre est
déclenché immédiatement apres l'incision. Le sang est recueilli sur du papier filtre
toutes les 30 secondes jusqu’a 'arrét du saignement. Les valeurs usuelles pour ce test

sont de 4 a 8 minutes.

II. Les tests spécialisés de confirmation

1. Tests fonctionnels d’agrégation

Les tests fonctionnels d’agrégation plaquettaire ont été développés en 1962 par Born et
O’Brien et sont considérés comme le gold standard pour le diagnostic des
thrombopathies. Cependant, leur réalisation et leur interprétation sont complexes et se
heurtent a I'exigence des conditions pré-analytiques et analytiques(105), En effet, afin de
réaliser cet examen dans les meilleures conditions, il est demandé aux patients d’étre au
repos pendant quelques minutes, ne pas fumer 30 minutes avant, ne pas boire de café 2
heures avant, d’arréter les traitements ayant une activité réversible sur les plaquettes
(Anti Inflammatoire Non Stéroidiens AINS) 3 jours avant, d’arréter les traitements avec
une action irréversible sur les plaquettes (aspirine, thiénopyridines) 10 jours avant et
d’étre a jeun. En plus de cela, le recueil de I’échantillon est lui aussi tres standardisé afin
de limiter au maximum l'activation plaquettaire lors du prélevement. Enfin, pour chaque
technique, un échantillon doit étre prélevé sur un donneur sain respectant les mémes
conditions pré-analytiques. Il est a noter aussi que cette technique requiert une quantité
importante de sang et donc tres difficile a réaliser chez les enfants. L‘agrégometre est un
photometre, constitué d’'une source lumineuse avec un socle, pouvant recevoir plusieurs
cuvettes couplées a un agitateur magnétique permettant de maintenir les plaquettes en
suspension. Celles-ci sont maintenues a 37°C grace a un bloc thermostaté. Le principe
du test est basé sur une mesure photométrique de I'éclaircissement d'un plasma riche en
plaquettes (PRP), faisant suite au phénomene d’agrégation plaquettaire induite par

différents agonistes(105106), Une fois les plaquettes agrégées, elles vont tomber au fond
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de la cuvette, et la variation du faisceau lumineux est analysée grace a un ordinateur
(figure 13).

Il existe différents modes d’expression des résultats, le plus usuel étant le pourcentage
d’agrégation maximale apres 6 minutes d’incubation du PRP avec 'agoniste (figure 14).
Ces tests sont essentiels mais souffrent du fait qu'’ils ne sont pas réalisables si le compte
de plaquettes en PRP est trop bas et sont peu sensibles aux thrombopathies modérées.
Une alternative est 'agrégométrie par impédance, réalisable sur sang total. Cependant
cette technique nécessite encore quelques mises au point afin d'étre réalisé en

routine(107),

Figure 13: Principe de l'agrégométrie par variation de la transmission lumineuse. 1- Source lumineuse
polychromatique ; 2- Filtre monochromatique ; 3- Faisceau monochromatique ; 4- Cuve contenant du PRP ; 5-
Barreau métallique ; 6- Moteur rotatif 1 100 tours/min; 7- Lumiere transmise ; 8- Diode photoélectrique ; 9-
Enregistreur (d’aprés El Alamy I, Annales de biologie clinique, 2013, 71 : 47-57))
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6 min

3 min

Figure 14 : Tracé d’un test d’agrégation plaquettaire. Exemple d’un test d’agrégation plaquettaire réalisé en

PRP avec le collagéne 2 ug/mL comme agoniste (A). Les principaux modes d’expression du résultat sont : le
temps de latence (L), I'agrégation a 3 minutes, a 6 minutes et I'agrégation maximale. Il est également possible

de calculer la vélocité initiale et I'aire sous la courbe (d’aprés Gaussem P, Thérapie, 2006, 61 (5) : 395 — 400)

2. Cytométrie en flux
La cytométrie en flux (CMF) est une technique de caractérisation quantitative et
qualitative de particules en suspension dans un liquide. Elle consiste a analyser les
signaux optiques ou physiques émis par les cellules coupant le faisceau lumineux d’un
laser. Les signaux mesurés sont relatifs, d’'une part, aux propriétés optiques intrinseques
des cellules analysées (volume, taille, structure), et d’autre part, aux propriétés optiques
induites par la fluorescence obtenue via le marquage par des anticorps spécifiques. Ces
signaux sont collectés par des photomultiplicateurs, amplifiés, numérisés, traités et

stockés par un ordinateur. Ce procédé d’analyse individuelle (cellule par cellule) peut
s'effectuer a la vitesse de plusieurs milliers d’événements par seconde. L’ordinateur
62



calcule les données associées aux distributions des parametres mesurés et les
représente sous la forme d’histogrammes (1 parametre) ou de cytogrammes (2
parametres) sur une ou plusieurs populations dont les propriétés cellulaires sont ainsi
évaluées. En ce qui concerne les plaquettes, leur étude peut se faire aussi bien au repos
qu’activé en rajoutant des agonistes comme le TRAP ou I’ADP. Son intérét est majeur en
ce qui concerne le diagnostic des thrombopathies liées a des anomalies touchant les
glycoprotéines plaquettaires comme la thrombasthénie de Glanzmann ou le syndrome
de Bernard et Soulier. Elle y voit aussi son intérét dans le diagnostic du syndrome de
Scott grace au marquage de la phosphatidylsérine par 'annexine V apres activation des
plaquettes par du ionophore calcique(1%8) (figure 15), dans I’'études des granules denses

via la mépacrine ou bien encore I'étude des flux calciques(109),
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Figure 15 : Etude de la fixation d’annexine-V a la surface des plaquettes par cytométrie en flux.. (A) Les plaquettes sont
isolées des autres cellules par leur marqueur spécifique (CD41) couplé a un fluorochrome qu’est la phyoerythrin (PE-CD41).
La fixation du fluorescein isothiocyanate (FITC)-Annexine V a été analysé sur cette population PE-CD41+. (B) Les rectangles
noires représentent le pourcentage de fixation de I'annexine V sur des plaquettes au repos. Les rectangles gris représentent

le pourcentage de fixation de I'annexine V sur des plaquettes activées par le biais du ionophore calcique A23187. Le contréle
représente un témoin sain tandis que les patients 1 et 2 sont atteints du syndrome de Scott (d’apres Halliez M, et Al, British
Journal of Haematology, 2015, 171 : 277-292)

3. Dosage du contenu des granules

Plusieurs composants granulaires peuvent étre dosés, pour cela il est nécessaire que la
plaquette s’active et libere le contenu de ses granules. Cela peut étre réalisé en faisant un
dosage comparatif entre plasma et sérum ou bien apres congélation des plaquettes, qui

va les faire éclater, libérant ainsi tout le contenu de ses granules.
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4. Microscopie électronique

La microscopie électronique permet de faire des coupes ultrastructurales des plaquettes
apres les avoir fixés en résine Epoxy. Elle permet donc d’observer les organites, le

cytosquelette et les membranes plaquettaires(19 (figure 16).

Figure 16 : Ultrastructure de plaquette en microscopie électronique a transmission. Les plaquettes sont lavées
en tampon Sérensen, fiées par glutaraldéhyde et incluses en résine de polyépoxydes. (Mit : Mitochondreis ;
SCO : Systeme canaliculaire ouvert; Gly: Glycogéne; o : granules a; &: Granules 6 en « ceil de taureau »
(d’apres Fiore, M et Al, Hématologie 2017, 23 : 243-54)

5. Biologie moléculaire

Le diagnostic des thrombopathies, tres souvent complexe, a vu ses performances
décuplées depuis le développement de la biologie moléculaire. En fonction du phénotype
et des résultats des tests de premiere et deuxieme intention, la biologie moléculaire peut
s’'utiliser de deux fagons, la premiere est la recherche ciblée d’'une mutation, comme
dans la thrombasthénie de Glanzmann en cas de tests fonctionnels caractéristiques. La
deuxieme est la recherche de plusieurs variants rares par technique de séquencage haut

débit, réservé aux situations ou une thrombopathie est suspectée mais qu’aucun des
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tests ne permet de faire un diagnostic formel(111). Cette démarche sera
préferentiellement appliquée sur les anomalies plaquettaires franches avec un caractere
familiale et dans lequel plusieurs memebres de la famille, symptiomatiques et

asymptomatiques, peuvent étre analysés.

6. Tests immunologiques

Les tests immunologiques permettent de recherche des auto ou des allo-anticorps
dirigés contre le plaquettes. Leur importance est majeure dans le diagnostic de
thrombopénie induite a I'héparine (TIH) mais aussi dans les situations d’allo
immunisation suite aux transfusions itératives de concentrés plaquettaires chez les

patients présentant un déficit en glycoprotéine plaquettaire.

7. Autres tests

D’autres tests peuvent étre utilisés dans certaines situations spécifiques. On peut citer le
dosage du facteur II résiduel. Ce test consiste a prélever un échantillon dans un tube
de sang dépourvu d’anticoagulant, permettant ainsi de récupérer le sérum normalement
dépourvu des facteurs de la coagulation. Sur ce sérum, on dosera donc le taux de facteur
II résiduel. En temps normal, comme le tube n’est pas anticoagulé, il ne restera
quasiment plus de facteur II dans le sérum. Ce test permet de dépister des anomalies
d’exposition des phospholipides, dont la principale étiologie est le syndrome de Scott. En
effet, dans ce cas-la, les facteurs de la coagulation ne peuvent se fixer a la surface des

plaquettes et vont donc rester dans le sérum.

Un autre test que I'on peut citer est le test de consommation de la prothrombine,
réalisé selon deux méthodes, celle sur sérum et celle de Parry. La méthode sur sérum
consiste a mesurer un temps de coagulation en présence de fibrinogéne et de
thromboplastine (mélange de facteur tissulaire et de phospholipides). Ce temps sera
raccourci en cas d’anomalie d’exposition des phospholipides puisque les facteurs de la
coagulation ne se seront pas fixés au clou plaquettaire. La méthode de Parry s’effectue

en deux étapes(112), La premiere étape consiste a mélanger cette fois-ci le plasma du
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patient avec de la néoplastine. Aprés 1 minutes, on retire le caillot formé et on mélange
ce qui reste avec du fibrinogéne et on mesure le temps de coagulation. La deuxiéme
étape se déroule sur sérum et se rapproche de la méthode de Nantes. L’objectif étant de
faire un rapport du temps de coagulation sur plasma par rapport au temps de
coagulation sur sérum. En cas d’anomalie d’exposition des phospholipides, celui-ci sera
allongé.

Ces tests ont I'avantage d’étre peu coliteux et réalisables dans n'importe quel centre. Ils
restent néanmoins des tests de dépistage et peu reproductibles. En cas d’anomalie il ne

faut surtout pas hésiter a les refaire, et les confirmer par cytométrie en flux.

Il existe également des tests dit « prothrombinases » qui consistent a étudier la capacité
des cellules a transformer la prothromine en thrombine. Ces tests sont étroitement liés a
la capacité d’exposition des phospholipides anioniques des cellules sur leur versant

externe. La méthodologie sera abordée plus bas.
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2¢éme partie : travaux de recherche pour la
caractérisation d'une thrombopathie familiale au

CHRU de Tours

A.Présentation de la famille B/D

I. Présentation clinique

Nous suivons au centre régional de traitement de ’hémophilie (CRTH) de Tours une

famille présentant une symptomatologie hémorragique sur 4 générations (figure 17).
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Figure 17 : Arbre généalogique de la famille étudiée. Les ronds représentent les femmes, les carrés les hommes. Les patients
asymptomatiques sont représentés en vert, le jaune caractérise les patients ayant une symptomatologie hémorragique
modérée et le rouge les patients tres symptomatiques. Les formes non remplies sont pour les patients décédés.

4 BB
03/12/1988

Le propositus, CB 111:2, une femme née en 1958, nous a été adressée pour la premiere

fois en 1994 puisqu’elle présentait une symptomatologie hémorragique depuis
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I'enfance. Cette symptomatologie était marquée par des ménorragies, des épistaxis
répétés ainsi que des ecchymoses et parfois des hématomes pour des chocs minimes.
Plusieurs opérations chirurgicales ont été tres hémorragiques et ont nécessité des
transfusions de culots globulaires. Des tonsillectomies ont nécessité une ré-
hospitalisation a J8 et a J15 de I'opération en raison de complications hémorragique. Une
cholécystectomie s’est compliquée d’'un hématome de paroi, et des gingivorragies ont
été observées 4 jours apres des avulsions dentaires ayant nécessité la pose d’'une mini
gouttiere de compression. De plus la patiente a subi une ligature des trompes de
Fallope en raison de ménorragies importantes.

Cependant, la patiente a eu 4 enfants et les accouchements n’ont pas engendrés
d’hémorragie du post partum.

Alinterrogatoire, le caractére familial de ces saignements apparait comme une évidence
puisque I'on retrouve des notions de saignements chez sa grand-mére maternelle, sa
mere, un oncle et une tante maternelle, un de ses trois fréres et deux de ses 4 enfants.
Les saignements sont d’intensités variables d'un membre a I'autre de la famille et
concernent aussi bien les garcons que les filles, laissant présumer une anomalie

génétique de transmission autosomique dominante.

La mere du propositus,MTD 11:2, présentait a 'époque une symptomatologie
hémorragique marquée avec une facilité a faire des ecchymoses et des hématomes ainsi
que des ménorragies invalidantes. Ces ménorragies ont par ailleurs nécessité plusieurs
transfusions de culots globulaires, et finalement, une hystérectomie avec annexectomie
qui a également due étre encadré par des transfusions. Cette patiente, a également subit
plusieurs interventions chirurgicales de type appendicectomie, tonsillectomies,
chirurgie des osselets de I'oreille ainsi que plusieurs avulsions dentaires. Toutes ces
chirurgies se sont compliquées d’hémorragies importantes pour lesquelles des
transfusions sanguines ont été nécessaires. Contrairement a sa fille, la patiente a eu 4
grossesses avec 4 accouchements par voie basse mais avec des hémorragies du post-
partum apres chaque accouchement. L’anesthésie péridurale n’a jamais été réalisée.

MT patiente est actuellement agée de 79 ans et s’avere étre trés peu symptomatique au

quotidien.
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La meére du propositus avait 1 grand frere GC II:1 (décédé il y a quelques années dans un
contexte de cirrhose éthylique) qui a présentait des saignements importants apres des
extractions dentaires mais a eu une appendicectomie sans probleme hémorragique. Ses
neufs enfants ne manifestaient a 1'époque aucune symptomatologie hémorragique.
Monsieur GC a également deux petites sceurs dont une, MB, ne présente aucun probléme
de saignement tandis que |B rapportent des saignements lors de certaines opérations
comme |’ablation d’une 1ésion du cuir chevelu ou la pose d’'une chambre implantable lors
d’'un cancer du sein. Curieusement, d’autres opérations, comme une thyroidectomie ou
une hystérectomie se sont parfaitement déroulées. Madame ]B signale par ailleurs
présenter des ecchymoses et des hématomes pour des chocs minimes ainsi que des
ménorragies. Ses trois enfants ne rapportent aucun probléme de saignement.

Madame CB, I1I:2 a 3 freres, deux ne présentent aucune symptomatologie hémorragique
(III:3 et 111:4) (plusieurs chirurgies sans aucune complications), tandis que le troisieme
DD (III:1) semble avoir une discréte tendance au saignement. En effet, a I'époque il a été
noté des saignements modérés lors des tonsillectomies et des avulsions dentaires avec
quelques épisodes de gingivorragies. Aujourd’hui le se plaint que de rares gingivorragies
dans un contexte de gingivite et rapporte plusieurs opérations chirurgicales sans
complications post-opératoires.

Parmi les enfants de la patiente IIl:2, deux ne présentent aucune symptomatologie
hémorragique (IV:1 et IV:2), tandis que les deux autres (IV:3 et IV:4) semblent avoir
hérité du méme probleme que leur mere.

Le patient IV:3 (fils du propositus) a eu de nombreuses épistaxis pendant I’enfance pour
lesquelles il a bénéficié d’'une cautérisation a I'age de 17 ans, a la suite de laquelle il ne
présente plus de saignement a ce niveau-la. Il a subi plusieurs avulsions dentaires dont
une s’est avérée étre un peu plus hémorragique que les autres. A ce jour il se plaint
essentiellement de saignements prolongés apres des coupures, mais aussi d’ecchymoses
pour des chocs minimes, rarement spontanés avec parfois des hématomes, ainsi que des
gingivorragies spontanées pouvant durer plusieurs jours et survenant en moyenne une
fois par semaine. Cet homme agé de 38 ans a 2 filles dont une (V:2) présente une

tendance a faire des ecchymoses et des hématomes facilement.
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Le dernier membre de la famille, un homme de 29 ans, BB 1V:4, fils du propositus, a été
vu pour la derniere fois en 2006. A cette époque il rapportait quelques hématomes des
membres inférieurs vers 1'age de 2 ans, des épistaxis dans I'enfance et une difficulté a
cicatriser a la suite d’'un accident de moto puis a un accident de karting. Ce patient a été

opéré d'une hernie inguinale sans suite hémorragique.

II. Examens d’hémostase réalisés afin de caractériser la

pathologie hémorragique de la famille B/D

1. Numération formule sanguine

Le sang total des patients a été collecté sur tube EDTA (BD Vacutainer®) et analysé par
un automate UniCel DxH 800 (Beckman Coulter). Un des modules, le DxH 800 SMS,
permet d’étaler le sang sur des lames et de les colorer au RAL, qui est une variante du

MGG (May-Griinwald Giemsa).

2. Tests standards d’hémostase

Le temps de QUICK, TCA, fibrinogene, le dosage des facteurs de la coagulation VIII, IX, XI
et le temps de thrombine sont réalisés sur plasma, collecté sur tubes citratés 0,109 M
(BD Vacutainer®) et analysés par un automate STA R Max (Diagnostic Stago). Ces tests
sont basés sur un principe de détection viscosimétrique (mécanique) de la formation du
caillot. Le plasma est placé dans une petite cupule avec une bille et différents réactifs qui
vont varier en fonction de I'analyse souhaitée. Le chronometre se déclenche et s’arréte
une fois la bille immobilisée par la formation du caillot. Le TCA est exprimé en ratio
temps patient sur temps témoin, le fibrinogene et les facteurs VIII, IX et XI sont exprimés
en pourcentage grace a une droite d’étalonnage spécifique a chaque test et le temps de

QUICK est exprimé en pourcentage grace a la droite de Thivolle.

71



3. Facteur Il résiduel

Le sérum des patients est obtenu sur tube sec (BD Vacutainer®). Apres incubation
pendant 4 heures a 37°C, le facteur II est dosé en gamme fine sur le STA R Max
(Diagnostic Stago). Le résultat est considéré normal si le taux de facteur II résiduel est

inférieur a 15%.

4. Indice de consommation de la prothrombine (ICP)

L’ICP a été réalisé comme décrit par Parry et al(112) en 1979. Le sérum du patient a été
obtenu sur tube sec (BD Vacutainer ®). Apres 4 heures d’incubation a 37°C, 50 ul de
sérum sont mélangés avec 100 pl de thromboplastine calcique. Apreés 60 secondes
d’incubation, 25 pl de ce mélange sont ajoutés a 100 pl de fibrinogene (origine bovine,
Hyphen Biomed a 4 g/1) puis le temps de coagulation est mesuré. Cette méme procédure
est répétée avec le plasma du patient prélevé sur tube citrate 0,109 M (BD Vacutainer
®). 75 pl de plasma sont incubés avec 100 ul de thromboplastine, aprés 60 secondes le
caillot formé est retiré. Par la suite, 25 pl du mélange restant sont additionnés a 100 pl
de fibrinogéne (origine bovine, Hyphen Biomed a 4 g/l) et le temps de coagulation est
mesuré.

Les résultats sont rendus par le ratio du temps plasma sur le temps sérum multiplié par

100. Ils sont considérés normaux si le ratio est inférieur a 20%.

5. Test d’exposition des phospholipides dit « prothrombinase »

Le sang des patients a été collecté sur tubes ACD (BD Vacutainer). Les globules rouges
des patients sont incubés avec du facteur Xa, Va et de la prothrombine. Les globules
rouges seront soit non stimulés, soit stimulés par des concentrations croissantes de
ionophore calcique A23187 (2, 5 ou 10 pM) en présence de 2 mM ou 10 mM de CaCl2.
Les stimulations effectuées en milieu calcique 2 mM et 10 mM ont eu pour but de mettre
en évidence une quelconque anomalie de sensibilité au calcium ou de flux calcique chez
ces patients lors de I'activation par l'ionophore. L’activité prothrombinase est ensuite

mesurée par le biais d'un substrat chromogene calculé par son absorbance a 405 nm.
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Ainsi, 'importance du déficit d’exposition des phospholipides est étroitement liée a la
quantité de prothrombine résiduelle. Les tests ont été réalisés sur les globules rouges et

sur les microparticules émises dans le surnageant obtenu par centrifugation a 12000*g.

6. Tests fonctionnels d’agrégation plaquettaire sur du plasma riche en
plaquettes (PRP)

Le sang total est prélevé sur tubes citratés 0,109 M (BD Vacutainer®) et le PRP est
obtenu apres une centrifugation a 200 g pendant 10 minutes. Les plaquettes sont
numeérées sur 'automate UniCel DxH 800 (Beckman Coulter). Les tests fonctionnels sont
réalisés sur un Chronolog® 700 (Chronolog 700 corporation, Etats-Unis).

Le PRP est laissé au repos pendant 30 minutes puis 200 uL de PRP sont déposés dans
des cuvettes a usage unique en verre (Chronolog corporation) placées dans une
chambre thermostatée a 37°C. Par la suite, différents agonistes sont ajoutés: 10,4 ul
d’adrénaline (Helena Biosciences europe) a 125 uM pour une concentration finale a 5
uM, 10,4 ul d’ADP Elitech (Helena Biosciences europe) a 62,5 uM pour une concentration
finale a 2,5 pM, 28 pl d’acide arachidonique Elitech (Helena Biosciences europe) a 15
mM pour une concentration finale a 1,5 mM, du collagéne Horm (Takeda Austria) dilué
de fagon extemporanée au huitieme dans du tampon SKF (Takeda austria) pour obtenir
une solution mere a 125 pg/ml, 30 pl de cette solution est diluée dans 45 pl de sérum
physiologique, puis 10,4 pl est distribué pour obtenir une concentration finale a 2
pug/mkL, 10,4 pl de U46619 (VWR international) a 25 pM pour une concentration finale a
1 uM ou enfin 28 pl de ristocétine (Helena Biosciences europe) a 15 mg/ml pour une
concentration finale dans la cuve a 1,5 mg/ml. L’agrégation plaquettaire est ensuite
mesurée par transmission lumineuse a travers la cuvette en verre. Lorsque toutes les
plaquettes agregent entre elles, celles-ci tombent dans le fond de la cuvette et la
transmission du faisceau lumineux est maximale. En l’absence d’agrégation, les
plaquettes restent en suspension et la transmission lumineuse se fait moins bien. Les
résultats sont exprimés en pourcentage d’agrégation maximale aprés au moins 6

minutes d’incubation du PRP avec l'agoniste. Les plaquettes d’'un sujet sain sont
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systématiquement analysées en parallele, permettant ainsi de valider la bonne

réalisation de la technique.

7. Etude de la libération d’ATP par les granules denses plaquettaires

La libération d’ATP a été étudiée sur un Chronolog® 700 (Chronolog Corporation, Etats-
Unis) par un principe de chimiluminescence grace au complexe luciférine/luciférase.
Lorsque ces deux protéines se rencontrent, elles s’associent en un complexe qui catalyse
la réaction d’oxydation de la luciférine. Cette oxydation fait passer la luciférine d'un état
stable a un état électroniquement instable. En retournant a son état stable, la luciférine
émet un photon produisant ainsi de la lumiere. Cette réaction chimique ne peut se faire

sans la présence d’ATP. (Figure 18)
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Figure 18 : Schéma traduisant le principe de chimiluminescence permettant d’étudier la libération d’ATP par les plaquettes
gréce au complexe luciférine/luciférase.

luciférase

Apres 30 minutes au repos, 390 puL. de PRP sont déposés dans des cuvettes a usage
unique en verre placées dans une chambre thermostatée a 37°C auxquels on y ajoute 10
puL. d’'une solution comportant I'association luciférine/luciférase (Chrono-Lume®,
Chronolog Corporation, Etats-Unis) qu’on laisse incuber pendant 3 minutes. Par la suite,
on ajoute un agoniste plaquettaire : 16,64 pul d’ADP Elitech (Helena Biosciences europe)

125 uM pour une concentration finale a 5 uM, 16,64 pl de Collagene Horm (Takeda
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Austria) a 125 pg/ml pour une concentration finale de 5 pg/ml, 40 pl d’acide
arachidonique Elitech (Helena Biosciences europe) a 16,5 mM pour une concentration
finale a 1,5 mM, 16,64 pul de U46619 (VWR international) a 25 pM pour une
concentration finale a 1 uM, 16,64 pl d’adrénaline (Helena Biosciences europe) a 125 pM
pour une concentration finale a 5 uM ou bien 10 pl de TRAP (Agro-Bio). A 500 uM pour
une concentration finale dans la cuvette a 12 uM Les résultats sont interprétés grace au
logiciel Aggro/Link8 (Chronolog Corporation, Etats-Unis) apres au moins 6 minutes
d’'incubation du PRP avec l'agoniste. Les plaquettes d'un sujet sain sont
systématiquement analysées en parallele, permettant ainsi de valider la bonne

réalisation de la technique.

8. Etude des glycoprotéines et de la fixation d’annexine V par
cytométrie en flux (CMF)

L’étude des glycoprotéines plaquettaires et la fixation de l'annexine V aux
phosphatidylsérines plaquettaires ont été étudiées sur PRP prélevé sur tube citraté
0,109 M (BD Vacutainer ®) et centrifugés a 200 g pendant 10 minutes. Le cytométre

utilisé est un BD Accuri C6 Plus (BD Biosciences Europe).

Pour I'étude des glycoprotéines plaquettaires, 10 ul de PRP dilué a une concentration

de plaquettes de 25 G/L sont mélangés avec 80 pL de tampon (composé de 8g de NaCl
137 mM, 0,2g de KCl 2mM, 1g de NaHCO3 12 mM, 0,041g de NaH2P0O4, H20 0,3 mM,
0,43g de CaCl2, 2 H20 2,9 mM, 0,203g de MgCl2, 6 H20 1 mM, 1g de glucose 5,5 mM, de
'eau distillé pour un volume final de 1 litre tout en ajustant le PH a 7,35 avec de 'acide
chlorhydrique concentré HCl, 3N) et 2 uL des anticorps a tester (CD42b BD Pharmingen,
CD62P BD Pharmingen, CD41a BD Pharmingen). Trois conditions sont réalisées, la
premiere se fait sur plaquettes au repos, la deuxieme apres activation par 10 pl de TRAP
(Agro-Bio) a 500 pM pour une concentration finale a 50 pM et la troisiéme par de 5 pl
d’ADP Elitech (Helena Biosciences europe) a 200 pM pour une concentration finale a 10
puM. Un controéle est systématiquement effectué en mélangeant le PRP avec des isotypes

contréles (BD Pharmingen) permettant d’éliminer le bruit de fond. Le mélange est

75



ensuite incubé 30 minutes dans le noir puis la réaction est stoppée par ajout de 500 pL

de tampon.

Pour I'étude de la fixation de I'annexine V aux phosphatidylsérines plaquettaires, 70
uL de PRP dilué a 50 G/L sont incubés pendant 10 minutes a 37°C en solution tamponné
(Tampon Annexin V Binding Buffer 10X, BD Pharmingen) avec soit du sérum
physiologique, soit du ionophore calcique A23187 50 uM (Sigma) soit du ionophore
calcique A23187 100 uM (Sigma). 5 pL. de chaque mélange est ensuite prélevé auxquels
on additionne 1 pL d’annexine V FITC (BD Pharmingen), 2 pL. de CD41a PerCP Cy5 (BD
Pharmingen) et 30 pL du méme tampon. Le tout est laissé sur un agitateur a
température ambiante et a I'abri de la lumiére pendant 15 minutes. La réaction est
ensuite stoppée par l'ajout de 600 pL de tampon. La préparation peut ensuite étre

analysée par I'automate.
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B.Résultats

I. Analyse des résultats biologique obtenus dans les

années 1990

Nos patients ont été vus en consultation pour la premieére fois au début des années 90.
Les premiers tests d’hémostase ont éliminé une hémophile A ou B ainsi qu'une maladie

de Willebrand. (Tableau IV).

Tableau IV : Résultats des tests standards d’hémostase pratiqués sur la famille dans les années 90.

2°™ génération 3°™M génération 4°™ génération
Analyse (norme) | II:1 - 11:4 1 IV:4
TP % (70 — 100) 77 100 99 91 91 100 91 95
TCAratio (<1,2) | 1,41 1,36 1,18 1,27 1,15 1,42 1,26
TCK ratio (<1,20) | 1,03 1,23 1 1,13 1,2 1,11 1,35 1,25
Fgg/L(2—4) 3,09 3,91 3,23 2,86 3,73 4,01 3,16 3,23
FVIIl % (50 — 150) 80 116 110 116 106 124
FIX% (50 — 150) 140 156 140 140 97 108
FX1 % (70 — 150) 164 100 80 96 66 82
FX1l % (50-150) 87 128 128 106 97 68
TT T24/M25 T24/M27 T24/M23 | T24/M24 T24/M25 T24/M25
TR T20/M20 T20/M13 | T20/M16 T20/M15 T20/M16
RCo % (50 —150) | 220 56<M<70 84<M<91 49<M<56 |49<M<56 56<M<70 84<M<91
TS IVY min (<10) 3 3 8 6 3
Plt G/L (150 —400) | 105 172 205 153 305 280 264 337

Les patients en rouge sont ceux ayant une symptomatologie hémorragique importante, modéré en orange et les
patients asymptomatiques en vert. Les normes du TCA et du TCK varient chez les enfants, pour IV :4, au moment
du prélévement le seuil supérieur était de 1,3 en ratio temps patient sur temps témoin. Fg : Fibrinogéne ; TT :
Temps de thrombine ; TR : Temps de reptilase ; RCO : Activité cofacteur de la ristocétine ; TS : Temps de
saignement méthode IVY ; Plt : Plaquettes ; T : Témoin ; M : Malade.

On remarque chez certains patients un allongement du TCA ratio et du TCK ratio. Devant
la normalité des facteurs VIII, IX, XI et XI]I, il est probable que cet allongement soit di a
un déficit en facteur de la phase contact qui, dans ce contexte, nous importe peu
puisqu’un déficit en ces facteurs n’entraine jamais de symptomatologie hémorragique.
L’autre hypothese est qu’il existe un anticoagulant circulant qui perturbe de facon

artéfactuelle ce test d’hémostase.
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Par ailleurs, la normalité du fibrinogene, du temps de thrombine et du temps de
reptilase sont en défaveur d’'une dysfibrinogénémie. Enfin, les numérations
plaquettaires normales chez la quasi-totalité des membres de la famille permettent
d’éliminer une thrombopénie familiale constitutionnelle. Seul monsieur GC (II:1)
présente une thrombopénie modérée et dans un contexte de cirrhose éthylique.

Devant la normalité des examens de premiere intention et la symptomatologie
hémorragique évidente chez ces patients, des examens de deuxiéme intention ont été
réalisés.

Nous avons ainsi dosé le facteur XIII et 'alpha-2 antiplasmine mais aucun déficit n’a été
mis en évidence.

ATépoque et compte tenu des résultats normaux des temps de saignement par méthode

IVY incision, les tests fonctionnels plaquettaires par agrégrométrie n’ont pas été réalisés.

Devant la normalité de ces examens biologiques de premiere intention un trouble
d’exposition des phospholipides anioniques a la surface des plaquettes a été envisagé.
Dans le but d’explorer ce trouble, trois examens ont été réalisés au CHU de Tours. Le
dosage du facteur II résiduel dans le sérum ainsi que des tests de consommation de la
prothrombine en méthode classique sur sérum et en méthode Parry (Tableau V). Les
résultats de ces examens sont tres variables d’'un patient a 'autre mais on note tout de
méme que presque tous présentent un indice de consommation de la prothrombine en
méthode de Parry perturbé et cela indépendamment de l'intensité des symptomes du

patient.

Tableau V : Résultats des facteurs Il résiduels et de consommation de la prothrombine pratiqués sur cette
famille dans les années 90.

Analyses Normes| Il:1 _1

Fll résiduel (%) <15 12 11 18 16
Conso (sec) >25 29 26 19 17
ICP Parry (%) <20 47

Les patients en rouge sont ceux ayant une symptomatologie hémorragique importante, modéré en orange et les
patients asymptomatiques en vert. ICP : Indice de consommation de la prothrombine en méthode de Parry ;
Conso : Consommation de la prothrombine en méthode classique.
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L’'indice de consommation de la prothrombine (ICP) est une technique manuelle non
automatisée, et donc source d’erreur. Les tests ont donc été contrdlés chez les patients
MTD II:2, CB III:2 et JDB 1V:3. Et les résultats précédemment obtenus ont été confirmés.
Ces premiers résultats nous ont fait suspecter la présence d’'un syndrome de Scott
familial.

Afin d’explorer cette piste, une analyse spécifique d’exposition des phospholipides par
cytométrie en flux associée a I’étude de I'activité « prothrombinase » des globules rouges
ont été réalisés chez les patients II:2, III:1 et I1I:2 au CHU de Strasbourg. Ces examens ont
pu étre réalisés sur les globules rouges puisque ces cellules portent la méme anomalie
de translocation des phospholipides que les plaquettes. En effet, 'instabilité des
plaquettes apres le prélevement entraine une activation des cellules et empéche toute

analyse fonctionnelle.

L’étude de la fixation de 'annexine V a la surface des globules rouges met en évidence
une diminution d’exposition des phospholipides anioniques, avant et apres stimulation
par l'ionophore calcique. En parallele, nos collegues strasbourgeois n’ont pas mis en
évidence d’anomalie d’émission de microparticules par les globules rouges apres

activation par l'ionophore calcique (Tableau VI).
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Tableau VI : Estimation de la vésiculation des érythrocytes par cytométrie en flux.

Pourcentage de microparticules émises par les Erythrocytes

Calcium Témoin 1:2 1:2 n:1
2 mM
Non activées 2,46 2,43 2,71 2,23
A23187 2uM 13,36 18,91 5,46 12,01
A23187 5uM 12,6 Tl 4 61 6.84

Pourcentage de microparticules émises par les Erythrocytes

Calcium Témoin n:2 m:2 n:1
10 mM
Non activées 2,61 3,35 2,77 2,4
A23187 2uM 19,96 17,64 19,89 19,09
A23187 5uM 8,85 9,1 6,92 9,83

Ces explorations ont été complétées par des tests dits « prothrombinases » dans lesquels
on observe que les globules rouges du propositus (111:2) et de sa mere (1I:2) présentent
une activité prothrombinase nettement diminuée par rapport a celle du témoin lorsque
les GR sont incubés en milieu calcique 2mM et en présence de ionophore a une
concentration de 2 uM (figure 19). Lorsque 'on augmente la concentration calcique du
milieu (10 mM), cette activité prothrombinase augmente mais reste inférieure a celle du
témoin. Concernant le frere du propositus, monsieur DD (IIl:1), moins symptomatique

que sa sceur et sa mere, cette activité prothrombinase est également diminuée a la faible
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concentration calcique mais qui se corrige lorsqu’on augmente la concentration calcique

a10 mM.

Ces tests « prothrombinases » ont également été réalisés sur les microparticules émises
par les globules rouges et une tres nette diminution de cette activité a également été

mise en évidence chez ces trois patients.

1. GR aurepos + calcium 2 mM
2. GR + ionophore 2 pM + calcium 2 mM

3.  GR aurepos + calcium 10 mM
4000 — 4.  GR+ ionophore 2 pM + calcium 10 mM

Activité prothrombinase
mDO/min/1.106 GR

Témoin n:22 m:22 m:1 4

Figure 19 : Exposition des phosphatidylsérines par les érythrocytes aprés stimulation par I'ionophore A23187 en
milieux calcique 2 mM et 10 mM. GR : Globules rouges

A T'époque, ces résultats font évoquer un défaut d’exposition des phospholipides
plaquettaires. Cependant, I'intégralité des résultats ne coincident pas totalement avec le
syndrome de Scott puisque les globules rouges sont capables d'émettre des
microparticules en quantité comparable au témoin sain (Tableau VI). Cependant, ces

microparticules ne sont pas coagulantes.
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II. 15 ansapres

En 2009, le patient IV:3 est revu dans le service afin d’établir un protocole hémostatique
en prévision d’'une opération d’'une capsulite rétractile. Sur le plan clinique, le patient a
bénéficié d’'une cautérisation nasale qui a permis de tarir ses épistaxis, cependant, il se
plaint toujours de gingivorragies réguliéres associées a des ecchymoses et des
hématomes pour des chocs minimes. Depuis les années 2000, la fiabilité du temps de
saignement en méthode IVY incision est largement discutée et I'étude des fonctions
plaquettaires est alors réalisée indépendamment des résultats normaux de ce test
réalisé en 1994.

Les plaquettes du patient ont été testées en présence de plusieurs agonistes de
'agrégation plaquettaire dont ’ADP aux concentrations de 0,5 puM, 1 uM, 2,5 pM et 5 pM,
'acide arachidonique 1 mM et 1,5 mM, le collagene 2 pg/ml et 5 pg/ml, 'adrénaline 1
uM, 2,5 uM et 5 uM, le TRAP 6,25 uM et 12,5 uM ainsi que 'U46619 0,5 uM, 1 uM, 1,5 uM
et 2 uM.

Comme le montre la figure, nous observons une absence d’agrégation plaquettaire en
présence d’acide arachidonique a 1,5 mM et d'U46619 a 1 uM ainsi qu’une
hypoagrégabilité réversible en réponse a I'’ADP 2,5 pM mais qui se normalise a la
concentration de 5 uM, et une hypoagrégabilité en réponse au collagene 5 pg/ml (Figure

20).
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Figure 20 Exploration des fonctions plaquettaires chez IV:3. Le témoin du jour est normal. On remarque I'absence
d’agrégation en réponse a I’'analogue du thromboxane A2 (U46619) et a I'acide arachidonique (A.A.) ainsi qu’une

hypoagrégabilité en réponse a I'’ADP 2,5 uM et au collagene 2 ug/ml. Les réponses a I'adrénaline 5 uM et a I’ADP 5 uM sont

normales.

La découverte d'une thrombopathie chez ce patient nous a conduit a reprendre les

dossiers de cette famille et envisager I'existence d’une thrombopathie associée a un

trouble d’exposition des phospholipides.

Pour ce patient il a été proposé d’encadrer le geste chirurgical par la perfusion de

concentrés plaquettaires et de revoir tous les membres de la famille en consultation.
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III. Analyse des résultats biologiques réalisés en 2018

En 2018, dans le cadre de mon travail de theése nous avons reconvoqué tous les patients
de la famille B/D afin de compléter le bilan réalisé dans les années 1990 et 2009 et

avons effectué une exploration des fonctions plaquettaires chez le maximum de patients.
Pour des raisons de disponibilité, tous les membres n’ont pu étre revus. Le patient II:1
est décédé de cause inconnue, la patiente II:3 a quitté la région Centre, et les enfants du

propositus IV:1, IV:2 et IV:4 ne pouvaient se libérer pour venir a I’h6pital.

Lors de la consultation nous avons évalué la symptomatologie hémorragique avec le

score de Tosetto (Tableau VII).

Tableau VIl : Score de Tosetto calculé en 2018

‘ 11:4 1:1 V:1
Tosetto 2018 16 7 1 14 0 0 10 4

En plus des analyses réalisées dans les années 1990 que nous avons controlées, nous

avons réalisé une étude approfondie des fonctions plaquettaires avec :

L’étude des fonctions plaquettaires par agrégométrie

L’étude de la libération d’ATP par les granules denses

L’étude des glycoprotéines plaquettaires

L’étude de la fixation de 'annexine V par cytométrie en flux

Nous avons également congelé de I’ADN afin de pouvoir effectuer avec le centre de
référence des pathologies plaquettaires de Marseille une étude génétique sur des genes

candidats.

Les résultats standards d’exploration de I’hémostase réalisés en 2017 sont présentés
dans le Tableau VIII. L’allongement du TCA présent dans les années 1990 est de nouveau
retrouvé, non associé a un déficit en facteur VIII, IX ou XI.
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Tableau VIl : résultats des tests standards d’hémostase réalisés en 2018.

Analyses
TP %
TCK ratio
TCA ratio
Fgg/L
TT sec
FVII %

FIX %
FXI %

2emé génération

I1:4
89 65
1,32 1,04
1,81
4,83 5,04

T16/M16,7

125
126
113

:1
98
1,11

3,85

3eme génération

92 98
1,28 1,07
1,26
3,04
T16,5/M16,6
79
115
106

3,03

87
1,21
1,29
2,45

T16/M17

83

72
94

4éme

100
1,23
1,27
2,78

T16/M16,2

92
111
101

5éme
V:1l
74
1,17

2,96

TP : Taux de prothrombine ; Fg : fibrinogéne ; TT : temps de thrombine exprimé en temps témoin/temps malade.
Les chiffres en rouges sont les résultats pathologiques.

L’étude de I'exposition des PL plaquettaires réalisée par des tests de coagulation montre

une consommation de prothrombine normale avec des résultats supérieurs a 25%. En

dehors du jeune patient V:1, tous les patients étudiés présentent un ICP selon la

méthode de Parry anormal avec des résultats tres nettement supérieurs a 20%. Ce test

n’'a pas été réalisé chez le patients III:3 en raison d’'une prise réguliére d’aspirine. Les

résultats du FII résiduels sont anormaux chez seulement 3 patients et de fagcon non

corrélée a la symptomatologie hémorragique (Tableau IX).

Tableau IX : Résultats du facteur Il résiduel et des consommations de la prothrombine en méthode classique et

de PARRY réalisés en 2018.

Normes

Analyses
Fil résiduel (%) | <15 10 18 26 12
Conso (sec) >25 35 31 34 30
ICP (%) <20 30 61 49

10
40
47

v SRS S v |

17
32
52

Conso : consommation de la prothrombine en méthode classique ; ICP : indice de consommation de la

prothrombine en méthode de PARRY

Ces résultats obtenus par méthode coagulante ont été complétés par l'étude de la

fixation de 'annexine V a la surface des phospholipides anioniques plaquettaires en

milieux riche en plaquettes (Figures 21). Comme représenté sur la figure24, nous
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observons une expression normale de la fixation de I'annexine V sur les plaquettes de
tous les membres étudiés lorsque les plaquettes sont stimulées avec une forte
concentration de ionophore calcique (100 uM). A une plus faible concentration de
ionophore (50 uM) seules les plaquettes des patients II:2 et IV:3 ne fixent pas 'annexine

V. Ces deux patients présentent une symptomatologie hémorragique franche.

E Plaquette repos = A23187 50 uM A23187 100 uM

100 %

96,9 %98,6
80 % 86.6 = g5
B0 %
40 %
20 %
1 1,768 2,484
0 B — L= ==
Témoins 11:2 @ IV:3 o

Figure 21 : Résultats de la fixation de I'annexine V a la surface des phospholipides plaquettaires

L’étude de l'expression des glycoprotéines plaquettaires GPIIbllla et GPIb a été
systématiquement réalisée et nous n’avons pas objectivé de déficit sur les plaquettes au
repos ou apres stimulation par de '’ADP 10 uM ou le TRAP 50 uM. L’étude de la fixation
du CD62P (anticorps dirigé contre la P-Sélectine) sur des plaquettes activées par de
I’ADP 10 pM et du TRAP 50 puM est également normale, ce qui est en défaveur d'une

anomalie de sécrétion des granules a (Figure 22).
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Figure 22 : Résultats de la fixation du CD62P chez la mére du propositus. Sur les plaquettes au repos, I’anticorps ne peut s’y
fixer car la P-Sélectine se situe sur la membrane des granules a. Lorsque les plaquettes s’activent, la membrane des granules
o fusionne avec la membrane plaquettaire, permettant ainsi a I’anticorps de s’y fixer.

Nous avons parrallellement réalisé des tests d’agrégation plaquettaire a la recherche

d’une éventuelle thrombopathie familiale. (Tableau 11).

Les profils d’agrégation plaquettaires sur PRP sont tres variables d'un patient a I'autre.
On retrouve chez les plaquettes du propositus madame CB (111:2) une absence totale
d’agrégation en présence du U46619 1 uM, ainsi qu'une hypoagrégabilité réversible en
réponse a ’ADP 5 uM et une hypoagrégabilité en réponse 'adrénaline 5 uM. L’agrégation
est normale en présence d’acide arachidonique (Figure 23).

Madame MTC II:2 ne présente qu’'une hypoagrégabilité a 'acide arachidonique 1,5 mM.
Madame B II:4 présente uniquement une agrégabilité réversible en réponse a 'ADP 5
uM, contrélé a deux reprises.

Monsieur DD III:1, présente uniquement une hypoagrégabilité a I'adrénaline 5 uM.
Chez monsieur OD III:4, bien qu'asymptomatique, on observe 'absence d’agrégation en
réponse a l'adrénaline 5 pM associée a une hypoagrégabilité réversible en réponse a
I’ADP 2,5 pM qui se corrige lorsque I'on augmente la concentration d’ADP a 5 pM.

Chez monsieur JDB IV:3, on retrouve un profil similaire a celui de sa mere a la
différence que ses plaquettes n’agregent pas en présence d’acide arachidonique1,5 mM.
Enfin, la jeune patiente AB V:2, fille de IV :3, présente un profil intermédiaire avec
I'absence d’agrégation en réponse a l'acide arachidonique 1,5 mM associée a une
agrégation réversible en réponse a 'ADP 2,5 uM et une hypoagrégabilité en réponse a
I'adrénaline 5 pM et au collagéne 2 ug/ml. Contrairement a son pere et sa grand-mere,

'agrégation en réponse au U46619 est chez elle normale.
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La synthese de ces résultats est présentée dans le tableau X.
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Figure 23 : Résultats d’agrégométrie de madame CB Il :2. Les plaquettes de la patiente n’agregent pas en réponse au
U46619 1 uM (analogue du thromboxane A2) et a I'adrénaline 5 uM. On observe une agrégation réversible en réponse a
I'ADP 5 uM tandis que I'agrégation est normale en réponse au collagéne 5 ug/ml et a 'acide arachidonique (A.A.) 1,5 mM.
Témoin du jour normal
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Tableau X : Résultats des tests fonctionnels d’agrégation plaquettaire, de la numération plaquettaire et du frottis sanguin.

Ll Augmentation du Absence Absence
AA1l M H | N N N .. ..
> m ypoagrégabilite temps de latence d'agrégation d'agrégation
ADP 2,5 uM N Ag’rega‘tlon N Ag’rega‘tlon Hypqagregablllte Hypqagregab|llte Réversible
réversible réversible réversible réversible
ADP 5 uM N Agregation N Agregation N NR NR
réversible réversible
Adré 5 uM N N Hypoagrégabilité | Hypoagrégabilité s Hypoagrégabilité | Hypoagrégabilité
K ypoagreg ypoagreg d'agrégation ypoagreg ypoagreg
Col 2 ug/mL N N N N N N Hypoagrégabilité
Col 5 pg/mL N NR N N N NR NR
U46619 1 uM N N N 'Abslencg N IAbs'enc(‘e \
d'agrégation d'agrégation
TRAP 12,5 uM N NR N N N NR NR
Risto 1,5 mg/ml N N N N N N N
Plaguettes G/L 213 153 127 206 159 174 300
0, 0, o) 0,
Frottis RAS 2% de 2% de 3%de 2% de RAS RAS

macroplaquettes

macroplaquettes

macroplaquettes

macroplaquettes

AA : Acide arachidonique ; Epi : Epinéphrine ; Col : Collagéne, Risto : Ristocétine, N : Agrégation normale ; NR : Non réalisé
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Finalement, chaque patient présente un profil d’agrégation différent, sans réelle

corrélation avec le phénotype clinique.

Nous avons également étudié la fonction sécrétoire des granules denses plaquettaires
par I’étude de la libération d’ATP en lumiagrégométrie (Tableau XI).
Tous les résultats sont interprétés en fonction de ceux d'un donneur sain prélevé le

méme jour.

On observe que madame MTC Il:2 présente une anomalie de libération de I’ATP en réponse
al’ADP 5 uM et I'adrénaline 5 uM.

Monsieur DD Ill:1 en réponse a '’ADP 5 uM, le U46619 1 uM, le collagéne 5 pg/ml et la
thrombine 1 UL.

Le propositus madame CB lll:2 présente une anomalie de libération de 'ATP en réponse a
I’ADP 5 uM et le U46619 1 uM.

Monsieur OD Illl:4, asymptomatique, est le seul a avoir un profil de libération d’ATP tout a
fait normal.

Avec ces résultats, on observe une meilleure corrélation clinico-biologique qu’avec les
résultats biologiques précédents puisque seuls les patients symptomatiques présentent une

libération d’ATP diminuée en réponse a plusieurs agonistes plaquettaires.

Tableau XI Résultats des tests fonctionnels de libération d’ATP par les granules denses.

Agonistes Normes T -I T n:1 3
AA 1,5 mM 0,46 -1,7 0,76 0,72
ADP 5 uM 1-2,84 1,53 0,2 0,93 0,15 0,2 1,42 2,2
EPI5 uM 1,21-2,97 | 1,38 0,2 1,33 1,22
Coll 5ug/mL  1,56-3,37 | 2,14 2,67 2,22 0,68 2,2 2,53 1,78
u46619 1uMm  0,82-2,28 | 1,17 0,86 4,13 0,2 0,34 0,72 1,11
Thrombine 1 Ul 1,01-3,25 | 1,07 1,1 1,78 0,53 3,09 1,89 1,47
TRAP 12,5uM 0,99 -3,58 1,6 1,83 1,6 0,23

Les valeurs en rouge correspondent aux valeurs pathologiques. AA : Acide arachidonique ; EPI : épinéphrine ;
Coll : collagéne ; T : témoin du jour.
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C. Discussion

Le cas de cette famille illustre parfaitement la complexité et la difficulté a porter un

diagnostic tant la physiopathologie des plaquettes peut parfois étre difficile a comprendre.

Lorsque I'on regarde de plus pres tous les mécanismes physiologiques impliqués dans
I’'hémostase primaire et que I'on admet que chaque voie, chaque enzyme, chaque protéine,
si elle est modifiée, peut perturber le processus général d’hémostase, cela laisse imaginer un

nombre quasiment infini de thrombopathies.

Le diagnostic du syndrome de Scott est de réalisation compliquée du fait de sa rareté et du
manque de standardisation des tests réalisés. A cet égard, il n’existe aucune évaluation
externe de qualité relative a ce diagnostic. A ce jour, le diagnostic d’un syndrome de Scott
repose sur la réalisation de tests simples comme le dosage du facteur Il résiduel dans le

(112) cependant, ces tests sont

sérum et l'indice de consommation de la prothrombine
insuffisants pour confirmer avec certitude le diagnostic. Des tests de cytométrie en flux
doivent étre effectués devant des premiers résultats anormaux afin d’évaluer le degré

(198) " cependant,

d’exposition des phospholipides anioniques a la surface des plaquettes
compte tenu de la faible prévalence de ce syndrome, il est difficile d’établir un seuil a partir
duquel on doit évoquer cette pathologie. Depuis quelques années, les bases moléculaires du
syndrome de Scott ont été appuyées par la découverte de diverses mutations situées sur le
géne ANOGPE13114) §y pras long du chromosome 12, géne codant pour la translocase
responsable du flip-flop des phospholipides membranaires. Depuis cette découverte,

guelgues laboratoires recherchent cette mutation. Mais il s’agit d’'une technique longue et

co(iteuse, dont la réalisation ne se fait que dans de trés rare cas.

Concernant notre famille, les membres ont longtemps été « étiquetés » comme ayant un
syndrome de Scott, et cela, du fait des indices de consommation de la prothrombine
anormaux. A I'époque, les tests de fixation de I'annexine V a la surface des plaquettes
n’avaient jamais été réalisés, car le laboratoire ne possédait pas encore de cytomeétre en
flux. De plus, dans les années 1990 au CHU de Tours, les tests fonctionnels d’agrégation

plaguettaire n’étaient réalisés que si le temps de saignement par méthode IVY incision était
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allongé, ce qui n’était pas le cas dans cette famille et le diagnostic d’une thrombopathie n’a

donc pas été envisagé.

En 2009, la sensibilité du temps de saignement était largement discutée et la réalisation de
ce test disparaissait dans les laboratoires. La place de I'exploration des fonctions
plaguettaires dans la démarche diagnostique d’une symptomatologie hémorragique arrivait
alors en premiere intention lorsque les tests de coagulation étaient normaux***®) pans ce
contexte , monsieur JDB (IV:3) a bénéficié de tests d’agrégation plaquettaire lors d’une
consultation. Nous avons ainsi mis en évidence des anomalies franches des profils
d’agrégation plaquettaire sur l'acide arachidonique et I'U46619, et plus modérés au
collagene et a ’ADP, mais normal sur I’adrénaline. Ces résultats nous ont incités a reprendre
I’exploration de cette famille puisque la littérature ne rapportait aucun syndrome de Scott
associé a une autre thrombopathie.

Grace a l'acquisition récente d’un cytometre en flux au laboratoire d’hémostase et a I'aide

de I'équipe d’hémostase de Nantes**®

, hous avons pu mettre au point la technique de
fixation de I'annexine V aprés stimulation des plaquettes par I'ionophore calcique A23187.
Cette technique a donc été réalisée chez tous les membres de cette famille parallelement a

des tests d’agrégation plaquettaire et de libération de I’ATP par les granules denses.

Cependant, bien qu’ayant réalisé un nombre important d’analyses spécialisées, il nous est

toujours difficile, 20 ans apres, de poser un nom sur ce trouble hémorragique familial.

Des anomalies des fonctions plaquettaires sont observées avec de nombreux agonistes
(ADP, collagene, adrénaline, U46619 et acide arachidonique) mais sont d’intensité variable

d’un patient a I'autre et ne correlent pas toujours avec le phénotype hémorragique.

A contrario, les résultats de I'étude de la libération d’ATP par les granules denses montrent

une meilleure corrélation clinico-biologique.

L'absence de phénotype hémorragique chez le patient Ill:4 ayant un ICP perturbé et un
trouble isolé de I'agrégation plaquettaire a I'adrénaline ne nous permettent pas de relier

avec certitude les anomalies biologiques et le phénotype. Nous pouvons également
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envisager qu’une hypercoagulabilité d’origine indéterminée soit présente chez certains

patients et qui limite I'expression d’un phénotype hémorragique.

Il est intéressant de noter que les anomalies des fonctions plaquettaires sont plus
fréquemment observées a partir de la troisieme génération (celle du propositus). Dans ce
contexte on peut envisager |'existence de deux mécanismes intriqués responsables du

phénotype hémorragique de cette famille, et le deuxieme serait apparu avec le propositus.

D’autres explorations doivent étre envisagées afin de poursuivre I'analyse de cette famille.
L’étude des plaquettes en microscopie électronique nous permettrait d’objectiver ou non un
défaut quantitatif des granules denses. Des tests de génération de thrombine sur plasma et
PRP pourraient également étre tres informatifs, notamment pour les patients peu
symptomatiques mais aussi pour notre patient asymptomatique et qui présente des

anomalies des fonctions plaquettaires en agrégométrie.

De plus, afin de rechercher le ou les genes impliqués chez cette famille, nous allons envoyer
prochainement I'ADN de chaque patient au centre de référence des pathologies

plaquettaires a Marseille.

L'identification d’'une ou plusieurs mutations permettrait, d’une part, de mieux comprendre
la physiopathologie de ce désordre hémorragique familial et, d’autre part, de fournir aux

patients une meilleure explication sur leur pathologie.

En conclusion, il existe aujourd’hui de nombreux outils permettant d’explorer les fonctions
plaguettaires. C'est pourquoi ils doivent étre utilisés de facon hiérarchique et réfléchie.
Malgré cela, il arrive parfois que seule la biologie moléculaire permette de nous donner une
réponse franche quant au mécanisme physiopathologique responsable de la diathése

hémorragique.

Si toutes ces recherches peuvent parfois paraitre excessives, il est important de savoir d’ou
vient le désordre hémorragique afin de mettre en ceuvre la thérapeutique la plus adéquate

en cas de chirurgie ou de saignement.
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Résumé :

Les thrombopathies englobent un groupe hétérogene de pathologies hémorragiques
parmi lesquelles de nombreux mécanismes physiopathologiques sont impliqués. De
diagnostic parfois difficile, elles doivent étre suspectées devant toute symptomatologie
hémorragique cutanéo-muqueuse.

Dans les années 1990, nous avons diagnostiqué un syndrome de Scott chez plusieurs
membres d'une méme famille en raison de tests de consommation de la prothrombine
anormaux.

Dans les années 2000, on retrouve chez un patient, des anomalies franches des fonctions
plaquettaires en réponse a deux agonistes (analogue du TXA2 et acide arachidonique)
qui nous fait évoquer une thrombopathie peut étre associée au syndrome de Scott.

Plusieurs patients sont revus en 2018 et tous présentent un indice de consommation de
la prothrombine allongé en méthode Parry mais un facteur Il résiduel normal. L’étude
par cytométrie en flux retrouve une diminution modérée de la fixation de 'annexine V
chez deux patients tres symptomatiques. Des anomalies des fonctions plaquettaires sont
plus fréquemment observés a partir de la 4¢me génération et en réponse a plusieurs
agonistes (ADP, collagene, acide arachidonique, analogues du TXA2, adrénaline).
Cependant, les profils biologiques différent d’'un patient a I'autre et ne correlent pas
toujours au phénotype hémorragique. Enfin, on retrouve une diminution de la libération
d’ATP par les granules denses chez les patients symptomatiques.

Ces résultats semblent suggérer une anomalie liée a un défaut des voies de signalisation,
de sécrétion des granules ou de flux calcique. L’identification d’'une ou plusieurs
mutations génétiques nous permettrait de mieux comprendre cette thrombopathie.
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