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Résumé :
Titre: étiologies des thrombopénies
Mots clés: Thrombopénie, étiologies, Diagnostic, Traitement

La thrombopénie est la présence d’un nombre de plaquettes inférieur a 150 x 1091, elle
expose a des complications hémorragiques. Une thrombopénie peut étre due a un défaut de la
production médullaire des plaquettes «thrombopénie centrale » ou a une anomalie de leur
répartition dans le sang circulant caractéristique de I’hypersplénisme, a une consommation
exagérée due a une coagulation intravasculaire disséminé ou a un syndrome de micro-
angiopathie thrombotique, et enfin a leur destruction immunologique par I’intermédiaire de la
fixation sur leur membrane de complexes immuns ou d’allo- ou d’autoanticorps «
thrombopénie périphérique ». Au cours des thrombopénies centrales, la thrombopénie est
géneralement associée a une anomalie des autres lignées sanguines qui orientent le diagnostic.
Au cours des thrombopénies par consommation, 1’é¢tude de ’hémostase montre des signes de
coagulation intravasculaire et I’analyse du frottis sanguin montre la présence de schizocytes




en cas de microangiopathie. En cas d’anomalie de répartition, il existe habituellement une
splénomégalie en rapport avec une hypertension portale. Le diagnostic de thrombopénie
immunologique (purpura thrombopénique immunologique PTI) est un diagnostic
d’élimination : la thrombopénie est isolée, I’examen clinique est normal en dehors d’éventuels
signes hémorragiques et I’é¢tude de I’hémostase est normale. Dans les cas difficiles, ’analyse
de myélogramme peut étre utile. Le traitement de la thrombopénie est conditionné par le
mécanisme de la thrombopénie et 1’évaluation du risque de survenue et/ou de la gravité du
syndrome hémorragique .

ABSTRACT :
Title : étiology of thrombocytopenia
Key words : Thrombocytopenia, étiology , Diagnostis, Treatment

Thrombocytopenia is the presence of a number of platelets less than 150 x 10°/ I, it exposes
hemorrhagic complications.

Thrombocytopenia may be due to a lack of medullary platelet production « central
thrombocytopenia »,0r an abnormality in their distribution in the circulating blood
characteristic of hypersplenism, excessive consumption due to intravascular coagulation
syndrome. thrombotic microangiopathy, and finally their immunological destruction via the
binding of immune complexes or allo- or autoantibodies to their membranes « peripheral
thrombocytopenia ».




In central thrombocytopenia, thrombocytopenia is usually associated with an abnormality of
the other blood lines that guide the diagnosis. During consumption thrombocytopenia, the
study of hemostasis shows signs of intravascular coagulation and the analysis smear shows
the presence of schizocytes in case of microangiopathy. In case of abnormal distribution, there
is usually splenomegaly related to portal hypertension. The diagnosis of immunological
thrombocytopenia (immunological thrombocytopenic purpura ITP) is a diagnosis of
elimination: thrombocytopenia is isolated, the clinical examination is normal apart from any
signs of haemorrhage and the study of haemostasis is normal. In difficult cases, myelogram
analysis may be useful .

The treatment of thrombocytopenia is conditioned by the mechanism of thrombocytopenia
and the evaluation of the risk of occurrence or severity of the bleeding syndrome.
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51Cr : chrome 51.

ABP : actin binding protein.

ADN : acide désoxyribonucléique.
ADN : Acide désoxyribonucléique.
ADP : I’adénosine diphosphate..
AF : anémie de Fanconi.

AHC : les automates d’hématologie
cellulaire.

Al : les association doxorubicine +
ifosfamide.

AINS : les anti-inflammatoires non
stéroidiens.

ALAT : Alanine aminotransférase.
AM : aplasie médullaire.

AML1 : acute myeloid leukemia 1.
APL : anti-phospholipides .

ASAT : aspartate aminotransférase.
ATCD : antécédents.

ATP : I’adénosine triphosphate.
AVK : anti vitamine K.

AVK : antivitamines K.
BFU-E/MK : burst forming unit-erythroid
and megakaryocyte.

BFU-MK : forming unit- megakaryocyte.
CADP : collagéne/ADP.

CD : classes de différenciation.
CEPI : collagene/épinéphrine.
CFU-MK : colony forming unit-
megakaryocyte.

CGR : concentrés de globules rouges.
CIVD : coagulation intravasculaire
disseminée.

CIVD : coagulation intravasculaire
disseminée.

CMV : cytomégalovirus.

CMV : cytomégalovirus.

CP : concentrés de plaquettes.

CSH : les cellules souches
hématopoiétiques.

E. coli : Escherichia coli.

EBV : virus d’Epstein-Barr

EDTA : éthylénediaminetétraacétique.
EGF : Epidermal Growth Factor.
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ELISA : enzyme-linked immunosorbent
assay.

EPO : érythropoiétine.

EPS : Electrophorése sérique.

FcR : Fragment, crystallizable receptor.
FM : frottis manuel .

FOG-1: friend of GATA-L.

FT : facteur tissulaire.

FVW : le facteur Von Willebrand.

GAG : glycosaminoglycanes.

GATA-1 : transcription factor 1.

G-CSF : granulocyte-colony stimulating
factor.

GDP : Guanosine diphosphate.

GEHT : groupe d’étude hémostase et
thrombose .

GMP : Guanosine monophosphate.

GP : les glycoprotéines.

GR : globule rouge .

GTPase : la guanosine triphosphatase.
GYPGQV : peptide activating PAR4.
HBPM : héparines de bas poids
moléculaire.

HELLP : pré-éclampsie, syndrome
Hemolysis, Elevated Liver function tests,
Low Platelet count.

HNF : héparine non fractionnée.

HPA : human platelet antigen

HPA : human platelet antigen.

ICE : Les associations ifosfamide +
carboplatine + étoposide.

IFN : interférons.

Ig : immuno- globuline

Ig : les immunoglobulines.

IL : I'interleukine.

INR : international normalized ratio.
ITIM : immuno-tyrosine based inhibition
motifs.

LAL : leucémie aigué lymphoblastique.
LAM : leucémie aigué myéloblastique.
LAMP : Lysosomal-associated membrane
protein.

LDH : lactates déshydrogénases.



https://www.larousse.fr/dictionnaires/francais/guanosine/38476

le gene MYH9 (pour Myosine
HeavyChain9)

LED : lupus érythémateux disséminé.
LIF : leukemia inhibiting facteur.

LIMP: lysosomal integral membrane
protein.

LMC : leucémie myéloide chronique.
MAI : maladie auto-immune.

MAID : les associatin mesna +
doxorubicine + ifosfamide + dacarbazine.
MAIPA : monoclonal antibody
immobilized platelet antigen.

MAT : microangiopathies thrombotiques.
MG : May-Grunwald.

MGG : mayGrinwald-Giemsa

MGG : May-Grunwald-Giemsa.

Mpl-R : récepteur de thrombopoiétine.
MYH9 : syndromes de May-Hegglin,de
Fechtner, d’Epstein, de Sebastian,
NBEALZ2 : Neurobeachin-like2.

NFS : numération de la formule sanguine .
OMS : organisation mondiale de la santé.
P2Y : purinoceptor.

PAI 1 : inhibiteur de I’activateur du
plasminogéne de type I.

PAR : Protease Activated Receptor.
PDGF : platelet derived growth factor.
PDGF : platelet-derived growth factor.
PECAM : platelet endothelial cell adhesion
molecule.

PF3 : platelet factor 3.

Pf4 : facteur plaquettaire 4

PF4 : platelet factor 4.

PF4 : platelet factor 4.

PF4-H : platelet factor 4 — héparine.

PFA : platelt function analyzer.

PGI2 : prostaglandine l»ainsi.

PL : phospholipides .

PL : phospholipases.

PLT : plaquette.

PNN : polynucléaires neutrophiles.

PPP :plasma pauvre en plaguettes.

PPT : le purpura post-transfusionnel.
PRP : plasma riche en plaquettes.
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PSL : produit sanguin labile.

PTAI : purpura thrombopénique auto-
immunologique.

PTE : pseudo- thrombopénie liée a
I’EDTA.

PTI : purpura thrombopénique
immunologique.

Rab : Ras-proximate-1 ou Ras-related
protein.

Rap : Ras-proximate-1 ou Ras-related
protein.

Récepteurs TP : récepteurs du
thromboxane.

REG : réticulum endoplasmique granuleux
RGD : La séquence RGD est un tripeptide
constitué d'arginine, de glycine et d'acide
aspartique.

RhoA : Ras homolog gene family,
member A.

RUNX 1 : le facteur runt-related
transcription factor 1.

SASC : syndrome d’activation systémique
de la coagulation.

SCCS : le systeme canaliculaire connecté a
la surface.

SCF : stem cell factor.

SFLLRN : thrombin receptor activating
peptide.

SHU : syndrome hémolytique et urémique.
SMD : syndromes myélodysplasiques.

Src : sarcome.

STD : systéme tubulaire dense.

STEC : Shiga toxin—producing Escherichia
coli.

TAP : test d’agrégation plaquettaire.

TCA : temps de céphaline activeé .

TFPI : I’inhibiteur du facteur tissulaire.
TG : thromboglobuline.

TGF : de I'anglais transforming growth
factor.

TGF-B : transforming growth factor f3.
TGF-B : Transforming growth factor .
THPM : tres haut poids moléculaire.

TIH : thrombopénie induite par I’héparine.
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Arginine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Glycine_(acide_amin%C3%A9)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_aspartique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_aspartique

TMEML16F : Transmembrane protein 16F.
TNAI : thrombopénies feetales et
néonatales allo-immunes.

TNF : tumor necrosis factor.

Top : temps d’occlusion plaquettaire .
TP : taux de prothrombine.

TPO : thrombopoiétine.

TPa : le récepteur du thromboxane A2.
TQ : temps de quick .

TS : temps de saignement.

TxAZ2 : thromboxane A2.

VEGF : vascular endothelial growth factor.
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VEGF :vascularendothelial growth factor.
VHB : virus de I’hépatite B.

VHC : virus de I’hépatite C.

VIH : virus de I’immunodéficience
humaine.

VIH : virus de I'immunodéficience
humaine.

VMP : volume plaquettaire moyen.
Vwf :facteur de von willebrand
WAS : wiskott aldrich syndrome.
BTG : B thromboglobuline.

BTG : B-Thromboglobulin.




Glossaire :

-Concentré Plaquettaire d'Aphérese (CPA) : les concentrés de plaquettes d'aphérése (CPA)
sont obtenus a la suite du prélevement d'un seul donneur de plaquettes. Ce type de don est
réalisé a I'aide d'un automate d'aphérese, qui permet de réaliser la separation des composés du
sang, afin de récupérer les plaquettes du donneur dans une poche et de lui restituer les autres
constituants du sang au donneur.

-Concentré Plaquettaire Standard (MCPS) : les concentrés plaquettaires standards (MCPS)
sont obtenus a partir de I'extraction des plaquettes provenant de plusieurs dons de sang total.
Le sang total est dans un premier temps centrifugé. Les différents constituants sont ensuite
séparés dans des poches différentes (Concentrés de globules rouges, plasma et concentrés de
plaquettes). Les concentrés de plaquettes provenant des dons de sang sont ensuite
déleucocytés.

La thromboplastine est un facteur de coagulation, désigné par le chiffre romain Il (facteur
I11), nécessaire a l'activation de la voie extrinséque de la coagulation.

-Escherichia coli : Escherichia coli, également appelée colibacille et abrégée en E. coli, est
une bactérie intestinale (Gram négatif) des mammiferes, trés commune chez I'étre humain. En
effet, elle compose environ 80 % de notre flore intestinale aérobie. Cependant, certaines
souches d’E. coli peuvent étre pathogeénes, entrainant alors des gastro-entérites, infections
urinaires, méningites, ou sepsis.

-Sepsis : le sepsis est défini comme un dysfonctionnement d'organe secondaire a une réponse
inappropriée de I'nte envers une infection.

-Thrombopoiétine (TPO) : la thrombopoiétine (TPO) est une hormone qui stimule la
formation de plaquettes sanguines et la prolifération de leurs précurseurs (les
mégacaryocytes),Elle est synthétisée par le foie et les reins.

-Thrombine : un produit sanguin labile, PSL, est un produit a usage thérapeutique issu d'un
don de sang. Il peut s'agir d'un don de sang total, ou d'un don de sang par aphérese, Trois
grands types de produits entrent sous cette dénomination :

-Les concentrés érythrocytaires ou concentrés de globules rouges (CGR).
-Les concentreés de plaquettes.
-Les plasmas frais congelés.

-Cytokines : les cytokines (du grec cyto, cellule, et kinos, mouvement) sont des substances
solubles de signalisation cellulaire synthétisées par les cellules du systéme immunitaire ou par
d'autres cellules ou tissus, agissant a distance sur d'autres cellules pour en réguler I'activité et
la fonction .
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-Chimiokine : les chimiokines sont des cytokines chimiotactiques qui contrélent les motifs de
migration et le positionnement des cellules immunitaires. Leur fonction la plus étudiée est
I'attraction (chimiotactisme) et le contréle de I'état d'activation des cellules du systéme
immunitaire.

-Une glycoprotéine : une glycoprotéine est une protéine portant un ou plusieurs groupements
oligosides. C'est un hétéroside (composé de plusieurs oses différents) dont le premier motif
glucidique est fixé de facon covalente a la chaine polypeptidique.

-Corticoides : les corticostéroides, appelés plus simplement corticoidesl, sont des hormones
stéroidiennes sécrétées chez les étres humains par le cortex des glandes surrénales.

-La chimiothérapie : la chimiothérapie est I'usage de certaines substances chimiques pour
traiter une maladie. C'est une technique de traitement a part entiere au méme titre que la
chirurgie ou la radiothérapie.

-Globules rouges : les globules rouges, aussi appelés hématies ou érythrocytes, sont les
cellules du sang chargées du transport de I'oxygene. Plus précisément, c'est le pigment qu'elles
contiennent, I'némoglobine, qui se lie a I'oxygene pour I'apporter a toutes les cellules de
I'organisme.

-Plasma : le plasma est obtenu par simple centrifugation sans coagulation préalable (donc
prélevé dans un tube contenant des anticoagulants) .

-Sérum : le sérum est le liquide sanguin débarrassé de ses cellules et des protéines de la
coagulation. c'est le liquide surnageant obtenu aprés coagulation et centrifugation du sang
dans un tube « sec », c'est-a-dire sans inhibiteur de la coagulation.
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INTRODUCTION




Thrombocytes [164] Les plaquettes sanguine sont des cellules sanguines anucléées discoides
provenant de la fragmentation du cytoplasme de grandes cellules de la moelle osseuse [1,2],
Leur durée de vie est estimée de 7 a 10 jours. Elles sont éliminées par les macrophages du
systeme réticulo-histiocytaire de la rate, de la moelle osseuse et du foie [3].

Leur fonction majeure est d’assurer I’hémostase, elles sont les premiers éléments a intervenir
pour arréter le saignement dd a une Iésion vasculaire, limiter les pertes sanguines et permettre
la cicatrisation. Aprés que les plaquettes aient formé une premiere barriere limitant le
saignement, le caillot est consolidé par la formation d’un réseau de fibrine organis¢ autour
d’agrégats plaquettaires [4].

Un déficit quantitatif ou qualitatif des plaquettes conduit respectivement a une thrombopénie
ou thrombopathie et constitue un risque hémorragique. En revanche, 1’activation inappropriée
des plaquettes dans un vaisseau constitue un risque de thrombose [4] .

Les thrombopénies [162], ou hypoplaquettose[163] sont des anomalies de I’hémogramme
relativement fréquentes et qui peuvent étre révélatrices de pathologies variées.[161]

Dans tous les cas il est important d’affirmer la réalité de cette diminution des plaquettes,
d’évaluer le risque hémorragique, de reconnaitre le mécanisme central ou périphérique et
d’établir le diagnostic étiologique[161].

Parmi les étiologies de mécanisme périphérique, le Purpura thrombopénique auto immun
[164] représente la situation la plus courante. Son diagnostic repose sur 1’élimination des
autres causes : virales, médicamenteuses, CIVD et hypersplénisme. [161]

Au cours de ce meémoire, les différentes étiologies des thrombopénies seront abordés avec une
premiére partie qui contient des généralités sur la physiologie plaquettaire et les mécanismes
des thrombopénies .

Dans une seconde partie ,nous détaillerons le diagnostic biologique et étiologique .

En fin, la derniere partie sera réservée a la prise en charge et aux traitements des différents
types de thrombopénies .
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1. Définition :
La thrombopénie est une anomalie tres fréquente avec des étiologies variées [5].

Elle est définie par un chiffre de plaquettes inférieur a 150x10° /L (150 000/mm?) [2]et
inférieur a 120x10%L (120 000/mm?3) selon pr O .Chafa, et elle doit toujours étre vérifiée par
I’observation optique d’un frottis sanguin pour confirmer la rareté en plaquettes et I’absence
d’agrégats ou d’agglutinats leuco- plaquettaires [5].

Elle peut étre d’origine centrale par défaut de production médullaire,ou d’origine
périphérique cette derniére peut étre la conséquence d’une consommation exagerée , d’une
anomalie de la répartition, ou d’un mécanisme immunologique .

Il est habituellement facile de connaitre son mécanisme gréce au contexte clinique et aux
résultats des examens biologiques standards et du myélogramme obtenu par ponction de la
moelle sternale .

Les modalités thérapeutiques et ['urgence de leur mise en ceuvre sont conditionnées par le
mécanisme de la thrombopénie et la gravité du syndrome hémorragique [6].

2. Epidémiologie :

Les études spécifiques sur I’épidémiologie des Thrombopénies sont peu nombreuses, il
s’agit généralement d’études de cohorte descriptives, le plus souvent prospectives [8,9,10,11].

La comparaison entre ces études est presque impossible compte tenu de 1’hétérogénéité des
populations étudiées, de la diversité des critéres diagnostiques, et des éléments analysés.

La fréquence des Thrombopénies dans les études differe en fonction du taux de
thrombopénie et de leur étiologies .

Chez les patients aux urgence , au seuil diagnostique de 150 G/L une Thrombopénie est
observée chez 41,3 a 66,3% des patients [8,9], au seuil de 100 G/L, chez 23,7 et 35,4% des
patients [7,8], et au seuil de 50 G/L chez moins de 10% des patients [9].

Chez les patients thrombopéniques avec un taux des plaquettes < 150 G/L, la Thrombopénie
est observée deés ’admission dans 51,2 a 65,4% des cas [8].

L’incidence de la Thrombopénie acquise est de 26,9 a 44,1% au seuil diagnostique de 150
G/L, [8,15], de 12,9 et 21,4% au seuil de 100 G/L [8,15,16] et entre 3,5% et 8,3% au seuil de
50 G/L [9,15].

Ainsi, la Thrombopénie est le désordre hémostatique le plus souvent rencontré, son incidence
est extrémement variable, elle est présente des I’admission chez environ la moitié¢ des patients
thrombopéniques .

La plus haute incidence de Thrombopénie est observée chez les patients en sepsis severe et
en choc septique [8,11,12,13].

L’incidence de la Thrombopénie est plus élevée chez les polytraumatisés ou chez les patients
dans des services chirurgicaux par rapport aux patients dans des services médicaux [7,14].
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1. Production des plaquettes :
1.1. Mégacaryopoiese :

Les plaquettes ont une durée de vie courte (autour de 7 jours), leur nombre reste relativement
constant dans le sang d’un méme individu, t¢émoignant d’une production constante et finement
régulée. Le processus qui aboutit a la production des plaquettes est appelé mégacaryopoiése et
représente une des branches de I’hématopoiése [17]. La mégacaryopoiese correspond a la
differenciation des cellules souches hématopoiétiques (CSH) en mégacaryocytes qui sont les
acteurs de la production plaquettaire[18]. Les mégacaryocytes sont localisés principalement
dans la moelle osseuse. Ils sont parfois regroupés en petits amas faits d’éléments de tailles
différentes et d’étapes de maturation diverses. Ils sont généralement localisés prés d’un
sinusoide vasculaire . Ceci est important car mégacaryocytes et cellules endothéliales peuvent
communiquer par plusieurs mécanismes potentiels: le mégacaryocytes contiennent des
facteurs mitogéniques pour les cellules endothéliales (vascularendothelial growth factor :
VEGF) tandis que les cellules endothéliales expriment des récepteurs et des molécules
d’adhésion qui peuvent potentiellement retenir les mégacaryocytes prés du flux sanguin ou les
futures plaquettes sont relarguées . Leur accumulation parasinusoidale représente un
mécanisme potentiel de libération des plaquettes par proximité [18]. On distingue, par la suite,
les différentes étapes de mégacaryopoiése :

Mégacanopoibse Thrombopoitse

cellule souche migacaryablaste promégacanyocyte mégacaryocyte plaquettes
hematoposttique X ’ (thrombocytes)

Figure 1 : shema resume les etapes de production plaquettaire [A]

1) Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) :

Les progéniteurs mégacaryocytaires sont issus des CSH pluripotentes, capables a la fois de
s'autoreproduire et de se différencier en progéniteurs des lignées hématopoiétiques. Les CSH
sont des cellules a longue durée de vie, pluripotentes et de ce fait capables de régénérer tous
les types de tissus hématopoiétiques par leur capacité d’autorenouvellement. Quand les CSH
s'engagent dans la différenciation mégacaryocytaire, elles perdent en méme temps leur
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capacité d'autorenouvellement et leur propriété multipotente. Les CSH engagées sont alors
appelées progéniteurs hématopoiétiques.

2) Les progeéniteurs engageés :

Les progeniteurs mégacaryocytaires sont des cellules non reconnaissables
morphologiquement [19], ils sont cités par la suite selon leurs ordre de différenciation :

» BFU-E/MK

Les progeniteurs myéloides communs s'engagent par la suite vers les lignages spécifiques.
Cependant, les lignées érythroides et mégacaryocytaires dérivent d'un progéniteur bipotent
appelé burst forming unit-erythroid and megakaryocyte (BFU-E/MK) qui s’engage par la
suite vers une seule lignée la BFU-MK.

» BFU-MK

Ces cellules sont les progéniteurs les plus primitifs de la lignée mégacaryocytaire. Elles sont
uniquement engagées vers le lignage mégacaryocytaire. Elles donnent des colonies
composées de plus de 50 cellules organisées en plusieurs sous-colonies [19]. Apres leur
multiplication, les forming unit- megakaryocyte (BFU-MK) donnent des progéniteurs
immatures appelés colony forming unit-megakaryocyte (CFU-MK).

» CFU-MK

Ces cellules different des précédentes par leur capacité proliférative moindre. Ainsi, aprés
arrét de la prolifération, les progéniteurs CFU-MK se différencient en promégacaryoblastes.

» Promégacaryoblastes

Les promégacaryoblastes sont des cellules transitionnelles. A ce stade, la synthése de I’ADN
se poursuit mais il y a perte du potentiel prolifératif. Ce sont de petites cellules rondes de 15 a
50 um de diametre, et encore mononucléées (ploidie de 2 a 4N). Ces cellules, qui représentent
5a 10 % des cellules de la lignée mégacaryocytaire de la moelle osseuse, ne sont pas encore
différenciables des autres progéniteurs [19] Apreés ce stade, on entre dans le siege des
endomitoses conduisant aux mégacaryoblastes.

L'endomitose est une particularité singuliére de la lignée mégacaryocytaire. Elle correspond a
une réplication de I'acide désoxyribonucléique (ADN) sans division cytoplasmique (mitose
incompléte). Ce phénoméne commence au stade des promégacaryoblastes mais, se produit
essentiellement au stade des mégacaryoblastes. Ces mégacaryoblastes subissent donc une
succession d'endoduplications ou endomitoses conduisant & un noyau d'une teneur en ADN
équivalente a 2, 4, 8, 16, ou méme 32 ou 64 fois celle des cellules haploides germinales. La
maturation nucléaire se fait en paralléle avec la maturation cytoplasmique [22]. La maturation
cytoplasmique du mégacaryocyte a pour objectif la formation d’un grand nombre de
plaquettes, pouvant aller jusqu’a plusieurs milliers par cellule. La formation des organelles
dans la cellule-mére est donc orientee vers le développement fonctionnel adequat des cellules-
filles [18]. La phase d'endoduplication de 'ADN des mégacaryocytes se caractérise, sur le
plan morphologique, par une condensation progressive de la chromatine du noyau, une
augmentation de la taille nucléaire, un rapport nucléocytoplasmique qui reste élevé comme
dans toute cellule immature et un cytoplasme basophile, riche en ribosomes et depourvu de
granulations [20].
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Figure 2 : Image illustrant la détection en immunofluorescence de la tubuline du fuseau mitotique des endomitoses
mégacaryocytaires [B].

3) Les précurseurs :

Les mégacaryoblastes deviennent morphologiquement identifiables du fait de leur
augmentation de taille, ¢’est un compartiment de maturation. Ainsi, les mégacaryocytes sont
classés en plusieurs stades de maturation [19].

» Meégacaryoblaste (stade I)

Le mégacaryoblaste est issu du promégacaryoblaste. C’est une cellule de 20 a 30 um avec un
noyau plurilobé (ploidie de 2 & 8N). C'est la premiere cellule identifiable morphologiquement.
Elle est caractérisée par sa taille augmentée, en rapport avec I'hyperploidie. A ce stade débute
I'expression de diverses protéines importantes, pour la plupart spécifique de cette lignée : les
glycoprotéines (GP) Illa, GPIb, le facteur Von Willebrand (FVW), le platelet factor 4 (PF4),
le complexe membranaire GPIlb-Illa ou cluster de différenciation 41/61 (CD 41/61) et la
GPIb (CD42b). C'est encore a ce stade que débute la biogenese des granules a, en plus du
processus d'endomitose préalablement défini [18].

«\ Y

A

Figure 3 : Le mégacaryoblaste (stade 1) de la moelle colorée au May-Griinwald-Giemsa [C].
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» Meégacaryocyte basophile (stade 1)

Le mégacaryocyte basophile correspondant au stade ou la ploidie est maximale et ou cesse la
synthese d'/ADN, son noyau commence a se lobuler. La taille de son cytoplasme augmente, il
devient basophile en coloration par le May-Grunwald-Giemsa (MGG) et quelques
granulations apparaissent. Le rapport nucléocytoplasmique diminue. La taille de la cellule est
de 40 a 80 um de diameétre.

Figure 4 : mégacaryocyte basophile (stade Il)de la moelle colorée au MGG [C].

> Meégacaryocyte granuleux (stade I11)

Le mégacaryocyte basophile devient granuleux ; les organites des futures plaquettes et le
systeme de membrane de démarcation s'installent : la cellule grossit (50 a 100 pm de
diameétre), le cytoplasme devient azurophile (présence de nombreuses granulations),il contient
3 types de granules : Alpha, denses et lysosomes

Figure 5 : Le mégacaryocyte granuleux (stade Ill) de la moelle colorée au MGG [C].
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» Mégacaryocyte mature (stade 1V)

Enfin, dans le mégacaryocyte mature ou plaquettogene débute la formation des plaquettes :
les granules se regroupent et le systeme de membrane de démarcation s'organise et s‘aligne
pour donner naissance aux futures plaquettes. A ce stade, le mégacaryocyte a une taille qui
varie entre 50 et 120 pm. la membrane de démarcation s’invagine et se développe
considérablement s’étendant sur la totalité du cytoplasme, de fagon a créer un réseau
complexe de membranes, ce systéme est tres développé et joue un role essentiel, puisqu'il
participe directement & la production de plaquettes [19].

Figure 6 : Le mégacaryocyte mature (stde VI ) de la moelle colorée au MGG [C].

1.2 Plaquettogenese :

Elle correspond a la formation et a la libération des plaquettes a partir de la fragmentation du
mégacaryocyte mature. Chaque mégacaryocyte donne naissance a plusieurs centaines de
plaquettes.

Le lieu de formation des thrombocytes reste objet de controverse o
: pour les uns, il s’agirait de la moelle osseuse et pour les autres, :
ce serait apres le passage des cellules mégacaryocytaires dans la
circulation pulmonaire.

Toutefois, le mégacaryocyte, a ce stade, par son systeme de
démarcation trés développé, joue un role essentiel dans la
production des plaquettes par la formation d’extensions appelées
proplaquettes. Celle-ci débute par une genése microtubulaire au
niveau du corps cellulaire. Ces microtubules en glissant les uns
le long des autres permettent 1’¢longation des bras de
cytoplasme. D_e leur cote, I’actine et l_a myosine interviennent Figure 7 : Image illustrant Faspect
dans la formation des renflements qui correspondent aux futures  en microscopie électronique d'un
plaquettes. La fusion de vacuoles présentes de chaque coté de mégacaryocyte mature en cours
.. . de libération de plaquettes [B].
ces constrictions permettra la fragmentation des proplaquettes et
la libération des plaquettes.

L’utilisation de radioélément comme le chrome 51 (51Cr) a permis d’établir qu’environ les
deux tiers des thrombocytes se trouvent dans la circulation et le tiers restant dans la rate. Le
pool splénique constitue une réserve de plaguettes moins matures que les plagquettes
circulantes. Ces derniéres atteignent un taux de 150 & 400 G/L dans la circulation sanguine
normale. Leur durée de vie est de I’ordre de 8 a 10 jours [18].
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1.3. Régulation de la mégacaryopoiese
1.3.1.Régulation humorale : extrinseque :

Le développement des mégacaryocytes et la formation des plaquettes sont sous la dépendance
de nombreuses cytokines, dont la principale est la thrombopoiétine (TPO). Le taux de TPO
circulante est essentiellement régulé en feedback par le taux de plaquettes circulantes. En
exprimant a leur surface le récepteur de la TPO, le Mpl-R, les plaquettes sont capables de
faire baisser le taux de TPO. Ceci est possible, grace a la capacité de clairance dont dispose
les thrombocytes vis-a-vis de cette cytokine. A l'inverse, si le taux des plaquettes baisse,
celles-ci n'assurent plus la clairance de la TPO et le taux de cette derniére augmente.
Toutefois, d'autres parametres qui rendent plus complexe la compréhension de la régulation
interviennent. Les mégacaryocytes médullaires expriment également le Mpl-R et participent a
la régulation du taux de TPO.

Les autres cytokines qui fonctionnent avec la TPO et ont ainsi une action positive sur la
mégacaryopoiese sont l'interleukine 3 (IL 3), I'lL6, I'lL11, le stem cell factor (SCF),
I’érythropoiétine (EPO), le granulocyte,makrophage-colony stimulating factor (GM-CSF), le
granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF), I’oncostatine M, le leukemia inhibiting
facteur (LIF) et le c-kit ligand . Certains de ces facteurs ont une activité qui n'a été démontrée
qu'in vitro sur des cultures cellulaires et n'ont pas de potentiel thérapeutique in vivo (G-CSF,
GM-CSF). D'autres peuvent potentialiser I'action de la TPO [18].

Une régulation négative de la mégacaryopoiése a été mise en évidence in vitro. Elle s'exerce
par le biais de plusieurs lymphokines ou monokines comme les interférons (IFN) a et v, le
tumor necrosis factor (TNF). Plus intéressante est peut-étre la démonstration d'une régulation
négative autocrine qui met en jeu des composants des granules a mégacaryocytaires. Ainsi le
transforming growth factor  (TGF-f) inhibe la mégacaryopoiese chez 'homme, mais de
facon non sélective. L'inhibition par le PF4 ou par la f thromboglobuline (BTG) prédomine
sur la lignée mégacaryocytaire [20].

Le microenvironnement médullaire exerce aussi une action sur la mégacaryopoiese. Ainsi, les
cellules endothéliales sécretent des cytokines et présentent des molécules d’adhésion
favorisant les échanges entre les divers types cellulaires. Les glycosaminoglycanes (GAG)
interagissent avec le PF4 et lient certaines cytokines (IL1, IL3, IL6, GM-CSF) [5].

[Protrermtcn > < Enaortpuosuss>> <
- w0 D E—GD é@E

BFU-MK CFU-MK PMKB Mégacaryoblaste pro-MK

(stade 1) (stade ) (stade un -
o
TPO
1IL3
s S i I e e i S s
SCF
IL6, LIF, IL11, oncostatine
I TERNEN — o o R

(Estradlo

Figure 8 : Schéma récapitulatif de la régulation humorale de la mégacaryopoiese [B].
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1.3.2.Régulation moléculaire : intrinséque

L’expression régulée des différents génes nécessaires a la différenciation de la lignée
mégacaryocytaire est rendue possible par I’action ciblée de complexes faisant intervenir des
facteurs de transcription spécifiques de la lignée ou ubiquitaires.

Le facteur runt-related transcription factor (RUNX 1) ou acute myeloid leukemia 1(AML1) et
les cofacteurs globin transcription factor (GATA-1) et friend of GATA-1 (FOG-1) sont
impliqués dans I’engagement mégacaryocytaire du progéniteur bipotent érythro-
mégacaryocytaire. Le couple GATA-1/FOG-1 est impliqué dans des étapes de maturations
cytoplasmiques plus tardives [21].

FOG
GATA -1, Fli-1, AML-1
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....................... < CD41 (GPRL/Ne) >
< GPIb, GPIX, GPVI, PF4, vWF >
< GPV "

B1 tubuline
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Figure 9 : Schéma récapitulatif de la régulation moléculaire de la mégacaryopoiése [B].

2.Mort physiologique des plaquettes :

La majorité des plaquettes meurent par sénescence, une minorité environ 20% est détruite au
hasard : la plupart de ces dernieres seraient consommeées sur I’endothélium ou I’intima, ou
elles contribuent grandement au maintien et a la restauration de 1’intégrité vasculaire. Le
cimetiére naturel des plaquettes est constitué par les phagocytes mononuclées du systeme
histiocytaire : ils éliminent les plaquettes sénescentes. La rate est 1’organe principal de
destruction physiologique des thrombocytes, le foie et la moelle osseuse ont une fonction
complémentaire[18].

3. Morophologie des plaquettes :

Les thrombocytes résultant de la plaquettogenése présentent un certain nombre de
caractéristiques morphologiques appréciées en microscopie.
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3.1.Plaquettes sous microscope optique :

Elles se présentent sous la forme d’éléments arrondis de petite taille, de 1 a 2 pm de
diameétre, a contours irréguliers, de coloration gris clair, parsemés de fines granulations rosees
. leur volume varie entre 5 et 19 um3. On distingue sur les frottis colorés au May-Griinwald
Giemsa (MGGQG) deux zones distinctes, 1’'une centrale : le chromomere et 1’autre périphérique :
le hyalomere. La présence de quelques plaquettes de taille plus grande (7 um de diamétre)
n’est pas exceptionnelle, celles-ci correspondent a de jeunes plaquettes. L’observation des
plaquettes au microscope, confrontée au taux des plaquettes et au volume plaquettaire moyen
(VMP) [20,23].

3.2. En microscopie électronique :

Elle permet de retrouver différents éléments. D’abord la membrane, elle a une épaisseur de 70
a90 A est riche en protéines plasmiques absorbées. Par la suite, des systémes canaliculaires
étroitement associés a la membrane cytoplasmique sont individualisés en deux entités : le
systeme canaliculaire connecté a la surface (SCCS) et le systéeme tubulaire dense (STD).
Ensuite, a I’intérieur du cytoplasme, on distingue plusieurs types d’organelles : les granules
denses dont le nombre varie de 3 a 12 par plaquette, les granules o qui sont environ cent fois
plus nombreux que les granules denses, les lysosomes et les microperoxysomes. A la
périphérie de la cellule, se trouvent groupés les microtubules et les microfibrilles . Enfin, on
observe que le réticulum lisse ou granuleux et les ribosomes sont peu abondants et que les
grains de glycogene sont souvent groupés en amas [20].

Figure 10 : En (A) une photo de plaquette non activée en microscopie électronique, on peut noter la forme discoide de la
plaquette et un contenu trés riche en granules ; en (B) les plaquettes ont été activées par I’ADP. On note I’émission de
pseudopodes et la centralisation des granules [D].

3.3. La biochimie plaquettaire :

Les constituants biochimiques des plaquettes sont les veritables éléments a la base des
propriétés physiologiques plaquettaires.
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3.3.1. Glycocalix :

C’est un revétement de surface situé a I’extérieur de la membrane. C’est une couche
irréguliére et floue dont 1’épaisseur varie de 10 a 50 nm [24]. Le glycocalix est constitué de
glycosaminoglycanes (GAG) . C’est le premier site d’interaction des plaquettes avec
I’environnement extérieur. Ainsi, face aux GAG endothéliaux, les plaquettes sont repoussees
a distance endoluminale de la paroi vasculaire, avec une charge positive [17].

3.3.2. Membrane plaquettaire :

La membrane plaquettaire comporte une couche de lipides neutres ou polaires dans laquelle
peuvent se mouvoir des GP ou d’autres protéines suffisamment hydrophobes pour former des
associations lipidoprotidiques [26]. La composition biochimique cette membrane est la
suivante :

3.3.2.1. Les systemes membranaires

Comme déja énoncé, nous avons le systéme canaliculaire connecté a la surface SCCS ou
systeme canaliculaire ouvert qui est formé grace aux invaginations de la membrane
thrombocytaire reliées a la surface [27]. 1l participe a la libération des substances granulaires
vers le milieu extracellulaire au cours du processus sécrétoire. Le systéme tubulaire dense
(STD) qui dérive du réticulum endoplasmique lisse mégacaryocytaire est le siege de
formation du thromboxane A2 (TxA2), le lieu de stockage du calcium ionisé (Ca2+) et le
siege de la synthese des prostaglandines (PG) [25].

Outre les systémes de la membrane, les lipides et les protéines représentent respectivement
15% et 60% .

3.3.2.2. Les lipides

IIs sont représentés par 78% de phospholipides qui sont distribués de facon asymétrique dans
la double couche membranaire. Sur la plaquette au repos, la sphingomyéline est présente dans
le feuillet externe et la phosphatidylsérine, le phosphatidylinositol et la
phosphatidyléthanolamine dans le feuillet interne [20]. Ces deux derniers phospholipides sont
respectivement hydrolysés par les phospholipases C (PL C) et A2 (PL A2) qui interviennent
dans le métabolisme des PG. Pour finir, la phosphatidylcholine est répartie entre les deux
feuillets membranaires [25]. Le maintien de cette asymeétrie est assuré par une protéine
particuliere : I’aminophospholipide translocase ou scramblase. Ainsi, par le biais de ses
phospholipides, la membrane plaquettaire est la source majeure d’acide arachidonique et la
celle de platelet factor 3 (PF3) dont I’activité semble étre supportée essentiellement par la
phosphatidylsérine. En dehors des phospholipides, il existe des céramides, des glycolipides
neutres et acides ou des gangliosides [20].
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3.3.2.3. Les recepteur :

Antagonistes
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Figure 11 : schéma des récepteurs membranaire de la plaquette et ses ligands [D].

le complexe GPIb-V-I1X : la GPIb (CD42b) interagit avec la GPI1X et la GPV Il est un
constituant majeur de la membrane plaquettaire avec environ 25 000 complexes par
plaquette. La GPIb se lie au facteur VWF lié au sous-endothélium et cette interaction
dépendante des conditions rhéologiques est favorisée dans les artéres de petit calibre ou
sténosées. La liaison GPIb—VVWF permet un ralentissement des plaquettes a la surface
vasculaire et initie des signaux d’activation. La GPIb est aussi un récepteur accessoire de
la thrombine alors que la GPV est un substrat de la thrombine.

La GP Ib est connectée au cytosquelette ce qui joue un role important dans la taille et la
forme des plaguettes.

Un déficit constitutif du complexe (syndromede Bernard-Soulier) se caractérise par une
thrombopénie, des plaquettes géantes et un syndrome hémorragique souvent sévéere
résultant a la fois de la thrombopénie et du défaut d’adhésion des plaquettes . GPIb_ porte
I’allo-Ag HPA-2 .

GPVI : la GPVI appartient a la superfamille des immunorécepteurs ; elle est couplée a la
chaine gamma commune aux récepteurs des immunoglobulines (FcRy) et environ 4000
complexes sont exprimés par plaquette ; GPVI est le principal récepteur d’activation des
plaquettes par les collagenes de type I et 111 qui sont les molécules les plus thrombogenes
du sous-endothélium sain et de la plaque d’athérosclérose. En raison de son role dans
I’activation des plaquettes par la plaque d’athérosclérose et son implication croissante
dans I’inflammation .

GP la lla est également un récepteur du collagéne qui collabore avec GP VI pour
optimiser 1’activation des plaquettes. GPIa porte ’allo-Ag HPA-5.
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Récepteurs P2Y1 et P2Y12 ; sensibles a I’ ADP, le premier est responsable du changement
de configuration de la plaguette (activation de la protéine Gq et libération de Ca2+), le
deuxiéme de I’amplification de I’agrégation induite par le récepteur GP Ib /V /IX, la
TXAZ2, la thrombine et la sérotonine.

Récepteurs PARL1 et PAR4 pour la thrombine ; celle-ci stimule les plaquettes a une
concentration beaucoup plus faible que celle nécessaire a déclencher la cascade de la
coagulation ; toute fois, sa capacité a cliver le fibrinogene en fibrine est plus importante
pour ’hémostase que son effet sur les plaquettes.

PARL1 et 4 sont couplés aux protéines G hétérotrimériques qui activent a la mobilisation
du Ca2+.

le récepteur du thromboxane A2 (TPa) est également couplé a la proteine Gq et G12/1 et
joue un role important dans I’amplification de I’activation des plaquettes par le TXA2 .

Les GPlIb Illa est majoritaire a la surface plaguettaire avec ~50 000 copies par
plaquettes, auxquelles s’ajoutent environ 30 000 copies contenues dans les granules alpha,
est dans une conformation inaccessible sur les plaquettes au repos et qu’ils sont
externalisées lors de I’activation plaquettaire et lui permet de lier le fibrinogene de
maniere dépendante du Ca2+. Ce complexe est le récepteur du fibrinogéne dont la liaison
va ponter les plaquettes entre elles et conduire a leur agrégation.

Outre le fibrinogene, GPIIb Illa reconnait diverses protéines présentant un motif RGD
(arginine, glycine, aspartique) comme le VWEF et la fibronectine.

Les déficits quantitatifs et/ou qualitatifs en GPIlb Illa (thrombasthénie de Glanzmann)
s’accompagnent d’une anomalie majeure d’agrégation plaquettaire et se manifestent par
un syndrome hémorragique qui peut étre trés sévere

Fc_RIIA : recepteurs expriment une basse affinité pour les 1gG . Ce récepteur appartient a
la superfamille des immunorecepteurs et partage avec la GPVI le méme mécanisme de
signalisation. est impliqué dans la thrombopénie a 1’héparine, la fixation des complexes
immuns déclenchant 1’activation des plaquettes.

La membrane des granules alpha contient de nombreuses molécules : intégrine all B3,
CD62P (P-sélectine). Ces protéines sont externalisées a la membrane externe de la
plaquette lors de I’activation. Ainsi la mise en évidence de CD62P en surface est un bon
témoin de I’activation plaquettaire et a un role proinflammatoire [4].
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glycoprotéine Ligand Autre dénominations

GP Ib-1X-V VWEF (thrombine) CD42a, b, c

GP llb-Illa Fibrinogéne (VWF) Intégrine 11b3 (CD41 +
CD61 = CD41b)

Intégrine 21 Collagéne GPla-l11a CD49b

Intégrine 51 Fibronectine CD49%e

Intégrine 61 Laminine CDA49of

GP VI Collagene Récepteur a ITAM

GP IV Thrombospondine CD36

PAR-1 Thrombine GPCR

PAR-4 Thrombine GPCR

P2Y1 P2Y12 ADP GPCR

P2X1 ATP Canal calcique

TP Thromboxane A2 GPCR

FcRIIA [s[€ CD32A récepteur a
ITAM

CLEC-2 Podoplanine Récepteur a ITAM

PECAM PECAM CD31 récepteur a ITIM

G6Bb Récepteur a ITI

Tableau 1 : Principales protéines de la membrane plaquettaire[D].
GPCR : récepteur couplés a la prot. G.
3.3.2.4. Le cytoplasme

Faisant suite a la membrane et a ses constituants, il y a le cytoplasme qui en plus d’étre
constitué¢ d’un cytosquelette comprend différents types d’organelles.

e Le cytosquelette

Il est majoritairement constitué¢ de filaments d’actomyosine (actine et myosine) et d’un
anneau périphérique de microtubules qui assurent la forme discoidale des plaquettes au
repos. La stimulation par un agoniste induit une polymérisation d’actine et une
réorganisation de ce cytosquelette. Morphologiquement, la plaquette activée perd sa forme
discoide pour adopter une forme sphérique avec projection de pseudopodes. En plus de
son réle de charpente cellulaire, le cytosquelette se révele étre un lieu essentiel pour la
relocalisation de nombreux complexes proteiques de la signalisation [27].

e Les granules denses qui sont de 3 a 12 par plaquette avec un diametre inférieur a 0,2
um. Ils présentent en leur centre, sous un volume variable, un coeur trés dense en
microscopie électronique (d’ou leur dénomination). Ils contiennent le pool des
nucléotides adénosine diphosphate (ADP) et adenosine triphosphate (ATP). Les
granules denses sont aussi le lieu de stockage de la sérotonine & une concentration de
65nmol/L. Enfin, ils contiennent 70% de cations bivalents essentiellement du Ca2+
(responsable de la densité en microscopie électronique). Par ailleurs, les granules
denses sont riches en lysolécithine et en ganglioside. Ils contiennent au niveau de leur
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membrane de petites protéines G : Ral et Rab 27 ainsi que de la granulophysine et
d’autres récepteurs : CD 63, LAMP 2, la tyrosine kinase Src, les GPIb, GPIIb-Illa.

e Les granules o ont une taille en moyenne deux fois supérieure a celle des granules
denses (0,2 a 0,4um). Ils sont plus nombreux. Il en existe environ une centaine par
plaquette. Par le biais de la microscopie €lectronique, il est possible d’identifier une
zone treés dense d’aspect nucléoide contenant les protéoglycanes et une matrice
d’aspect moins dense. Cette derniére peut étre subdivisee en trois régions : une zone
adjacente a la zone nucléoide, une zone intermédiaire souvent associée au marquage
des protéines plasmatiques et une zone plus étroite périphérique caractérisée par la
présence de structures tubulaires et de grosses protéines : le FVW, la multimérine, le
facteur V. Les granules o contiennent aussi la BTG, le PF4 de méme localisation que
les protéoglycanes. Il y a également des protéines adhésives : le fibrinogéne, la
thrombospondine et la fibronectine. Les facteurs mitogéniques sont aussi présents : le
platelet derived growth factor (PDGF), le TGF-p, de nombreux facteurs
angiogéniques. Il a été identifié en plus, des protéases comme I’inhibiteur de
I’activateur du plasminogéne de type I (PAI 1), I’a- protéase, I’inhibiteur du facteur
tissulaire (TFPI), la protéase nexin 2 (forme tronquée du précurseur de la substance 3-
amyloide). Le composant majeur de la membrane des granules o est la P-sélectine
(GMP 140 ou CD 62). A la face interne, il existe aussi la GPIIb-Illa, la GPIV, le CD9,
I’ostéonectine, la protéine PECAM, les petites protéines G (Rap 1, Rab 4, Rab 6 et
Rab 8) qui ont un réle important dans le phénomeéne de sécrétion.

e Les lysosomes ont une taille intermédiaire entre les deux types de granules. Ils
contiennent de la phosphatase acide, des glycosidases, des protéases, de la
collagénase, de 1’élastase, de la cathepsine G [30]. Leur membrane contient
principalement la lysosomal integral membrane protein (LIMP) ou CD 63.

e Les microperoxysomes sont des microgranules contenant de la catalase. Leur fonction
précise est inconnue [19].

e Les mitochondries et les grains de glycogene constituent la source d’énergie principale
des plaquettes via la phosphorylation oxydative et la glycolyse [25].

Granule o« (F4P, BTG, protéines adhésives, protéines
de la coagulation, facteurs de croissance, inhibiteurs
de la fibrinolyse, immunoglobulines)

Granule dense
(ADP, ATP, calcium, sérotonine)

Systéme canaliculaire

ouvert Membrane plasmique

glycoprotéines et phospholipides)

Systéme tubulaire

dense Mitochondrie

Lysosome Glycogéne

Figure 12 : structure schématique d’une plaquette [E]
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4.R0les et fonctions des plaquettes :
4.1.Role des plaquettes dans ’hémostase primaire :

On peut schématiser les grandes voies de 1’activation des plaquettes en distinguant celles qui
sont impliquées dans les phénoménes d’adhérence et d’activation au contact de la paroi
vasculaire 1ésée et celles qui concourent a I’amplification des réponses et au recrutement de
plaquettes circulantes par des médiateurs solubles libérés lors de I’activation .

En I’absence de bréche vasculaire, des voies inhibitrices maintiennent les plaquettes dans un
état de repos dans la circulation sanguine. Ce sont essentiellement des récepteurs couplés a
des protéines G comme les récepteurs de la prostacycline (PGI2) ainsi que des immuno-
récepteurs a motifs ITIM (immuno-tyrosine based inhibition motifs) (PECAM) qui régulent le
niveau d’inhibition des plaquettes circulantes. La prostacycline, sécrétée par I’endothélium
sain.

L’ensemble des voies activatrices convergent et assurent la complétude des réponses des
plaquettes a I’ensemble des stimuli rencontrés au niveau de la bréche vasculaire et ceux
formés et sécrétés lors des premieres étapes pour activer efficacement [30].

4.1.1. Adhérence et activation plaguettaire
» Adhérence a la paroi vasculaire lésée :

Lors d’une bréche vasculaire, de nombreuses protéines du sous-endothélium ainsi que des
couches plus profondes du vaisseau sont exposées au sang circulant parmi lesquelles le
facteur de Willebrand (VWF), différents types de collagénes, la fibronectine, des laminines,
qui chacune interagissent avec des glycoprotéines réceptrices de la membrane des plaquettes.
Ces interactions sont régulées en fonction de I’hémodynamique locale et, dans des conditions
de flux rapide ou les forces de cisaillement a la paroi sont élevées, I’interaction initiale des
plaquettes avec le substrat se fait par I’intermédiaire du vWF qui fait le pont entre le
complexe glycoprotéique GPIb-V-1X des plaquettes et le collagene du sous-endothélium .

La fonction principale de liaison du VWF est portée par la sous-unité GPIba au niveau de son
extremité N-terminale extracellulaire. La liaison du facteur Willebrand déclenche une
signalisation intracellulaire qui entraine des changements morphologiques des plaquettes avec
émission de filopodes et I’activation de I’intégrine allbB3 pour favoriser I’étalement et
I’adhérence a la paroi lésée.

Le complexe GPIb-V-IX participe également a ’activation des plaquettes par la thrombine
via la sous-unité GPIba qui posséde un site de liaison pour la thrombine. cette étape favorise
les interactions avec d’autres protéines de la paroi et d’autres récepteurs des plaquettes qui
meneront a leur adhérence stable, leur activation, la mise en route des mécanismes de
sécretion et le recrutement de plaquettes circulantes afin de former le clou hémostatique. Les
principales protéines de la matrice sous-endothéliale impliquées dans 1I’adhérence stable sont
le collagene, puissant activateur des plaquettes via deux récepteurs au-moins, la glycoprotéine
VI, et 'intégrine 02p1, la fibronectine, via I’intégrine a581, les laminines via I’intégrine a6f1
et le fibrinogéne adsorbé a la paroi 1ésée, via I’intégrine allbf3 . Par ailleurs, le fibrinogéne
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soluble circulant est le ligand majeur de I’intégrine allbB3 nécessaire a I’agrégation des
plaquettes entre elles [30].

» L’activation par des agonistes solubles et leur recepteurs :

De nombreux agonistes solubles sont susceptibles d’activer les plaquettes sanguines parmi
lesquels les plus importants sont :

Activation des plaquettes par I’ADP

L’ADP est contenu a trés forte concentration dans les granules denses des plaquettes et
sécrété lors de ’activation. Son role est a la fois de renforcer ’activation et de
stabiliser le clou plaquettaire . Les plaquettes sanguines possédent deux récepteurs a
I’ADP, P2Y1 et P2Y 12, le récepteur P2Y 1 est couplé a la protéine Gq, responsable de
I’activation des phospholipases CP et donc des protéines kinases C et de la
mobilisation du calcium intracellulaire. 1l est responsable des changements
morphologiques induits par I’ADP.

Le récepteur P2Y'12 est couplé a une protéine Gi2, responsable de ’inhibition de la
formation d’AMP cyclique et, a ce titre, permissive de I’activation plaquettaire .

L’inhibition de I’activation par I’ADP ou 1’absence d’ADP dans les granules (maladie
du pool vide) se traduit par une réponse plaquettaire diminuée a toutes les formes de
stimulation des plaquettes, que ce soit par la thrombine, le collagene, les immuns
complexes.

Le role amplificateur des réponses plaquettaires est principalement porté par le
récepteur P2Y12 tandis que le récepteur P2Y1 régule la réactivité des plaquettes en
réponse a I’ADP en se désensibilisant transitoirement .

La voie du thromboxane A2 Lors de I’activation des plaquettes, les phospholipides de
la membrane plasmique sont mis a contribution de diverses fagons pour produire des
seconds messagers intracellulaires ainsi qu’un agoniste secondaire, le thromboxane A2
(TXAZ2). Le thromboxane A2, est un métabolite instable de 1’acide arachidonique.
L’acide arachidonique, clivé par la phospholipase A2 lors de I’activation des
plaquettes est soumis a I’action de la cyclo-oxygénase qui forme des endoperoxydes
substrats de la thromboxane synthétase . Le TXAZ2 est a la fois un activateur des
plaquettes et un puissant vasoconstricteur. Il se lie avec les récepteurs TP, qui
appartiennent a la classe des récepteurs des prostanoides. Ces récepteurs sont couplés
a des protéines G de type Gq et G12/G13, responsables de la mobilisation du calcium
intracellulaire et de 1’activation de la GTPase RhoA responsable notamment des
phénomeénes contractiles des plaquettes.

Activation des plaquettes par la thrombine

La thrombine est I’activateur le plus puissant des plaquettes sanguines. La aussi, deux
récepteurs couplés aux protéines G sont impliqués dans 1’activation des plaquettes par
la thrombine, les récepteurs PARL et PAR4, PAR signifiant « Protease Activated
Receptor » . Le mode d’activation de ces récepteurs est trés original puisque c’est la
fonction protéolytique de la thrombine qui clive la portion extracellulaire du récepteur
formant ainsi une nouvelle portion extracellulaire qui devient 1’agoniste sélectif du
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récepteur ainsi clivé. Le motif minimal du peptide activateur du récepteur PAR1
comporte six acides aminés. Le peptide SFLLRN de synthése est couramment utilisé
pour stimuler directement les récepteurs PAR1 sans qu’il soit nécessaire que le clivage
ait eu lieu. Le motif d’activation de PAR4 est GYPGQV. Ces deux récepteurs sont
couplés aux protéines Gq et G12/13. L’activation des plaquettes par la thrombine ou
par les peptides activateurs des PARs induit la sécrétion du contenu granulaire et par
voie de consequence la stimulation de la voie Gi via I’activation du récepteur P2Y12.
Ces deux récepteurs ne sont pas redondants.

les plaquettes changent alors de forme grace au cytosquelette lie aux récepteurs
membranaires via 1’actin binding protein (ABP). Le passage de la forme discoide a la
forme sphérique et 1’émission de pseudopodes associés a la centralisation des granules
sont les élements remarquables de cette étape. Les séquences de cette étape,
étroitement dépendantes du Ca 2+, ne sont pas encore toutes élucidées, mais elles
aboutissent a la polymérisation des filaments d’actine autorisant un plus grand contact
intercellulaire et une bonne rétraction du caillot [30].

4.1.2.1a sécrétion :

la sécrétion granulaire correspond au relargage du contenu
granulaire apres centralisation des granules et a
I’amplification potentielle de la réponse plaquettaire apres
la libération des nombreuses substances activatrices ou
ligands. La sécrétion granulaire est importante car elle
permet de recruter davantage de plaquettes et de consolider
le clou plaquettaire. 1l ya véritablement fusion de la
membrane plasmique avec celle des granules et excrétion

du contenu granulaire dans le milieu péri-plaquettaire.  Figure 13 : Image illustrant la sécrétion
L’amplification de la réponse cellulaire est plaquettaire [C].

essentiellement assurée par le TXA2 généré a partir de

I’acide arachidonique endogene [29].

4.1.3.Agrégation plaquettaire :
L’ agrégation des plaquettes correspond a 1’établissement de ponts interplaquettaires

gréce au fibrinogéne et a sa liaison aux complexes glycoprotéiques GPIIbIIla (02b 3 3)
externalis¢ a la surface plaquettaire apres 1’activation. Les sites GPIIbIIIa sont liés aux
differentes protéines du cytosquelette telles que la taline et la
vinculine. Les sites a2b 3 aprés modification
conformationnelle peuvent alors fixer le fibrinogéne
plasmatique et permettre la constitution des ponts
interplaquettaires (argégation réversible). La GPIV (CD36)
liant la TSP, (thrombospondine) relarguée a partir du sous —
endothélium et des granules a plaguettaires, accroit le contact

inter'plaquettaire et consolide l,agrégat [29]- Figure 14 : Image illustrant la formation de
l'agrégat plaquettaire [C].
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Ces mécanismes régulent les fonctions liées a I’ancrage et a I’étalement des plaquettes aux
protéines de matrice de la paroi vasculaire lésée, la stabilité de ’agrégat plaquettaire et le
phénomene de rétraction du caillot [30].

4.1.4.Le role procoagulant des plaquettes :

L’activation des plaquettes et la coagulation sanguines sont des phénomenes dynamiques
intimement liés et organisés de sorte que la formation d’un clou hémostatique soit localisée au
site de la breche vasculaire. Les plaquettes, fortement stimulées par les premiéres traces de
thrombine combinées au collagene de la paroi vasculaire Iésée, subissent une transformation
qui méne a une augmentation tres importante de la concentration cytoplasmique du calcium et
a la rupture de I’asymétrie de distribution des phospholipides de la membrane plasmique avec
exposition de phospholipides négatifs ou anionique par « flip-flop », essentiellement la
phosphatidylserine, a la surface des plaquettes. Ces phospholipides négatifs sont des
cofacteurs nécessaires a la liaison des facteurs de la coagulation et a la formation des
complexes tenase et prothrombinase . Ainsi, les plaquettes les plus activées, que 1’on
rencontre dans les couches les plus profondes de la paroi Iésée sont-elles le siege de
I’amplification de la génération de thrombine et le lieu de formation des premiéres fibres de
fibrine qui ancrent le thrombus a la paroi et contribuent a sa stabilité . Le processus
d’externalisation de la phosphatidylserine requiert une activité dite « scramblase » dont le
substrat moléculaire a été identifié récemment. Il s’agit d’une protéine transmembranaire
appelée TMEM16F qui forme un canal cationique activé par le calcium . Cette protéine est
mutée chez des patients porteurs du syndrome de Scott, maladie hémorragique liée a ce défaut
d’exposition de phosphatidylserine. Les mécanismes généraux de I’activation des plaquettes
sont impliqués a des degrés variables dans I’exposition de phosphatidylserine. En particulier,
I’intégrine allbP3 et le récepteur P2Y 12 jouent un role important via ’activation de la
tyrosine kinase Syk d’une part, et de la voie PI3K/Akt/rap1B d’autre part . Enfin, le complexe
GPIb-V-IX contribue au réle procoagulant des plaquettes par des mécanismes non encore tout
a fait élucidés . Indépendamment de I’assemblage des facteurs vitamine K dépendants a leur
surface, les plaquettes stimulées sécreétent d’importantes quantités de polyphosphates
inorganiques contenus dans les granules denses. Ces polyphosphates sont des activateurs de la
phase dite intrinséque ou phase contact de la coagulation. lls activent le Facteur XII,
accélérent I’activation des facteurs XI et V a la surface des plaquettes et, enfin, inhibent les
effets anticoagulant de I’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI). Cette voie
d’activation de la coagulation semble plus importante dans les phénomenes thrombotiques
que pour I’hémostase normale. Ces composés sont aussi au carrefour des interactions du
systéeme de I’hémostase avec 1’inflammation et I’immunité antibactérienne[30] .
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Figure 15 : schéma explique le mécanisme de la fonction plaquettaire dans I’hémostase primaire [F].

4.2.Plaquettes ,inflammation et immunité :

Les systemes de I’hémostase, de I’inflammation et de I’immunité, a la fois innée et adaptative,

sont intimement liés et I’on comprend de mieux en mieux leurs interactions. Les plaquettes
activées exposent la P sélectine a la membrane ce qui leur permet de se lier aux
polynucléaires neutrophiles, aux monocytes et aux cellules dendritiques . Par ailleurs, les
plaquettes activées exposent du CD40L, puissant activateurs de nombre de réponses immunes
et de I’endothélium vasculaire .

Elles sécretent nombre de cytokines et de chémokines .Les plaquettes jouent ainsi des roles

variés dans les phénomeénes de défense antibactérienne et antiparasitaire, dans 1’inflammation,

les septicémies, lors de phénoménes de détresse respiratoire ou d’autres syndromes de
défaillance viscérale [22].

4.3. Remodelage vasculaire postnatal

Le canal artériel est un shunt foetal artérioveineux, laissant passer le sang de 1’aorte vers
’artere pulmonaire, qui se cloisonne a la naissance. Un défaut de fermeture du canal artériel
est une source de morbidité et de mortalité importante chez le nouveau-ne. Des travaux
récents ont montré I’importance des plaquettes dans ce cloisonnement. Au cours de la
constriction du canal artériel, les cellules endothéliales se détachent. Cela expose la matrice
sous-endothéliale déclenchant un recrutement massif de plaquettes par 1I’intermédiaire des
glycoprotéines plaquettaires GPV1 et GPIIb-I1la. Les plaquettes forment un agrégat refermant
le canal artériel facilitant ainsi le remodelage de la lumiére du canal [22].
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4.4.Angiogenese et cancer :

Les plaquettes contiennent de nombreuses protéines régulant I’angiogenése qui sont stockées
dans les granules alpha . La sécrétion de ces facteurs peut se faire au niveau de la lésion
tumorale apres activation des plaquettes. Au site de la tumeur, la concentration en thrombine
peut étre jusqu’a 63 fois supérieure a celle du plasma normal et les cellules endothéliales
voient leur expression en facteur tissulaire augmentée .

Bien que les plaquettes contiennent des facteurs proangiogénes (VEGF, PDGF, EGF) et

antiangiogénes (TGF-béta, endostatine), elles semblent stimuler I’angiogenése tumorale [22].
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CHAPITRE 111 :
MECANISME DE THROMBOPENIE
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Classiquement on distingue des thrombopénies d’origine centrale ou périphériques
1. Thrombopénies périphériques

Elles résultent de la destruction ou de la consommation des plaquettes d’origine
immunologique ou non immunologique, ou a une anomalie de répartition par des phénoménes
de dilution ou de séquestration plaquettaires.

Ces thrombopénies périphériques sont de loin les plus fréquentes, caractérisees par un
raccourcissement de la durée de vie des plaquettes d’origine périphérique, qui en résulte une
stimulation parallele de la mégacaryopoiese avec augmentation du nombre, de la taille et de la
rapidité de maturation des mégacaryocytes, cependant insuffisante pour compenser les pertes
plaquettaires.

1.1. Hyper destruction

L’hyperdestruction est le plus souvent immunologique due a la fixation des
immunoglobulines sur les plaquettes . Il peut s’agir d’auto-anticorps se fixant par le fragment
Fab de I’immunoglobuline et dirigé vers un antigene spécifique de la membrane plaquettaire
particulierement la GR 1lb Illa ; ou de complexes immuns se fixant sur les plaquettes par le
fragment Fc de I’'immunoglobuline. Les plaquettes recouvertes par les immunoglobulines sont
phagocytéees par les macrophages qui interagissent par le récepteur pour le fragment Fc de
I’immunoglobuline.

1.2. Hyper consommation

L’hyperconsommation est due a une activation plaquettaire ou a un déclenchement anormal
de la coagulation, la thrombopénie y est souvent associée a des anomalies de la coagulation.

1.3.Anomalie de répartition

Par séquestration splénique ou dilution

2. Les thrombopénies centrales :

Elles correspondent a une diminution de la production plaquettaire par réduction du pool des
mégacaryocytes d’origine :

e Soit qualitative par des affections constitutionnelles rares ou aquise par un déficit
carentielle en vitamine B12 .
e Soit quantitative par mégacarypoiese inefficace (aquise ou héréditaire) [31].
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Thrombopénies centrales (réduction du | Radiations ionisantes, agents cytotoxiques
pool des précurseurs mégacaryocytaires | Aplasie médullaire, maladie de Fanconi

ou thrombopoiése inefficace) hémoglobinurie paroxystique nocturne
Amégacaryocytose congénitale
thrombopénie familiale

Carence en folate et en vitamine B12
Alcool, thiazidique NO

Infection virale (CMV, rougeole rubéole)

Thrombopénie Immunologique Purpura thrombopénique auto-immune (PTAI)
périphériques idiopathique

(consommation et PTAI associé a maladie de systéme, syndrome
destruction lymphoprolifératif, infection virale (PTAI aigu de
plaquettaire) I’enfant), infection VIH, anémie hémolytique auto-

immune (syndrome d’Evans)

Syndrome des antiphospholipides

Thrombopénies allo-immunes : thrombopénie
néonatale par incompatibilité feeto-maternelle,
thrombopénie post-transfusionnelle

... Médicaments : quinine et quinidine, héparine, sels
d’or, pénicillines

Infections bactériennes, virales et parasitaires
Autres : allergie, réaction anaphylactique

Non CIVD infection, complication obstétricales, tumeur,
immunologique leucémie, angiome, syndrome de Moskovitch (PTT),
SHU, prothese valvulaire

Pré-éclampsie, HELP-syndrome

Infection bactérienne, virale

Syndrome d’activation macrophagique (hystiocytose
hémophagocytaire)

Circuits extracorporelles, sonde de Swan-Ganz
Brulures étendues

Tableau 2 : classification physiopathologique des thrombopénies [G].

3. Les conséquences clinique de la thrombopenie :

Une thrombopénie peut étre responsable d’hémorragies spontanées. Un taux de plaquettes
supérieur a 20 x 109/L est habituellement suffisant pour empécher les hémorragies graves. La
gravité des hémorragies est liée a leur localisation et a leur volume. Les hémorragies
muqueuses (épistaxis souvent bilatérales gingivorragies, bulles hémorragiques de la cavité
buccale), utérines et cutanées sont trés évocatrices de thrombopénie. Au niveau de la peau, la
Iésion retrouveée est le purpura qui associe petéchies et ecchymoses.

Les manifestations de gravité sont :

e le purpura extensif ;
¢ les bulles hémorragiques endo-buccales (face interne des joues) ;
e les hémorragies viscérales, rétiniennes ou intracraniennes ;
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e hémorragies extériorisées.
D’une fagon générale, le purpura est d’autant plus sévere que :

> les pétéchies sont plus nombreuses ;

> des taches purpuriques s’y associent ;

> le purpura atteint autant le tronc que les membres inférieurs ;
» un purpura muqueux s’y associe [5].

Figure 16 : Purpura thrombopénique[H]
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CHAPITRE IV
DIAGNOSTIQUE BIOLOGIQUE
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1.Circonstance de découverte :
Elles sont variables :

e la découverte fortuite suite a un examen systématique (bilan préopératoire, d'une
maladie connue) .

e devant des contextes particuliers : réanimation, gynécologie ; (grossesse), post-
chirurgie (CIVD, héparinothérapie), pathologie associée (foie, rein, ganglions,
rate...) .

e Devant un syndrome hémorragique cutanéo-muqueux (épistaxis ,pétéchies
,gingivorragie ).

1.1.Signes hémorragiques surtout purpuriques :[32]

IIs sont de couleur rouge foncé ou bleutée, ne disparaissent pas a la pression et passent
successivement par les couleurs de la biligénie avant de disparaitre sans séquelle. Répétés et
suffisamment prolongés, ils peuvent prendre une couleur brun ocre, a cause de I'némosidérine
qui s'y dépose.

» Pétéchies :

Ce sont de petites taches rouges et planes, de 2 a 3 mm de diamétre : les classiques tétes
d'épingles. Elles peuvent apparaitre spontanément, apres la mise en place d'un garrot ou apres
grattage.

» Ecchymoses :

Contrairement aux bleus normaux, lorsqu'elles sont liées a une thrombopénie, les ecchymoses
surviennent spontanément ou lors d'un choc minime. On ne peut pas différencier a l'ceil les
ecchymoses normales des pathologiques.

» Hémorragies muqueuses :

Elles se manifestent principalement par des saignements des gencives ou du nez. Les regles
peuvent également étre plus abondantes et les hémorragies digestives se développent a partir
de lésions sous-jacentes.

> Bulles hémorragiques :

Forme particuliere d'hémorragie muqueuse, leur siege préférentiel est la muqueuse buccale.
En regle générale, elles ne sont pas isolées mais intégrées dans un tableau hémorragique
cutaneé .

2.Examen pré-analytique :
2.1. Interrogatoire et examen clinique :

e [’interrogatoire et I’examen clinique précisent I’étiologie, le patient doit €tre interroger
Sur :

e Age (enfant : syndrome hémorragique d’origine héréditaire ).

e ATCD personnels et familiaux .
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e Maladie connue et suivie.

e Syndrome infectieux .

e Syndrome anémique.

e Prise de médicaments, chimiothérapie, alcool.
¢ Notion de Voyage (paludisme).

e Organomégalie (ganglions, rate, foie).

e Patient hospitalisé (complications infectieuses, thrombotiques) [32].

2.2.Prélévement :
2.2.1.Preparation du patient :

Le prélevement est fait en général le matin, en dehors de tout contexte d’urgence, de
préférence a jeun ou apres un déjeuner léger dépourvu de matiere grasse. L alcool, le tabac,
sont déconseillés ainsi que 1’exercice physique [33- 34]. En effet, I’effort physique entraine
une activation de la coagulation et de la fibrinolyse, des repas riches en lipides peuvent
interférer avec plusieurs paramétres (la réactivité plaquettaire, le taux de facteur VII ainsi
qu’une hypofibrinolyse), le tabac stimule 1’agrégation plaquettaire et la fibrinolyse [35].
L’ingestion d’alcool produit un afflux de sang a la périphérie du corps et une augmentation
de VGM, Le prélévement est effectué chez un patient en position assise, en repos depuis cing
minutes.

Eviter de doser le facteur de Willebrand, le facteur V111 de la coagulation ainsi que la
protéines pendant la grossesse, tout résultat anormal pendant la grossesse doit étre contrélé a
distance (au moins deux mois apres 1’accouchement).

2.2.2.Les méthodes de prélevement :

Le préléevement est en général fait par ponction veineuse franche au pli du coude (veine de
grand calibre) par une aiguille de calibre suffisant (0,7 a 1 mm), permettant un écoulement
facile du sang [33].

Le garrot doit étre peu serré pour éviter la stase prolongée et maintenu peu de temps, a moins

d’une minute, afin d’éviter I’activation des cellules endothéliales et de I’hémostase [33,34,
36].

Il est préférable de rejeter les premiers millilitres de sang préleveés car ils peuvent contenir des
débris tissulaires capables d’activer la coagulation. Si d’autres bilans non destinés a
I’hémostase sont a réaliser, il est recommandé de prélever les tubes d’hémostase en seconde
position, mais pas avant le tube hépariné car ce dernier peut prolonger le TCA sans avoir un
impact sur le TP(la thromboplastine contient un inhibiteur de I’héparine) .

Le préléevement ne se fait pas a la fin car la présence prolongée d’une aiguille dans la paroi
endotheliale peut entrainer une activation de la coagulation par 1ésion de 1’endothélium[33,
37].
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Selon les recommandations du Groupe d’étude hémostase et thrombose (GEHT),Les tubes
sous vide contenant EDTA sont utiles pour la réalisation de la NFS et les tubes de citrate de
sodium 3,8 % qui sont actuellement tres utilisés dans le bilan d’hémostase .

Les tubes prélevés doivent étre correctement remplis en respectant le rapport (1volume d’anti
coagulant pour 9 volume de sang) , immédiatement agités par quelques retournements lents,
bien étiqueter aupreés du patient et Déposer immédiatement a la réception.

3.Diagnostic positif :
1.Numération formule sanguine (NFS):
1.1.Technique manuelle (numération en cellule de comptage) :

Une numération précise des populations globulaire, leucocytaire et plaquettaire peut étre
effectuée apres dilution d’un spécimen sanguin et lecture au microscope a 1’aide d’une cellule
de comptage (comme par exemple la cellule de Malassez) ou hématimetre. La numération
plaquettaires est effectuée apres dilution du sang, classiqguement collecté sur EDTA, dans une
solution d’oxalate d’ammonium lysant les hématies [3].

Aprés un temps de contact variable avec 1’agent de lyse, la solution est déposée dans la
chambre de comptage de I’hématimétre. La cellule de Malassez contient deux chambres
calibrées et subdivisées en 100 rectangles de 0,01 mma3 chacun, soit un volume de 1 mm3
dans le quadrillage de la zone de comptage. Il suffit ensuite de compter les cellules sanguines
(plaquettes) a I’aide d’un microscope dans les zones de lecture afin d’obtenir leur
concentration .

Lame de Malassez /

Cellules de Malassez ‘ g

plaquette o pg dod p
od o
i N; = Nombre de N, = Nombre de
leucocyte plaquettes dans une leucocytes dans une
subdivision de 10 cellule de 100
carreaux. carreaux.
| N, X 1000 =10°/L | | N, X 100 =10°/L |
Numeération plaquettaire Numeération leucocytaire

Figure 17 : Comptage sur cellule de Malassez [l].
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1.2.Automate :
1.2.1.la technique de mesure par impédance :

Initialement définie par Wallace Coulter un échantillon de sang total prélevé sur EDTA est
dilué dans une solution tampon iso-osmotique puis aspiré au travers d’un orifice qui sépare
deux chambres, I’une contenant une électrode positive et 1’autre une électrode négative [38].
Chaque particule traversant I’orifice produit momentanément une augmentation de la
résistance électrique qui est enregistrée comme une impulsion. En outre, la taille de cette
impulsion est proportionnelle a la taille de la particule correspondante. Les impulsions sont
enregistrées individuellement puis classées au sein d’histogrammes : les AHC énumeérent les
plaquettes (PLT) et les globules rouges (GR) sur le méme canal de dilution et considérent les
particules de petite taille comme des PLT et les autres particules comme des GR. Diverses
améliorations ont été apportées a cette analyse : étude du profil de 1’histogramme des
volumes plaquettaires et production d’une courbe lissée (améliorant la précision du décompte)
si la distribution est (Log) normale, ou/et présence d’un seuil mobile plutot que fixe pour
discriminer PLT et GR. Des messages d’alerte apparaissent quand I’AHC ne réussit pas a
extrapoler une courbe lissée ou a séparer nettement les PLT des GR.

1.2.2.La technique de mesure par diffraction lumineuse (optique) :

Utilise la cytométrie en flux: les particules d’un échantillon de sang dilué sont aspirées et
cheminent individuellement dans un capillaire. Chaque particule traverse un faisceau
lumineux (ou laser) et va a la fois interrompre ce faisceau (chaque interruption correspond au
passage d’une particule, ce qui permet ultérieurement d’en obtenir le nombre) et le diffracter.
La quantité de lumiére diffractée a 1, 2, 3 ou méme 4 angles (selon les AHC) est
proportionnelle au volume, mais aussi renseigne sur le contenu de la particule. Les PLT sont
identifiées sur un histogramme biparamétrique plaquettaire (volume/indice de réfraction).
Plusieurs AHC réalisent la numération des PLT par impédance mais peuvent, soit a la
demande soit systématiquement, énumérer en plus les PLT par technique optique. En
incorporant un composé coloré ou fluorescent au réactif de dilution [39].

1.2.3.Mise en évidence des PLTs sur les automates :

La présence d’amas de PLT est plus ou moins facilement détectée selon les AHC et selon la
taille des amas, les AHC les plus simples ayant un faible niveau de détection .

Lorsque ’agrégation est d’intensité¢ modérée, avec un mélange de PLT libres et de petits
amas(2-5 PLT), ces derniers sont considérés comme de grosses PLT. L histogramme
plaquettaire montre un exces d’éléments de grande taille, sans retour a la ligne de base vers 20
fL, et la séparation PLT-GR est difficile. Des messages d’alerte peuvent étre générés : «
présence de grandes plaquettes », « plaquettes géantes » ou « suspicion d’amas plaquettaires »
(ou équivalents). Lorsque les amas sont plus volumineux, 1’histogramme plaquettaire ne
visualise que les PLT non agrégées, et les messages d’alerte issus de cet histogramme sont
liés a la difficulté d’analyse de ces quelques PLT résiduelles : « absence de courbe lissée », «
résultats bruts », « thrombopénie ». Par contre, les amas volumineux vont perturber 1’analyse
des leucocytes et sont visualisables sur 1’histogramme bi paramétrique de la formule
leucocytaire (taille/un autre critere, variable selon I’AHC) sous la forme de particules
anormales non leucocytaires. Des messages d’alerte apparaissent : « agrégats de plaquettes »,
« plaquettes de grande taille ou géantes », ou un message équivalent li¢ a I’existence de
particules de taille modérée (parfois : « érythroblastes ») [39].
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Sur certains AHC, la numération leucocytaire est réalisée sur deux canaux différents (voir les
anomalies de décompte des leucocytes) : dans le canal qui utilise un agent de lyse puissant des
GR, les membranes des leucocytes et des PLT (libres et en amas) sont détruites et la
numération leucocytaire est exacte. A l’inverse, dans le canal dédié a la formule leucocytaire,
I’agent de lyse des GR respecte les membranes des leucocytes, des PLT et des amas de PLT,
et ces derniers seront comptés comme leucocytes et vont surestimer la numération
leucocytaire de ce canal. Une différence entre les 2 mesures est alors signalée, et cette
discordance doit faire évoquer, entre autres, la présence d’amas plaquettaires.

Les AHC qui réalisent la numération et la formule leucocytaires sur le méme canal seront
moins sensibles a la détection des amas de PLT, et une observation attentive des
histogrammes sera d’autant plus nécessaire.

Les AHC les plus simples qui ne réalisent pas de formule, méme approchée, visualisent mal
les agrégats. Avec les AHC qui analysent les particules du canal de numeération leucocytaire
en trois populations (lymphocytes, monocytes, granulocytes) (Beckman, Horiba Medical), les
amas de PLT apparaissent sous forme d’un pic de particules de petite taille : les messages
d’alerte générés sont souvent communs aux trois principaux artéfacts interférant dans cette
région, c¢’est-a-dire les agrégats de PLT, les PLT géantes et les noyaux d’érythroblastes [40].

T v T T T L L T T T T

7° - COMPLEXITY 7° - COMPLEXITY

Figure 18 : Visualisation des agrégats plaquettaires sur les histogrammes des automates. [J]
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A : avec I'automate XE-2100 (Sysmex), les amas apparaissent sur I’histogramme DIFF (formule leucocytaire) sous
forme d’un nuage allongé (graphe de gauche ; fleche).  Sur le graphe qui visualise une éventuelle myélémie (IMl), ces
amas forment un nuage qui prolonge le nuage des leucocytes (centre ; fleche). Sur le schéma de droite, on remarque
I'absence de retour a la base de I’histogramme des volumes plaquettaires (fléeche).

B : avec I'automate Cell-Dyn Sapphire (Abbott), a c6té des populations leucocytaires normales (image de gauche),
I’histogramme taille/complexité visualise un nuage anormal (en noir, image de droite).

C : avec I'automate Advia 2120 (Siemens) on observe sur I’histo- gramme de droite (formule Perox) un nuage de
points (en blanc), absent de I'image normale (a gauche), et qui recouvre une zone particuliere dans laquelle ces amas seront
énumérés. E = éosinophiles ; Ly = lymphocytes ; M = monocytes ; N = neutrophiles.

1.2.4.Résultats sur automate :

Selon le laboratoire ou le prélevement est effectué, la valeur normale du taux de plaquettes
est comprise entre 150 000 et 400 000 par mm? quel que soit I'dge et le sexe [41].

e <150 G/L =Thrombopénie
® > 400 G/L = Hyperplaquettose (Thrombocytose)
1.2.5.Evaluer le risque hémorragique :

* Si plaquettes entre 60 et 150 G/| : thrombopénie légére (aucun syndrome hémorragique
ne doit étre attribué au nombre de plaquettes ). il peut s’agir d’'une pseudo-thrombopénie,
agrégation des plaquettes de certains sujets sur EDTA (phénomene non pathologique)
vérifier par :

- agrégats sur lame
- Numération des plaquettes par prélevement sur citrate

¢ Si plaquettes comprises entre 20et 60G/I :thrombopénie modéré sans syndrome
hémorragique sauf si présence d’'une anomalie surajoutée (coagulopathie , anomalie des
fonctions plaguettaires , présence de syndrome hémorragique apreés traumatisme.

e si plaquettes <20 G/I: thrombopénie sévere ,syndrome hémorragique spontané sévere
et provoqué trés sévere.

* Si, malgré cette précaution, les plaquettes restent entre 100 et 150 G/I : aucune
exploration complémentaire ne doit étre envisagée. Une nouvelle numération des
plaguettes sera réalisée trois mois plus tard. En cas de stabilité et s’il n'apparait aucun autre
signe clinique ou biologique donnant une valeur sémiologique au chiffre plaquettaire, I'état
hématologique sera considéré comme normal [42].

2.Le frottis sanguin :
2.1.Principe :

Le frottis est réalisé a partir de I’échantillon de sang prélevé sur anticoagulant pour la
numeération globulaire. Le frottis traditionnel manuel comporte plusieurs zones : le début du
frottis qui est une zone épaisse, le corps du frottis ou se situe la zone de lecture, et les
franges ol les éléments sont sur-étalés et déformés. La répartition des cellules n’est pas
homogene sur le frottis ; en effet, les cellules de grande taille se trouvent généralement vers
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les bords et les franges. Plusieurs types de techniques de confection automatisée
d’étalements sanguins avec un ajustement en fonction de I'hématocrite ont été
successivement commercialisés. La technique qui s’est généralisée donne un étalement
proche du frottis manuel avec, comme avantage, une extension de la zone de lecture [43].

2.2. confection :

1. Nettoyer 2 lames a l'alcool (faces et tranches), les sécher avec du papier absorbant,
les déposer sur papier absorbant.

2. Prélever une goutte de sang a I'aide du compte-goutte.

Déposer la goutte de sang a I'extrémité d’'une lame .

4. Appliquer une autre lame inclinée a 45° en avant de la goutte de sang de facon a ce

w

gue le sang s’étale sous la lame par capillarité .
5. Faire glisser la lame inclinée a 45° pour étaler uniformément la goutte .
6. Sécher le frottis avec le seche-cheveux.
7. Repérer au marqueur, avec une lettre F, la face ou se trouve le sang [44].

inclinaison de la lame contre la Mise en contact de la lame inclinee
goutte de sang contrele s
LAME e
LAME 1
1 2
le sang s'etale par capillarite 3 4 Entrainement du sang par
capillarite.

frottis realisé

=
/ A /4

Figure 19 : Schéma de la procédure de réalisation d‘un frottis .
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Figure 20 : Exemple de frottis sanguin

2.3. Bon frottis:
Bonne taille (2 a % de la lame) Bonne densité, goutte étalée en entier.
2.4. Coloration :

La coloration des frottis peut étre manuelle ou automatisée. La coloration combinée de
MayGriinwald-Giemsa (MGG), dite coloration panoptique de Pappenheim, et celle de Wright
ont succédé a I’ancienne coloration aux triacides d’Ehrlich modifiée par Romanovski. [43].

2.4.1. Les constituants chimiques de la coloration de MGG :

le mélange de May-Griinwald est théoriquement un éosinate d’azur de méthyléne (éosine Y +
azur II de méthyléne) dissous dans 1’alcool méthylique.

A partir de 1902—04 (publications de Giemsa) [45,46], I’azur II a été utilisé comme un
mélange délibéré de bleu de méthyléne non oxydé et d’azur B ,ce qui permet d’avoir deux
sources internes de dérivés azurés qui interagissent avec 1’€osine.

Les formulations modernes associent 1’éosinate d’azur B et le bleu de méthyléne sont
disponibles en poudre ou bien en solution-mere alcoolique (méthanol + glycérol v/v). Mais les
solutions proposeées par les industriels peuvent varier : le mélange de May-Griinwald peut
comporter seulement du bleu de méthyléne non oxydé et de 1’¢éosine Y qui, une fois en
solution aqueuse, vont produire des dérivés azurés colorants dont I’éosinate d’azur B .

Le mélange de Giemsa quant a lui est également un colorant neutre, mélange complexe de
bleu de méthyléne, d’€éosinate d’azur et de violet de méthyléne,Il est volontiers dénommé «
azur-éosine-bleu de méthyléne selon Giemsa » par les industriels (Merck Millipore
notamment) [48].
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2.4.2. Mécanisme d’action :

Le mélange de May-Grunwald, comme les autres mélanges de Romanowsky est donc un
colorant( sel neutre et instable) résultant de la combinaison d’une base et d’un acide :

Le premier composé est une base cationique bleue : le bleu de méthyléne ou I’azur B de
méthyléne qui sont des thiazines (composes organiques ayant un cycle contenant quatre
atomes de carbone, un atome d’azote et un atome de soufre). Tous deux ont une charge
électrique nominale de +1.

Le deuxiéme composé est un acide anionique rouge : 1’éosine, qui est un xanthene (composé
organique tricyclique constitué d’un cycle de pyrane entouré de deux cycles benzéniques). La
charge ¢€lectrique nominale de 1’¢osine B et de I’éosine Y est de —2.

Au contact des cellules et en présence d’eau, le mélange de May-Griinwald va se dissocier
grace a la dilution du bleu de méthyléne et/ou de 1’azur B en des sous-produits basiques bleus
de type azur A, azur C, violet de méthyléne et thionine [48,49].

Le colorant de May-Griinwald va se fixer essentiellement sur les noyaux et les acides
nucléiques cytoplasmiques, donc sur I’ergastoplasme (REG) et sur les ribosomes libres des
cellules a forte activité de biosynthése protéique. En effet les diméres d’azur B, unis par des
forces de van der Walls et chargés positivement sont attirés par les charges électronégatives
des groupements phosphate de I’ADN et par des interactions hydrophobes avec les bases
puriques (A, G) et pyrimidiques (C, T).

L’¢éosine, quant a elle, se fixe préférentiellement sur les protéines ayant des charges positives
(groupements aminés et chaines latérales de la lysine et de I’arginine), ¢’est-a-dire sur les
membranes et sur les cytoplasmes ainsi que sur I’hémoglobine [47,48]. et donc Les structures
acidophiles de la cellule seront colorées en rose, rouge ou orangé, les structures basophiles en
bleu (bleu clair, bleu foncé, bleu violet, pourpre)[43].

2.4.3.Etapes de colorations :

» Recouvrir entiérement le frottis de la solution de May-Grunwald et laisser agir
3 minutes (Fixation du FM).

« Diluer en y ajoutant une égale quantité d'eau (tamponnée) et laisser agir 2
minutes.

« Rincer a I'eau du robinet (Coloration au MG).

» Recouvrir le FM d'une solution de Giemsa dilué préparé extemporanément (1
vol. De Giemsa + 9 vol. d'eau tamponnée) et laisser agir 15 a 20 minutes.

* Rincer abondamment a I'eau du robinet, égoutter et sécher a I'abri des
poussieres[50].
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2.4.4. Etude de frottis sanguin :

Le frottis est examiné au microscope optique a immersion Gx100 ,

Aspect au microscope optique aprés

Coloration

Description

&

polynucléaire neutrophile:

Taille : 12-14 p arrondi.

Noyau: Polylobé 2-6 lobes (2-3 les plus nombreux)
Cytoplasme: clair acidophile

Granulations: neutrophiles violettes réguliéres tes
fines et nombreuses

Polynucléaire éiosinophile:
Taille: 12-14p arrondi.
Noyau: 2-3 lobes

Cytoplasme: clair,acidophile presque pas visible
recouvert par les granulations

Granulations: acidophiles, roses,
rondes,nombreuses

Polynucléaire basophile :
Taille: 11-13 p arrondi
Noyau: 2-4 lobes denses
Cytoplasme: acidophile clair

Granulations: trés nombreuses pouvant recouvrir le
noyau anguleuses bleu-violet foncé
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Lymphocyte :

Taille: 10-15 p Arrondi déformable( les bords
épousent la forme des cellules mitoyennes).

Noyau: rond ovale ou en drapeau
Cytoplasme:bleu trés clair

Granulations: quelques rares granulations
azurophiles en paquet

Monocyte :

Taille: 18-21 p arrondi tres déformable
Noyau: rond ou encoché

Cytoplasme: basophile clair

Granulations: trés fines et trés nombreuses
azurophiles

Globules rouges:

Taille: 7.2 p biconcave

Noyau: NEANT

Cytoplasme: Acidophile gris-rose centre clair

Granulations: NEANT (Présence d'un réseau de
chromatine chez le Reticulocyte

" P

E

Plaquettes :

Taille: 1-3 p

Noyau: NEANT
Cytoplasme:Basophile clair

Granulations: Azurophiles taille moyenne
éparpillées

Tableau 3 : les elements figurés du sang d’un frottis colorés par MGG sous microscope optique .

Ce frottis permet d’éliminer la fausse thrombopénie peut étre est causé par :

2.4.4.1.Les pseudo-thrombopénies dues aux erreurs pré analytiques :

telles qu'un prélevement difficile, un défaut d’anticoagulant par exces de remplissage du

tube, une absence d’agitation .
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2.4.4.2.Agglutination dépend de ’EDTA :

La PTE correspond a un phénoméne provoqué in vitro par des anticorps particuliers, présents
dans les échantillons sanguins prélevés sur EDTA, et qui réagissent avec les PLT pour les
agréger entre elles.

Les études de transfert ont montré que le plasma
EDTA des patients présentant une PTE était
capable d’agréger les PLT de tous les patients sauf
celles de la thrombasthénie de Glanzmann, A
suggérant que le complexe glycoprotéique A" ) Tob -

a, = . , . . -‘.‘d ‘. -
allb/BIa, récepteur du fibrinogene, était impliqué ] -‘*,".‘;;*’:’\, .
dans la PTE [51]. Un anticorps monoclonal a * T

d’ailleurs été produit qui reconnait un épitope sur
I’intégrine allb/ BIlla, dont I’accessibilité est
augmentée lors du contact des PLT avec ’EDTA

[52]. La thrombopénie artéfactuelle qui apparait Figure 21 : Agrégation plaquettaire liée a EDTA
fréguemment chez les patients traités par des

antagonistes des récepteurs allb/BlIla en est une autre preuve indirecte [53]. Le mécanisme le
plus vraisemblable de la PTE est qu’un site antigénique normalement caché (cryptique) du
complexe allb/BIlla est modifié¢ ou exposé seulement en présence d’EDTA. Bien que plutot
restreinte a I’EDTA, 1’agrégation des PLT se produit parfois avec d’autres anticoagulants,

dont le citrate trisodique [54].

Quelques publications rapportent cependant que d’autres protéines que des anticorps
pourraient étre responsables de la PTE, voire que des complexes immuns interviendraient par
un jeu d’interactions entre Fc des immunoglobulines et récepteurs plaquettaires [55].

2.4.4.3.Satellitisme des plaquettes autour des leucocytes :

Le satellitisme des plaguettes, ou satellitose, ou rosettes leucoplaquettaires, est un phénomene
acquis in vitro en présence d’EDTA et li¢ a ’adhésion des plaquettes a la membrane des
polynucléaires neutrophiles (PNN) matures ou parfois a d’autres cellules [56]. Il s’agit d’une
situation rare (estimée a environ 1 pour 12 000 échantillons sanguins), quelquefois reliée a un
processus auto-immun mais, dans la plupart des cas , sans relation avec une maladie
specifique [56]. Sa signification clinique n’est pas connue. Il a été montré a plusieurs reprises,
en utilisant soit des anticorps anti-lg soit avec une absorption spécifique de chacune des
fractions d’Ig, que les IgG étaient le médiateur, avec ou sans participation des récepteurs Fc
gamma des PNN [56,57]. L’implication du complexe glycoprotéique allb/Bllla de la
membrane des PLT a été également avancee [57], tout comme la présence d’auto-anticorps
IgG dirigés contre un antigéne cryptique commun au complexe allb/BlIlla des PLT et au
récepteur Fc gamma 111 (CD16) des PNN et possiblement démasqué en présence d’EDTA, ou
la présence de cryofibrinogene ou de thrombospondine [58,59].

le satellitisme observé dans les premiéres minutes suivant le prélévement évolue en quelques
heures par migration progressive des plaquettes a un péle du PNN, conférant un aspect
d’amas de PLT collées a la membrane leucocytaire, puis apres quelques heures
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supplémentaires « 1’amas plaquettaire » se détache de la membrane du PNN, conduisant a des
PNN libres d’une part et des amas de plaquettes d’autre part. Selon le temps écoulé de
I’échantillon a I’analyse, le satellitisme ou les agrégats plaquettaires sont 1’é1ément dominant
observable. Quand le satellitisme est présent, la numération des PLT est en général diminuée
de 50 & 100 G/L (on peut énumérer approximativement le nombre de PLT adhérant aux
PNN). Une (pseudo) thrombopénie n’est donc pas constante. Il n’y a pas de message d’alerte
spécifique : dans la plupart des cas, ¢’est I’histogramme biparamétrique de la formule
leucocytaire qui montre une localisation anormale des PNN souvent de taille inhabituellement
grande, et les messages d’alerte indiquent la localisation anormale des PNN et/ou la présence
de granulocytes immatures (car de grande taille). Parfois, les amas de PLT libres vont polluer
le nuage des lymphocytes. Le satellitisme ne survient pas avec I’anticoagulant citrate et un
prélevement de cette nature est alors préconisé.

Plus rarement, le satellitisme des PLT a pu étre rapporté autour d’autres cellules, notamment
autour des monocytes dans des échantillons de sang EDTA], ou spécifiquement autour des
polynucléaires basophiles dans un cas de leucémie myéloide chronique [60], ou
specifiquement autour d’éosinophiles [56]. Le satellitisme des PLT autour des lymphocytes
ou autour de cellules de lymphome a été également rapporté, les quelques manipulations
réalisées dans ces cas impliquant ou non une Ig et le CD16 [61].

Figure 22 : satellitisme des PLT autour des PNN (coloration MGG)

2.4.4.4. Les macrothrombocytes ou plaguettes géantes :

Par mécanisme physique il est question d’anomalies de détection des plaquettes du fait de leur
taille ou de leur volume. Les comptages par impédancemétrie ignorent les méga ou
macrothrombocytes. L.’automate XE2100™ de Sysmex utilise une double mesure optique
(une diffraction & petit angle renseignant sur le volume et une émission de fluorescence),
permettant ainsi de supprimer ce type de piege dans la majorité des cas. En dernier recours,
seule la numération en cellule de comptage au microscope optique permet decontréler la
numération plaquettaire . Dans des cas normaux et dans plusieurs situations pathologiques,
certaines plaquettes ont un grand volume. Les automates considérent les particules ayant un
volume compris entre 30 et 36fl comme des plaquettes. En prenant en compte ces automates
et les échantillons sanguins certaines plagquettes pourront étre oubliées. Dans les situations
pathologiques comme les syndromes myélodysplasiques il faudra faire attention aux
plaquettes qui sont de taille proche des globules blancs et risquent d’étre énumérer comme tel.
La présence des plaquettes géantes héréditaires peuvent €tre a 1’origine de
pseudothrombopénies [62].
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Figure 23 : Plaquette géante (coloration MGG)

2.4.4.5.Activité agglutinine froide des cryoglobulines IgM monoclonale (typel) vis-a-vis
des plaquettes :

L’agglutinine froide est présente dans le sérum et le plasma, c’est une immunoglobuline qui
est adsorbé par les plaquettes en absence de cations bivalents, et réagit seulement a une
température inférieure a 37°C , Elle agglutine les plaquettes mais apparait sans effet sur la
fonction plaquettaire in vivo, et elle peut étre a 1’origine d’une pseudo-thrombopénie .

La présence d’un agent agrégeant a été mise en évidence devant la discordance des comptes
plaquettaires sur automate et au microscope. Apres le constat de I’agglutination a la
température ambiante, une attention particuliere a été faite pour déterminer 1I’agglutinine
responsable.

Le mécanisme est aussi immunologique, mais non imputable a L’EDTA. La formation
d’agrégats plaquettaires est sous la responsabilité d’un auto anticorps de type agglutinine
froide qui apparait dans les maladies auto-immunes. Il s’agit d’une thrombocytoagglutinine,
car elle est dirigée contre les plaquettes. L’agglutination des plaquettes EDTA-indépendante,
est un phénomeéne spontané rare et moins souvent décrit. Les agglutinines froides ont été
caractérisées par les techniques d’ELISA, immunostaining et western blott [62].

2.4.4.6. Les Pseudo-thrombopénies de nature chimique

C’est un phénomene non immunologique, indépendant de ’EDTA ou du citrate
conventionnel utilisé en coagulation et irréversible. La formation d’agrégats dans ce cas est
due a une augmentation du pH dans le tube au cours du temps correspondant a un phénomene
d’alcalinisation du milieu. Pour avoir un comptage exact, il faut prélever le sang sur un tube
avec un citrate spécial dit « citrate acide » [62].

4. Diagnostic du mécanisme de la thrombopénie :
4.1. Temps de saignement :
Le temps de saignement constitue un test global in vivo de I’hémostase primaire [63].

Ce parametre est mesuré selon 2 méthodes : la méthode de DUCK qui est abandonneée et la
methode d’TVY qui consiste a pratiquer une incision sur la face antérieure de 1’avant-bras,
standardisée par I’emploi de dispositifs a usage unique (Simplate®, Surgicut®) et par le
maintien d'une pression constante de 40 mmHg au niveau du bras pendant 60 secondes. Apreés
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incision, I'écoulement sanguin est absorbé par un papier buvard toutes les trentes secondes,
sans toucher la plaie. Le TS exprimé en minutes est défini par le temps nécessaire a l'arrét de
I'némorragie. Ce parametre peut étre considéré comme normal jusqu'a 10 minutes[64].

Malgre des efforts faits sur la standardisation, le temps de saignement est opérateur
dépendant, influencé par des variables du patient et peu reproductible[63,65].

Le temps de saignement est normal dans un pourcentage appréciable de déficits légers de
I’hémostase primaire. Il a ét¢ montré qu’il n’y a pas de corrélation entre le TS et le nombre
plaquettaire et surtout, ce parametre n'est pas predictif du risque hémorragique. En fait, le TS
se révele moins performant qu'un interrogatoire détaillé dans la prédiction d'un risque
hémorragique.

4.2. Le temps d’occlusion plaquettaire :

Un analyseur PFA-100 ( platelt function analyzer)) [66] est un automate qui permet d’évaluer
la capacité fonctionnelle globale des plaquettes, en sang total citraté, sans aucune préparation
préalable de 1’échantillon sanguin. D’utilisation simple, le PFA-100® simule in vitro les
conditions rencontrées lors d’une bréche de la paroi artériolaire en mimant donc une
hémostase primaire artificielle [67].

D'un point de vue technique, du sang total prélevé sur tube citraté est aspiré dans des
conditions rhéologiques standardisées a travers un capillaire qui débouche sur une membrane
recouverte de collagéne ainsi que d'un activateur plaquettaire : I'épinéphrine ou I'ADP. Il
existe donc deux TOP en fonction des agonistes utilisés : CEPI (collagéne/épinéphrine) et
CADP (collagéne/ADP). La membrane est pourvue d'un orifice et le sang ainsi aspiré est
soumis a des taux de cisaillement élevés. Ces agonistes déclenchent 1'adhérence, 1’activation
et ’agrégation plaquettaires, conduisant a une occlusion rapide de 1'ouverture et a la cessation
de flux de sang. L'ensemble propose donc de reproduire in vitro le comportement du sang
dans un vaisseau de petit diamétre 1ésé, la membrane faisant office de matrice extracellulaire.
La fonctionnalité de ces plaquettes est appréci¢e en fonction du temps d’occlusion.

La connaissance de la numération formule sanguine est essentielle pour l'interprétation des
résultats du PFA-100. La thrombopénie (<100 G/L) et I'anémie (hématocrite < 20%) se
traduisent souvent le prolongement de TOP ,Le TOP est également corrélé inversement
proportionnelle a I'activité de VWF plasmatique chez les sujets normaux et peut donc étre
plus longue chez les patients du groupe sanguin O [68].

4.3. Bilan global :
4.3.1. Le temps de céphaline activée (TCA)

Ce test explore la voie endogene (facteurs VIII, IX, X1 et XII) et la voie finale commune
(facteurs I, 11, V et X). Il correspond au temps de coagulation d’un plasma, décalcifié et
déplaquetté, en présence de céphaline, d’un activateur des facteurs et de calcium. Le temps
normal va dépendre de chaque laboratoire, et varier de 30 a 40 secondes. Un laboratoire doit
donc toujours rendre un temps témoin pour permettre I’interprétation du test. On considere
que le TCA est anormal lorsque le rapport temps du malade / temps du témoin est supérieur a
1,2, ou qu’il dépasse 6 a 8 secondes celui du témoin [69 ,70]
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4.3.2. Le temps de Quick (TQ) ou taux de prothrombine (TP):

Ce temps explore la voie exogene et la voie finale commune. Il correspond au temps que met
a se former un caillot de fibrine dans un plasma en présence de thromboplastine, source
defacteur tissulaire, et de calcium.ll peut aussi étre exprimé en pourcentage par rapport a un
témoin auquel est attribué un taux de 100 % : c’est le temps de prothrombine.

Le taux normal de prothrombine doit étre compris entre 70 et 100 % .

L’OMS préconise d’exprimer le TP en INR (TQ malade/TQ témoin )'' chez les patients

sous AVK pour limiter les variation inter laboratoires due a I’utilisation de réactif
different[69,71] .

4.4. Myelogramme :

Le myélogramme consiste a analyser la moelle osseuse qui se trouve dans les os. Cet examen
est utile si le taux de plaquettes est inférieur & 80G/L, et pourra parfois étre utilement
complétée par une biopsie ostéo-médullaire (infiltration néoplasique,aplasie médullaire
acquise, fibrose médullaire). Le myélogramme pourra donc ainsi fournir plusieurs
renseignements :

* Richesse en mégacaryocytes : d’interprétation semi-quantitative, cette
appréciation est largement perfectible. En pratique seule 1’absence ou la
diminution franche des mégacaryocytes seront en faveur d’un mécanisme
central.

« Anomalie qualitative de la maturation des
meégacaryocytes(dysmégacaryopoiese).

* Quantification et aspect des précurseurs granuleux et érythroblastiques (ex.
anémie mégaloblastique).

 Infiltration médullaire anormale(processus tumoral ).

« Hémophagocytose.

» Nécrose médullaire [72].

4.5.Etude isotopique de la durée de vie des plaquettes :

L’ épreuve isotopique, aprés marquage des plaquettes du patient par un isotope radioactif,
permet de préciser la durée de vie des plaquettes (trés diminuée en cas de PTI), le siége de
destruction préférentiel des plaquettes (rate, rate + foie).

Son indication peut se discuter dans des cas de diagnostic difficile et avant splénectomie afin
de Vérifier que c'est bien la rate qui est le siége préférentiel de destruction des plaquettes. Cet
examen a en effet une valeur diagnostique, mais aussi predictive du succes de la splénectomie
[73].

4.6. Etude immunologique :
4.6.1. Détermination des anticorps anti-plaquettes :
4.6.1.1.MAIPA :

Ce test permet de détecter avec une grande sensibilité les anticorps anti-plaquettes et d’en
caractériser la spécificité [74]. Le principe du test repose sur la capture d’un antigéne
plaquettaire a I’aide d’anticorps monoclonaux de souris dirigés contre des glycoprotéines
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membranaires des plaquettes humaines et I’analyse de la fixation d’anticorps humains sur cet
antigene par une technique immuno-enzymatique de type Elisa.

Une premiére étape inclus systématiquement le dépistage des anticorps fixés sur les
glycoprotéines des plaquettes autologues (MAIPA direct) et des anticorps circulants capables
de se fixer sur les glycoprotéines de plaquettes témoins (MAIPA indirect).

Les anticorps révélés par le MAIPA direct signent un processus d’auto-immunité alors que les
anticorps détectés par le MAIPA indirect signent un processus d’allo-immunisation.

Une deuxieme étape d’identification est réalisée sur le principe du MAIPA indirect a partir de
plaquettes de typage HPA connu permettant de déterminer, en fonction du profil de réactivité
pour chaque complexe glycoprotéique, le ou les antigéne(s) HPA cibles d’une allo-
immunisation ou de confirmer un processus d’auto-immunité [74] .

> ldentification des glycoprotéines membranaires plaguettaires :

La quantification de glycoprotéines membranaires plaquettaires : GPlIb-Illa et GP Ib-V-IX
se fait acctuellement par Un cytomeétre en flux; qui fait appel a la fois a des principes de
fluidique, d’optique et d’électronique . La cytométrie en flux exploite I'aptitude d'une cellule
qui a incorporé un fluorochrome, a émettre un signal de fluorescence lors de son passage
devant un faisceau laser. Le plus souvent, les fluorochromes sont couplés a des anticorps, plus
rarement a des proteines (par exemple I'annexine V), ou encore sont incorporés directement
par la cellule (mépacrine, thiazole orange) [75].

La cytométrie en flux permet d’étudier rapidement quelques caractéristiques d’un grand
nombre de cellules. Il est donc possible d’en tirer des statistiques fiables. Actuellement, elle
représente un outil important dans 1’exploration biologique des plaquettes, pour laquel de
nombreuses applications de la cytométrie en flux ont été développées pour I’exploration des
fonctions plaquettaires .
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Figure 24 : Représentation schématique d’un cytometrie en flux[K] .
> Etude de I’agrégation plaquettaire in vitro :

L’¢étude in vitro de I’agrégation plaquettaire est réalisé a 37 °C dans un agrégomeétre. Les
plaquettes en suspension dans le plasma (plasma riche en plaquettes, PRP) sont agitées par un
barreau magnétique qui virevolte sur lui-méme a vitesse de 1100 rpm, et mises en contact
avec un agoniste (ou agglutinant la ristocétine). L’agrégometre mesure le changement de
densité optique du PRP pendant les diverses étapes de I’activation plaquettaire. Lors de
I’addition d’un agoniste, les plaquettes sont activées et subissent un changement de forme de
discoide a spérique avec de nombreux pseudopodes, ce qui est associé a une augmentation
transitoire de la densité optique et mise en évidence par une déviation négative de la courbe.
Le tracé d'agrégation est calibré entre 0% et 100%, 0% correspondant a la PRP et 100% pour
le PPP. Le tracé d'agrégation devrait étre enregisté pendant au moins 5 minutes, mais de
préférence 10 min. L'interprétation de ces courbes tient en compte de plusieurs paramétres : la
phase de latence, changement de forme plaquettaire, la vitesse ou pente d’agrégation,
I'agrégation primaire et secondaire, la réversibilité et I'amplitude maximale de I'agrégation[64,
76].
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Figure 25 : Courbe d’agrégation plaquettaire [L].
5. Tests pour les granules :

La microscopie électronique s’est également avérée tres utile pour examiner ’ultrastructure
des granules [77]. Des protéines spécifiques aux granules plaquettaires telles que le facteur
plaquettaire-4 (PF4) et la beta-thromboglobuline (TG), peuvent étre mesurées par ELISA,
dosage radio-immunologique ou Western blot[64, 78].

6.Examens complémentaires :
6.1.Sérologie virale :

Une sérologie consiste en l'analyse de I'échantillon d'un patient (généralement de sang) pour
déterminer la présence ou l'absence d'un anticorps spécifique ou mesurer la quantité de cet
anticorps présent dans le sang , elle permet la recherche des virus les plus incriminés dans les
thrombopénies par technique ELISA (VIH,VHB,VHC,EBV,CMV ....)[79] .

6.2.Screening global d’anticorps anti-phospholipides :

La recherche globale d’ APL est faite par un test de type Elisa (PHOSPHO-LISA®,
Theradiag, Marnes-la VValée, France). Différents PL (cardiolipine, annexine V,
phosphatidylsérine, phosphatidylinositol et la phosphatidyléthanolamine) sont coatés sur une
plaque et les IgG ou IgM aPL présents dans le plasma sont mis en évidence. Il s’agit d’un test
global mettant en évidence des anticorps antiphospholipides sans permettre de connaitre
exactement leur specificité ajouté et avec un risque de perte de sensibilité [80] .

6.3. Bilan d’auto-immunité :
6.3.1. Electrophoreése sérique :

L’EPS est un examen de biologie médicale qui a pour but la séparation et I’analyse des
protéines sériques. Elle est fondée sur le principe du déplacement des protéines dans un
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champ électrique dans des conditions définies de force ionique, de pH et de courant électrique
applique [81].

L’EPS permet la séparation de six fractions de protéines : albumine, al, a2, B1, B2, y-
globulines.

La quantification est possible a partir du dosage des protéines totales et de la détermination
des pourcentages des fractions protéiques.

Elle était traditionnellement réalisée sur gel d’agarose. Cependant I’¢lectrophorése capillaire
en veine liquide est de plus en plus utilisée car elle est automatisée [82, 83]. Elle est plus
sensible que le gel d’agarose pour la détection d’une immunoglobuline monoclonale [84] .

6.3.2. Anticorps anti-ADN natif :

Cet examen mesure la quantité d'anticorps anti-ADN double brin présent dans le sang. Ce
sont des auto-anticorps produits lorsque le systeme immunitaire d'une personne ne parvient
pas a faire la distinction entre les composants cellulaires du "soi" et du "non soi". lls attaquent
le propre matériel de I’organisme, provoquant une inflammation, des Iésions tissulaires, et
d'autres signes et symptémes qui sont associés a une maladie auto-immune.

IIs sont identifiés par des techniques immunoenzymatiques (ELISA), radioimmunologique
(test de Farr) ou en immunofluorescence (Crithidia luciliae) [85] .

6.3.3. le test de Coombs direct :

Le test de Coombs direct ou test direct a 1’antiglobuline correspond a la mise en évidence de
la présence, a la surface des globules rouges du patient, d’antigénes particuliers.

Dans un premier temps, le test est réalisé avec un mélange de plusieurs catégories d’anticorps
(immunoglobulines G, A et M, fractions du complément). Si le test est positif, le test de
Coombs est renouvelé pour chaque catégorie d’anticorps pour déterminer la nature exacte des
auto-anticorps qui sont ensuite dosés [86].
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CHAPITRE V:
DIAGNOSTIQUE ETIOLOGIQUE
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. L’interrogatoire :

L’interrogatoire est indispensable pour préciser les antécédents du patient ; ceci permettra de
porter les diagnostics de thrombopeénie centrale ou périphérique.

e La prise medicamenteuse et en particulier tout traitement recu dans les 3 mois
précédents 1’épisode.

e La recherche d’antécédents familiaux de thrombopénie est systématique méme si les
thrombopénies constitutionnelles sont rares.

L’existence d’une infection récente virale sera recherchée essentiellement les infections par
le VIH ou le VHC.

e L’histoire de la thrombopénie et du syndrome hémorragique sera relevée : mode de
découverte, circonstances d’apparition du syndrome hémorragique, symptomes
associés pouvant orienter vers I’étiologie.

e La recherche de numérations antérieures si disponible est précieuse pour dater la
thrombopénie ( connaitre la thrombopénie initiale permet de connaitre s’il y a une
consommation des plaquettes méme si cette baisse et resté dans les normes ).

e La prise d’anticoagulant ou d’aspirine aggravera les symptomes hémorragiques [87].

Il.  Thrombopeéenies périphériques:

1. La destruction immunologique :

1.1. Le purpura thrombopénique auto-immunologique (PTAI ) :
Le purpura thrombopénique immunologique (PTI) est une maladie auto-immune (MAI)
plurifactorielle, caractérisée par une destruction périphérique des plaquettes d’origine
immunologique. Cependant, alors que le taux de plaquettes est bas, la production médullaire
n’est pas toujours augmentée, traduisant une implication centrale dans sa physiopathologie.
La physiopathologie du PTI est complexe, associant des anomalies centrales de production
plaquettaire, insuffisante en réponse a la thrombopénie périphérique, a une réponse
immunitaire humorale et cellulaire inadaptée. Les cibles antigéniques principales des auto-Ac
sont les glycoprotéines (GP) plaquettaires, dont les complexes GPIlIb/I11a (récepteur du
fibrinogéne), GPIb/1X (récepteur du facteur von Willebrand) et GPla/lla (récepteur du
collagéne). L’environnement et le terrain génétique interviennent dans la genése de la
pathologie, bien que le facteur déclenchant initial soit inconnu. De plus, cette réponse auto-
immune est induite, et/ou entretenue, par un défaut de régulation de la réponse immunitaire .
La destruction périphérique des plaquettes a longtemps fait supposer que leur production
médullaire était augmentée. En fait, la quantité de mégacaryocytes est normale ou augmentée,
avec une production plaquettaire qui reste normale mais inadaptée. Plusieurs mécanismes
participent a ces anomalies. Le mécanisme le plus important est la diminution de la
production et de maturation des plaquettes par la fixation des auto-Ac sur les complexes
glycoprotéiques GPIIb/I11a et GPIb/IX a surface des mégacaryocytes .
La préedominance de la maladie chez les femmes et dans latranche d’age des 1840 ans [88].

Le diagnostic biologique repose sur la mise en évidence d’Igs spécifiques anti-GPIl1b/11a et
GPIb par le test (MAIPA). Dans 75% des cas, on retrouve des anticorps fixés et des
anticorps circulants sont mis en évidence dans 50% des cas [89]. Le diagnostic biologique
n’est pas nécessaire pour la confirmation du PTT et les tests biologiques négatifS n’éliminent
pas le diagnostic [160].
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1.2. La thrombopénie des maladies auto-immune :

Syndromes des antiphospholipides caractérisé€s par la présence d’anticorps antiphospholipides
peuvent étre de nature primaire ou secondaire comme dans le cadre du lupus érythémateux
disséminé [4]. 1l est maintenant établi que les anticorps associés au syndrome des
antiphospholipides reconnaissent deux protéines plasmatiques a savoir la p2-GPl et la
prothrombine. Ces derniéres peuvent étre isolées ou complexées a des phospholipides
anioniques. Ces antiphospholipides sont représentés par :

e Les lupus anticoagulants qui sont dirigés contre 1’une ou I’autre de ces protéines.

e Les anti-cardiolipine et les anti-B2 -GPI qui sont essentiellement spécifiques de la B2 -
GPI . Leur isotype est essentiellement Ig G. L'isotype Ig M est rare et presque toujours
associe a l'isotype Ig G.

e Drautres anticorps ont été décrits au cours du SAPL : anti-phosphatidyléthanolamine,
antiprothrombine, anti-annexine V [4,90]. Pour les anti-phosphatidyléthanolamine,
I'isotype Ig M est le plus fréquemment retrouvé seul ou en association avec des Ig G
[91].

Le diagnostic d'un syndrome des antiphospholipides nécessite la recherche de deux criteres
biologiques que sont les lupus anticoagulants (par une combinaison de tests ).et les anticorps
anticardiolipine (par technique d” ELISA) .La principale caractéristique de ces anticorps est
leur persistance au cours du temps [91].

1.3. La thrombopénie médicamenteuse (immuno-allergique ) :

la majorité des medicaments induisent une thrombopénie par accélération de la destruction
des plaquettes le plus souvent dans le cas d’un phénomene immun, plus rarement dans le
cadre d’un phénoméne non immun .[92,93]

Les formes les plus fréquentes sont les formes immunes liées a un anticorps et dans ces
conditions I3, la chute plaquettaire survient une a deux semaines apres le début du traitement.
Les données épidémiologiques évaluent qu’environ 10 patients par million sont atteints d’une
thrombopénie immune médicamenteuse par an [94]. Mais cette incidence est probablement
plus forte chez les patients agés, les patients hospitalisés surtout dans des conditions séveres
comme les patients de réanimation qui sont plus souvent a méme d’€tre exposés a plusieurs
types de médicaments. Deux types de médicaments comme les sulfamides ou les quinine-
quinidines seraient responsables respectivement de 36 et 28 thrombopénies par million de
semaines d’exposition [95].

Le groupe de James Georges a trouveé une liste des molécules pour lesquelles les anticorps ont
pu étre mis en évidence. C’est a eux aussi que I’on doit un score permettant de reconnaitre
I’imputabilité de la drogue selon 4 criteres :

- critére 1 : le traitement avec la molécule candidate précede 1’apparition de la thrombopeénie

- critere2 : récupération de la thrombopénie compléte et stabilité apres arrét de la molécule
candidate,
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- critere 2 bis : la molécule candidate était la seule molécule utilisée avant le développement
de la thrombopénie ou d’autres molécules ont été continuées ou réintroduites apres arrét du
traitement avec la molécule coupable sans affectation du chiffre plaquettaire resté normal,

- critere 3 : les autres causes de thrombopénie ont été exclues
- critére 4 : une réexposition a la molécule candidate induit une récidive de la thrombopénie.

Lorsque les critéres 1, 2,3 et 4 sont réunis I’imputabilité est définitive avec un niveau
d’évidence 1. Lorsque les critéres 1, 2,3 mais pas le 4 sont réunis 1’imputabilité probable avec
un niveau d’évidence 2.

Lorsque seul le critére 1 est présent I’imputabilité est possible. Lorsque le critére 1 n’est pas
présent I’imputabilité est trés peu probable .

Tableau :Critéres d’imputabilité d’une thrombopénie médicamenteuse idiosyncrasique.

Critéres
o Prise médicamenteuse ayant précédée la thrombopénie et Disparition compléte et prolongée
de la thrombopénie apres arrét du médicament
o Prescription unique du médicament en question ou Autres médicaments maintenus ou
réintroduits avec maintien d’un nombre normal de plaquettes
o Exclusion d’autres causes de thrombopénie
o Récidive de la thrombopénie aprés réintroduction du médicament

Niveaux d’évidence
I. Certain (criteres 1, 2, 3 et 4 présents)
I1. Probable (critéres 1, 2 et 3 présents)
I11. Possible (critére 1 présent)

IV. Peu probable (critere 1 absent)

Tableau 4 : Critéres d’imputabilité d’une thrombopénie médicamenteuse idiosyncrasique [M].

La liste les classes thérapeutiques ainsi que les molécules individuelles qui ont été rapportées
entre 1998 et 2008 pour étre associées a des thrombopénies sont introduits dans le tableau . Il
est a noter que la cause n’est pas toujours unique par exemple les molécules contenant du
platine utilisées en chimiothérapie des cancers ont un effet myelosuppressif donc
thrombopéniant connu mais en plus il vient d’étre montré qu’elles pouvaient induire des
thrombopenies immuno-allergiques [95], on a I’habitude de distinguer 6 mécanismes :
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Mécanisme les molécules

Les anticorps induits par un haptene la pénicilline , la pipericilline, les
céphalosporines

Les thrombopénies de type quinine- sulfonamides

quinidine

Les thrombopénies induites par les Eptifibatide, tirofiban,Lotrafiban

séquences RGD mimétiques

anticorps thrombopéniants I’abciximab

auto anticorps la procainamide, la pénicillamine, le
sulfaméthoxazol, la L-dopa [46] et
surtout les sels d’or

le complexe immune Héparine

Tableau 5 : les mécanisme immuno-allergiques des médicaments thrombopéniants (original).
1.3.1. Les anticorps induits par un haptene :

le type en est les antibiotiques de type pénicilline ou céphalosporine. La macro-molécule se
fixe sur la plaquette et I’anticorps reconnait le complexe formé par la plaquette par liaison
covalente a I’antigéne. Ce mécanisme n’est pas le mécanisme principal des thrombopénies.
De rares cas ont été rapportés avec la pénicilline [96], la pipericilline [97], les céphalosporines
[98,99].

1.3.2.Les thrombopénies de type quinine-quinidine :

le mode d’action est assez différent, il semble que pour ce type de thrombopénie induite par la
quinine, la quinidine, la rifampicine, la ranitidine... soient impliquées des immunoglobulines
naturelles préexistantes, ayant une relativement faible affinité pour les glycoprotéines de
membrane plaquettaire. Si les molécules médicamenteuses en question se fixent sur les
glycoprotéines, elles induisent un changement conformationnel de la séquence variable de
I’immunoglobuline de telle fagon qu’elles la rendent beaucoup plus affine pour I’antigéne
membranaire plaquettaire induisant la liaison de I’anticorps en présence de la molécule aux
plaquettes dans des concentrations stoichiométriques relativement étroites [100,101].

La grande majorité de ces anticorps se lient aux glycoprotéines GPIIb/Illa ou GP Ib/1X. Des
domaines spécifiques de GP Ib/IX et de GP Illa [102] semblent étre les cibles privilégiées des
anticorps induits par la quinine, la quinidine, la rifampicine, la ranitidine.

1.3.3.Les thrombopénies induites par les sequences RGD mimétiques :

la séquence RGD est une séquence assez universelle de liaison protéique et en particulier elle
est impliquée dans la liaison du fibrinogéne aux glycoprotéines de membrane plaquettaire du
groupe GPIIb/Il1a. Une classe thérapeutique est née de cette constatation avec 2 molécules
commercialiseées et largement utilisées, une petite molécule synthétique imitant un résidu
RGD le tirofiban et un peptido-mimétique cyclique reprenant la séquence RDG :
I’éptifibatide. Le type de ces anticorps n’est entierement déterminé mais il apparait que ces
anticorps ne reconnaissent pas GPIIb/IIla li¢ a la séquence peptidique. L hypothése la plus
probable étant que la séquence peptidique entraine une modification conformationnelle de
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GPIIb/11a qui le rende affin pour des anticorps probablement la encore des anticorps naturels
mais la séquence RGD mimétique n’est pas impliquée au moment de la liaison.

Ce type de mode d’action expliquerait la survenue trés précoce des thrombopénies a
I’induction du traitement [103,104] . La fréquence de ces anticorps naturels est estimée par la
fréquence des thrombopénies a 0.1 a 2% de la population.

1.3.4.Les thrombopénies induites par I’abciximab :

I’abciximab est un anticorps monoclonal de souris secondairement humanisé qui reconnait
specifiquement, une boucle peptidique du domaine béta A de la GP Illa [105] . Environ 2%
des patients recevant de 1’abciximab pour la premiére fois [106] et 10-12% des patients ayant
une réintroduction [107] développent une thrombopénie. Les anticorps pathologiques
reconnaissent les plaquettes normales ayant 1ié I’abciximab, mais il est difficile de reconnaitre
cet anticorps car il existe un deuxieme type d’anticorps naturel développé contre le site de
coupure par la papaine de 1’IgG murine [108] . Pour le mode d’action des anticorps
thrombopéniants, plusieurs hypothéses pouvant se rencontrer sur différents types de patients
ont été évoquées :

- des anticorps dirigés contre des épitopes murins persistant sur 1’anticorps monoclonal
d’origine murine,

- des modifications conformationnelles de GPI1Ib/IIIa par I’abciximab, d’une fagon assez
similaire a ce qui vient d’étre décrit pour les RGD mimétiques

- et enfin des formations spécifiques d’anticorps dirigés contre le complexe abciximab-
GPIIb/111a apparaissant chez certains patients dont le développement de la thrombopénie n’est
pas immédiat ou tres rapide comme chez la majorité d’entre eux mais apparaissant dans un
délai compatible avec la création d’une auto-immunité [109,110].

1.3.5.Les molécules responsables du développement d’auto anticorps :

Ces molécules sont la procainamide, la pénicillamine, le sulfaméthoxazol, la L-dopa [111] et
surtout les sels d’or [112] prescrits pour la polyarthrite rhumatoide. Le mode d’action n’est
pas totalement compris : il apparait probable que la molécule modifie le catabolisme des GP
de membrane plaquettaire par le systeme macrophagique induisant la formation de peptides
cryptigues non connus du systéme immunitaire, induisant une réaction contre la GP originelle
[111]. A cbte de ces molécules « classiques », il a été récemment décrit des formes a peu pres
similaires chez des patients traités par des anticorps monoclonaux pour des pathologies
cancéreuses ou immunitaires comme par exemple 1’ Infliximab qui est un anticorps anti TNF-
alpha, le Rituximab qui est un anticorps anti CD20, 1’Etanercept qui est un anticorps récepteur
au TNF-alpha et I’Efalizumab qui est un anticorps anti CD11a [113,114]. 1l n’est pas établi si
I’apparition des thrombopenies est liée a I’effet immunomodulateur de ces molécules .
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1.3.6.La thrombopénie immunitaire liée a I’héparine :

La forme la plus fréquente est due a des anticorps formes contre le complexe héparine/PF4.

Classe médicamenteuse

Molécules (par ordre de

Hémorragies graves

fréquence de rapportées
thrombopeénie)
Agents antalgiques et Acétaminophene, Aspirine

anti-inflammatoires

diclofénac, aspirine,
méclofénamate,
sulfasalazine,
phénylbutazone,
sulindac, ibuprofene

Agents anti-infectieux
Quinine

rifampicine,
cotrimoxazole,
amphotéricine B,
vancomycine, acide
nalidixique, novobiocine,
éthambutol, isoniazide,
céphalotine,
pipéracilline,
meéthicilline, tétracycline,
fluconazole, ampicilline,
fucidine, linézolide

Cotrimoxazole, quinine,
quinidine, rifampicine,
vancomycine,
éthambutol, ampicilline

Agents psychotropes et
antiépileptiques

Thiothixéne, diazépam,
halopéridol,
chlorpromazine,
carbamazépine,
clozapine

Agents & visée
cardiovasculaire

tirofiban, eptifibatide,
abciximab, amiodarone,

Héparine diurétiques thiazidiques,
amrinone, alprénolol,
procainamide, captopril
Autres Méthyldopa, danazol, sels d’or, ranitidine,

aminoglutéthimide,
I[évamisole, cimétidine,
interféron alpha, acide
iopanoique, tamoxiféne,
lithium, déféroxamine,
nitroglycérine, minoxidil,
diazoxide

glibenclamide,
bortézomide Sels d’or,
aminoglutéthimide

Tableau 6 : Molécules impliquées dans les thrombopénies immunitaires liées aux médicaments [N].
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1.4. Thrombopénies induites par I’héparine (T1H) : [115]

La thrombopénie induite par I’héparine est une complication immuno-allergique
médicamenteuse qui représente la cause la plus importante de thrombopénies chez les patients
hospitalisés. Elles se voient chez environ 1 a 5 % des patients sous héparine non fractionnée
(HNF), beaucoup plus rarement (0,1 a 0,5 %) avec les héparines de bas poids moléculaire
(HBPM) . En fait, il faut distinguer les thrombopénies induites par I’héparine de type I qui
sont précoces (1 a 2 jours de traitement), moderées et passageres, et celles de type Il qui
apparaissent habituellement entre le 5e et le 21e jour de traitement et qui peuvent se
compliquer d’accidents thrombotiques artériels et/ou veineux parfois trés séveres voire
mortels.

1.4.1. La classification :
» Lathrombopénie de type I :

Non immune, survient dans 10 a 20 % des cas, elle est précoce (les deux premiers jours
suivant le début de I’héparine), habituellement asymptomatique (sans aucune complication
thrombotique) et régresse malgré la poursuite de traitement par 1’héparine. La thrombopénie
est modérée, et passe souvent inapercue (les plaguettes diminuent rarement en deca de 100
Giga/L). Elle est due a une potentialisation de I’activation des récepteurs a I’ADP en présence
des longues chaines polysaccharidiques et une liaison accrue du fibrinogene a la surface
plaquettaire, et faciliterait leur élimination par la rate. En fait, passant souvent inapercue, sa
fréquence et son mécanisme physiopathogénique restent mal connus.

» Lathrombopénie de type Il :

est plus rare, survient dans 1 a 5 % des cas avec les HNF et dans 0,1 a 0,2 % des cas avec les
HBPM, elle est retardée (entre le 5e et le 21e jour et exceptionnellement apres la 3e semaine
suivant le début de I’héparine). Une chute plus précoce au 2e ou 3e jour du traitement est
possible en cas d’administration récente d’héparine datant de moins de 3 mois. La
thrombopénie induite par I’héparine de type II peut étre potentiellement grave (complications
thrombotiques veineuses et/ou artérielles) imposant I’arrét immédiat de ’héparine.

La thrombopénie est plus marquée avec une réduction de plus de 30 % a 50 % de la
numération plaquettaire initiale, et résulte d’un mécanisme immuno-allergique.

Le terme de thrombopénie induite par I’héparine (TTH) est retenu pour qualifier la
thrombopénie de type II qu’elle survienne sous héparine non fractionnée ou héparine de bas
poids moléculaire.

1.4.2. Physiopathologie de TIH type II:

Les TIH sont liées a des immunoglobulines héparine-dépendantes réagissant avec un antigéne
plaquettaire dont la nature est longtemps restée méconnue. En 1994, il a été établi que cet
antigéne plaquettaire est un complexe entre le facteur plaquettaire 4 et I’héparine (PF4-H) . Le
PF4 est une chemokine de nature protidique, normalement présent dans les granules o
plaquettaires et qui se lie a I’héparane-sulfate a la surface de 1’endothélium vasculaire.
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Dans un premier temps, les phénomenes inflammatoires et/ou les phénomenes d’activation
plaquettaire relatifs aux différents contextes médicaux ou chirurgicaux, accroissent la
libération de PF4 et favorisent la formation de complexes héparine/PF4. En effet, I’héparine
s’enroule autour du PF4 en réagissant avec les divers sites d’interaction. Le PF4 subit alors
une modification structurale qui transforme ou masque de nombreux motifs antigéniques et
fait apparaitre des néo-antigénes. La structure antigénique de ces complexes PF4-H requiert la
présence de PF4 sous forme tétramérique et un rapport bien déterminé entre les concentrations
de ces deux molécules.

Ce rapport varie selon I’héparine utilisée, son degré de sulfatation et la longueur des chaines
oligosaccharidiques expliquant ainsi I’'immunogénicité plus faible et la moindre fréquence des
TIH avec les HBPM. Ces complexes macromoléculaires formés peuvent devenir
immunogeénes et induiraient dans 85 % des cas la formation d’autoanticorps anti-PF4-H de
classe 1gG surtout, mais aussi IgM ou IgA .

La liaison des immunoglobulines de nature IgG aux complexes PF4-H augmente 1’affinité des
fragments Fc des IgG pour leurs récepteurs. En se fixant au récepteur RFcyII-A ou CD32 de
la membrane plaquettaire d’une part, et au complexe PF4-H d’autre part, ces anticorps
entrainent alors une activation plaquettaire : agrégation et libération d’une quantité importante
de microparticules procoagulantes avec exposition des phospholipides anioniques nécessaires
pour la coagulation, ainsi que d’une plus grande quantité de PF4, ce qui augmente la
génération de thrombine et donc la survenue de thromboses .

La thrombopénie concomitante est donc le fait d’une consommation plaquettaire.

Le PF4 liberé par les plaquettes activées se fixe tout naturellement sur les molécules
d’héparane sulfate présentes de maniére constitutive a la surface des cellules de 1’endothélium
vasculaire. La fixation des anticorps anti-PF4 sur les complexes PF4-héparane sulfate peut
1éser I’endothélium vasculaire et active I’expression du facteur tissulaire ce qui entraine une
activation de la coagulation [10]. Cette activation peut aboutir dans les cas extrémes,
heureusement rares, a une authentique coagulation intra vasculaire disséminée.

Ces IgG peuvent se fixer également a d’autres récepteurs cellulaires de forte affinité situés sur
la membrane cellulaire des macrophages et des monocytes, et a des récepteurs de plus faible
affinité sur les neutrophiles, les éosinophiles, des lymphocytes T, les monocytes, et certaines
cellules NK permettant 1’activation de ces cellules et I’¢élimination des plaquettes. La mise en
¢vidence d’1gG anti-PF4-H chez 10 a 25 % des patients recevant de I’héparine sous
circulation extra corporelle, sans TIH clinique, a toutefois posé la question du potentiel
pathogéne de ces anticorps . En effet, environ 1/3 a 1/5 des patients ayant des anticorps anti-
PF4-H vont développer une thrombopénie et parmi ceux-ci, 30 a 60 % font des complications
thrombotiques .

1.4.3.Fréquence et manifestations cliniques de TIH type Il :

La TIH survient dans 1 & 5 % des traitements par héparine non fractionnée (HNF) et dans 0,1
a 0,5 % en cas d’héparine de bas poids moléculaire (HBPM) . La fréquence des TIH chez les
patients traités par HNF est plus élevée en milieu chirurgical notamment en chirurgie
cardiaque et orthopédique (environ 3 %) qu’en milieu médical (0,25 a 1 % selon les séries) ou
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la survenue des TIH peut étre favorisée par la pathologie sous jacente : diabéte, lupus ou
syndrome primitif des anti-phospholipides, cancer, sepsis . Le tableau 6 fait la synthése de
I’incidence des TIH en fonction du contexte clinique et du type d’héparine utilisée. Les TIH
se compliquent de thromboses dans environ 30 & 70 % des cas, avec une mortalité de 20 %. Il
peut s’agir d’une extension de la thrombose initiale ou d’une thrombose sur un nouveau site
artériel ou veineux.

» Les thromboses veineuses profondes

se voient chez pres de 50 % des patients avec TIH, elles peuvent se compliquer d’embolies
pulmonaires parfois mortelles, ce qui justifie leur recherche systématique. Ces thromboses
paradoxales sous héparinothérapie bien conduite doivent évoquer d’emblée une TIH, d’autant
qu’il y a souvent une baisse concomitante du taux de plaquettes. Les thromboses veineuses
peuvent concerner tous les territoires, parfois des localisations insolites (veines
abdominales,cérébrales). Elles peuvent aussi étre multifocales. Il peut aussi survenir un
infarctus veineux surrénalien ou une gangréne des membres inférieurs d’origine veineuse
précipitée par un relais anticoagulant oral précoce ou intense . Ceci s’explique par le fait que
les AVK provoquent une chute des inhibiteurs de la coagulation vitamine-K dépendants
(protéines C et S) aggravant ainsi les phénoménes thrombotiques dans un contexte de
coagulation intense.

> Les thromboses artérielles :

sont moins fréquentes (15 a 30 %) mais peuvent étre particulierement graves, touchant les
gros troncs vasculaires avec prédilection pour I’aorte abdominale et ses branches. La survenue
d’accidents vasculaires cérébraux ischémiques ou d’infarctus du myocarde peut mettre en jeu
le pronostic vital .

> Les manifestations hémorragiques :

sont rares (10 % des cas) car la thrombopénie est rarement profonde. Les TIH peuvent se
compliquer, rarement, de coagulation intra vasculaire.

» L’atteinte cutanée :

il peut s’agir de plaques érythémateuses ou prurigineuses, d’urticaire localisé ou diffus, de
livedo reticularis, voire de véritables nécroses cutanées au point d’injection de I’héparine qui
peuvent étre inaugurales précédant la thrombopénie. Elles peuvent avoir une distribution
centrale (thorax, sein, abdomen) et nécessiter une greffe cutanée.

> Les réactions systémiques :

(fievre, douleurs abdominales, détresse respiratoire, flush, amnésie aigué,...) sont rares mais
graves.

1.4.4. Diagnostic :

Le diagnostic de TIH repose sur une évaluation clinique et biologique et doit étre suspecté
avant méme la survenue des complications thrombotiques. L apparition d’une thrombopénie
absolue inférieure a 100 Giga/L ou relative avec chute des plaquettes supérieure ou égale a 30
%-50 % de la valeur initiale est généralement le premier signe de I’apparition d’une TIH. Le
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délai de survenue de la thrombopénie est typiquement de 5 a 8 jours, apreés le début du
traitement. Cependant, ce delai peut étre raccourci a 2 ou 3 jours chez des patients ayant été
exposés a I’héparine dans les 3 mois précédents, il peut aussi étre plus long, notamment avec
les HBPM, pouvant excéder 3 semaines . Le critere diagnostique le plus simple est la
remontée des plaquettes dans les dix jours suivant I’arrét de I’héparine, mais il faut noter que
dans environ 10 % des cas le taux des plaquettes reste supérieur a 150 Giga/L au cours
d’authentiques TIH. En cas de complication thromboembolique survenant sous héparine, sans
thrombopénie vraie, il faut aussi envisager ce diagnostic : la résistance clinique a I’héparine
est une TIH jusqu’a preuve du contraire. Le score diagnostique « 4T » permet d’évaluer la
probabilité de survenue de TIH indépendamment des tests biologiques . Ce test prend en
considération la baisse du taux de plaquettes, le délai de survenue de la thrombopénie, la
possibilité ou non d’une autre cause de thrombopénie, et la survenue de thromboses ou autre
manifestation clinique évoquant une TIH. La probabilité est élevée pour un score de 6 a 8,
intermédiaire si le score est de 4-5, faible s’il est compris entre 0 et 3.

Le diagnostic rétrospectif de TIH est aussi d’une importance capitale et une relecture du
dossier doit étre réalisée a distance de la phase aigué pour confirmer une TIH ou a I’inverse
exclure une TIH. En effet, diagnostiquer faussement une TIH compliquera ultérieurement si
c’est nécessaire la prise en charge d’un traitement anticoagulant, les héparines étant alors
exclues. Des scores rétrospectifs sont également utilisés par les équipes de pharmacovigilance
pour estimer la probabilité du diagnostic de TIH.

Ces scores rétrospectifs prennent en compte notamment 1’évolution dans le temps du taux de
plaquettes apres arrét de 1’héparine, une éventuelle récidive de la thrombopénie a sa
réintroduction. Un certificat médical est délivré au patient pour prévenir contre 1’utilisation de
I’héparine a I’avenir et une déclaration a la pharmacovigilance est nécessaire.

Le diagnostic biologique de la TIH reste difficile et comporte en premier lieu une
confirmation de la réalité de la thrombopénie : éliminer une fausse thrombopénie a

I’EDTA, contréle sur tube citraté et/ou par prélevement capillaire et un contréle sur lame.

Il existe deux types de tests visant a apporter la preuve du conflit immuno-allergique qui
caractérise la TIH, les tests fonctionnels et les tests immunologiques avec des avantages et des
inconveénients spécifiques.

» Les tests fonctionnels

Ces tests mettent en évidence la présence dans le plasma ou le sérum du patient d’un facteur
plasmatique héparine-dépendant capable d’induire une activation plaquettaire. Ces tests
offrent une bonne spécificité mais leur sensibilité peut étre prise en défaut au cours
d’authentiques TIH. On distingue les tests suivants.

e Le test de relargage de la sérotonine marquée au carbone 14 :
c’est le test de référence. Il consiste & mesurer la sécrétion de la C14—sérotonine par des
plaquettes témoins lavées en présence d’héparine et du plasma du patient. Ce test présente une
excellente spécificité qui peut avoisiner les 95 % ainsi qu’une sensibilité de 90 a 98 %.
Cependant, il s’agit d’une technique longue, difficile a réaliser et qui nécessite 1’utilisation
d’isotopes radioactifs et de plaquettes rendant ce test réservé a quelques laboratoires
spécialisés.
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e Le test d’agrégation plaquettaire (TAP) :

Est le test fonctionnel le plus utilisé dans les laboratoires spécialisés. il consiste a incuber le
plasma du patient en présence de I’héparine et de plaquettes témoins. Le test est positif si des
agrégats sont visualisés en lecture photométrique, et doit étre négatif lorsque le plasma du
malade ou I’héparine sont testés séparément avec les plaquettes-témoins. 1l faut tester
plusieurs concentrations (0,5 a 1 Ul/ml) du lot d’héparine regu par le patient. La spécificité de
la réaction est augmentée lorsque la réaction d’agrégation est bloquée par une forte
concentration d’héparine de 100 Ul/ml. Ce test présente une spécificité qui peut atteindre 80
% a 90 %, mais sa sensibilité est comprise entre 35 et 85 % selon les conditions de sa
réalisation ; les plaquettes témoins doivent étre fraiches et comme leur réactivité est variable,
il est nécessaire de tester plusieurs témoins (2 a 5 voire plus) et plusieurs concentrations
d’héparine. Le TAP présente I’avantage d’étre simple, peu coliteux a condition de disposer
d’un agrégomeétre, mais il est relativement long a réaliser. Une variante de ce test, I’étude de
I’agrégation plaquettaire par impédancemétrie (appareil Multiplate, Dynabite) en sang total, a
fait I’objet d’une étude qui a montré que cette technique était performante, comparée au test a
la sérotonine radiomarquée .

e D’autres tests fonctionnels sont également proposés :
- La cytométrie en flux : recherche une expression membranaire d’antigénes témoins d’une
activation plaquettaire (CD62 ou P-sélectine) ou une émission de microparticules
phospholipidiques (annexine V).

- Mesure du relargage de I’ATP par les granules denses plaquettaires en cas d’activation
immunologique héparine dépendante par chimiluminescence.

> Les tests immunologiques :
La recherche d’anticorps dirigés contre le complexe PF4-H est possible par :

. ELISA : ce test immunoenzymatique permet de détecter et quantifier en phase solide
les trois isotypes 1gG, IgM et IgA anti-PF4-H. Elle présente I’avantage d’étre standardisée,
accessible a tous les laboratoires et ne nécessite pas de plaquettes témoins. Cette technique,
plus sensible et reproductible que les méthodes fonctionnelles est toutefois moins spécifique
puisque 10 a 25 % des patients mis sous héparine a 1’occasion d’une circulation
extracorporelle présentent un taux élevé d’anticorps anti-PF4-H, et ce en dehors de toute
manifestation de TIH .

. Immunofiltration en gel : il s’agit d’un test strictement qualitatif, rapide et facile a
réaliser en urgence, en particulier dans les laboratoires qui utilisent la technique dugel test sur
carte pour les examens en immunohématologie.Des billes de polystyréne rouges sont
sensibilisées par des complexes PF4-H et en cas de présence d’anticorps dans le sérum du
patient ces billes s’agglutinent

L’¢établissement d’un diagnostic précis doit associer le score d’imputabilité 4T aux résultats
des tests fonctionnels et des tests immunologiques qui sont compléementaires et ne devraient
pas, idéalement, étre dissociés .

1.5.Thrombopénies post-infectieuses :

Les thrombopénies infectieuses sont souvent d’origine virale. Elle sont aigués et transitoires
chez I’enfant (Rougeole, cytomégalovirus, Epstein-Barr , parvovirus...). Elles surviennent
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une a trois semaines apres le début de I’infection. Elles sont en général de caractére benin et
transitoire. Une thrombopénie chronique est une manifestation possible des infections par 1’
hépatit C et le virus de I’immunodéficience humaine VIH (50% des cas)[5]. En effet les
plaquettes sont détruites par des anticorps anti-plaquettes en périphérie[116],en outre la
majorité des patients présentant un sepsis développe une thrombopénie périphérique par :

une agrégation des plaquettes au niveau de I’endothélium 1ésé ou la formation de
complexes leucoplaquettaires : aprés contact entre plaquettes et bactéries, I’activation
plaquettaire permet 1’expression de glycoprotéines (P-sélectine, CD40L, GPlIbllla).
Les plaquettes vont réagir en s’agrégeant entre elles grace aux interactions
CD40/CD40L ou par I’intermédiaire du fibrinogene se fixant a la GPIIbllla. Elles se
lient également avec des cellules de I’environnement telles que les neutrophiles (en
créant des agrégats neutroplaquettaires, dont I’avenir est de migrer et s’accumuler
dans des organes distaux comme les poumons et le foie). Les plaquettes adherent aux
cellules endothéliales via le CD40/CD40 ligand et vont étre séquestrées dans la
microvasculature ;

une apoptose plaquettaire induite directement par les bacteries ;

une phagocytose des plaquettes adhérées via la GPIb_ aux cellules de Kipffer ou des
macrophages circulants dans le but d’éliminer les bactéries [5]. Les macrophages
participent a la thrombopénie induite lors du sepsis puisqu’ils phagocytent les
plaquettes ayant opsonisé un complexe immun via le récepteur au fragment Fc des
immunoglobulines (Fc_RIIA)[117].

Thrombopénie > 50 % ou nadir > 20 Giga/l

1 30 — 50 % ou nadir 10 — 19 Giga/I
1 <30 % ou nadir < 10 Giga/L

« Timing » de la j5-j10 ou <j1 + exposition < 30 j
thrombopénie >j10 ou <jl + exposition 31 - 100 j ou

RPINOIFIDN

timing incertain (NFS manquante) mais
compatible
< j4 sans exposition < 100

(@)

Thrombose ou signe Nouvelle thrombose documentée, nécrose | 2
clinique cutanée Ou réaction systémique aigué

apres bolus IV HNF
Extension ou récidive de thrombose ou 1
thrombose suspectée non documentée Ou
plaques érythémateuses au point

d’injection

Aucune 0
auTre cause de Aucune évidente 2
Thrombopénie Possible 1

Définie2 0

Probabilité de TIH avant les tests en fonction du score total

6-8 : élevée | 4-5: intermédiaire | 0-3: faible

Tableau 7 : Score des 4T de Warkentin (O)
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1.6 . Incompatibilité plaquettaire et purpura post-transfusionnel :
Les plaquettes portent sur leur surface des antigénes spécifiguement plaquettaires human
platelet antigen (HPA), I’antigéne HPA-1a étant le plus fréquent. L’alloimmunisation
plaquettaire est souvent associée aux anticorps anti-HLA. L’immunisation spécifique, dirigee
contre des Ag HPA, est rare et peut entrainer un état réfractaire aux transfusions de plaquettes.
L’anti-HPA-1a (ou PLAL) est parfois responsable d’un tableau clinique particulier, le
purpura post-transfusionnel (PPT), caractérisé par une thrombopénie profonde,inférieure a
1079/1 et brutale apparaissant cing a 12 jours apreés une transfusion de PSL (CGR ou CP),
généralement chez les patients ayant des antécédents, méme lointains, d” alloimmunisation
par grossesse ou transfusion .La thrombopénie se manifeste par un purpura ecchymotique et
pétéchial brutal . L’évolution hémorragiques peut mettre en jeu le pronostic vital . Sans
traitement, spontanément, la guérison survient entre deux et quatre semaines. Le diagnostic
est biologique avec la détection d’un anti-HPA-1a. Seules les plaquettes phénotypées PLA-1a
négatif permettent de corriger les hémorragies aigu€s dans I’attente des résultats du traitement
par les immunoglobulines polyvalentes. Plusieurs hypotheses sont émises pour expliquer le
mécanisme de la destruction des propres plaquettes du receveur : fixation des complexes
antigéne—anticorps sur la membrane plaquettaire « témoin innocent », adsorption des
antigénes HPA-1a sur les plaquettes du receveur, production d’autoanticorps antiplaquettes,
production secondaire d’un anticorps a spécificité large . Tous les produits sanguins sont
concernés [118,119] .

1.7 . La thrombopenie de grossesse :

La survenue d’une thrombopénie est observée au cours de 10 % des grossesses . La
numeération plaquettaire diminue physiologiquement au cours de la grossesse, ainsi, une baisse
du seuil de définition de la thrombopénie a 120 G/mm3 pourrait étre discutée a 1’approche du
terme mais n’est pas validée . Les causes potentielles de thrombopénie au cours de la
grossesse sont multiples, spécifiques ou non a 1’état gestationnel.

Les causes potentielles de thrombopénie au cours de la grossesse sont multiples . Parmi elles,
3 causes principales se détachent, responsables de la quasi-totalité des cas de thrombopénie au
cours de la grossesse. La plus fréquente est la thrombopénie gestationnelle idiopathique
représentant 74 % des cas. les syndromes obstétricaux thrombopéniants (pré-éclampsie,
syndrome Hemolysis, Elevated Liver function tests, Low Platelet count(HELLP), stéatose
aigué gravidique) syndrome sont la deuxieme cause, responsable de 21 % des cas. Les
microangiopathies thrombotiques : le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) et le
syndrome hémolytique et urémique (SHU). En dehors du PTI qui peut étre observé des le
premier trimestre, les autres étiologies ne sont habituellement observées qu’a la fin du
deuxiéme trimestre, voire parfois uniqguement en fin de grossesse ou en post-partum pour
certaines d’entre elles méme s’il existe des exceptions a ces regles.

Cette pathologie bénigne dépourvue de risque hémorragique et ne nécessitant aucun
traitement est de loin la plus fréquente cause des thrombopénies observées au cours de la
grossesse puisqu’elle rendrait compte de trois quarts des situations. Elle serait liée a une
hémodilution gravidique et a une consommation des plaquettes au niveau du placenta. [ n’y a
pas de thrombopathie associée. Environ 4 a 8 % des femmes enceintes développent ce type
de thrombopénie qui survient habituellement au cours du troisieme trimestre de grossesse. La
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baisse des plaquettes est ici modérée (plaquettes habituellement supérieures a 75 G/L), il n’y a
donc pas de manifestation hémorragique. Si des numérations antérieures sont disponibles,
I’absence de thrombopénie avant la grossesse ou lors des deux premiers trimestres de la
gestation en cours viendra confirmer le diagnostic. Cette thrombopénie n’est pas transmise a
I’enfant qui nait avec un compte de plaquettes normal , elle disparaitra en post-partum en
quelques semaines mais aura tendance a récidiver lors des grossesses suivantes . 1l est ainsi
tres important de ne pas oublier de contrdler le chiffre de plaquettes a distance de
I’accouchement car la normalisation spontanée du chiffre de plaquettes permet de confirmer
rétrospectivement le diagnostic de thrombopénie gestationnelle et de simplifier ainsi la prise
en charge diagnostique en cas de récidive de la thrombopénie lors d’éventuelles grossesses
ultérieures [120 ,121].

1.8 . La thrombopenie neonatal allo-immune :

Les thrombopénies feetales et néonatales allo-immunes (TNAI) sont les plus fréquentes des
thrombopénies séveres du feetus et du nouveau-né. Elles résultent de I’immunisation
maternelle vis-a-vis d’antigenes plaquettaires foetaux que la mére ne posseéde pas. Ces
thrombopénies sont considérées comme 1’équivalent plaquettaire de la maladie hémolytique
du nouveau-né, cependant plusieurs éléments I’en distinguent dont I’atteinte possible du
premier enfant .

Elles résultent de I’immunisation maternelle vis-a-vis d’antigénes spécifiquement
plaquettaires feetaux, antigenes des systeémes human platelet alloantigen (HPA) que la mere
ne posséde pas. Bien que les plaquettes expriment a leur surface les antigénes HLA de classe |
et les antigénes des groupes sanguins A et B, I’immunisation maternelle vis-a-vis de ces
antigénes n’est pas reconnue étre a’ 1’origine des TNAL

Le transfert Trans placentaire des anticorps maternels 1gG a lieu dés 14 semaines de gestation
et, les antigénes plaquettaires étant bien exprimés dés 16 a 18 semaines, les plaquettes feetales
recouvertes d’anticorps vont étre alors détruites. Cela explique la possibilité” de thrombopénie
feetale tres tot pendant la grossesse[122].

2. consommation et activation plaquettaire :
2.1. La coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) :

(CIVD) est un syndrome acquis secondaire a une activation systémique et excessive de la
coagulation. Ce syndrome se définit par I’association d’anomalies biologiques avec ou sans
signes cliniques témoins de la formation exagéree de thrombine et de fibrine, et de la
consommation excessive de plaquettes et de facteurs de la coagulation. La CIVD s’inclut dans
un processus complexe qui commence par un syndrome d’activation systémique de la
coagulation (SASC) difficile a mettre en évidence . Il se poursuit par I’apparition de troubles
patents biologiques puis cliniques de ’hémostase qui peuvent engager le pronostic vital.
malgré leur hétérogénéité leur principl mecanismes est le contact du facteur tissulaire (FT) au
facteur VII activé (FVIIa) et la génération de thrombine [123].

2.2. Microangiopathies thrombotiques (MAT) :

Le terme de microangiopathie thrombotique (MAT) définit un syndrome regroupant
différentes pathologies caractérisées par I’association d’une anémie héemolytique mécanique,
d’une thrombopénie périphérique de consommation, et de défaillances d’organe de sévérité
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variable. Parmi ces pathologies, on distingue le purpura thrombotique thrombocytopénique
(PTT), forme particuliérement grave pouvant aboutir & une défaillance multiviscérale, et le
syndrome hémolytique et urémique (SHU), ou I’atteinte rénale est prédominante. Un
syndrome de MAT peut également s’observer au cours des situations suivantes : HELLP
syndrome (Hemolysis, Elevated Liver enzymes, Low Platelet count), cancers, greffes,
infection par le virus de I’'immunodéficience humaine, syndrome catastrophique des
antiphospholipides, ou coagulation intravasculaire disséminée sévere[124].

2.2.1. Syndrome moschowitz (PTT):

Le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) est une microangiopathie thrombotique
(MAT) associée a cing manifestations principales rapportées par Moschowitz des 1924 :
I’anémie hémolytique mécanique, la thrombocytopénie, la fiévre, 1’atteinte rénale et 1’atteinte
neurologique. La physiopathologie de la microangiopathie s’explique par I’accumulation de
multiméres de facteur Willebrand (VWF) de trés haut poids moléculaire (THPM-VWF)
sécrétés de facon constitutive, ou aprés stimuli, par les cellules endothéliales et les plaquettes.
Ces multimeétres sont de puissants inducteurs de 1’adhésion plaquettaire a 1’endothélium 1ésé,
notamment en cas de forces de cisaillement (shear-stress). Ils induisent la formation dans les
microvaisseaux de microthrombi diffus riches en VWEF et en plaquettes et pauvres en fibrine.
La conséquence directe de ces microthromboses est une souffrance viscérale diffuse de
sévérité variable .L’identification d’ une métalloprotéase plasmatique responsable
spécifiqguement du clivage de ces THPM-VWF a permis de progresser dans la compréhension
des mécanismes du PTT. Cette enzyme appartient a la famille des protéases disintégrine et
metalloproteinase avec des motifs thrombospondine-1 (ADAMTYS). Il est maintenant établi
que la plupart des patients atteints de PTT présentent un déficit sévere en ADAMTS-13
inférieur a 5% de I’activité normale alors que le déficit est modéré, voire inexistant dans les
autres formes de MAT[125] .

2.2.2. Syndrome hémolytique et urémique :

Le SHU est défini par une triade associant une anémie hémolytique mécanique effondrée,
élévation des LDH, présence de schizocytes sur le frottis sanguin), une thrombopénie
(plaquettes inférieures a 150 g/L) et une insuffisance rénale aigué. Il est d a des Iésions de
MAT caractérisées par des thrombus fibrinoplaquettaires dans les capillaires et/ou les
artérioles rénales . L histologie d’'une MAT rénale est définie par I’existence de thromboses
artériolaires ou glomérulaires ou de lésions des artérioles ou des artéres interlobulaires . Le
SHU est une pathologie rare et fréquemment Chez I’enfant, le SHU est le plus souvent
secondaire a une infection a E. coli O157-H7, sécréteur de vérotoxine ; cette forme de SHU
de I’enfant est appelée classiquement «SHU typique ». Les formes qui ne sont pas associées a
une infection bactérienne (pneumocoque, STEC, Shigelle, etc.) et pour lesquelles aucune
cause n’est identifiée sont appelées SHU atypique . A I’inverse, chez I’adulte, le SHU est
rarement associé a une infection & STEC (escherichia coli producteur de shiga toxine). Les
causes habituelles du SHU de I’adulte sont les infections (pneumocoque, CMV, VIH), les
médicaments et les toxiques (gemcitabine, ciclosporine), les maladies systémiques (lupus) et
les néoplasies (cancer de la prostate, lymphome). Le diagnostic est parfois difficile devant la
grande similitude des manifestations cliniques associées aux différentes formes de MAT
[126].
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2.3. Le syndrome de Kasabach-Merritt

le syndrome de Kasabach-Merritt peut se définir par I’association d’une tumeur vasculaire
rouge-violacée, rapidement extensive, d’une thrombopénie, d’un degré variable de
coagulation intra-vasculaire disséminée et parfois d’une anémie. Il survient habituellement
chez un nouveau-né ou un nourrisson de moins de 6 mois. .

Le mécanisme physiopathologique principale est une sequestration plaquettaire au sein des
vaisseaux, liée a un endothelium anormal et proliférant . Différents marqueurs
immunohistochimiques des plaquettes ont été utilisés pour confirmer cette sequestration, en
particulier I’anticorps anti- CD 61 . Cette séquestration plaquettaire entrainerait une activation
plaquettaire et une consommation des facteurs de coagulation, a 1I’origine de la CIVD. Celle-ci
pourrait favoriser la survenue de thromboses et d’hémorragies intra-tumorales[127].

3. Thrombopénies par anomalie de répartition :
3.1. Thrombopénie par séquestration :( hypersplénisme):

A 1 etat normal , 1/3 des plaquettes est séquestré dans la rate , et dans le cas d” un
hypersplénisme, il ya augmentation de la séquestration splénique des éléments figurés du
sang avec cytopénies .Les thrombopénies dans ce contexte sont en général modérées : 50 a
150 G/L. Elles sont en général associées a une neutropénie ou une anémie par hémodilution.
La durée de vie des plaquettes est normale [5].

3.2. Thrombopénie de dilution : (Transfusion massive ) :

Le traitement des patients présentant des pertes sanguines massives par les solutés de
remplissage (cristalloides et colloides) et les concentrés de globules rouges qui contiennent
une quantité négligeable de plaquettes. En conséquence, la transfusion et le remplissage
massifs associés a la persistance de I’hémorragie peuvent s’accompagner d’une
coagulopathie de consommation et d’une dilution des plaquettes. S’il est difficile de
modéliser 1’évolution des paramétres de coagulation et en particulier du chiffre de plaquettes
en fonction du volume transfuse [128 ,129].

I1. Thrombopenie centrale :

1. Deficit quantitatif de la thrombopenie :
1.1 Avec inssufisance de plusieurs lignes :
1.1.1. Envahissement medullaire :

On définit les insuffisances médullaires par un défaut de production des cellules matures
myeloides qui doivent circuler dans le sang. Cela implique une double conséquence, d'une
part une pancytopenie (anémie , leucopenie et thrombopenie), et d'autre part I'absence de
signe de régénération .

Les insuffisances médullaires secondaires a un envahissement peuvent se voir au cours des
leucémies (LAL , LAM , LMC), des sarcomes ou de la maladie de Hodgkin et au cours des
métastases osseuses de cancers. Le myélogramme décele I'expansion tumorale au sein du tissu
myeloide [130].
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1.1.2. Moelle osseuse aplasique :

L’aplasie médullaire (AM) est un déficit de production des cellules sanguines responsable
d’anémie arégénérative, de thrombopénie avec syndrome hémorragique cutanéomuqueux
spontan¢ et de leuconeutropénie a 1’origine d’infections. Par définition, I’AM est liée a une
insuffisance quantitative de I’hématopoiése, ce qui implique une atteinte endogéne ou
exogene de la cellule-souche hématopoiétique. Répondent a cette définition des maladies
constitutionnelles ou acquises.

Myélogramme est indispensable au diagnostic pour éliminer une pancytopénie périphérique
par destruction des cellules matures au niveau du sang ou des tissus, ou une tumeur maligne
(leucémie, métastase de cancer). Le frottis est typiquement désertique ou nettement appauvri,
notamment en érythroblastes et précurseurs granulomonocytaires. Le nombre des
mégacaryocytes est diminué. Tous les stades de maturation sont concernés et I’aspect
cytologique des cellules résiduelles est normal[131].

1.1.2.1.Hereditaire : La maladie de Fanconi :

La maladie de Fanconi ou I'anémie de Fanconi (AF) est un syndrome génétique humain rare a
hérédité récessive, caractérisé par un phénotype extrémement complexe et hétérogene .
Décrite par le pédiatre suisse Guido Fanconi pour la premiére fois en 1927; qui a publié un
rapport sur une fratrie dont les membres présentaient une grave anémie aplasique associée a
plusieurs malformations congénitales . La principale manifestation clinique de I'AF est la
présence d'une pancytopénie (anemie profonde, normochrome, normocytaire ;leucopenie ;
thrombopenie) . Cette anomalie périphérique correle avec la présence d'une moelle
hypoplasique (se déclarant au cours de la premiére décennie de vie)[132].

1.1.2.2. Acquise :
1.1.2.2.1. Aplasie post hépatitique idiopathique :

De nombreux cas d’aplasies dans les semaines qui suivent une hépatite clinique ont été
rapportés depuis 20 ans. Les aplasies post hépatitiques sont aujourd’hui définies comme des
aplasies séveres associees a une élévation des transaminases ( ALAT et ASAT ) au-dessus de
deux fois la normale. Elles ont un début particulierement rapide. On ne retrouve généralement
pas d’anticorps sérique contre les virus d’hépatite connus, ni de génome viral dans la moelle
osseuse [131].

1.1.2.2.2. Chimiothérapie et radiothérapie :

La plupart des thrombopénies constatées chez les patients atteints d’un cancer sont liées au
traitement anti-tumoral, en premiére ligne la chimiothérapie, mais aussi la radiothérapie
peuvent causer des aplasies de la moelle osseuse.

Les mécanismes de survenue des thrombopénies induites par les médicaments sont d’ordre
immunologique ou non-immunologique . Parmi les mécanismes non-immuns se trouve
I’insuffisance médullaire liée a I’exposition a une chimiothérapie anticancéreuse. Le délai
d’apparition de ces thrombopénies peut étre plus ou moins long et I’expression clinique
s’étaler sur plusieurs semaines.
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La toxicité médullaire induite par les chimiothérapies est un probleme fréquent avec des
conséquences significatives pour le patient et pour le cours du traitement propose. La
myélotoxicité touche a des degrés divers les trois lignées cellulaires, se traduisant ainsi par la
survenue souvent associee des complications respectives de chacune de ces atteintes. La
thrombopénie induite par la chimiothérapie survient chez des patients traités pour un cancer
ou une hémopathie maligne [133]. Les épisodes de thrombopénie profonde sont plus fréquents
au cours des hémopathies malignes que des tumeurs solides.

La thrombopénie varie selon le type de chimiothérapie, les doses (fortes et uniques ou
cumulées), le nombre de plaquettes au départ (< 150G /L), 1’age et le statut général
[133,135]. Chez les patients porteurs d’une tumeur solide, la thrombopénie est dose-
dépendante, survenant typiquement de 6 a 14 jours apres un ou plusieurs cycle de
chimiothérapie, témoignant d’une certaine toxicité cumulative [105]. La quasi-totalité des
chimiothérapies cytotoxiques peuvent induire une thrombopénie. Néanmoins, la cinétique et
le nadir de cette thrombopénie dépend du mécanisme d’action du médicament. Ainsi, alors
que la majorité des chimiothérapies exerce son activité antimitotique sur les progéniteurs des
derniéres phases de développement du mégacaryocyte, le busulfan et le carboplatine agissent
sur les premiéeres cellules souches et exposent donc a un risque accru de thrombopénie
prolongée et réfractaire. Les associations ICE (ifosfamide + carboplatine + étoposide), Al
(doxorubicine + ifosfamide) et MAID (mesna + doxorubicine + ifosfamide + dacarbazine)
sont responsables d’un nadir plus précoce que le carboplatine, le melphalan, ou les
nitrosourées.

A cdté des chimiothérapies myélotoxiques, les nouveaux agents anticancéreux spécifiques de
cibles cellulaires sont aussi pourvoyeurs de thrombopénie. Ainsi, plusieurs cas de
thrombopénie ont été attribués, par exemple, au rituximab, anticorps monoclonal chimérique
anti-CD20, utilisé dans les hémopathies malignes B [136]. De méme, le bortzomib, inhibiteur
de I’activation du facteur NF-aB , atteint la capacité des mégacaryocytes a générer des
plaquettes. La thrombopénie est cyclique (/14jours), sa sévérité dépend du chiffre de
plaquettes pré- chimiothérapie et son nadir se réduit avec le nombre de cycle [137]. Le
thalidomide, d’utilisation croissante en oncohématologie a été associé a la survenue de
thrombopénies dose-dépendantes de type immune [138]. De méme, le tomoxifene,
habituellement trés bien toléré et largement utilisé comme hormonothérapie du cancer du sein,
peut induire une thrombopénie profonde [100].

1.1.2.2.3. Toxicité medicamenteuse :

Divers Des cas isolés d’aplasie ou de myélosuppression transitoire ont été rapportés en
association avec la prise de nombreux médicaments. Ces cas sont rares , en général régressifs
a I’arrét des médicaments pris et le lien de cause a effet est plus ou moins important. Ces cas
font I’objet d’analyses systématiques a la fois par les firmes commercialisant ces produits et
par les agences nationales contrélant les médicaments (pharmacovigilance)
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Thrombopénies centrales

Colchicine

Dérivés du benzéne

Thiazidiques

Antiviraux

Antifoliques

Anti inflamatoires

Interféron a

Tableau 8 : les médicaments provoquant une thrombopénie centrale(original).

La colchicine et la vincristine inhibent les microtubules du cytosquelette[24].
Anti-inflammatoires et analgésiques : Depuis les années 1950 : et la mise en place de
structures de pharmacovigilance, les anti inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont
connus pour leur toxicité. Les butazones ont été les premiers suspectés. Un risque
élevé est confirmé en Europe avec le groupe des butazones, I’indométacine et le
diclofénac. Un faible exces de risque en rapport avec le salicylés a été signalé dans
toute I’étude américaine et meme 1’enquéte francaise avec 1’'usage thérapeutique
régulier des salicylés, alors que le risque n’est pas significatif avec le paracétamol .
Anti-infectieux : un exces de risque significatif en rapport avec la prise de sulfamides
, de triméthoprime-sulfaméthoxazole (Bactrim) et de bétalactamines . Ces
médicaments semblent associés a des leucopénies et a des pancytopénies régressives .
Les antiviraux sont susceptibles d’induire ou d’aggraver une insuffisance médullaire
dans des contextes particuliers (infection par le VIH, déficits immunitaires acquis,
etc.). C’est le cas de 1’azidothymidine ou du ganciclovir.

Antidépresseurs et neuroleptiques : La survenue d’aplasies toxiques est décrite avec
les phénothiazines (chlorpromazine) et avec I’usage prolongé des barbituriques. Des
aplasies aigués ont été rapportées avec le valproate de sodium (Dépakine®). La
survenue rare d’aplasies médullaires profondes a ¢galement été observée dans les
¢tudes précliniques d’un nouvel antépileptique : le felbamate (Taloxa®).

Interféron ; L’interféron o recombinant entraine constamment une leucopénie et une
thrombopénie dose-dépendantes. Toutefois, quelques hypoplasies et aplasies
médullaires plus durables ont été rapportées.

Des cas d’aplasie ont été signalés apres traitement par des herbes médicinales dont la
composition n’est pas connue, ainsi que lors de toxicomanies avec méthyléne-dioxy-
méthamphétamine (Ecstasy). Les vaccinations ont été étudiées dans 1I’enquéte
francaise et ne sont pas reliées a un exces d’aplasie médullaire [131].

1.2. Insuffisance selective de la ligne megacaryocytaire :
1.2.1. Héréditaire :

Amegacryocytose précedant I’ aplasie medulaire :
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L’amégacaryocytose congénitale Il s’agit d’une maladie rare, se révélant le plus souvent dans
la premiére année de vie et pouvant évoluer vers une aplasie médullaire. Les patients ont des
taux élevés de thrombopoiétine plasmatique. In vitro les cellules médullairesCD34+ ne
peuvent pas se différencier en mégacaryocytes. Ce défaut de différenciation est en rapport
avec une anomalie du géne c-MPL codant pour le récepteur de la thrombopoiétine. Plusieurs
types de mutation ont été décrits. Les patients sont le plus souvent doubles hétérozygotes pour
des mutations ou des délétions différentes ou homozygotes pour une mutation en cas de
consanguinité. La plupart des patients développent une aplasie médullaire tri-lignée durant la
premiere année de vie. Le seul traitement curatif a I’heure actuelle repose sur 1’allogreffe de
cellules souches hématopoiétiques [139].

1.2.2. Acquise :
1.2.2.1. Intoxication éthylique :

La cirrhose hépatique par intoxication ethylique s’accompagne d’un ensemble de
dysfonctionnements qui peuvent affecter le fonctionnement des plaquettes. Le désordre
plaquettaire peut étre quantitatif (thrombopénies) ou qualificatif (thrombopathies) avec un
nombre de plaquettes pouvant diminuer jusqu'a moins de 50 G/L. Différents mécanismes
sont possibles aussi : un hypersplénisme avec séquestration des plaquettes, une atteinte
immune avec une réduction de durée de vie ou un deficit de thrombopoietine avec une
dysmégacaryopoiese. L alcool provoque une toxicité mégacaryocytaire directe et des carences
vitaminique (acide folique ). Les fonctions touchées lors de I’atteinte hépatique sont celles
d’adhésion et d’agrégation par une diminution des sites GPIb a la surface plaquettaire. Le
déficit est corrélé au degré d’insuffisance hépatocellulaire. Les thrombopathies sont
accompagnees de thrombopénie [40].

1.2.2.2. Infection virale :

Le mécanisme de la thrombopénie est central et périphérique dans I’infection au HIV, en effet
les plaquettes sont détruites par des anticorps anti-plagquettes en périphérie et la
thrombopoiése est inhibée au niveau central [116].

1.2.2.3. infection bactérienne :

Le sepsis a récemment été redéfini comme une dysfonction d’un ou de plusieurs organes
causée par une dérégulation de la réponse inflammatoire de I’hdte suite a une infection
majoritairement d’origine bactérienne, principalement Staphylococcus aureus (20,5 %),
I’espece Pseudomonas (19,9 %) et la famille Entérobactéries (Escherichia coli, 16,0 %). Il
existe une réelle inter-connexion entre la coagulation et I’inflammation participant a la
physiopathologie du sepsis. La constatation d’une thrombopénie est fréquente (de 22 a 58 %
selon les études) chez les patients présentant un sepsis, par un mécanisme périphérique et
central qu’il s’agit d’une perturbation de la thrombopoiése : malgré une augmentation des
taux de TNFa et d’IL-6 stimulant la thrombopoiese chez les patients présentant un sepsis, une
dérégulation de la production de thrombopoiétine (TPO) ainsi qu'une hémophagocytose des
mégacaryocytes diminuent la thrombopoiése. un biomarqueur est la fraction de plaquettes
immatures (proportion de plaquettes réticulées circulantes) qui se trouve corrélée a la
diminution de la thrombopoiése [117].

1.2.2.4. Certain medicaments :
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Rarement les diurétiques thiazidiques par mécanisme immun allergiques central et
périphérique [141].

2.Déficit qualitatif : thrombopénie par thrombopoiese inefficace
2.1.Héréditaire :
2.1.1.Syndrome de Wiskott-Aldrich :

Lié au chromosome X, ce syndrome ne concerne que les garcons et se manifeste souvent par
un syndrome hémorragique des les premieres semaines de vie . Un eczéma est souvent
associe. Le déficit immunitaire qui touche les fonctions lymphocytaires T et B se manifeste
dans les premiéres années de vie par des infections bactériennes séveres ou a répétition. Chez
ces patients, la thrombopénie est primitivement en rapport avec un mécanisme central di a
une anomalie de la protéine WASP, codée par le gene WAS, dont le réle est important dans la
polymérisation des filaments d’actine des cellules hématopoiétiques et qui intervient dans la
mégacaryopoiese, en particulier la formation des proplaquettes. La thrombopénie est trés
souvent aggravée par un mécanisme périphérique d’origine auto-immune pouvant conduire a
un volume plaquettaire moyen dans les limites de la normale par la coexistence de plaguettes
de petite taille, propres au syndrome de Wiskott-Aldrich et a des plaquettes de grande taille,
habituelles dans les thrombopénies immunologiques[139]. Ce syndrome peut explorer par une
hypoagrégation a différents inducteurs : ADP, collagéne et I’adrénaline. L'étude génétique est
utile pour confirmer le diagnostic d’une part et pour préciser le type des mutations d’autre
part[142].

Figure 26 : Plaquettes de petite taille. Syndrome de Wiskott-Aldrich[P].

2.1.2.Syndromes MYH9 :

Il s’agit d’une des formes les plus fréquentes de thrombopénies constitutionnelles. Ce groupe
des thrombopenies constitutionnelles avec macroplaquettes associees a des inclusions
leucocytaires ou pseudocorps de Dohle comprend les syndromes de May-Hegglin,de
Fechtner, d’Epstein, de Sebastian, et le syndrome« Alport-like » avec
macrothrombocytopénie. Leur mode de transmission est autosomique dominant, cependant 40
% des cas sont dus a des mutations de novo. Ces syndromes ont été récemment regroupés
dans une méme entité clinique en raison de la mise en évidence de mutations localisées au
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niveau d’un méme gene : le géne MYH9 (pour Myosine HeavyChain 9). L’anomalie
génétique est un déficit génetique de la chaine lourde de la myosine, non musculaire, protéine
essentielle pour assurer, en association avec 1’actine, les fonctions contractiles et sécrétoires
de la plaquette .Les signes hémorragiques sont inconstants, habituellement modérés, surtout
provoqués lors de traumatismes ou d’interventions chirurgicales. Dans certains cas, les
hémorragies sont plus sévéres. L’association thrombopénie—plaquettes géantes (5 a 40 % des
plaquettes) est présente des la naissance. En outre, des inclusions basophiles sont souvent
présentes dans le cytoplasme des leucocytes. Elles sont décrites sous le nom pseudo-corps de
Dohle. Elles peuvent passer inapercgues et ceci justifiel’analyse éventuelle par
immunofluorescence de la myosine intraleucocytaire et plaquettaire. La thrombopeénie est
isolée dans les syndromes de May-Hegglin et de Sebastian, associée dans les autres
syndromes a une atteinte rénale et une surdité de perception. Une cataracte bilatérale est
parfois présente. Les atteintes rénales et oculaires, ainsi que la surdité, peuvent apparaitre
précocement durant I’enfance, ou plus tard a I’age adulte, justifiant la surveillance au long
cours de ces patients. Ces dernieres années plusieurs nouvelles mutations du géne MYH9 ont
¢été décrites. Le diagnostic de certitude repose sur 1’analyse genétique, cependant le
séquencage de ce géne étant long (40 exons),la recherche d’agrégats protéiques dans les
polynucléaires neutrophiles en immunofluorescence permet un diagnostic plus rapide[139].

2.1.3. Macrothrombocytopenie familliale mediterraneinne :

11 s’agit d’une thrombopénie familiale autosomique dominante, modérée, peu ou pas
symptomatique, en rapport avec une mutation hétérozygote du géne de la GP Iba. Certaines
de ces thrombopénies pourraient etre des formes hétérozygotes du syndrome de Bernard-
Soulier[143].

2.1.4. Syndrome de Bernard-Soulier :

Le syndrome de Bernard-Soulier a été décrite il y a presque 70 ans comme un trouble
hémorragique congénital grave et potentiellement mortel. Le premier cas a été rapporté en
1948 par deux hématologues francais Jean Bernard et Jean-Pierre Soulier, chez un jeune
patient caucasien d'une famille consanguine affecté des le début de sa vie avec des épisodes
hémorragiques séveres, un saignement prolongé, une numération plaquettaire basse et de tres
grosses plaquettes. Ils ont appelé le trouble «la dystrophie thrombocytaire hémorragique
congénitale», Actuellement, le syndrome est connu sous différentes appellations : Syndrome
de Bernard-Soulier, La dystrophie thrombocytaire hémorragique congénitale ou encore le
syndrome des plaquettes géantes .

Il s’agit d’une thrombopénie constitutionnelle macrocytaire de transmission autosomale
récessive extrémement rare, due a un déficit quantitatif ou qualitatif du complexe GPIb-1X-V
responsable d’un probléme d’adhésion des plaquettes au sous-endothélium par le biais du
facteur Willebrand. Il se caractérise par une tendance hémorragique d’intensité variable, des
plaguettes sanguines géantes et une thrombopénie Iégere a profonde (30 a 80 g/L) du fait de
I’anomalie a la fois fonctionnelle et quantitative des plaquettes. Causé par des mutations
homozygotes affectant les genes des glycoprotéines de surface suivantes GPIbp, GBIba ou
GPIX, trois des quatre genes codant pour les sous-unités formant le complexe GP IB/IX/V et
le défaut est limité a la lignée mégacaryocytaire. Le diagnostic moléculaire de I’anomalie
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génetique est important, car il existe une corrélation entre la mutation retrouvée et le potentiel
hémorragique, alors que celui-ci ne peut étre relié au nombre de plaquettes en raison de la
thrombopathie associée. En effet, les patients porteurs d’une mutation de GPIba, GPIbJ ou
certaines mutations de GPIX ont des phénotypes hémorragiques plus séveres. Certains
patients ont des thrombopénies modérées et des mutations d’un seul géne : ce sont donc des
variants monoalléliques, tel le variant Bolzano, qui ont un risque hémorragique moindre
[139].

Par consequance les plaquettes de patients atteints de Bernard-Soulie, le complexe GPIb-1X-V
est habituellement indétectable ou exprimé a des niveaux tres bas .Quel que soit le gene
touché par des mutations, il n'y a généralement pas d'assemblage du complexe dans le
réticulum endoplasmique empéchant sa localisation au niveau de la membrane plaquettaire.

Le déficit en récepteurs membranaires glycoprotéiques GPIb-1X est démontré par cytométrie
en flux [144]. L'étude fonctionnelle des plaquettes in vitro confirme I'absence d'agglutination
en présence de ristocétine[145] .

&

Figure 27 : plaquettes géantes de la maladie de Bernard et Soulier

2.1.5.Syndrome des plaquettes grises :

Le syndrome des plaquettes grises associe une anisocytose plaquettaire avec des plaquettes de
grande taille, grises, une absence de granules et une diminution de leur contenu (facteur
Willebrand, facteur 4 plaquettaire, fibrinogene...). La transmission est autosomique récessive.
Le syndrome hémorragique est variable selon les patients, souvent modéré, de méme que
I’agrégation au collageéne des plaquettes in vitro peut étre normale chez certains patients et
nulle chez d’autres. L.’anomalie génétique causale a été décrite en 2012. Il s’agit du géne de la
Neurobeachin-like2 (NBEALZ2) situé sur le chromosome 3 (3p21) . Il existe une évolution
possible vers la myélofibrose[139].
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Figure 28 : Hétérogénéité de taille des plaquettes et du contenu en granulations. Syndrome des plaquettes grises par

déficit en granules alpha [P].

2.1.6. La thrombopénie Paris-Trousseau :

Ce syndrome rare associe un trouble de la production plaquettaire avec dysmégacaryopoiése,

une thrombopénie modérée (30 a 80 g/L) avec des plaquettes de grande taille dont certaines
possedent une granulation géante correspondant a la fusion des granules alpha
intraplaquettaires, et une délétion du chromosome 11 au niveau du bras long g position 23 .
Cette thrombopénie s’accompagne dans certains cas d’un syndrome malformatif’, le

syndrome de Jacobsen associant un retard de croissance staturo-pondéral et un retard mental

en général modéré, un syndrome dysmorphique de la face (trigonocéphalie, hypertélorisme,
épicanthus, strabisme, cataracte, élargissement de I’ensellure nasale, nez court, bouche « en
carpe », rétrognathie, anomalie palatine et dentaire, implantation basse des oreilles) et des
extré-mités (doigts courts, clinodactylie, syndactylie). Peuvent également s’associer des
malformations cardiaques, des anomalies génito-urinaires, voire des anomalies du systéeme

nerveux central. La thrombopénie Paris-Trousseau est peu symptomatique et peut se corriger

au moins partiellement avec le temps. les granules a géants qui sont incapables de reléguer
leur contenu apres stimulation par la thrombine peut confirmer le diagnostique[139].

2.1.7 Syndrome plaquettaire pseudo willebrand :

Il s’agit d’une thrombopathie rare dont le diagnostic différentiel est la maladie de Willebrand

de type 2B. L’anomalie réside au niveau de la zone de fixation du facteur Willebrand sur la

sous-unité GPIbo par anomalie de la glycoprotéine. Cela se traduit par une augmentation de la

liaison du facteur Willebrand plasmatique a son récepteur plaquettaire, par hyperaffinité
d’ou la diminution du taux de facteur Willebrand circulant. Il existe une thrombopénie plus
ou moins importante, avec présence de grandes plaquettes , une diminution du taux du co-
facteur de la ristocétine et une hyper agglutination des plaquettes aux faibles doses de
ristocétine[143].
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2.2 acquise :
2.2.1 Thrombopénie dans le syndrome myélodysplasique :

Les syndromes my¢élodysplasiques (SMD) regroupent différentes hémopathies résultant d’une
atteinte clonale de la cellule souche hématopoiétique. 1ls sont caractérisés par une
hématopoiese inefficace (moelle riche mais peu performante) des anomalies morphologiques
qui atteignent une ou plusieurs lignées (dysérythropoiése, dysgranulopoiése,
dysmégacaryopoiése) touchant a la fois le noyau et le cytoplasme cellulaire .

le syndrome myélodysplasique est souvent découvert fortuitement a la suite d’un bilan de
contréle ou destiné a explorer une autre affection. Dans les autres cas, les premiers signes sont
ceux liés aux cytopénies (anémie, neutropénie et thrombopénie modeérée a 80 G/L ), il peut
étre confirmer par le frottis sanguin et le myélogramme[146]

2.2.2 Carence en vitamine B12 :

La thrombopenie est liée a une carence en vitamine B12 responsables d'un defaut de
synthese du DNA lui-méme responsable d'une diminution des mitoses, de la prolongation du
cycle cellulaire et de la destruction intramédullaire . I’association thrombopénie , anémie
mégaloblastique sont des signes d’ une carence nutritionnelle (folates ou vitamine B12)[144].
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CHAPITRE VI :

PRISE EN CHARGE ET
TRAITEMENT
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VI.LAPRISE EN CHARGE :

La prise en charge d’une thrombopénie est fonction de sa sévérité, de son mécanisme, de son
étiologie . L’évaluation du patient est guidée par le contexte clinicobiologique dans lequel est
découverte la thrombopénie, I’appréciation du risque hémorragique immédiat. Cette
¢valuation peut aussi s’imposer en raison de la nécessité de gestes plus ou moins invasifs,
chez un patient thrombopénique. Les différentes étapes de cette prise en charge, menées
souvent simultanément, doivent permettre de préciser :

* la réalité de la thrombopénie ;
* ’appréciation du risque hémorragique immédiat ;
* la conduite diagnostique étiologique a envisager ;
* les mesures a adopter [147].
1.Confirmation de la réalité de la thrombopénie

Ce point n’est justifié¢ qu’en I’absence de syndrome hémorragique et de tout antécédent,
devant la découverte fortuite d’une thrombopénie modérée. Cette situation justifie alors un
contréle de la numération plaquettaire sur tube citraté pour eviter des amas plaquettaires qui
entraineraient une fausse thrombopénie [147].

2.Evaluer la gravité de la thrombopénie

e La sévérité d’une thrombopénie est lice a la présence ou non d’un syndrome
hémorragique, en particulier cutanéo-muqueux et non au chiffre de plaquettes.

e Le syndrome hémorragique survient quand les plaquettes sont moins de 20 G/L . Un
accident hémorragique grave est presque toujours précedé par un syndrome
hémorragigque cutanéo-mugueux.

e Seule I’hémorragie intracranienne ou d’exceptionnels saignements digestifs massifs
justifient un traitement en urgence avant d’avoir déterminé 1’origine de la
thrombopénie. Ces cas (qui sont rares), impliquent de transfuser un concentré
plaquettaire en réanimation .

e Dans toutes les autres situations, le médecin a le temps de mener une démarche
diagnostique qui conduira au traitement adapté [147].

3. La conduite diagnostique biologique et étiologique :

Qui se fait par les examens biologiques a viser diagnostique et étiologique cités auparavant
[147].
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4. Prise en charge thérapeutique
Trois types de prise en charge sont possibles :

1. abstention thérapeutique et simple surveillance a définir quand la thrombopénie est
modeérée ;

2. traitement de la cause de la thrombopénie quand c’est possible ;

3. traitement de la thrombopénie elle-méme si elle est menagante[147].

4.1.Indication de la transfusion de concentrés plaquettaires

La transfusion de concentré plaquettaire est indiquée chez les patients présentant une
thrombopénie centrale due a un déficit quantitatif ou qualitatif de la production plaquettaire.
Elle peut aussi étre proposee aux patients présentant un syndrome hémorragique en rapport
avec une thrombopathie avec ou sans thrombopénie . Les thrombopénies périphériques, quel
qu’en soit le mécanisme, relévent en théorie du traitement spécifique de la maladie causale
puisque les plaquettes transfusées seront détruites comme les plaquettes autologues. Il existe
cependant des exceptions a cette régle, en particulier en présence d’un syndrome
hémorragique menagant le pronostic vital [148].

4.2. Traitement des thrombopénies périphériques
4.2.1.Traitement de purpura thrombopénique immunologique

L'indication de traiter le purpura thrombopénique immunologique repose sur I'évaluation du
risque hémorragique. Mis a part le traitement local des hémorragies, la prise en charge
thérapeutique repose sur la corticothérapie par administration de méthylprednisolone (la dose
habituelle étant de 2 mg/kg/j, mais des doses beaucoup plus importantes ont été proposées)
[149]. Les plasmaphéreses sont également utilisées. En cas d'échec du traitement médical, il
peut étre indiqué de pratiquer une splénectomie, efficace dans plus de 75 % des cas [150,151].
L'injection de fortes doses d'lg intraveineuse (Ig IV) pendant 2 jours a la posologie de 1 g/kg/j
permet d'obtenir une augmentation du chiffre de plaquettes a plus de 50 G/L en 24 a 48 heures
chez plus de 70 % des patients [152]. Plus récemment, I'anticorps monoclonal anti-CD20
(rituximab : MABTHERA®) a été évalué dans le traitement de la maladie pour éviter la
splénectomie. L'utilisation d'immunosuppresseurs et d'autres traitements tels que le danazol
(DANATROL®) ou la dapsone (DISULONE®) est réservée en cas de rechute apres
splénectomie. Les transfusions n'ont leur place qu'en traitement d’appoint dans les situations
d'urgence [153].

4.2.2. Thrombopénies immunoallergiques médicamenteuses

Cette prise en charge repose sur 1’arrét de la ou des molécules potentiellement impliquées et
lorsqu’elles sont indispensables elles doivent étre remplacées par des molécules de structure
chimique différente. Lorsque la thrombopénie profonde s’accompagne d’un purpura extensif
en particulier muqueux, ce sont les formes dans lesquelles les patients sont le plus a risque
d’hémorragie intracérébrale [154] et dans ces conditions il est raisonnable de transfuser ces
patients en plaquettes. quoiqu’il en soit, il n’existe pas de données démontrant 1’efficacité de
ces transfusions. Il est de pratique clinique habituelle d’administrer des corticostéroides a ces
patients ; mais la encore il n’est pas établi si ceci est bénéfique. Habituellement, la molécule
disparait de la circulation en quelques jours permettant une remontée en 1 a 2 jours des
plaquettes. Rarement la thrombopénie et le syndrome hémorragique persistent pour plusieurs
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semaines et ¢’est dans ces cas l1a qu’ont été étudiés les traitements par immunoglobulines
intraveineuses [136,137] et méme échanges plasmatiques ou la encore le bénéfice n’a pas été
prouvé

4.2.3. Thrombopénies par | heparine :

La conduite thérapeutique au cours des TIH n’est pas univoque, mais certaines conduites font
I’objet de consensus largement admis notamment la régle des 4S : suspicion de TIH,
suspension de I’héparine, substitution antithrombotique, surveillance clinico-biologique Ainsi,
en cas de suspicion clinique d’une TIH et avant méme d’obtenir les résultats biologiques, il
faut arréter immédiatement 1”héparine et proscrire le ringcage hépariné des cathéters. Le
changement d’une héparine non fractionnée par une HBPM ou ’inverse est contre-indiqué,
car des réactions croiseées se voient dans plus de 90 % des cas lors des tests in vitro. 1l faut
¢viter ¢galement les transfusions plaquettaires qui sont susceptibles d’aggraver les
complications thrombotiques.

L’arrét d’administration de I’héparine n’enraye pas la génération de thrombine ni le risque
thromboembolique associé a la TIH puisque ce risque persiste plusieurs jours voire plusieurs
semaines apres I’arrét de ’héparine et il est indépendant de la numération plaquettaire. Ceci
implique la nécessité d’un traitement antithrombotique efficace et urgent pendant la phase
aigué. Dans ce cadre, le relais rapide ou ’'usage des AVK doit étre évité car non seulement il
n’assure pas une protection immédiate mais surtout il peut exposer a des accidents
thrombotiques séveres ou de gangréne veineuse secondaire a un état d’hypercoagulabilité
temporaire di a une chute précoce des protéines inhibitrices de la coagulation C et S. Le relais
par les AVK doit étre instauré des que le taux des plaquettes le permet (> 150 Giga/L) et
d’une fagon progressive, mais entre le moment ot 1’héparine est arrétée et/ou les
antivitamines K sont introduits a dose efficace, il faut une alternative a 1’héparine et plusieurs
nouveaux médicaments ont été proposés : Le danaparoide sodique ; La Iépirudine ;
L’argatroban [115].

4.2.4.Traitement d'une coagulation intravasculaire disséminée

Le traitement d'une coagulation intravasculaire disséminée associée a des phénomenes
hémorragiques repose en dehors de la médication locale, sur le traitement de 1’affection
causale en priorité . Il est possible d’administrer du plasma frais congelé (10 a 20 ml/kg)
[155]. L'administration de fibrinogéne est justifiée en présence de taux inférieur a 1 g/l [156].

4.2.5.Traitement Syndromes des antiphospholipides :

Il repose sur les anticoagulants. Les corticoides ont leur place dans des situations tres
particuliéres du syndrome comme dans sa forme grave [157,158].

4.2.6. Thrombopénies virales :

Le syndrome infectieux modéré peut passer inapercu . La corticothérapie est peu efficace ; la
thrombopeénie se corrige le plus souvent spontanément , parfois en 1 a 2 mois .

4.2.7. Thrombopénie gestationnelle

En cas de thrombopénie gestationnelle, le risque hémorragique est pratiquement nul.
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L’abstention thérapeutique est recommandée avec une surveillance régulicre de la cinétique
plaquettaire en vue de dépister une aggravation de la thrombopénie . Le diagnostic de
certitude est fait en post-partum par la normalisation du taux de plaquette [159].

4.2.8.Les micro-angiopathies thrombotiques

Le traitement du SHU et du PTT repose essentiellement sur les échanges plasmatique avec du
plasma frais congelé, I’efficacité du traitement est de 80% dans la population générale [160].
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CONCLUSION :

La thrombopénie est devenue une anomalie fréquemment rencontrée du fait de la numération
plaquettaire devenue systématique. La liste des étiologies, surtout d'origine médicamenteuse,
s'est naturellement allongée.

Les étiologies peuvent étre envisagées selon le mécanisme de la thrombopénie : central par
atteinte de la lignée au niveau médullaire, ou périphérique obéissant a des mécanismes variés
dont le plus fréquent est la destruction sous I'effet d'auto-anticorps (PTI).

Les thrombopénies dues a I'néparine et celles du VIH sont deux exemples d'actualité.
L'enquéte étiologique se doit d'étre exhaustive devant une simple anomalie de I'hémogramme,
mode de découverte le plus fréquent, et comporte obligatoirement un interrogatoire et un
examen clinique complet , et des investigations complémentaires réfléchies qui permettront de
faire rapidement le diagnostic. Quoiqu'il en soit, il faut de prime abord se focaliser vers les
causes les plus fréquentes.

La fausse thrombopénie est un piége de diagnostique a connaitre. Toute thrombopénie doit
étre confirmée sur frottis sanguin .

La surveillance des plaquettes des patients thrombopénique constitue 1’élément clé du
traitement et de la prise en charge .
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Annexel : plaquette sanguine

Annexe 2 : aggrégation plaquettaire
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Annexe 2 : corps de dohle
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Annexe 10 : magacaryocyte
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