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DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI
2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ — HASSOUNI

ADMINISTRATION :

Doyen
Professeur Mohamed ADNAQOUI

Vice-Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Brahim LEKEHAL

Vice-Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Taoufig DAKKA

Vice-Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Younes RAHALI

Secrétaire Général :
Mr. Mohamed KARRA

*Enseignant militaire



1- ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS ET PHARMACIENS
PROFESSEURS DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR :

Décembre 1984

Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne — Clinique
Royale

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation

Pr. SETTAF Abdellatif Pathologie Chirurgicale

Décembre 1989

Pr. ADNAOUI Mohamed Médecine Interne —Doyen de
la FMPR

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda Neurologie

Janvier et Novembre 1990

Pr. KHARBACH Aicha Gynécologie -Obstétrique

Pr. TAZI Saoud Anas Anesthésie Réanimation

Février Avril Juillet et Décembre 1991

Pr. AZZOUZI Abderrahim Anesthésie Réanimation

Pr. BAYAHIA Rabéa Néphrologie

Pr. BELKOUCHI Abdelkader Chirurgie Générale

Pr. BENSOUDA Yahia Pharmacie galénique

Pr. BERRAHO Amina Ophtalmologie

Pr. BEZAD Rachid Gynecologie Obstétrique
Med.Chef Maternité des
Orangers

Pr. CHERRAH Yahia Pharmacologie

Pr. CHOKAIRI Omar Histologie Embryologie

Pr. KHATTAB Mohamed Pédiatrie

Pr. SOULAYMANI Rachida Pharmacologie- Dir. du
Centre National PV Rabat

Pr. TAOUFIK Jamal Chimie thérapeutique

Décembre 1992

Pr. AHALLAT Mohamed Chirurgie Générale Doyen de
FMPT

Pr. BENSOUDA Adil Anesthésie Réanimation

Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza Gastro-Entérologie

Pr. CHRAIBI Chafiq Gynécologie Obstétrique

Pr. EL OUAHABI Abdessamad Neurochirurgie

Pr. FELLAT Rokaya Cardiologie

Pr. IDDANE Mohamed Anatomie

Pr. ZOUHDI Mimoun Microbiologie

*Enseignant militaire
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ars 1994

. BENJAAFAR Noureddine
BENRAIS Nozha

CAOUI Malika

CHRAIBI Abdelmijid

EL AMRANI Sabah
ERROUGANI Abdelkader

ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
IFRINE Lahssan
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

ars 1994

. ABBAR Mohamed

. BENTAHILA Abdelali

. BERRADA Mohamed Saleh
. CHERKAOUI Lalla Ouafae
. LAKHDAR Amina

. MOUANE Nezha

ars 1995

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir

EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

*E

. BELKACEM Rachid

. BOULANOUAR Abdelkrim

.EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
. GAOUZI Ahmed

. OUZEDDOUN Naima

. ZBIR EL Mehdi*

nseignant militaire

Radiothérapie

Biophysique

Biophysique

Endocrinologie et Maladies
Métaboliques Doyen de la
FMPA

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale -
Directeur du CHIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Chirurgie Générale
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie Inspecteur du SSM
Pédiatrie

Traumatologie — Orthopédie
Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Ophtalmologie
Génétique

Réanimation Médicale

Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Néphrologie

Cardiologie Directeur HMI
MohammedV



Novembre 1997

Pr. ALAMI Mohamed Hassan
Pr. BIROUK Nazha

Pr. FELLAT Nadia

Pr. KADDOURI Noureddine
Pr. KOUTANI Abdellatif

Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
Pr. MAHRAQOUI CHAFIQ

Pr. TOUFIQ Jallal

Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998
Pr. BENOMAR ALI

Pr. BOUGTAB Abdesslam
Pr. ER RIHANI Hassan
Pr. BENKIRANE Majid*

Janvier 2000

Pr. ABID Ahmed*

Pr. AIT OUAMAR Hassan

Pr. BENJELLOUN Dakhama Badr Sououd
Pr. BOURKADI Jamal-Eddine

Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
Pr. ECHARRAB EI Mahjoub

Pr. EL FTOUH Mustapha

Pr. EL MOSTARCHID Brahim*

Pr. TACHINANTE Rajae

Pr. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr. AIDI Saadia

Pr. AJANA Fatima Zohra

Pr. BENAMR Said

Pr. CHERTI Mohammed

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
Pr. EL HASSANI Amine

Pr. EL KHADER Khalid
Pr. GHARBI Mohamed El Hassan

Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae

*Enseignant militaire

Gynécologie-Obstétrique
Neurologie

Cardiologie

Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Psychiatrie Directeur

Hop.Ar-razi Salé
Gynecologie Obstétrique

Neurologie Doyen de la FMP

Abulcassis
Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Hématologie

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Pédiatrie-Directeur
Hop.Cheikh Zaid
Urologie

Endocrinologie et Maladies

Métaboliques
Pédiatrie



Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.

Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.

BALKHI Hicham*
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN EI Hassane*
CHAT Latifa

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim

MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine
SABBAH Farid
SEFIANI Yasser

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMEUR Ahmed *
AMRI Rachida
AOURARH Aziz*
BAMOU Youssef *

*Enseignant militaire

Anesthésie-Reéanimation
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie

Gastro-Entérologie

Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie

Anatomie

Radiologie

Radiologie

Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie

Chirurgie-Pédiatrique
Directeur Hop. Des Enfants
Rabat

Chirurgie Générale

Pédiatrie -Directeur Hop.
Univ. International (Cheikh
Khalifa)

Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale Directeur
Hopital 1bn Sina

Chirurgie Thoracique

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie  Vasculaire et
Périphérique V-D  chargé

Affaires Académiques et
Estudiantines

Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale

Urologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire
Périphérique

Pédiatrie

Urologie
Cardiologie
Gastro-Enterologie
Biochimie-Chimie



Pr. BELMEJDOUB Ghizlene*

Pr. BENZEKRI Laila

Pr. BENZZOUBEIR Nadia
Pr. BERNOUSSI Zakiya
Pr. CHOHO Abdelkrim *
Pr. CHKIRATE Bouchra

Pr. EL ALAMI EL Fellous Sidi Zouhair

Pr. FILALI ADIB Abdelhai
Pr. HAJJI Zakia

Pr. KRIOUILE Yamina

Pr. OUJILAL Abdelilah

Pr. RAISS Mohamed

Pr. SIAH Samir *

Pr. THIMOU Amal

Pr. ZENTAR Aziz*

Janvier 2004
Pr. ABDELLAH EIl Hassan
Pr. AMRANI Mariam

Pr. BENBOUZID Mohammed Anas

Pr. BENKIRANE Ahmed*
Pr. BOULAADAS Malik

Pr. BOURAZZA Ahmed*
Pr. CHAGAR Belkacem*
Pr. CHERRADI Nadia

Pr. EL FENNI Jamal*

Pr. EL HANCHI ZAKI

Pr. EL KHORASSANI Mohamed
Pr. HACHI Hafid

Pr. JABOUIRIK Fatima
Pr. KHARMAZ Mohamed
Pr. MOUGHIL Said

Pr. OUBAAZ Abdelbarre *
Pr. TARIB Abdelilah*

Pr. TIJAMI Fouad

Pr. ZARZUR Jamila

Janvier 2005
Pr. ABBASSI Abdellah

Pr. AL KANDRY Sif Eddine*

Pr. ALLALI Fadoua
Pr. AMAZOUZI Abdellah

*Enseignant militaire

Endocrinologie et Maladies
Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Enterologie
Anatomie Pathologique
Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Stomatologie et Chirurgie
Maxillo-faciale

Neurologie

Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie  Réparatrice et
Plastique

Chirurgie Générale
Rhumatologie
Ophtalmologie



Pr. BAHIRI Rachid

Pr. BARKAT Amina

Pr. BENYASS Aatif*

Pr. DOUDOUH Abderrahim*
Pr. HAJJI Leila

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. LAAROUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed
Pr. SBIHI Souad

Pr. ZERAIDI Najia

AVRIL 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen*
Pr. BELMEKKI Abdelkader*
Pr. BENCHEIKH Razika

Pr. BOUHAFS Mohamed El Amine

*Enseignant militaire

Rhumatologie Directeur Hop.
Al Ayachi Sale

Pédiatrie

Cardiologie

Biophysique

Cardiologie (mise en
disponibilité)

Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie
Histo-Embryologie
Cytogénétique

Gynecologie Obstétrique

Rhumatologie
Hématologie

O.R.L

Chirurgie - Pédiatrique



Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BOULAHYA Abdellatif*

CHENGUETI ANSARI Anas
DOGHMI Nawal

FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun
HARMOUCHE Hicham
IDRISS LAHLOU Amine*
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir
LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAFI Soumaya*
SOUALHI Mouna
TELLAL Saida*
ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABIDI Khalid
ACHACHI Leila
AMHAJJI Larbi *
AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed *
BALOUCH Lhousaine *
BENZIANE Hamid *
BOUTIMZINE Nourdine
CHERKAOQOUI Naoual *
EL BEKKALI Youssef *
EL ABSI Mohamed

EL MOUSSAOUI Rachid
EL OMARI Fatima
GHARIB Noureddine

réparatrice

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

*E

. HADADI Khalid *

. ICHOU Mohamed *
. ISMAILI Nadia

. KEBDANI Tayeb

. LOUZI Lhoussain *
. MADANI Naoufel

nseignant militaire

Chirurgie Cardio — Vasculaire
Directeur Hépital Ibn Sina
Marrakech
Gynecologie Obstétrique
Cardiologie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Médecine Interne
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Anesthésie réanimation
Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologie

Pharmacie galénique
Chirurgie cardio-vasculaire
Chirurgie générale
Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Chirurgie plastique et

Radiothérapie
Oncologie médicale
Dermatologie
Radiothérapie
Microbiologie
Réanimation médicale



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

MARC Karima
MASRAR Azlarab
OUZZIF Ez zohra *
SEFFAR Myriame
SEKHSOKH Yessine *
SIFAT Hassan *
TACHFOUTI Samira
TAIJDINE Mohammed Tarig*
TANANE Mansour *
TLIGUI Houssain
TOUATI Zakia

Mars 2009

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUZAHIR Ali *
AGADR Aomar *

AIT ALI Abdelmounaim *
AKHADDAR Ali *
ALLALI Nazik

AMINE Bouchra
ARKHA Yassir

BELYAMANI Lahcen*
BJIJOU Younes
BOUHSAIN Sanae *
BOUI Mohammed *
BOUNAIM Ahmed *
BOUSSOUGA Mostapha *
CHTATA Hassan Toufik *

DOGHMI Kamal *

EL MALKI Hadj Omar
EL OUENNASS Mostapha*
ENNIBI Khalid *
FATHI Khalid
HASSIKOU Hasna *
KABBAJ Nawal
KABIRI Meryem
KARBOUBI Lamya
LAMSAOQURI Jamal *
MARMADE Lahcen
MESKINI Toufik
MESSAOUDI Nezha *
MSSROURI Rahal
NASSAR Ittimade
OUKERRAJ Latifa

*Enseignant militaire

Pneumo phtisiologie
Hématologie biologique
Biochimie-chimie
Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Chirurgie générale
Traumatologie-orthopédie
Parasitologie
Cardiologie

Médecine interne
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Neuro-chirurgie
Radiologie

Rhumatologie
Neuro-chirurgie Directeur
Hop.des Spécialités
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie

Chirurgie Générale
Traumatologie-orthopédie
Chirurgie Vasculaire
Périphérique
Hématologie clinique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Meédecine interne
Gynécologie obstétrique
Rhumatologie
Gastro-entérologie
Pédiatrie

Pédiatrie

Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie

Cardiologie



Pr. RHORFI Ismail Abderrahmani *

Octobre 2010

Pr. ALILOU Mustapha

Pr. AMEZIANE Taoufig*

Pr. BELAGUID Abdelaziz

Pr. CHADLI Mariama*

Pr. CHEMSI Mohamed*

Pr. DAMI Abdellah*

Pr. DARBI Abdellatif*

Pr. DENDANE Mohammed Anouar
Pr. EL HAFIDI Naima

Pr. EL KHARRAS Abdennasser*
Pr. EL MAZOUZ Samir

Pr. EL SAYEGH Hachem
Pr. ERRABIH lkram

Pr. LAMALMI Najat

Pr. MOSADIK Ahlam

Pr. MOUJAHID Mountassir*
Pr. ZOUAIDIA Fouad

Décembre 2010
Pr. ZNATI Kaoutar

Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed

Pr. ABOUELALAA Khalil *

Pr. BENCHEBBA Driss *

Pr. DRISSI Mohamed *

Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna
Pr. EL OUAZZANI Hanane *

Pr. ER-RAJI Mounir

Pr. JAHID Ahmed

Février 2013

Pr. AHID Samir

Pr.AIT EL CADI Mina

Pr. AMRANI HANCHI Laila

Pr. AMOR Mourad

Pr. AWAB Almahdi

Pr. BELAYACHI Jihane

Pr. BELKHADIR Zakaria Houssain
Pr. BENCHEKROUN Laila

Pr. BENKIRANE Souad

*Enseignant militaire

Pneumo-Phtisiologie

Anesthésie réanimation
Médecine Interne
Physiologie
Microbiologie
Médecine Aéronautique
Biochimie-Chimie
Radiologie

Chirurgie Pédiatrique
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Plastique
Réparatrice

Urologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique

Anatomie Pathologique

Chirurgie pédiatrique
Anesthésie Réanimation

Traumatologie-orthopédie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Chirurgie Pédiatrique
Anatomie Pathologique

Pharmacologie
Toxicologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Réanimation Médicale
Anesthésie-Réanimation
Biochimie-Chimie
Hématologie

et



Pr. BENSGHIR Mustapha*
Pr. BENYAHIA Mohammed*
Pr. BOUATIA Mustapha

Pr. BOUABID Ahmed Salim*
Pr BOUTARBOUCH Mahjouba
Pr. CHAIB Ali*

Pr. DENDANE Tarek

Pr. DINI Nouzha*

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Mohamed Ali
ECH-CHERIF EL KETTANI Najwa
Pr. ELFATEMI NIZARE

Pr. EL GUERROUJ Hasnae

Pr. EL HARTI Jaouad

Pr. EL JAOUDI Rachid*

Pr. EL KABABRI Maria

Pr. EL KHANNOQUSSI Basma
Pr. EL KHLOUFI Samir

Pr. EL KORAICHI Alae

Pr. EN-NOUALI Hassane*

Pr. ERRGUIG Laila

Pr. FIKRI Meryem

Pr. GHFIR Imade

Pr. IMANE Zineb

Pr. IRAQI Hind

Pr. KABBAJ Hakima

Pr. KADIRI Mohamed *
Pr. LATIB Rachida

Pr. MAAMAR Mouna Fatima Zahra
Pr. MEDDAH Bouchra
Pr. MELHAQUI Adyl

Pr. MRABTI Hind

Pr. NEJJARI Rachid

Pr. OUBEJJA Houda

Pr. OUKABLI Mohamed*
Pr. RAHALI Younes

Pr. RATBI Ilham

Pr. RAHMANI Mounia
Pr. REDA Karim*

Pr. REGRAGUI Wafa
Pr. RKAIN Hanan

Pr. ROSTOM Samira
Pr. ROUAS Lamiaa

*Enseignant militaire

Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chimie Analytique
Bromatologie

et

Traumatologie orthopédie

Anatomie

Cardiologie
Réanimation Médicale
Pédiatrie

Anesthésie Réanimation Pr.

Radiologie
Neuro-chirurgie
Médecine Nucléaire
Chimie Thérapeutique
Toxicologie

Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Anatomie

Anesthésie Réanimation
Radiologie

Physiologie

Radiologie

Médecine Nucléaire
Pédiatrie

Endocrinologie et maladies

métaboliques
Microbiologie
Psychiatrie

Radiologie

Médecine Interne
Pharmacologie
Neuro-chirurgie
Oncologie Médicale
Pharmacognosie
Chirurgie Pédiatrique
Anatomie Pathologique
Pharmacie Galénique
Doyen a la Pharmacie
Génétique

Neurologie
Ophtalmologie
Neurologie
Physiologie
Rhumatologie
Anatomie Pathologique

Vice-



Pr.

ROUIBAA Fedoua*

Pr SALIHOUN Mouna

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

SAYAH Rochde
SEDDIK Hassan*
ZERHOUNI Hicham
ZINE Ali*

AVRIL 2013

Pr. EL KHATIB MOHAMED KARIM *

MAI 2013

Pr.

BOUSLIMAN Yassir*

MARS 2014

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ACHIR Abdellah
BENCHAKROUN Mohammed*
BOUCHIKH Mohammed

EL KABBAJ Driss*

EL MACHTANI IDRISSI Samira*
HARDIZI Houyam

HASSANI Amale*
HERRAK Laila

JEAIDI Anass*

KOUACH Jaouad*
MAKRAM Sanaa*
RHISSASSI Mohamed Jaafar
SEKKACH Youssef*

TAZI MOUKHA Zakia

DECEMBRE 2014

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.

ABILKACEM Rachid*

AIT BOUGHIMA Fadila
BEKKALI Hicham*
BENAZZOU Salma
BOUABDELLAH Mounya
BOUCHRIK Mourad*
DERRAJI Soufiane*

EL AYOUBI EL IDRISSI Ali
EL GHADBANE Abdedaim Hatim*
EL MARJANY Mohammed*
FEJJAL Nawfal

JAHIDI Mohamed*

*Enseignant militaire

Gastro-Enterologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Gastro-Enterologie
Chirurgie Pédiatrique
Traumatologie Orthopédie

Stomatologie et Chirurgie
Maxillo-faciale

Toxicologie

Chirurgie Thoracique
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Thoracique
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INTRODUCTION

Les mégacaryocytes sont des cellules précurseur hautement spécialisées qui ont pour seule
fonction de produire et de libérer les plaquettes dans la circulation. La comprehension des
mécanismes par lesquels les mégacaryocytes se développent et donnent naissance aux
plaquettes fascine les hématologues depuis plus d'un siécle[1]. Les mégacaryocytes descendent
de cellules souches pluripotentes et subissent de multiples réplications de I'ADN sans division
cellulaire par le processus unique de l'endomitose. Une fois I'endomitose terminée, les
mégacaryocytes polyploides entament une phase d'expansion cytoplasmique rapide caractérisée
par la formation d'un systéme élaboré de membrane de démarcation et lI'accumulation de
protéines cytoplasmiques et de granules essentiels a la fonction plaquettaire. Au cours des
dernieres étapes du développement, le cytoplasme des mégacaryocytes subit une réorganisation

massive en extensions cytoplasmiques perlées appelées proplaquettes[1].

Les plaquettes sont les plus petites cellules sanguines, au nombre de 150 a 350 x 109/L chez
les individus sains [2]. La capacité des plaquettes a adhérer a une paroi vasculaire lésée et a
former des agrégats a été décrite pour la premiére fois au 19eme siécle par Bizzozero [3], [4].
Outre leurs roles établis de longue date dans la thrombose et I'hémostase[5], [6], les plaquettes
sont de plus en plus reconnues comme des acteurs centraux dans de nombreux autres processus
physiopathologiques, notamment I'inflammation et I'athérogenése, la défense antimicrobienne
de I'néte, ainsi que la croissance tumorale et les métastases [7]-[9]. Par conséquent, une
connaissance approfondie de la structure et de la fonction des plaguettes devient de plus en plus

importante dans la recherche et dans de nombreux domaines de la médecine moderne[2].

La thrombocytopénie est un probléme clinique courant défini comme une numération
plaquettaire inférieure a 150 x 109/L, bien que beaucoup pensent qu‘une valeur seuil de 100 x
109/L soit plus appropriée pour identifier une thrombocytopénie cliniquement significative
[10]. Lorsque le taux des plaquettes est inférieur a 20 x 109/L, il s'agit d'une urgence vitale en
raison du risque hémorragique associé [11]. En vue des étiologies multiples, le diagnostic

étiologique d'une thrombopénie est parfois difficile.

Les principales causes de thrombocytopénie sont l'augmentation de la

destruction/consommation des plaquettes circulantes et la diminution de la production de
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plaquettes dans la moelle osseuse (MO) [12]-[15]. La thrombocytopénie hyperdestructrice et
consommative englobe des affections telles que le purpura thrombocytopénique immunitaire
(PTI), la coagulation intravasculaire disséminée et le purpura thrombocytopénique
thrombotique (PTT). En revanche, la thrombocytopénie hypoproductive comprend des
conditions d'échec de la BM, telles que l'anémie aplasique (AA) ou les syndromes
myélodysplasiques, ainsi que l'infiltration de la MO due & un cancer solide, une fibrose ou une
leucémie. La toxicité de la MO causée par la chimiothérapie, le VIH ou une infection a
cytomégalovirus peut également provoquer une thrombocytopénie hypoproductive. En
pratique clinique, il est crucial de distinguer une diminution du taux de production de plaquettes
d'une augmentation du taux de destruction des plaquettes ; par conséquent, I'évaluation de
I'activité thrombopoiétique peut étre utile pour diagnostiquer correctement I'étiologie de la
thrombocytopénie ) [12]-[15]. De plus, I'évaluation de I'activité thrombopoiétique peut aider a
éviter une transfusion plaquettaire inutile chez les patients thrombocytopéniques. Prévoir de
maniére fiable la récupération naturelle des plaquettes en quelques jours peut aider a éclairer la
décision d'effectuer ou non une transfusion plaquettaire prophylactique [16], [17]. Cependant,
la numération plaquettaire seule ne révele pas le mécanisme pathologique sous-jacent de la

thrombocytopénie, ni ne prédit la récupération plaquettaire [17].

Les plaquettes immatures peuvent étre un marqueur utile de l'activité thrombopoiétique [18]-
[20]. lIs représentent les plaquettes produites les plus récemment libérées dans la circulation
par les megacaryocytes MO régénérés. Ces types de plaquettes sont les analogues des
réticulocytes et sont de taille similaire ; de plus, ils contiennent des quantités élevées d'ARN
cytoplasmique et diminuent en taille et en teneur en ARN a mesure qu'ils vieillissent. Le
nombre et la proportion de plaguettes immatures reflétent le taux de thrombopoiése ; les valeurs
de ces paramétres augmentent et diminuent concomitamment avec le taux de production de
plaquettes [17], [21]. Les analyseurs d’hématologie automatisés peuvent calculer le nombre
absolu de plaquettes immatures et leurs proportions par rapport aux plaquettes matures
[22]. L'acide ribonucléique résiduel transféré des cellules progénitrices mégacaryocytaires au
cours de la biogenése plaquettaire peut facilement étre coloré avec des colorants tels que le
thiazole orange et mesuré par cytométrie en flux [21]. L'analyse par cytométrie en flux des

plaquettes immatures est plus utile que d'autres protocoles de coloration pour évaluer I'activité
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thrombopoiétique chez les patients atteints de thrombocytopénie [15], [21], [23].

Pour différencier I'origine de la thrombopénie, I'examen de choix utilisé est le myélogramme.
Cependant il s'agit d'un geste invasif, douloureux et dont l'interprétation est intimement liée a

la qualité du prélévement [11].

Au cours des derniéres décennies, les analyseurs d'hématologie automatisés ont subi
d'importantes mises a niveau technologiques, telles que I'introduction de nouvelles méthodes et
canaux, lI'optimisation des réactifs et une amélioration des algorithmes d'analyse. 1l en a résulté
une optimisation des caractéristiques analytiques et une augmentation des informations
obtenues. Cependant, ces informations supplémentaires et les utilisations cliniques potentielles
des nouveaux paramétres n'ont pas été largement étudiées. C'est le cas de la fraction plaquettaire
immature (IPF), qui est un nouveau parametre qui mesure les plaquettes jeunes ou immatures
dans le sang périphérique. Ce parameétre est généralement exprimé en tant que valeur
proportionnelle de la numération plaquettaire totale (%-IPF), ainsi que des plaquettes
immatures absolues (A-IPF), qui est une valeur dérivée de la numération plaquettaire totale et
du %-1PF.

Les plaquettes immatures sont les plaquettes nouvellement libérées de la moelle osseuse par les
mégacaryocytes. Leur durée de vie est courte (< 24 heures) [20]. L'IPF est un biomarqueur utile
et non invasif pour le diagnostic de la thrombocytopénie. Il distingue les défaillances centrales
et la destruction plaquettaire périphérique car c'est un indicateur de I'activité mégakariopoétique
[13], [24]. L'activité de la moelle osseuse est faible chez les patients atteints de
thrombocytopénie centrale, de sorte que I'lPF serait faible. En revanche, dans des conditions ou
il y a destruction plaquettaire périphérique, I'activité de la moelle osseuse est accélérée et I'lPF
serait élevé [24]. L’objectif de notre travail est de montrer 1’apport de I’IPF dans le diagnostic

étiologique des thrombopénies.

La fraction plaquettaire immature peut également étre un prédicteur précoce de la récupération
de la moelle osseuse aprés une chimiothérapie et une greffe de cellules souches [15],
[25]. Généralement, les valeurs de I'IlPF augmentent plusieurs jours avant une augmentation de

la numération plaquettaire, évitant ainsi les transfusions plaquettaires inutiles [26].

Au cours des dernieres années, plusieurs utilisations potentielles de I'lPF ont été rapportées dans
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la littérature concernant les résultats cardiovasculaires et les conditions inflammatoires [23],
[27], [28]. De nombreuses études suggérent qu'une proportion plus élevée d'IPF est associée a
de moins bons résultats cliniques chez les patients atteints de maladies cardiovasculaires et de
syndromes coronariens aigus [23], [29]. Les plaquettes immatures sont métaboliqguement et
enzymatiquement plus actives que les plaquettes matures, ayant une plus grande activité
prothrombotique. En conséquence, certains auteurs ont émis I'hypothese que les valeurs d'IPF
pourraient guider le traitement antiplaquettaire en tant que marqueur du renouvellement
plaquettaire. En raison de I'activité prothrombotique majeure, une proportion plus élevée d'IPF

pourrait étre associée a une réponse atténuee aux medicaments antiplaquettaires [30].

Des études récentes suggerent que I'IPF peut fournir des informations cliniques sur les
conditions inflammatoires [27]. Chez les patients atteints de septicémie, l'activité de la moelle
osseuse peut également entrainer la libération d'une concentration accrue de précurseurs
myéloides et de plaquettes plus précoces dans le sang périphérique. Le mécanisme induisant
l'augmentation de la production d'IPF chez les patients septiques pourrait étre lié a
l'augmentation de la production de cytokines qui se produit en raison de I'état inflammatoire
[31].

Au debut, I'IPF a été mesuré au moyen d'une coloration de I'ARN évaluée par cytométrie en
flux. Cependant, cette méthode présentait plusieurs limites, comme étre trés chronophage, avoir
un codt élevé et un manque de standardisation. De nos jours, la mesure automatisée de I'lPF est
intégrée dans les analyseurs d'hématologie de routine. Par exemple, le nouvel analyseur
d'hématologie de la série Sysmex XN adopte un nouveau canal fluorescent plaquettaire (PLT-
F) pour mesurer I'lPF [32].

Malgré les avantages cliniques mentionnés ci-dessus, la fourniture d'intervalles de référence
fiables pour I’IPF est nécessaire pour évaluer son utilité et éviter les erreurs de diagnostic. La
Fédération internationale de chimie clinique (IFCC) et le Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI) recommandent que tous les laboratoires cliniques développent leurs propres
intervalles de référence biologiques [32]. Cependant, peu de laboratoires suivent actuellement
cette recommandation en raison de sa difficulté, de sa grande consommation de temps et de ses

colts élevés [32].



Rappels : Plaquettes et thrombopoiese

1. Thrombopoiese

Dans la voie canonique du déeveloppement de la lignée hématopoiétique [33], [34], la cellule
souche hématopoiétique (CSH) donne naissance a deux lignées principales, le progéniteur
lymphoide commun (CLP) [35] et le progéniteur myéloide commun (CMP) [36] (figure 1). Le
CLP géneére alors des lymphocytes (cellules NK, T et B), tandis que le CMP produit le
progéniteur granulocyte/macrophage (GMP) et le progéniteur mégacaryocyte/érythroide
(MEP) [37], [38]. Les premieres cellules pleinement engagées dans la lignée des
mégacaryocytes (MK) sont BFU-MK (burst forming unit mégacaryocyte), qui donnent
naissance a un progéniteur MK plus différencié, appelé CFU-MK (Colony forming unit
megacaryocyte). Les progéniteurs de mégacaryocyte engagés permettent la production de MK
et de plaquettes a la fois in vitro et in vivo [39], [40]. La mégacaryopoiese est d'abord observée
dans le sac vitellin embryonnaire ou elle est étroitement associée a I'érythropoiése primitive et
définitive [41]-[43].
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Figure 1 : Voies hiérarchiques dans le développement hématopoiétique[44].

La thrombopoiése et la plaguettogenese (ou la mégacaryopoiése) sont les processus
physiologiques aboutissant a la production des plaquettes sanguines (Figure 2). Les plaquettes
(PLQ) sont de petits fragments cellulaires anucléés qui sont des acteurs essentiels de
I’hémostase primaire. Leur taux normal est de 150 & 450 Giga/l et leur durée de vie moyenne
est de 10 jours. On estime qu’environ 1011 PLQ doivent étre produites chaque jour afin de

maintenir le taux circulant normal [45].

Les PLQ dérivent de la fragmentation cytoplasmique de leurs précurseurs (les mégacaryocytes)
localisés dans la moelle osseuse. Les mégacaryocytes naissent et marissent dans la moelle au

sein des précurseurs des autres lignées sanguines, granulocytes et érythroblastes [45].

Le phénomene de la plaguettogenese est remarquable a plusieurs niveaux :



Sur le plan cellulaire : il provient d’événements uniques en biologie a savoir I’augmentation de

taille de la cellule par endomitoses suivies d’une fragmentation cytoplasmique.

Sur le plan moléculaire : il se caractérise par I’action de facteurs de transcription qui est

impliqué dans I’activation de genes de la différenciation mégacaryocytaire.
Sur le plan régulation : la thrombopoiétine (TPO) est la cytokine majeure et spécifique.

Les MK tirent leur nom de leur gros noyau, c'est-a-dire du méga (grand) du caryo (noyau) kyte
(cellule) et sont de grandes cellules sanguines polyploides d'un diameétre allant de 20 & 100 pm
[44], [46]. On pense que la grande taille des MK est le résultat de I'endomitose, une mitose
abortive physiologique caractérisée par une replication de I'ADN sans division nucléaire et
cellulaire entrainant une ploidie de I'ADN jusqu'a 128 N. La fonction biologique des MK est de
produire des plaquettes, qui jouent un rble essentiel dans I'némostase, la cicatrisation et
I'angiogenese. La thrombopoiése est le processus par lequel les MK produisent des
thrombocytes. Chez les mammiferes, les thrombocytes sont des fragments de cellules anucléées
appelés plaquettes. Chez I'homme, environ 1011 plaquettes sont produites chaque jour [44],
[47].
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Figure 2: Engagement et différenciation de la lignée mégacaryopoiétique [48].
1.1. Mégacaryocyte et processus endomitotique

Les MK matures initient la synthese des protéines plaquettaires et subissent une phase
proliférative 2 N comme dans les autres cellules hématopoiétiques [49]. De plus, les MK
subissent un processus unique appelé endomitose, qui leur permet de supporter les grandes
quantités d'/ARNm et de protéines qui sont emballées dans les granules. La polyploidie de
I'ADN est une caractéristique des MK. Les MK polyploides atteignent un contenu nucléaire de
4 N a 128 N, la moitié environ des MK chez I'hnomme étant de 16 N. Pour former des
proplaquettes, on pense que les MK doivent étre au moins de 4 N. Le diametre d'une MK de 2
N est de 2144 um, tandis que celui d'une MK de 64 N est de 56+8 um. Les MK endomitotiques
entrent dans le cycle mitotique et vont jusqu'a l'initiation de I'anneau contractile, mais elles
s'écartent de la mitose en fin d'anaphase, apres l'initiation du sillon de clivage. Ils développent
des fuseaux mitotiques au cours du processus, bien que le fuseau d'un MK polyploide soit
multipolaire, le nombre de pbles correspondant au niveau de ploidie. Les chromatides

progressent vers chaque p6le sans allongement du fuseau. Au cours du processus mitotique

9



normal, les cellules forment un sillon de clivage et subissent une fission en deux cellules filles.
Lors de I'endomitose, les MK présentent une régression du sillon de clivage et réintegrent G1
sous forme de cellules polyploides, chaque cellule contenant un seul noyau et une seule

membrane nucléaire composée de plusieurs lobes nucléaires [50].

Au cours de la derniere phase, les chromosomes se condensent, la membrane nucléaire se
décompose et des fuseaux mitotiques se forment sur lesquels les chromosomes répliqués
s'assemblent. Cependant, les chromosomes individuels ne parviennent pas a terminer leur
migration normale vers les poles opposés de la cellule, le fuseau se dissocie, la membrane
nucléaire se reforme autour de I'ensemble du complément chromosomique et la cellule entre a
nouveau en phase G1 [40], [51], [52].

1.2. Régulation
1.2.1. Régulation humorale

Les principaux régulateurs qui interviennent dans la régulation humorale sont: la
thrombopolétine (Tpo), Les interleukines 3, 6,9 (IL-3, 6,9) (figure 3).
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Figure 3: la régulation humorale de la mégacaryopoiése [45].

a. Thrombopolétine

La Tpo est codée par un seul géne situé sur le chromosome 3. Elle est composée de 332 acides
aminés, est fortement glycosylée et présente un pli a quatre hélices [53], [54]. L'activité
biologique de Tpo est médiée par la liaison au récepteur myéloproliférative leukemia protein
(Mpl), exprimé sur les CSH, les Mk et les PLQ. Mpl est un membre de la famille des récepteurs
de cytokines de type I, un groupe de récepteurs transmembranaires dépourvus d'activité kinase
intrinséque mais associés aux tyrosines kinases Janus (JAK) cytoplasmiques. Le Mpl existe
sous la forme d'un monomére ou d'un homodimére inactif a la surface des cellules. Lors de la
liaison avec la Tpo, les dimeres de Mpl deviennent actifs par des changements de conformation,
ce qui entraine la transphosphorylation et I'activation des protéines JAK2 associées, puis la
phosphorylation des résidus tyrosine des récepteurs intracellulaires (Figure 4). Cet échafaudage

de récepteur actif favorise le recrutement et l'activation ultérieurs de multiples cascades
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biochimiques en aval, notamment les transducteurs et activateurs de signaux de transcription 3
et 5, la phosphoinositol3-kinase et les voies de la protéine kinase activée par des agents
mitogenes [55], [56].

(A) (B)
inactive active

S -]
e o = adl B
=N == EE.

Thrombocytopenia Thrombocytosis

OO

Figure 4: Conformation du récepteur Mpl a I’état inactif (a) et a I’état actif (b)

De multiples mécanismes ont été impliqués dans I'atténuation de la signalisation Mpl. La
stimulation par la Tpo entraine l'internalisation de Mpl, son ciblage vers le lysosome et sa
dégradation [57]. Mpl est également poly-ubiquité dans les cellules stimulées par la Tpo, ce qui
entraine une dégradation médiée par le protéasome [58]. Les régulateurs négatifs spécifiques
impliqués dans la signalisation de la Tpo comprennent le membre de la famille Src-kinase Lyn,
la protéine adaptatrice Lnk et les suppresseurs de la signalisation des cytokines (SOCS) [54],
[59]. La Tpo est produite de maniere constitutive par le foie [60]. La concentration de Tpo
circulante est contrélée par I'internalisation et la destruction médiée par les Mpl, ce qui entraine
une corrélation inverse typique in vivo entre les niveaux de Tpo plasmatique et la masse des
Mk et des plaquettes [54]. Ce contrdle par rétroaction réduit la disponibilité de la Tpo lorsque
les PLQ sont pleines et permet d'augmenter la concentration de Tpo et de favoriser le
développement du Mk et de la production de PLQ en cas de besoin. Plus récemment, la liaison
de PLQ vieillissantes désialylées au récepteur Ashwell-Morell sur les cellules hépatiques a été
signalé comme stimulant I'expression de Tpo [61], ce qui pourrait également contribuer au

contr6le par rétroaction des niveaux de Tpo.
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b. Les interleukines 3, 6,9

D’aprés Metcalf et al.,, L’interleukine 3 (IL-3), ’'une des premiéres cytokines qui a été
identifiée, permet de stimuler la prolifération de 1I’ensemble des progéniteurs hématopoiéetiques
[62], [63]. Son action se fait sur des stades précoces de la mégacaryopolése mais aussi sur les
cellules matures [64]. 11 a été prouvé chez I’homme que I’IL-3 favorise la production des MEP
a partir d’une suspension de cellules médullaires enrichies en progéniteurs hématopoiétiques
[65], [66]. D’autres cytokines agissent en synergie avec 1’IL-3 a savoir le GM-CSF (
granulocytes macrophage- colony stimulating factor), I’lIL-6 [67] et I’'IL-1 [63], [68].

I’IL-6 est une glycoprotéine qui agit dans les phases finales de la mégacarypolése. Son
utilisation in vitro a permis une augmentation de la ploidie et de la taille des mégacaryocytes
murin et humain [67], [69], [70]. Toutefois, 1’usage de 1’'1L-6 seule dans des tests clonogéniques
de cellules non adhérentes de moelle osseuse (MO) ne permet pas d’obtenir une augmentation
du nombre de MKp (progéniteur mégacaryopolétique). Méme si cela n’a pas été démontré
spéecifiquement dans le mégacaryocyte, I’action de I’IL-6 sur son récepteur permet 1’activation
des voies de signalisation des MAP kinases et JAK-STAT3. Ces voies sont engagees dans la
maturation et la différenciation du MK [71]. IN vivo, des études ont montré une augmentation
du nombre plaquettaire chez des souris traitées a 1’IL-6 sans augmentation du compte de MKp
ou de MK. La ploidie et la taille des MKs étaient augmentées témoignant le role de I’IL-6 dans
la maturation des MK [69], [72], [73].

L’IL-9 est une cytokine produite principalement par les lymphocytes T mais aussi par les
ostéoblastes [74] . L’IL-9 permet I’expansion des MKp murins par la voie Stat3 in vitro [75].
Il favorise chez I’homme la production et la différenciation des MKp de type CFU-MK en
association avec d’autres facteurs comme le stem cell factor (SCF) ou I’EPO. En association
avec ces mémes facteurs, I’IL-9 favorise la production de proplaquettes en culture [76] .
L’utilisation de I’interleukine 9 in vivo permet de récupérer plus rapidement le compte

plaquettaire en cas de thrombopénie induite par chimiothérapie [63], [75].
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1.2.2. Régulation intrinséque

C’est au niveau transcriptionnel que s’appliquent principalement les mecanismes de régulation
intrinséque de la mégacaryopolése. Certains facteurs de transcription identifiés sont impliqués
a différentes étapes de la mégacaryopolése et agissent aussi dans d’autres lignées

hématopolétiques (figure 5).
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Figure 5: Régulation moléculaire de la thrombopolése [45].

GATA binding protein 1 ( GATA 1) est une protéine a doigt de zinc liant I’ADN. Son géne est
localisé sur le chromosome X. Il est indispensable a la lignée érythro-mégacaryocytaire. Des
souris males GATA-1 déficientes présentent une anémie sévere avec un blocage au niveau de
la lignée érythrocytaire au stade pro-érythroblaste et décédent précocement [77]. D’autre part,
la déficience de GATA-1 dans la lignée mégacaryocytaire entraine un arrét de la maturation
des MK et une diminution du nombre de PLQ et une accumulation de MK immatures [78]. Par
ailleurs, les MK avec une déficience en GATA-1, expriment peu les marqueurs
mégacaryocytaires ; facteur plaquettaire 4 (FP4), GPIba (CD42b) et GPIbp (CD42c¢) [79]. Les

souris dont I’expression de GATA-1 est réduite sont thrombopeéniques. Les MKk présentent une
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anomalie de maturation du cytoplasme et les cellules sont relativement blogquées au stade MEP.

Friend leukemia virus integration 1 (FLI1) est une protéine a forme hélicoidale et dont le gene
est localisé sur le chromosome 11. Chez I’homme, la délétion d’une partie de ce chromosome,
contenant FLI1, provoque le syndrome de Jacobsen dont les patients présentent une

thrombopénie [80] et le syndrome de Paris-Trousseau [81].

Growth factor independance-1 ( GFI1b) est un facteur de transcription a doigt de zinc impliqué
dans I’axe érythro-mégacaryocytaire. Les souris avec une deficience en GFI1b décedent a
cause de I’absence de 1’érythropoiese ( arrét au stade BFU-E) [63]. L’inhibition de son activité

entraine [63]:

— le blocage de la différenciation des cellules CD34+ en MK ou érythrocyte.

— une baisse de la prolifération des progéniteurs MEP.

Donc il agit sur des étapes précoces de la mégacaryopoiése : la production de MEP puis leur
différenciation en MK et érythrocyte [63], [82].

Le facteur nucléaire érythroide 2 (NF-E2) est une protéine constituée de 2 sous-unités, p45 et
p18. Les souris déficientes en NF-E2 ont une thrombopénie sévere méme si elles présentent un
nombre de MK important dans la moelle. Son action est tardive, indiquée par la normalité de la
différenciation en MK et I’endomitose [83]. Ces MK ont des anomalies cytoplasmiques [63],
[84]:

— un nombre réduit de granules

— une absence d’émission de proplaquettes en culture.

Cette protéine parait essentielle pour la thrombopolése chez la souris. Chez ’homme, aucune

mutation n’a été associée a une anomalie plaquettaire [63].
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1.3. Maturation des mégacaryocytes

Une des caractéristiques cellulaires du développement de la MK est I'endomitose, une forme
unique de mitose dans laquelle I'ADN est répliqué de maniére répétée en I'absence de division
nucléaire et cytoplasmique [51]. La polyploidisation, qui est considérée comme une mitose
incompléte avortée en anaphase, se produit via I'endomitose. Les MK polyploidisées permettent
une amplification fonctionnelle des genes et connaissent une augmentation de la synthese des
protéines et des lipides parallelement a I'élargissement de la cellule [85]. Les MK génerent une
variété de granules sécrétoires, dont I'a-granule, qui acquiérent leur contenu moléculaire a la
fois par la synthése endogéne de protéines et par I'absorption et I'emballage de protéines
plasmatiques [85]. De plus, un systeme de membrane de démarcation (DMS) commence par
des invaginations de la membrane plasmique qui se développent en un vaste complexe de

citernes et de tubules distribués dans tout le cytoplasme des MK [85], [86].
1.4. Formation des plaquettes

Apres l'engagement, la différenciation et la maturation, les MK migrent de la niche
ostéoblastique vers la niche vasculaire, ou elles mirissent et finissent par former des plaquettes

individuelles dans la circulation sanguine [85].

En 1906, Wright a suggeré pour la premiére fois que les PLQ provenaient des MK de la MO
sur la base de coupes histologiques de la MO. Il a ensuite décrit la formation des PLQ par le "
pincement " de petites projections de MK ou de segments plus longs de MK dans la lumiére

vasculaire sinusoidale [85].

Dans les années 1950, le modéle du territoire plaquettaire a été développé a l'aide de la
microscopie électronique a transmission (MET). Dans ce modele, le cytoplasme du MK est
divisé par le DMS en futures plaquettes, se fracturant en plaquettes dans le parenchyme de la
MO [28, 33, 34].

Lorsque les MK passent du stade de cellules immatures (Figure 6A) a celui de PLQ libérées
(Figure 6E), une série systématique d'événements se produit. Les cellules subissent d'abord une
endomitose nucléaire (Figure 6B), une synthése des organites et une maturation et une

expansion cytoplasmiques spectaculaires, tandis qu'un réseau de microtubules, émanant des
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centrosomes. Avant le début de la formation des proplaquettes, les centrosomes se
désassemblent et les microtubules se déplacent vers le cortex cellulaire (Figure 6C). La
formation des proplaquettes commence avec le développement de pseudopodes épais. Le
glissement des microtubules chevauchants entraine I'allongement des PLQ alors que les
organelles sont suivies jusqu'aux extrémités des plaquettes, ou les PLQ naissantes s'assemblent
(Figure 6D). La formation des PLQ continue & s'étendre dans toute la cellule tandis que la
flexion et la ramification amplifient les extrémités des PLQ existantes. L'ensemble du
cytoplasme du MK est transformé en une masse de proplaquettes, qui sont libérées de la cellule.
Le noyau est finalement extrudé de la masse de proplaquettes et les PLQ individuelles sont
libérées des extrémités des proplaquettes (Figure 6E) [87].

A B ) . Cc
Centrosomal Organelle

microtubule and granule
array« ), synthesis

Pseudopod
formation

Granules

Nucleus

Microtubules
move to
cell cortex

Cytoplasmic
maturation

Tracking of organelles and

> |

granules to nascent platelets Proplatelet
D ) E release
B W 7 \ ¢ Microtubule sliding Platelet
, : e\ to power proplatelet release
AR elongation ((
(©] Y
=N
4(. C

N —_—

/6 Bending and
( branching to
\ amplify ends

Naked
nucleus
extrusion

Figure 6: Apercu de la production de plaquettes a partir des mégacaryocytes [87]
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1.5. La mort physiologique des plaquettes

La plupart des PLQ décedent par sénescence. Une minorité (environ 20%) meurt au hasard : la
majorité de ces derniéres seraient consommeées sur I’intima ou I’endothélium, ou elles
participent grandement a la restauration et au maintien de 1’intégrité vasculaire. Le cimeticre
naturel des plaquettes est formé par les phagocytes mononuclées du systeme histiocytaire : ils
éliminent les plaquettes sénescentes. La destruction physiologique des plaquettes se fait

principalement par la rate. La MO et le foie ont une fonction complémentaire [88].
2. Plaquettes

Les PLQ sont les plus petites cellules sanguines, avec un nombre de 150 a 450 x 109/L chez les
individus en bonne santé [1], [2]. La capacité des plaquettes a adhérer a la paroi d'un vaisseau
blessé et a former des agrégats a été décrite pour la premiere fois au 19éme siécle par Bizzozero
[2] . Leurs roles établis de longue date dans la thrombose (figure 7) et I'hnémostase, les PLQ sont
de plus en plus reconnues comme des acteurs essentiels dans de nombreux autres processus
pathophysiologiques, notamment I'inflammation et I'athérogénése, la défense antimicrobienne
de I'néte [8] , la croissance tumorale et les métastases [9]. Par conséquent, une connaissance
approfondie de la structure et de la fonction des PLQ devient plus importante dans la recherche

et dans de nombreux domaines de la médecine moderne [2].

Figure 7: Plaquettes dans la thrombose [2].
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2.1. Structure des plaquettes

Les PLQ ont un diamétre moyen de 2 a 5 um, une épaisseur de 0,5 pum, et un volume cellulaire
moyen de 6 a 10 fl. Par commodité, la structure de la PLQ peut étre divisée conceptuellement
en une zone périphérique, une zone structurale, une zone organelle et des systémes

membranaires [1], [2].
-Zone périphérique :

La membrane plasmique des PLQ est relativement lisse et posséde un glycocalyx (couverture
de polysaccharides et de glycoprotéines) plus épais que celui des autres cellules sanguines. En
microscopie électronique a haute résolution, elle présente un aspect plissé avec de hombreux
plis minuscules et les ouvertures distribuées de facon aléatoire du systeme canaliculaire ouvert
[1]. Le glycocalyx, en tant que revétement extérieur de la plaquette, est une structure dynamique
et le site du premier contact avec le milieu environnant. Il contient des glycoprotéines (GP) de
surface nécessaires a l'interaction des PLQ avec les structures sous-endothéliales de la paroi
vasculaire lésée, a I'activation des PLQ, a l'adhésion et a I'agrégation des PLQ ainsi qu'a la
rétraction du caillot. En particulier, les complexes récepteurs mobiles GPIb-1X-V et l'intégrine
allbB3 sont abondamment exprimés & la surface des PLQ au repos et sont d'une grande

importance dans I'némostase [2], [89].

Sous le glycocalyx se trouve la bicouche lipidique, qui est incompressible et non étirable. Par
conséquent, la membrane supplémentaire nécessaire a I'étalement des PLQ doit étre fournie par
les minuscules plis de la surface plaquettaire et les parties de membrane internalisées du
systeme canaliculaire ouvert [2]. La bicouche lipidique apparait morphologiquement similaire
aux membranes unitaires d'autres types de cellules mais joue un réle important dans la
coagulation sanguine. Elle contient le facteur tissulaire (FT), qui est exposé a la surface des
PLQ sous sa forme inactive avec de la phosphatidylsérine chargée négativement aprés
I'activation des plaquettes [90]. Par la suite, les plaquettes activées liberent des microparticules
(MP) portant le FT et capables de lier les facteurs de coagulation Va, Vlla et Xa a leur
phosphatidylsérine de surface. Grace a l'interaction de ces facteurs de coagulation avec le FT
décrypte entre-temps, la production de thrombine est augmentée a la surface des PLQ activées
ainsi que sur les MP dérivees des PLQ [1].
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La zone sous-membranaire de la PLQ se trouve directement sous la bicouche lipidique et revét
une grande importance pour la fonction plaquettaire. Elle contient un systeme de fins filaments
d'actine, le cytosquelette contractile membranaire, qui est nécessaire au changement de forme
de la PLQ et a la translocation des récepteurs et des particules sur la surface de la PLQ [2].
Dans le compartiment sous-membranaire, les domaines cytoplasmiques de tous les récepteurs
transmembranaires interagissent avec des protéines, dont beaucoup sont associées a la
calmoduline, a la myosine et aux filaments d'actine qui constituent le cytosquelette
susmentionné [2]. lls régulent ainsi les processus de signalisation nécessaires a I'activation des
PLQ.

- La zone structurale :

La matrice transparente mais visqueuse a l'intérieur des PLQ est appelée la zone structurale.
Elle ressemble a un gel liquide et contient des microtubules et des microfilaments organises, du
glycogene distribué de fagon aléatoire, quelques vésicules lisses et recouvertes de clathrine,
ainsi que des organelles sécrétoires. Les microtubules sont disposés en spirales
circonférentielles prés de la paroi cellulaire, formant ainsi un systéme qui soutient le
cytosquelette contractile de la membrane [2]. Diverses approches expérimentales suggerent
fortement que les microtubules sont nécessaires au maintien de la forme discoide des PLQ
humaines [2]. Les microfilaments d'actine dans la zone structurale forment le cytosquelette de
filaments d'actine cytoplasmique, la matrice dans laquelle tous les organites sont suspendus et
qui maintient les organites a I'écart les uns des autres et de la paroi cellulaire dans la PLQ au
repos [2]. Aprés l'activation de la PLQ, le systeme d'actine cytoplasmique resserre les bobines
de microtubules déplagant les a-granules et les corps denses vers le centre de la plaquette [2],

ce qui peut finalement entrainer la sécrétion de leur contenu par le systeme canaliculaire ouvert
[2].

-Zone des organites :

Trois grands types d'organites sécrétoires sont présents dans les PLQ : les a-granules, les
granules denses et les lysosomes (Tableau I). En outre, les PLQ contiennent des mitochondries

simples, qui sont importantes pour leur métabolisme énergétique, des glycosomes [91], des

chaines et des amas denses en électrons [92] et des inclusions tubulaires [93]. Les a-granules
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ont une forme ronde a ovale avec un diamétre de 200 & 500 nm. Une PLQ humaine moyenne
contient 50 a 80 a-granules, ce qui en fait les organites les plus fréquents [94], [95]. Dans les
PLQ au repos, les a-granules sont séparés les uns des autres par le cytosquelette du filament
d'actine cytoplasmique. Alors que la zone sous-membranaire des a-granules contient le facteur
de von Willebrand (VWF) dans des structures tubulaires [2], diverses protéines sont présentes
dans leur zone périphérique, notamment des protéines synthétisées par les mégacaryocytes
telles que le facteur de coagulation V, la thrombospondine, la P-sélectine et le VWF, ainsi que
des protéines synthétisées a I'extérieur et absorbées par les plaquettes (par exemple, le
fibrinogene). La zone centrale de 'a-granule apparait plus dense que sa zone périphérique,
indiquant potentiellement la présence de protéines ayant des sites de liaison pour les métaux
lourds [2].

Les trois a huit granules denses par PLQ humaine normale sont plus petits que les a-granules
et présentent une grande variabilité morphologique [2]. Leur caractéristique la plus marquante
est une structure sphérique opaque aux électrons, qui est généralement entourée d'un espace
vide. Toutefois, dans certains granules denses, cet espace est traversé par des filaments ou
rempli d'une substance ressemblant a un granule[2]. Outre les nucléotides adénines tels que
I'adénosine triphosphate (ATP) et l'adénosine diphosphate (ADP), les granules denses
contiennent de la sérotonine, du pyrophosphate, du calcium et du magnésium.

D'autres structures opaques aux électrons dans le cytoplasme sont des chaines et des amas de
billes hexagonales qui sont présentes dans 2 a 22 % des plaquettes humaines et semblent
augmenter avec I'age [2]. L'origine et la fonction de ces formations denses aux électrons restent
inconnues. On a précédemment supposé que les chaines et les amas denses aux électrons
représentaient les précurseurs des granules denses, mais cette hypothése a été abandonnée apres
I'étude de patients atteints de maladies du pool de stockage, dont les plaquettes étaient
dépourvues de granules denses alors qu'elles contenaient la quantité habituelle de chaines et
d'amas [96].

Les plaquettes humaines contiennent également 0 a 2 lysosomes sphériques, qui sont
légérement plus petits que les a-granules. Leur contenu comprend au moins 13 hydrolases

acides, la cathepsine D et E, la protéine membranaire associée aux lysosomes (LAMP)-2, et
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CD63, et peut étre libéré en réponse a une forte stimulation plaquettaire in vitro. Cependant, le

role des lysosomes dans la fonction plaquettaire et I'némostase reste largement inconnu [2].

Tableau I : Caractéristiques générales des types de granules plaquettaires[2].

Nombre/ Diametre Marqueurs Fonctions générales
plaquette (nm) communs
o granules 50-80 200-500 VWF Hémostase/thrombose
FP4 Inflammation
P-seléctine Angiogenese
Défense de I’hote
mitogenése
Granules 3-8 150 CD63 Hémostase/thrombose
denses Sérotonine Inflammation
Lysosomes | <3 200-250 Acide Digestion endosomale
phosphatase

Le glycosome plaquettaire contenant du glycogene est un autre composant de la zone organelle
de la PLQ [2]. Les glycosomes ont une forme ronde ou ovale, et une taille similaire a celle des
a-granules, de sorte qu'ils peuvent facilement étre confondus avec les a-granules contenant du
glycogene. Les inclusions tubulaires, qui contiennent souvent aussi du glycogéne, peuvent étre

distinguées des glycosomes par leur membrane multilamellaire.

Enfin, les mitochondries sont visibles dans la zone des organites. Malgré leur faible nombre et
leur structure simple, elles assurent les besoins énergétiques de la PLQ, et veillent a ce qu'un
blocage de la glycolyse anaérobie n'altere pas la fonction plaquettaire. Bien que les
mitochondries soient également considérées comme d'importants fournisseurs de calcium par
certains auteurs, d'autres recherches favorisent le systeme tubulaire dense et le calcium

extracellulaire comme les principales sources de calcium dans I'activation plaquettaire [2].
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- Systemes membranaires :

Outre la membrane plasmique externe, les systemes membranaires des plaquettes humaines
comprennent les complexes de Golgi, le systeme canaliculaire ouvert relié a la surface, le
systeme tubulaire dense et le réticulum endoplasmique rugueux. Des residus de complexes de
Golgi mégacaryocytaires sont observés dans moins de 1 % des plaquettes humaines normales
mais peuvent étre trouvés plus fréquemment chez les patients atteints de certains troubles
plaquettaires hypogranulaires [97]. La présence de complexes de Golgi dans les PLQ de patients
atteints de syndromes hypogranulaires tels que le syndrome des plaquettes de White peut
indiquer une granulopoiése en cours. Le systeme canaliculaire ouvert est une partie de la
membrane de surface de la plaquette, qui s'étend vers l'intérieur de la plaquette et forme ainsi
une structure tubulaire, qui exerce trois fonctions majeures. Ses canaux peuvent étre utilisés
pour le transport de composants plasmatiques tels que le fibrinogéne vers les a-granules et
peuvent également servir de voie pour la libération du contenu granulaire pendant I'activation
plaquettaire [2]. De plus, les canaux du systéme canaliculaire ouvert peuvent étre evagines et
fournir ainsi les parties de la membrane nécessaires a I'étalement des plaquettes apres leur
adhésion a une paroi vasculaire lésée. Grace a ce mécanisme, les plaquettes activées sont
capables de multiplier leur surface par plus de quatre par rapport aux plaquettes discoides au
repos [98].

Le systéme tubulaire dense est un résidu du réticulum endoplasmique lisse du mégacaryocyte
et consiste en des canaux dispersés de facon aléatoire dans le cytoplasme des plaguettes. Les
canaux sont séparés des canalicules du systéme canaliculaire ouvert qui apparaissent vides en
microscopie electronique et qui, contrairement & eux, contiennent une substance amorphe
ressemblant au cytoplasme environnant par son opacité. Les canaux du réticulum
endoplasmique rugueux ne sont observés que chez les patients présentant un renouvellement
rapide des plaquettes d( a une thrombocytopénie immunitaire et sont alors genéralement

constellés de ribosomes [2].
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2.2. Fonctions des plaquettes

Les plaquettes jouent un réle important dans le vaisseau. Apres leur formation a partir de
mégacaryocytes, les plaquettes existent en circulation pendant 5 a 7 jours et fonctionnent
principalement comme régulateurs de I'hémostase et de la thrombose. A la suite d'une Iésion
vasculaire, les plaquettes s'activent dans le sang, entrainant une adhésion a la matrice
extracellulaire exposée sous-jacente a I'endothélium, la formation d'un bouchon plaquettaire et
enfin la formation et la consolidation d'un thrombus constitué a la fois d'un noyau et d'une

enveloppe [99].
2.2.1. ROle des plaquettes dans I’hémostase et la thrombose

a. Formation de caillots plaquettaires

On a longtemps pense que le réle principal des plaquettes en circulation était d'aider a maintenir
I'némostase primaire et le flux sanguin dans le vaisseau [100]. Afin d'atteindre cet objectif, la
plaquette s'écoule a travers le vaisseau a proximité immédiate de la paroi du vaisseau en raison
de la nature biophysique des constituants du sang et des forces de cisaillement a l'intérieur du
vaisseau. Cette proximité étroite avec la paroi du vaisseau permet une réponse rapide en cas
d'agression ou de blessure vasculaire. On pense généralement que cette réponse se produit en
plusieurs étapes commencant par I'adhésion a la matrice extracellulaire sous-endothéliale par
I'interaction initiale de la matrice avec des récepteurs spécifiques sur la plaquette, y compris le
complexe GP1b/V/IX se liant au vWF ainsi qu'aux récepteurs GPVI et [IB1 sur la surface des
plaquettes se liant au composant collagéne de la matrice extracellulaire. Suite a cette fixation
initiale de la plaquette a la paroi du vaisseau, une adhésion ferme ultérieure entraine une
transduction du signal dans la plaquette et un aplatissement des plaquettes initialement rondes
ou d'aspect « plaque ». Secondairement a une adhésion ferme, qui entraine la formation initiale
d'un caillot ou d'un thrombus, les plaquettes activées liées dans le thrombus commenceront a
incorporer de nouvelles plaquettes issues de la circulation par le biais d'interactions plaquettes-
plaquettes meédiees par le récepteur de l'intégrine allbp3 (figure 8). De plus, les plaquettes
circulantes et les plaquettes associées de maniére lache seront activées par une rétroaction

positive initiée par la formation de signaux secondaires via les oxygénases COX-1 et 12-LOX
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ainsi que par la sécrétion granulaire de petites molécules connues pour activer la plaquette. Le
thrombus plaquettaire résultant sera donc constitué d'un «noyau» de plaquettes positives pour
la sélectine P étroitement emballées entourées d'une «enveloppe» de plaquettes peu emballées

qui nécessitent une rétroaction secondaire via divers récepteurs [101], [102].

Platelet role in hemostasis and thrombosis
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Figure 8: réle des plaquettes dans I'hémostase et la thrombose [99].

b.  Sécrétion de granules plaquettaires

Le granule dense contient plus de 200 petites molécules dont du calcium, de I'ATP, de I'ADP,
de la 5-HT et de I'épinéphrine. Aprés les étapes initiales de I'activation plaquettaire, le granule
dense fusionne avec la membrane plasmique de la plaquette via des complexes SNARE tels que
VAMPS et libére son contenu dans I'espace vasculaire extracellulaire. Beaucoup de ces petites
molécules peuvent signaler la plaquette a travers des récepteurs de surface. La plaquette
exprime deux récepteurs purinergiques, P2Y 1et P2Y 12, qui jouent tous deux un role
important dans l'activation plaquettaire et dont l'un (P2Y 12) est la cible du traitement

antiplaquettaire.

Le granule alpha contient un certain nombre de protéines plus grosses qui sont libérées soit a la

surface de la plaquette, soit dans la circulation apres la sécrétion des granules. L'un des

marqueurs les plus prévisibles de l'activation plaquettaire libérée par le granule alpha est la P-

sélectine qui s'attache a I'extérieur de la membrane plasmique de la plaquette apreés la sécrétion

des granules alpha et peut servir d'attache entre les plaquettes et les autres cellules du vaisseau.
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Le granule lysosomal joue un réle important dans la dégradation des protéines. Alors que de
nombreux rejets de granules jouent un réle important dans la rétroaction positive dans le
processus d'activation plaquettaire et éventuellement dans le recrutement de nouvelles
plaquettes dans un thrombus en croissance, on pense que d'autres rejets signalent aux cellules
sanguines et a I'endothélium environnant. C'est probablement le cas aprés une blessure dans le
vaisseau et c'est un mécanisme qui joue probablement un réle dans la cicatrisation des plaies

apres l'activation initiale des plaquettes et la formation de caillots [99].
2.2.2. Formation d'eicosanoides et de prostaglandines dans la plaquette

Les lipides bioactifs formés dans la plaquette apres I'activation initiale jouent un réle important
dans le renforcement du signal primaire initié par la thrombine et le collagéne [103]. La majorité
des produits lipidiques sont formés par oxydation d'acides gras libres en leurs formes actives
oxydées. Dans la plaquette, I'acide gras le plus répandu dans la membrane phospholipidique est
I'acide arachidonique (AcA). L'oxydation des acides gras se produit principalement par
I'intermédiaire de deux enzymes, la COX-1 et la 12-LOX. La COX-1, cible principale des anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS), produit un certain nombre de prostaglandines de la
série 2, notamment la prostaglandine E2 (PGEZ2) et la thromboxane (TxA2) suite a I'oxydation
AcA. Ces deux prostaglandines ont des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) a la surface
de la plaguette qui sont activés sélectivement par leurs meétabolites respectifs et jouent un réle
dans le renforcement de I'activation plaquettaire. La 12-LOX oxyde les acides gras libres pour
former des eicosanoides dont on pense qu'ils ont une variété de fonctions a la fois dans les

plaquettes ainsi que dans d'autres cellules en circulation ou dans des cellules et des tissus [99].
2.2.3. Fonction non traditionnelle des plaquettes

Bien que le role traditionnel de la plaquette ait été considéré comme limité au maintien de
I'hnémostase dans le vaisseau dans des conditions normales et a l'apparition d'un thrombus
occlusif dans des conditions pathologiques, d'autres réles potentiels pour la plaquette ont été
proposés qui sont indépendants de I'némostase ou de la thrombose. Ces réles incluent un réle
dans I'immunité. 1l a été récemment montré que les plaquettes expriment les neuf récepteurs

Toll-like (TLR). De plus, il a été observé que le modele d'expression des TLR différait selon le
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sexe [104], [105]. Il sera intéressant de voir comment le role potentiel des plaquettes dans
I'immunité est délimité dans de futures études et si les plaquettes jouent un réle important dans
I'immunité innée contre les bactéries, les virus ou méme les tumeurs. A cette fin, une étude
récente a montré que les plaquettes présentent la capacité d'autophagie ; cependant, son réle
dans l'autophagie en circulation n'est pas encore clair [106].Une autre fonction de la plaquette
qui a été récemment proposée est sa capacité a échantillonner I'environnement sanguin. Cet
échantillonnage de I'environnement peut servir a présenter le virus ou la bactérie étrangere a
dautres cellules immunitaires. Enfin, les plaquettes sont connues pour libérer des
microparticules de maniere régulée dans le sang. Puisque plus de 95 % des microparticules
seraient dérivées des plaquettes, il est possible que ces particules qui contiennent du mateériel
génétique (ARNmM, etc. ), des enzymes, des protéines et de petites molécules, puissent altérer
ou moduler la fonction des autres cellules du vaisseau. Il sera intéressant de déterminer par
exemple si les plaquettes modifient I'extravasation tumorale dans le vaisseau en communiquant
avec I'endothélium ou la tumeur elle-méme via ces microparticules. Ces études récentes ont
considérablement élargi le role potentiel des plaquettes dans le corps au-dela d'agir comme un
«pansement» sur les sites de lésion de I'endothélium pour prévenir la perte de
sang. L'orientation actuelle et future de la plaquette permettra d'élucider son réle « normal »

dans la régulation de ces processus physiologiques et physiopathologiques [99].
Thrombopénie

La thrombocytopénie est un probléme clinique courant défini comme une numération
plaquettaire inférieure a 150 G/L. Bien que beaucoup pensent qu'une valeur seuil de 100 G/L

est plus approprié pour identifier une thrombocytopénie cliniquement significative [10].

L'investigation nécessite la prise en compte de I'dge du patient, des antécédents médicaux et
chirurgicaux, y compris des saignements ou des manifestations thrombotiques, des antécédents
familiaux, des antécédents médicamenteux, des résultats de tous les tests de laboratoire
pertinents et des résultats de I'examen physique. Une numération de la formule sanguine et un
examen des frottis sanguins sont essentiels pour [I'évaluation initiale. La

pseudothrombocytopénie induite par l'acide éthyléne diamine tetra-acétique (EDTA), un
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artefact de laboratoire caractérisé par I'agglutination des plaquettes in vitro dans I'anticoagulant
EDTA, doit étre exclue [10].

La rate abrite 30 % de la masse plaquettaire totale et la splénomégalie peut entrainer une

thrombocytopénie due a la séquestration des plaquettes. Une thrombocytopénie de dilution est

observée aprés une intervention chirurgicale majeure ou lors d'une transfusion de grandes

quantités de produits sanguins ne contenant pas de plaquettes [107]. La thrombocytopénie

accidentelle ou gestationnelle pendant la grossesse est caractérisée par une thrombocytopénie

Iégere ou modéree. Bien que la cause soit inconnue, elle doit étre soigneusement distinguée des

autres causes plus graves de thrombocytopénie [108].

C’est en fonction de la sévérité, du mécanisme et de 1’étiologie qu’une thrombopénie est prise

en charge (PEC) (figure 9).
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Figure 9: présentation et grand cadre étiologiques des thrombopénies [109].
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L’évaluation du patient est orientée par les données clinico-biologiques dans lesquelles sont
découvertes la thrombopénie ainsi que 1’appréciation du risque hémorragique immédiat[109].
Les différentes étapes de cette PEC doivent permettre de préciser :

S’il s’agit bien d’une réelle thrombopénie.
L’évaluation du risque hémorragique immédiat.
La conduite du diagnostic étiologique a faire (figure 10).

Les mesures a adopter.

[ Plaquettes < 150 G/l

l

[ Eliminer une fausse thrombopénie par agglutination en présence d'EDTA

l

[ MNFS et frottis, hémostase (TP-TCA-Fg), myélogramme (non systématique)
|

Anomalie des autres . . Autres lignées normales,
. Schizocytes et/ou Anomalie des .
lignées, . . hémostase normale, absence
. hémostase autres lignées, . P L
myélogramme . . A d'organomeégalie, myélogramme
anormal perturbée splénomégalie
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l l l l

Consommation Anomalie de
Thrombopénies (microangiopathies rénartition Destruction
centrales thrombuotiques et h partiio immunologique (PTI)
CIVD) (hypersplénisme)

Figure 10: démarche diagnostique devant une thrombopénie [110].

NFS : numération-formule sanguine ; EDTA : acide éthyléne diamine tétra-acétique ; TP : taux
de prothrombine ; Fg : fibrinogene; TCA : temps de céphaline activé; PTI : purpura

thrombopénique immunologique ; CIVD : coagulation intravasculaire disséminée.
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1. Etiologie
1.1. Thrombopénie d’origine centrale

1.1.1. Thrombopénie par diminution de production

Une thrombopénie due a des défauts acquis de production de plaquettes médullaires peut
survenir en raison d'une diminution des précurseurs mégacaryocytaires, d'une thrombopoiése
inefficace ou d'une régulation anormale de la thrombopoiése. Une diminution des précurseurs
mégacaryocytaires peut survenir en raison de divers états pathologiques, notamment lI'anémie
aplasique, I'exposition a des toxines, des médicaments, la destruction immunitaire des
précurseurs mégacaryocytaires ou des infections. De plus, des précurseurs megacaryocytaires
diminués ou fonctionnant anormalement peuvent étre observés dans diverses affections
néoplasiques, notamment la myélodysplasie, la leucémie aigué ou la maladie métastatique de
la MO [10].

La suppression de la MO par des agents physiques et chimiques, y compris les médicaments
chimio-thérapeutiques, les antimétabolites et les rayonnements ionisants, entraine souvent une
diminution de la production de plaquettes, bien que la thrombocytopénie isolée soit
rare. Cependant, la récupération plaquettaire est souvent la derniere a se produire aprés la
suppression médullaire. Les médicaments couramment utilisés, notamment les chlorothiazides,
les cestrogeénes et 1'éthanol, supprimeront directement la prolifération et la différenciation des
mégacaryocytes [111]. L'éthanol supprimera directement la production de plaquettes,
contribuant a la thrombocytopénie Iégére couramment observée chez les patients alcooliques.
Les chlorothiazides peuvent conduire a la formation d'anticorps antiplaquettaires ainsi qu'a la

suppression de la thrombopoiése [111].

Les carences en vitamine B12 et en acide folique peuvent également entrainer une

thrombopoiése inefficace et une thrombocytopénie légeére [10], [112].

Les infections peuvent provoquer une thrombocytopénie cliniqguement significative due a une
suppression médullaire. Les infections virales peuvent altérer la thrombopoiese en raison d'une
infection directe du mégacaryocyte, d'effets toxiques de protéines ou de cytokines virales, d'une

hémophagocytose ou de la production d'anticorps qui se lient aux plaquettes et renforcent la
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destruction immunitaire. La rougeole, les oreillons, le cytomégalovirus, I'hépatite, la varicelle,
I'adénovirus, le virus d'Epstein-Barr et le VIH ont tous été associés au développement de la

thrombocytopénie [113].

Les infections bactériennes et protozoaires peuvent également provoquer une
thrombocytopénie, le plus souvent chez les nourrissons et les jeunes enfants. Les patients
doivent étre testés pour une éventuelle coagulation intravasculaire disséminée (CIVD), mais la
thrombocytopénie peut eégalement étre causée par la toxicité directe de lI'agent infectieux. Le
paludisme est I'organisme protozoaire le plus fréquemment associé a la thrombocytopénie. La
thrombopénie associée au paludisme est considéré survenir en raison d'une infection directe des
plaquettes, des cytokines modifiées avec I'augmentation des cytokines pro-inflammatoires, et
modifier la fonction immunitaire cellulaire et humorale, ainsi que l'augmentation de

I'élimination splénique des plaquettes [114].
1.1.2. Thrombopeénie congénitale

Les causes héréditaires de thrombopénie sont rares mais doivent étre envisagées en cas
d'antécédents familiaux de saignement ou de thrombopénie persistante et inexpliquée chez le

nourrisson et I'enfant [115].
a. Thrombopénie autosomique récessive

La thrombocytopénie amégacaryocytaire congénitale (TAMC) est caractérisée par une
thrombocytopénie sévere, un manque de précurseurs mégacaryocytaires médullaires et des taux
élevés de TPO. Il n'y a généralement pas d'antécédents familiaux. La TAMC est associée a des
mutations du géne MPL qui code pour le récepteur mégacaryocytaire de la TPO. Les patients

développeront une insuffisance/aplasie progressive de la moelle osseuse [116].

Le syndrome de Bernard-Soulier est dd a un déficit en protéines membranaires plaquettaires
(GP1b, GPIX, GPV) associé a un dysfonctionnement plaquettaire important, a des saignements
et a une thrombocytopénie. Les patients présentent une thrombocytopénie l1égére a sévere avec
plaquettes géantes, des temps de saignement anormaux et des études d'agrégation plaquettaire
induites par la ristocétine anormale. Le trouble survient en raison de mutations dans les génes

de GP1BA, GP1BB ou GP9 qui provoquent la diminution caractéristique de I'expression du
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complexe GPIb. La moelle osseuse présente des mégacaryocytes normaux ou légérement
augmentés morphologiquement [117].

b.  Thrombopénie autosomique dominante

Les thrombocytopénies autosomiques dominantes sont rares et sont généralement associées a
un nombre normal de mégacaryocytes dans la moelle, & une thrombocytopénie Iégere a modérée
(20-100 G/L), a une augmentation de la taille des plaquettes (> 10 fl) et des
ecchymoses. Plusieurs de ces troubles (anomalie mai-Hegglin, Sebastian, Fechtner et
syndromes Epstein) ont des mutations touchant le géne MYH9 (chaine myosine non musculaire
lourde) [118], [119]. La myosine non musculaire est une protéine du cytosquelette, et les
mutations affectent la formation des plaquettes et la maturation mégacaryocytaire [115], [118].

Le syndrome de Paris-Trousseau est associé a des anomalies congénitales, une
thrombocytopénie sévére a la naissance et une dysmégacaryopoiése avec des megacaryocytes
contenant des granules o anormaux ou géants. Ce trouble est associé a des mutations du géne
du facteur de transcription FLI1 sur le chromosome 11. Souvent, la numération plaquettaire
s'améliore avec I'age, mais la fonction plaquettaire anormale provoque une tendance aux

saignements a vie [119].

Le syndrome des plaquettes grises peut étre hérité comme une maladie autosomique dominante
ou récessive et se caractérise par une macrothrombocytopénie avec une tendance hémorragique
associée et un manque de granules, donnant lieu a I'aspect gris caractéristique avec la coloration
de Wright-Giemsa [115].

c.  Thrombopénie liée a I'X

La microthrombocytopénie liée a I'X ou syndrome de Wiskott-Aldrich se caractérise par une
immunodéficience combinée, une thrombocytopénie et des plaquettes de petite taille. Les
mégacaryocytes sont présents en nombre normal a élevé, mais la demi-vie plaquettaire est
diminuée [120].

Une macrothrombocytopénie liée a I'X peut étre observée chez les patients atteints de GATAL
mutations codant pour un facteur de transcription essentiel au développement des

mégacaryocytes et des globules rouges. Une dysérythropoiése et une anémie sont associées. La
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thrombocytopénie peut étre sévere et les mégacaryocytes peuvent étre augmentés mais
apparaitre dysplasiques [115].

1.2. Thrombopénie d’origine périphérique

Apreés libération de la moelle osseuse, les plaquettes circulent pendant 7 & 10 jours. La clairance

accelérée peut étre a médiation immunitaire ou non immunitaire.
1.2.1. Destruction a médiation immunitaire

Le purpura thrombopénique immunologique (PTI) est un trouble relativement courant causé
par une combinaison d'auto-anticorps plaquettaires et d'une suppression de la production de

plaquettes. Le PTI peut étre primaire ou secondaire a d'autres troubles [121], [122].

Dans la plupart des cas, le diagnostic du PTI repose sur I'anamnése et I'examen physique, les

données de numération et I'examen des frottis sanguins.

Les frottis périphériques de patients atteints de PTI peuvent montrer des plaquettes plus grosses
dispersées en raison de la libération de formes immatures. L'évaluation de la moelle osseuse
n'est pas une composante requise du bilan diagnostique en I'absence danomalies
hématologiques supplémentaires [10].

La thrombocytopénie d'origine médicamenteuse (TM) est associée a de nombreux médicaments
différents, généralement des meédicaments a base de quinine et des sulfamides. La
thrombocytopénie se développe 1 a 2 semaines apres I'exposition avec plusieurs mécanismes
immunitaires responsables décrits [123]. La thrombocytopénie peut étre sévere, avec des

numérations plaquettaires souvent < 10 G/L.

Une thrombopénie induite par I'néparine (TIH) survient chez 0,5 a 5 % des patients recevant de
I'néparine. Elle est causée par des anticorps dirigés contre les complexes immuns héparine/FP4
qui engagent les récepteurs Fc plaquettaires entrainant une activation plaquettaire, une
thrombocytopénie et un risque de thrombose artérielle ou veineuse, avec des conséquences
fatales chez 5 a 10 % des patients [124], [125]. Sans traitement, des événements thrombotiques
surviennent chez presque 50 % des patients [124], [126]. Le traitement approprié comprend

I'arrét des héparines et une anticoagulation alternative avec un anticoagulant sans héparine, tel
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qu'un inhibiteur direct de la thrombine [124], [125].

La suspicion de TIH survient lorsqu'un patient développe une nouvelle thrombocytopénie 5 a
10 jours apres I'exposition a I'héparine [127]. La thrombocytopénie induite par I'héparine
entraine généralement une baisse de 50 % de la numeération plaquettaire initiale. Une
thrombocytopénie sévere avec une numération plaquettaire inférieure & 20 x G/L n'est pas
caractéristique [127].

La thrombocytopénie allo-immune néonatale (TAIN) est une maladie causée par des
alloanticorps maternels dirigés contre les antigénes plaquettaires feetaux hérités du pére qui
survient dans 1 grossesse sur 2000. Les anticorps maternels traversent le placenta, entrainant
une thrombocytopénie feoetale et d'éventuelles complications hémorragiques [128]. Les
anticorps maternels dirigés contre I'antigéne plaquettaire humain 1la (HPA-1a) représentent
environ 80 % des cas de TAIN dans les populations caucasiennes. La thrombocytopénie dans

la TAIN est souvent sévére avec une numération plaquettaire < 20 G/L [128].
1.2.2. Destruction non immunitaire

Le purpura thrombocytopénique thrombotique (PTT) est causé par des auto-anticorps acquis
contre le VWF clivant la protéase ADAMTS-13 (une désintégrine et une métalloprotéinase). Le
facteur von Willebrand est une protéine multimere qui facilite I'adhésion des plaquettes a
I'endothélium endommagé, et la taille du multimére est régulée par ADAMTS-13. Sans
ADAMTS-13, les multimeres de VWF de poids moléculaire ultra-élevé s'accumulent, entrainant
un dysfonctionnement des organes, une anémie hémolytique microangiopathiqgue (MAHA) et
une thrombocytopénie secondaire a des thrombus plaquettaires microvasculaires. La

thrombocytopénie du PTT est souvent sévére (numérations < 50 x G/L) [129].

Le syndrome hémolytique et urémique (SHU) est classiqguement causé par une entérocolite
bactérienne productrice de toxine Shiga (souvent due a E. coli 0157:H7), qui entraine une
diarrhée sanglante, une insuffisance rénale (secondaire a un microthrombi), une MAHA et une

thrombocytopénie [129].

La CIVD implique une activation systémique du systéeme de coagulation. Dans la CIVD, les

thrombus artériolaires sont composés a la fois de fibrine et de plaquettes. En plus de la
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formation systémique de fibrine microvasculaire (conduisant a une défaillance organique) et de
la consommation de facteurs de coagulation, il existe une altération des mécanismes
anticoagulants et fibrinolytiques, conduisant a un tableau qui peut inclure a la fois une
thrombose et un saignement. Seuls 10 a 15 % des patients ont une numération plaquettaire < 50
G/L [10].

1.3. Thrombopénie de dilution

La rate abrite 30 % de la masse plaquettaire totale et la splénomégalie peut entrainer une
thrombocytopénie due a la séquestration des plaquettes. Une thrombocytopénie de dilution est
observée aprés une intervention chirurgicale majeure ou lors d'une transfusion de grandes
quantités de produits sanguins ne contenant pas de plaquettes [107]. La thrombocytopénie
accidentelle ou gestationnelle pendant la grossesse est caractérisée par une thrombocytopénie
légére ou modérée. Bien que la cause soit inconnue, elle doit étre soigneusement distinguée des

autres causes plus graves de thrombocytopénie [108].

1.4. Thrombopénie artéfactuelle ou fausse thrombopénie

1.4.1. Amas plaquettaire

La présence d'amas plaguettaires peut étre verifiée en examinant un frottis sanguin coloré au
MGG. Un amas de plaquettes est défini par la présence d'au moins cing plaquettes attachées
(consensus French-speaking Cellular Hematology Group GFHC) (Figure 11). L'absence d'amas

plaquettaires doit étre explicitement mentionnée dans le rapport de laboratoire [130], [131].
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Figure 11: Amas plaquettaires [132]

La présence d'amas rares peut indiquer un probleme d'échantillonnage plutdt qu'une
pseudothrombocytopénie induite par 'EDTA. Dans ces derniers, la présence de grosses touffes

dans les franges et les bords est presque toujours détectée.
1.4.2. Satellitisme plaquettaire

Le satellitisme est un phénomeéne rare (1 échantillon de sang sur 12 000) acquis in vitro,
généralement observé dans le sang anticoagulé a I'EDTA, et induit par I'adhérence des
plaquettes aux neutrophiles matures, formant des rosettes (Figure 12). Un satellitisme
plaquettaire a également été rapporté autour des lymphocytes ou autour des cellules de
lymphome. Plus rarement, le satellitisme plaquettaire est rapporté spécifiguement autour
d'autres cellules, par exemple autour des monocytes dans des échantillons de sang anticoagulés
avec de I'EDTA oul/et de I'néparine, autour des basophiles dans la leucémie myéloide chronique,

ou autour des éosinophiles [130], [133].
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Figure 12: satellitisme plaquettaire [132]

1.4.3. Présence de macroplaquette

La taille d'une plaquette est évaluée par comparaison avec un globule rouge ou a l'aide d'un
micromeétre. En conséquence, une grosse plaquette (macroplaquette) est une plaquette dont la
taille est comprise entre la moitié et un globule rouge entier (4 & 8 um) (Figure 13). Une
plaquette géante est aussi grosse ou plus grosse qu'un globule rouge (>8 pum) [130], [134],
[135]. Des macroplaquettes voire des plaquettes géantes sont retrouvées dans diverses
affections, qu'il existe ou non une thrombopénie (néoplasmes myeéloprolifératifs, syndromes
myélodysplasiques, troubles plaquettaires héréditaires et/ou thrombopénies, thrombopénie
immunitaire), et conduisent souvent a une sous-estimation de la numération plaquettaire. Leur
détection est cruciale pour aider a corriger la numération plaquettaire et orienter le diagnostic

en cas de thrombopénie constitutionnelle [136].
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Figure 13: macroplaquette [132]

2. Exploration biologique des thrombopénies

2.1. Numération plaquettaire

La numération plaguettaire est un examen essentiel dans la prise en charge des patients et un
outil diagnostique important dans les troubles hémorragiques. Il est également fortement
recommandé dans le suivi des traitements potentiellement inducteurs de thrombocytopénie, tels
que la chimiothérapie anticancéreuse et les anticoagulants, par exemple I'héparine. La
numération plaquettaire doit étre effectuée de maniére précise et fiable. Les analyseurs
d'hématologie actuellement disponibles sur le marché utilisent différentes technologies pour
compter les plaquettes : impédance, méthodes optiques (techniques de diffraction de la lumiére
ou de fluorescence), et techniques d'immunofluorescence utilisant des anticorps monoclonaux
dirigés contre les glycoprotéines présentes a la surface de la membrane des plaquettes. De plus,
la numération plaquettaire est soumise a des variations liées a des artefacts bien connus des

biologistes de laboratoire et doit étre écartée avant validation [130].
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2.1.1. Méthode microscopique

La méthode manuelle de microscopie a contraste de phase a été décrite par Brecher en 1953 et
a longtemps été la seule méthode de référence pour la numération plaquettaire. Cette technique
laborieuse souffre d'imprécision et d'une faible fiabilité : le coefficient de variation
interobservateur est de 10 a 25 % pour les prélevements normaux et va jusqu'a 40 % pour les

prélevements thrombocytopéniques [137].
2.1.2. Comptage par cytométrie en flux

La numération plaquettaire immunologique est la méthode de référence approuvée par I''CSH
(International Council for Standardization in Hematology) et I'lSLH (International Society for
Laboratory Hematology) dans le processus d'étalonnage du sang total des analyseurs
d'’hématologie automatisés [138]. Les plaquettes sont marquées par des anticorps monoclonaux
conjugués a I’isothiocyanate de fluorescéine contre deux épitopes distincts de l'intégrine 11bp3
(CD41 et CD61) et analysées avec un cytometre en flux pour calculer le rapport des plaquettes
fluorescentes aux GR contenus dans la méme préparation. La numération plaquettaire de
référence est calculée a partir de ce rapport et la numération des globules rouges est obtenue
par un compteur automatique basé sur I'impédance [130]. Cette méthode est particulierement
utile lorsque la thrombopénie est sévere (< 20 G/L), cependant, elle a besoin d'un cytometre de

flux et de techniciens expérimentés pour étre appliqué [130].

La figure 14 illustre les principaux éléments optiques d'un cytometre en flux. Les cellules en
suspension dans un flux unique sont illuminées dans la Flow Cell ou elles diffusent la lumiere
(diffusion vers l'avant : le signal dépend principalement de la taille de la cellule, et diffusion
latérale : le signal dépend de la complexité et de la granularité) et émettent de la fluorescence
[130].
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Figure 14: Différents éléments d'un cytométre en flux [130]

La figure 15 schématise un nuage de point bi-paramétrique typique montrant les plaquettes,
identifiées par leur faible diffusion vers l'avant, par rapport aux globules rouges, et leur
coloration par CD41 et CD61 [130].
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Figure 15: nuage de points montrant les plaquettes et les globules rouges [130].

2.1.3. Comptage des plaquettes par impédance

Le principe Coulter, breveté par Wallace Coulter en 1953, a fourni la base de la premiéere
méthode automatisée de comptage cellulaire. Lors de I'analyse, un courant continu constant
s'établit entre deux électrodes. Lorsqu'une cellule sanguine, en suspension dans une solution
d'électrolytes, traverse une petite ouverture entourée par les deux électrodes, I'impédance
change, provoquant une diminution de l'intensité du courant. Cette diminution sera enregistrée
comme une impulsion. Pour un volume d'échantillon donné, le nombre d'impulsions
enregistrées correspond a la concentration en particules. L'amplitude de I'impulsion correspond

a la taille de la particule ou de la cellule individuelle [130].

Dans les années 1970, I'utilisation de la focalisation hydrodynamique, permettant la mise en
suspension des cellules dans un liquide de gainage, I’'unicité du passage cellulaire, I’absence de

déformation des cellules.

Différentes marques d'analyseurs a impédance sont présentes sur le marché. lls dénombrent
tous le nombre de plaquettes en comptant les éléments sanguins dans une plage de taille
specifique. Cependant, les inexactitudes de la numération plaquettaire obtenues a partir de
méthodes reposant sur la taille des cellules peuvent entrainer une surestimation ou une sous-

estimation de la numération plaguettaire. Une fausse augmentation de la numération
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plaquettaire peut étre observée en présence de particules non plaquettaires (aussi petites que des
plaquettes), telles que des érythrocytes fragmentés, des fragments de cellules nucléées, des
bactéries, des champignons, des lipides et des cryoglobulines. A l'inverse, une fausse
diminution de la numération plaquettaire peut étre observée en présence de grosses plaquettes,

dépassant la limite supérieure de la plage normale de taille plaquettaire [130].

La figure 16 schématise le principe Coulter, lorsqu'une cellule sanguine en suspension dans une
solution contenant des électrolytes passe de la partie A a la partie B du dispositif a travers une
petite ouverture (C) entourée de deux électrodes, lI'impédance change, provoquant une
diminution de l'intensité du courant. Cette variation est proportionnelle au volume cellulaire et

permet le dénombrement des différents types de cellules sanguines [130].
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Figure 16: principe Coulter[130].

La figure 17 montre I’expression de plage de taille cellulaire normale pour les hématies (GR)

et les PLQ (PLA) normalement bien séparées.
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Figure 17: Histogramme des GR et des PLQ [130].

2.1.4. Comptage optique des plaquettes

Des techniques de diffusion optique de la lumiere ont été appliquées dans les années 80 pour
compter les plaquettes avec un analyseur d’hématologie automatisé. La lumiere diffusee est
directement liée a la taille, aux irrégularités de surface et a l'indice de réfraction de la particule

ou de la cellule illuminée.

De maniére plus pratique, la cellule a identifier passe de maniere unitaire devant un faisceau

laser et I’automate analyse la lumicre diffusée par différents angles.

La lumiére transmise au petit angle correspond au rayon lumineux traversant 1’élément

cellulaire. Il renseigne sur la taille cellulaire.

La lumiere diffractée au grand angle correspond au rayon lumineux diffracté par 1’élément

cellulaire et renseigne sur la structure de celui-ci.

La figure 18 illustre les principaux éléments optiques, les cellules en suspension s'écoulent et
lorsqu'elles sont eclairées dans la cellule a écoulement, elles diffusent la lumiere (diffusion vers
I'avant : le signal dépend principalement de la taille de la cellule, et diffusion latérale : le signal

dépend de la complexité et de la granularité) [130].
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Figure 18: Comptage optique des plaquettes [130].

La figure 19 présente un nuage de point biparamétrique typique montrant des plaquettes en

turquoise et des débris en blanc.
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Figure 19: nuage de point montrant des plaquettes en turquoise [130].
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2.1.5. Comptage des plaquettes par fluorescence

Un colorant fluorescent est utilisé pour colorer les jeunes réticulocytes et les plaquettes (Figure
20). La mesure simultanée de la fluorescence et de la lumiere diffusée donne une
reconnaissance plus spécifique et un comptage plus précis des plaquettes [130], [139]. Ceci est
particuliérement vrai lorsque les grosses plaquettes doivent étre distinguées d'autres particules
relativement grosses (petits globules rouges, fragments de globules rouges). Cependant, il

existe encore des échantillons dans lesquels la numération plaquettaire peut étre surestimée.
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Figure 20: Comptage des plaquettes par fluorescence [130].

La méthode basée sur la fluorescence mesure également la fraction de plaguettes jeunes

[140]: plaquettes dites « réticulées » ou fraction plaquettaire immature (IPF) (Figure 21).
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Figure 21: Diagramme de points biparamétrique typique montrant les plaquettes en
turquoise, les plaquettes immatures en vert et les globules rouges en bleu [130].

2.2. Frottis sanguin

La ISLH et la GFHC recommandent un examen des frottis lorsque la numération plaquettaire
est inférieure a 100 G/L chez I'adulte et <150 G/L chez I'enfant [130], [141].

Le frottis sanguins aide a la recherche d'une cause a I'origine d'un compte faussement diminué
des plaquettes est la premiére étape systématiquement menée (recherche de caillot, d'amas, de

satellitisme, de fibrine, de macroplaquettes...).

Il est fortement recommandé d'analyser la morphologie des globules blancs et des globules
rouges en plus de celle des plaquettes car toutes les lignées peuvent étre informatives pour le
diagnostic méme dans les thrombocytopénies isolées. En parcourant brievement le large
éventail de diagnostics différentiels, I'examen des globules blancs peut révéler des cellules
blastiques, des cellules lymphoides anormales, des modifications septiques, des caractéristiques
dysplasiques, des inclusions de type corps de Déhle. L'examen des globules rouges peut révéler
des schizocytes, dacryocytes, plasmodium, babesia. Les plaquettes peuvent présenter un

volume anormal (augmentation ou diminution) ou une teneur en granulés anormale.

La figure 22 illustre plusieurs maladies révélées par la thrombopénie (isolée ou associée a
d'autres cytopénies). (a) thrombocytopénie liée a I'X avec des microplaquettes (trouble lié au

syndrome de Wiskott-Aldrich), (b ) MYH9-RD avec des plaquettes géantes ; une inclusion de
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type corps de Dohle est indiquée par une fleche, ( ¢ ) Syndrome plaquettaire gris avec plagquettes
dépourvues de granules alpha, (d) Infection aPlasmodium falciparum, (e) Infection
a Babesia microti, ( f) Dacryocytes, ( g ) Schistocytes, ( h') Syndrome myélodysplasique avec

dysplasie multilignée, (i ) Leucémie a tricholeucocytes.

a b e

Figure 22 : différentes anomalies pouvant étre associées a une thrombopénie [130].

Lorsque la thrombopénie n'est pas seule ou lorsque le frottis sanguin n'est pas en faveur d'un
diagnostic précis et en fonction de la gravité de la thrombopénie et de la présentation du patient
(&ge, splénomégalie, médicaments, consommation d'alcool, syndrome d'immunodéficience,

maladie auto-immune, etc.), un examen de la moelle peut étre demandé.
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2.3. Myélogramme

La nature centrale ou périphérique de la thrombopénie peut étre déterminée par 1’é¢tude du
myélogramme. La moelle est obtenue par ponction sternale. Cette derniére est réalisée sans
précaution particuliére, méme en cas de thrombopénie sévére. Le myélogramme montre une
diminution des mégacaryocytes en cas de thrombopénie centrale, voire une disparition,
éventuellement jointe en cas de dysplasie a des anomalies morphologiques affirmant un trouble

de maturation des mégacaryocytes.

Il permet aussi de réveler la présence de cellules anormales, leucémiques ou métastatiques.
D’une autre part, en cas de PTI ou de thrombopénie périphérique (hypersplénisme ou
consommation), la moelle est riche en mégacaryocytes et normale. Si le myélogramme ne
permet pas de conclure, une biopsie médullaire est alors réalisée (rares cas). Lorsque nous
suspectons un syndrome myélodysplasique (SMD), le myélogramme est indispensable et doit

étre associé au caryotype [110].

Il n’est cependant pas systématique de réaliser un myélogramme. 1l est indiqué quand un ou

plusieurs des éléments suivants est présent[110] :
Aprées 1’age de 60 ans [11].
Présence d’organomégalie.

Anomalie d’une autre lignée non expliquée par un mécanisme particulier (par exemple carence

en fer).

Absence de réponse a une thérapie de premiere ligne utilisée au cours du PTI tel que Ig

intraveineuses ou les corticoides.

Saréalisation est aussi systématiquement proposée chez I’enfant par certains, mais cette attitude

n’est pas consensuelle [110].

48



2.4. Biopsie ostéo-medullaire

Les mégacaryocytes sont les plus grandes cellules normalement observées dans la moelle
osseuse, avec une taille allant de 12 a 150 pm. Dans de nombreuses maladies, la morphologie
mégacaryocytaire est I'indice d'un diagnostic correct. Les petits mégacaryocytes peuvent passer
inapercus dans les coupes colorées de routine, mais ces petites formes peuvent étre détectees
par immunohistochimie (par exemple, anticorps contre CD36, CD41, CD42b, CD61) [142].
Une diminution des meégacaryocytes peut étre congenitale ou acquise, par exemple dans
I'anémie aplastique ou I'anémie mégaloblastique. Une hypoplasie des mégacaryocytes peut étre
observée comme un phénomeéne paranéoplasique dans les lymphomes malins (surtout T-LGLL)
ou les carcinomes, mais aussi comme une réaction toxique a divers médicaments et radiations.
En outre, I'nypoplasie des mégacaryocytes est souvent observée en cas d’infection (par
exemple, en cas d'infection par le CMV). Un nombre accru de mégacaryocytes peut étre détecté
en cas de PTI, d'hémorragie, d'hémolyse, d'hypersplénisme, apres une splénectomie et dans de
nombreux troubles malins, comme les carcinomes et les lymphomes[142]. Méme dans les
biopsies de moelle osseuse, qui sont densément infiltrées par du tissu tumoral malin, on observe
souvent un nombre accru de mégacaryocytes pléomorphes, tandis que I'érythro- et la
granulocytopoiese sont fortement diminuées. L'hyperplasie des mégacaryocytes est fréquente
dans les états septiques et paranéoplasiques. Aprées I'application de facteurs de croissance, le

nombre de mégacaryocytes peut augmenter de facon marquée[142].
a. Micromégacaryocytes et mégacaryocytes hypolobés/nonlobés

Un nombre élevé de micromégacaryocytes non lobulés avec une chromatine plutdt dense est
un résultat caractéristique de la leucémie myélolde chronique BCRABL-positive
(mégacaryocytes nains) [143] et des patients atteints de myélodysplasie. Ces
micromégacaryocytes sont souvent les cellules de référence pour le diagnostic. Une
mégacaryocytopoiese décalée vers la gauche sans atypie est typique chez les patients présentant
des défauts de survie des plaquettes, en particulier le PTI [144]. De petits mégacaryocytes aux
noyaux hypolobés, souvent disposés en feuillets, sont fréqguemment observés chez les patients
aprés une chimiothérapie. Des mégacaryocytes hypolobulés de taille normale peuvent étre
observeés chez des patients ages sans troubles hématologiques [142].

49



Figure 23: L'augmentation des petits mégacaryocytes avec une chromatine souvent
condensée est un résultat caractéristique de la LMC BCR-ABL-positive (a:
hematoxyline et éosine H&E).

La coloration au MGG (b) révele également une augmentation des basophiles. (¢) Chez
un patient atteint de SMD avec dysplasie multiligne, on observe de petits
mégacaryocytes atypiques avec des noyaux hypolobulés (H&E). (d) Par
immunohistochimie, on trouve beaucoup plus de petits mégacaryocytes atypiques dans
la moelle osseuse du méme patient (voir c) atteint de SMD avec dysplasie multiligne
(CD42b) [142].

b.  Mégacaryocytes a noyaux nus

Des mégacaryocytes nus ou "dénudes" peuvent étre observés dans les néoplasmes
myeéloprolifératifs, en particulier dans la myélofibrose primaire [145], et chez les patients
infectés par le VIH. Ces mégacaryocytes présentent des noyaux sombres et un cytoplasme non
visible (absent) [142].
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Figure 24: Biopsie de moelle osseuse chez un patient atteint de myélofibrose primaire
Méme a faible grossissement dans les coupes colorées en routine H&E (@), les noyaux
nus des mégacaryocytes sont visibles en raison de leur chromatine dense et sombre. A
plus fort grossissement, les formes nues ne présentent pas de cytoplasme visible (b).
Cette biopsie de moelle osseuse a été prélevée chez un patient séropositif. Sur une coupe
colorée en routine H&E au sein d'un stroma cedémateux, on observe des mégacaryocytes
a noyaux nus (c). La coloration avec un anticorps anti-CD42b (d) met en évidence les
mégacaryocytes, dont certains sont dénudés [142].

c.  Agrégation de mégacaryocytes

De petits amas de mégacaryocytes atypiques de taille généralement petite a normale sont
visibles dans les biopsies de moelle osseuse de régénération, en particulier aprés une
chimiothérapie. Des amas de petits mégacaryocytes atypiques aux noyaux hypolobulés sont
fréquents dans les syndromes myélodisplasiques [142]. Des amas de mégacaryocytes tres
atypiques, souvent de grande taille, sont observés dans les troubles myéloides néoplasiques,

notamment dans les myélodisplasiques/ myéloproliferatifs néoplasmes avec sidéroblastes
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annulaires et thrombocytose et dans les néoplasmes myéloproliferatifs, myélofibrose primaire
[142].

ATTENTION

L'agrégation des meégacaryocytes n'est pas observée dans les biopsies de moelle osseuse
"normales”. Elle peut étre observée dans des conditions réactives, comme la régeneration de la
moelle osseuse, mais l'agrégation des mégacaryocytes est plus typique des conditions
néoplasiques. Un "amas de megacaryocytes” est défini comme un groupe de trois
mégacaryocytes ou plus étroitement liés les uns aux autres [142].

S Yoy o™ e Aol 2PN .
Figure 25: (a) Biopsie de la moelle osseuse d'un homme de 55 ans apres une
chimiothérapie contre la leucémie aigue myélolde. La moelle osseuse est hypercellulaire
avec une augmentation de I'hématopoiese décalée vers la gauche (H&E). (b) Des amas de
meégacaryocytes plutot petits apres chimiothérapie sont visualisés par
immunohistochimie (CD42b). (c) Moelle osseuse hautement hypercellulaire d'un homme
de 46 ans chez qui on a diagnostiqué un SMD avec exces blastique-2 (H&E). (d) Des
grappes de petits mégacaryocytes atypiques avec des noyaux hypolobulés sont visibles
par immunohistochimie chez cet homme de 46 ans atteint d'un SMD avec excés de

blastes 2 (CD42b)[142].
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d.  Localisation paratrabéculaire des mégacaryocytes

Les mégacaryocytes, étroitement attachés aux travées osseuses, sont une caractéristique des
néoplasmes myéloides, comme les syndromes myélodisplasiques ou les neoplasmes
myeéloprolifératifs [146]. Rarement, des mégacaryocytes paratrabéculaires peuvent étre

observeés dans les moelles osseuses réactives, principalement dans les moelles régénératives ou

chez les patients atteints de lupus [142].

Figure 26:(a, b) Mégacaryocytes paratrabéculaires chez un homme de 87 ans atteint de
SMD avec del(5q) isolé. (a gauche : MGG ; a droite : coloration de Gomori). (c, d) Un
patient de 47 ans atteint de SMD associé a un traitement et présentant une fibrose (a
gauche : Hematoxyline et €osine, a droite : coloration de Gomori)[142].
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e.  Syndrome des plaquettes grises

Le syndrome des plaquettes grises (SPG) est une thrombocytopénie héréditaire rare caractérisee
par une macrothrombocytopénie et l'absence de a-granules plaquettaires, ce qui donne des
plaquettes grises typiques sur les frottis périphériques [147]. La maladie est présente a la
naissance, mais occasionnellement la maladie est découverte a I'dge adulte. Parmi les 60 cas
bien documentés, on ne trouve pas d'inégalité entre les sexes féeminin et masculin, ni de
prédisposition ethnique ou géographique. Les patients atteints du syndrome des plaquettes
grises sont souvent diagnostiqués comme un purpura thrombocytopénique immunitaire. Les
données de suivi a long terme montrent la nature progressive de la thrombocytopénie et de la
myélofibrose du SPG, entrainant des hémorragies fatales chez de nombreux patients [142].

La biopsie de la moelle osseuse d’une femme de 36 ans était 1égerement hypercellulaire avec
une légere augmentation des fibres de réticuline. La constatation la plus évidente était celle
d'une mégacaryocytopoiese modérément accrue. Les mégacaryocytes étaient plutot petits avec
des noyaux normalement lobulés ou hypolobulés avec une chromatine condensée. Tous les
mégacaryocytes présentaient une forte positivité avec les marqueurs mégacaryocytaires
habituels. En outre, les mégacaryocytes étaient fortement positifs pour le CD34, mais le
marqueur des granules alpha (GF11B) était réduit (ce marqueur a été fourni par les cliniciens
qui ont étudié de maniére excessive les résultats des patients et ont signalé cette famille).
L'érythropoiese était Iégerement augmentée et décalée vers la gauche, la granulopoiese semblait
normale [142].
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Flgure 27: Syndrome des plaquettes grlses
(a) Une coupe hematoxyline et éosine colorée en routine montre une moelle osseuse
Iégerement hypercellulaire. Sur cette figure, on peut voir des mégacaryocytes plutot
petits avec des noyaux hypolobulés. (b) La coloration de Gomori révéle une légere
augmentation des fibres de réticuline dispersées de facon diffuse[142].
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Fraction des plaquettes immatures IPF

Les plaquettes immatures ou plaquettes réticulées sont des thrombocytes nouvellement libéreés.
Elles peuvent étre identifiées par leur grande taille et leur concentration cytoplasmique élevée
en ARN [148]. La fraction de plaquettes immatures (IPF) représente le pourcentage de
plaquettes réticulées circulantes par rapport au nombre total de plaguettes. Le développement
de la standardisation analytique de ce paramétre hématologique par de nouveaux appareils
automatises a permis de mieux explorer son apport dans un contexte de thrombopénie. En effet,
plusieurs études avaient confirmé son utilité clinique pour différencier les thrombopénies
immunitaires des autres causes de thrombopeénies. L'IPF peut également prédire la récupération
des plaquettes aprés une chimiothérapie et la réussite d'une greffe. En outre, les plaguettes
immatures ont montré leur utilité dans d'autres maladies telles que les maladies coronariennes,
les infections bactériennes et les maladies du foie. Malgré tous ces avantages, la fraction de
plaquettes immatures peut étre augmentée dans certains cas de thrombocytopénie caractérisée

par une hypoproduction de plaquettes [148].
1. Plaquettes réticulées

Les plaquettes réticulées reflétent I'activité de la mégacaryopoiese dans la moelle osseuse. Elles
peuvent donc étre utilisées comme un test non invasif chez les patients atteints de thrombopénie
dans diverses conditions cliniques [20]. La méthode d'analyse privilégiée est la cytométrie en
flux. Cependant, il existe un manque évident de standardisation analytique, ce qui rend difficile
la comparaison des résultats obtenus dans différents laboratoires [20]. Actuellement, il existe
sur le marché deux types d'analyseurs hématologiques offrant une mesure entiérement
automatisée des plaquettes réticulées : les analyseurs haut de gamme fabriqués par Sysmex
(séries XE et XN) et Abbott (CELLDYN Sapphire). Bien que les méthodes soient
essentiellement différentes et ne puissent étre utilisées de maniere interchangeable, leur utilité
cliniqgue a été prouvée. Les tests de plaquettes réticulées sont utiles pour le diagnostic
différentiel des thrombopénies et pour surveiller la récupération de la moelle osseuse apres une
chimiothérapie ou une transplantation de cellules souches. Ces tests peuvent aider les cliniciens

a prendre des décisions en matiére de transfusion de plaquettes lorsque la récupération de la
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thrombopénie est imminente. En outre, les résultats préliminaires indiquent qu'il existe une
justification pour les plaquettes réticulées ou immatures pour la stratification du risque dans les
syndromes coronariens aigus et pour la surveillance de I'effet du traitement par des

médicaments antiplaquettaires chez les patients atteints de maladies coronariennes [20].
1.1. Définition et propriétes fonctionnelles

L'hétérogenéité de la taille et de la fonction des plaquettes est reconnue depuis les années 1930.
Une attention sérieuse a été portée aux caractéristiques différentielles des plaquettes a la suite
des études de Karpatkin [149]. L'auteur a séparé les plaquettes dans la circulation humaine en
fonction de leur taille et de leur poids et a décrit des populations de plaquettes "grosses et

lourdes™ et "petites et légéres™.

Le terme "PR™ a été utilisé pour la premiére fois pour décrire les plaquettes nouvellement
synthétisées par Ingram et Coopersmith. Ces chercheurs ont soumis des chiens a une perte de
sang aigué et ont ensuite prélevé des plaquettes en circulation 5 a 7 jours plus tard. A l'aide de
techniques de microscopie optique, ils ont coloré les plaquettes avec du bleu de méthyléne,
connu pour se lier a I'ARN et utilisé précédemment comme coloration supravitale pour
identifier les globules rouges nucléés indiquant une érythropoiese accélérée. Ils ont ensuite
étudié les plaquettes avant et apres la phlébotomie. Pendant la phase de récupération apres une
phlébotomie, les motifs réticulaires étaient jusqu'a cing fois plus fréquents qu'avant
I'némorragie. Partant du principe que ces mémes motifs étaient analogues a ceux observés dans
les globules rouges juvéniles, ils ont proposé que les PR soient récemment libérés de la moelle
osseuse [150]. L'identification plus sophistiquée des plaquettes nouvellement libérées a
commencé au début des années 1990. Les globules rouges réticulés ont été identifiés par
cytométrie en flux en utilisant le fluorophore thiazole orange (TO), qui se lie aux acides
nucléiques avec une affinité particuliére pour I'ARN et émet une fluorescence a 488 nm [151].
Il est intéressant de noter que la " contamination plaquettaire " figurait a l'origine parmi les
sources de déterminations erronées des réticulocytes. En 1990, Kienast et Schmitz ont rapporté
cette technique aprés une coloration TO chez des patients thrombocytopéniques qui
présentaient un nombre normal ou accru de mégacaryocytes dans la moelle osseuse. Une

coloration TO-positive était présente dans 26,9% des plaquettes de cette population, contre 8,6
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% des plaguettes des sujets témoins. En revanche, les patients dont la production de plaquettes
était altérée ne presentaient pas de coloration TO accrue [152]. L'implication était que les
plaquettes marquées TO indiquaient une production accrue de plaquettes dans la moelle

osseuse. Cette hypothese a été confirmée ultérieurement par des expériences de biotinylation.

La biotine se lie de maniere covalente aux acides aminés libres de la membrane cellulaire des
cellules circulantes, mais pas aux membranes des cellules séquestrées dans la moelle osseuse.
L'injection de biotine peut donc étre utilisée pour marquer les cellules déja présentes dans la
circulation, ce qui permet de les distinguer des cellules qui entrent dans la circulation apres la
réalisation de I'injection. Dans une série d'expériences, les plaquettes circulantes (biotine-
positives mais TO-négatives) ont été distinguées des plaquettes nouvellement synthétisees
(biotine-négatives mais TO-positives), établissant que les plaquettes riches en acide nucléique
avaient moins de 24 heures [153], [154]. Par conséquent, les numérations de PR ont été utilisées
en clinique pour distinguer la thrombocytopénie due a la consommation de plaquettes de celle
due a une diminution de la production de plaquettes, et pour surveiller la réponse a une
thrombocytopénie exogéne [155], [156]. Il convient toutefois de noter que le TO colore
également le contenu des granules denses. Lorsque les plaquettes sont incubées avec de fortes
concentrations de TO ou lorsque la durée d'incubation est prolongée, la constatation de la
positivité du TO perd de sa spécificité et, par conséquent, les plaquettes catégorisées comme

étant "réticulées” ne sont pas nécessairement nouvellement synthétisées [157].

Une grande partie de la compréhension des PR est dérivée de I'observation de I'hétérogénéité
de la taille des plaquettes, avec I'nypothése que le pool de plaquettes plus grandes est constitué
principalement de PR. Dans des conditions de thrombopoiése stimulée, la moelle osseuse a
tendance a produire des plaquettes plus grosses [158]. Lorsque les plaquettes augmentent en
taille, elles ont tendance a produire une agrégation plus rapide et plus compléte [159], a contenir
une concentration plus élevée d'adénosine triphosphate, d'adénosine monophosphate et de
glycogéne [160], a avoir une plus grande activité de lactate déshydrogénase et une plus grande
absorption et libération de sérotonine,[158] a produire plus de thromboxane B2 [159]-[161] et
a exprimer plus de GPIb et d'intégrine allbp3 GPIIb/Illa [162]. Ces propriétés rendent les

plaquettes plus grandes fonctionnellement plus actives [158]. Plusieurs études ont montré une
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corrélation significative entre le volume plaquettaire moyen (VPM) et le PR chez les patients
atteints de cardiopathie ischémique stable (CSI) et de syndrome coronarien aigu (SCA) [163]-
[166]. Lakkis et al ont montré que dans un groupe de patients atteints de SCA, par rapport aux
témoins sains, le VPM augmentait dans tout le spectre des SCA et était le plus élevé chez les
patients atteints d'infarctus du myocarde avec surélévation du segment ST. Ce phénoméne s'est
accompagné d'une augmentation significative des PR [164].

En 2002, Saving et al ont rapporté que les PR ont une expression plus élevée de deux récepteurs
d'adhésion importants : GP-IV et a6p1 (VLA-6) [167]. GP-1V se lie a la thrombospondine, la
principale protéine alpha-granule des plaquettes, ce qui facilite leur adhésion a I'endothélium
vasculaire. D'autre part, la VLA-6 facilite I'adhésion des plaquettes activées a la laminine, I'un
des trois principaux composants de la matrice sous-endothéliale (avec la fibronectine et le
collagene).On a constaté par la suite que les PR présentaient une expression plus élevée de la
P-sélectine et du composé activateur de la procaspase-1 (un épitope sur l'intégrine allbf3
activée), ainsi que du GPIba, le récepteur du facteur de von Willebrand [166], [168], [169]. En
outre, il a été démontré que d'autres composants du systeme de signalisation thrombotique, les
COX-1et COX-2, étaient régulés a la hausse dans les PR [166], [170]. Alors que la contribution
de la COX-2 a la production de prostanoides peut étre minime chez les individus normaux, cet
effet semble étre accentué chez les patients présentant un turnover plaquettaire accru. En fait,
le NS-398, un inhibiteur sélectif de la COX-2, a un effet inhibiteur profond sur la synthese des
prostanoides (PGE2 et TxB2) chez les patients atteints de thrombocytopénie immunitaire ou de
transplantation de cellules souches du sang périphérique [171]. Lador et al ont également
examiné la capacité des PR & répondre a l'activation. A l'aide d'une triple coloration
cytométrique de flux, ils ont identifié les PR a l'aide de TO, et ont étudié I'expression de la P-
sélectine et de l'annexine V. Aprés stimulation par 'ADP (10 uM), la proportion de PR
exprimant la P-sélectine et I'annexine V a été multipliée par quatre et par 1,5, respectivement,
par rapport aux plaquettes matures, ce qui implique une plus grande réactivité parmi les PR
[172]. Outre leur réle dans la formation du bouchon plaquettaire, les PR semblent également
jouer un réle important dans la cascade de la coagulation par une participation accrue a
I'assemblage du complexe pro-thrombinase, lors de la stimulation avec la thrombine [169],
[173].
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Le mécanisme qui sous-tend cette capacité accrue pourrait étre lié a la capacité de I'ARNm
présent dans les RP a subir une traduction, ce qui entraine la synthese des protéines. Une
observation précoce de Kieffer et al a indiqué que le réticulum endoplasmique rugueux était
plus proéminent dans les plaquettes prélevees chez des patients atteints de purpura
thrombocytopénique idiopathique que dans les plaquettes de volontaires sains. Ces plaquettes
étaient également capables d'incorporer de la méthionine et de la leucine radiomarquées dans
leur pool de GP, ce qui implique que la population de plaguettes immatures avait une capacité
accrue de synthese protéique [174]. La littérature regorge desormais de preuves que, bien
qu'elles soient anucléées, les plaquettes disposent d'un pool vestigiale d’ARNm qui a la capacité
d'étre traduit en protéines [175], bien que la signification fonctionnelle de cet ARN est encore
débattue. Angénieux et al ont établi une corrélation entre la teneur en ARNm dans les plaquettes
murines avec la synthése des protéines. En utilisant la toxine de la diphtérie, ils ont induit une
thrombocytopénie chez les souris, suivie d'une thrombocytose. Comme prévu, la proportion de
PR circulants a augmenté de facon spectaculaire & mesure que le nombre de plaquettes
augmentait. Cette découverte s'est accompagnée de la synthése de protéines contenant de la
méthionine et de la cystéine radiomarquées. Sur une période de quelques heures, la teneur en
ARN a diminué et, parallélement, la synthése des protéines a diminué. Ceci a été accompagné
par la perte d'environ la moitié de leur ARN ribosomal et béta-actine ribosomal et de I'actine
béta aprés 6 heures et de plus de 90 % aprées 24 heures [176]. Bien que ces résultats impliquent
gue I'ARN observé dans les PR soit fonctionnel, la courte durée de la teneur élevée en ARN
souléve d'importantes questions concernant le degré auquel l'augmentation de la synthese des
protéines fournit un soutien fonctionnel a la thrombose [176].

Au moins deux expériences ont jusqu'a présent confirmé que les PR sont effectivement plus
actifs dans la thrombose que les plaquettes matures. Dans la premiére expérience, des thrombi
riches en plasma ont été générés par perfusion du sang total d'individus normaux sur des
segments d'arteres carotides porcines dans des conditions de contrainte de cisaillement
similaires & celles observées dans les sténoses des artéres coronaires. Les thrombi ont ensuite
été récoltés par vortexage, puis désagrégés et évalués par cytométrie en flux. L'intensité de la
coloration TO était plus importante dans les plaquettes prélevées sur les thrombi que dans les

plaquettes du sang total. Cette constatation s'est accompagnée d'une expression plus élevée de
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la chaine d'intégrine 33 dans les plaquettes prelevées dans les thrombi [177]. Dans la deuxiéme
expérience, des plasmas riches en PLQ (PRP) provenant de volontaires sains ont éte stimulées
avec de I'AcA ou de I'ADP et la composition relative de la population de plaquettes non
agrégées a éte évaluée. Les chercheurs ont constaté que les PRP contribuaient de maniere
disproportionnée a la composition du thrombus. De plus, un examen au microscope confocal a
montré que les PR sont situés au cceur des agrégats [178]. Ces données suggerent fortement que
les PR jouent un role essentiel dans lI'agrégation plaquettaire en formant un agrégat qui facilite
le recrutement de plaquettes plus anciennes [178]. On ne sait pas si cette observation reste

valable in vivo, ou d'autres éléments sanguins participent a la formation du thrombus [179].
1.2. Application clinique de ’IPF ou plaquettes réticulées

Plusieurs publications sur la mesure des PR ont été réalisées. Premierement par la méthode de
cytométrie en flux et ultérieurement grace a I'lPF. L'évaluation prédictive de ce marqueur dans
le diagnostic des thrombocytopénies est 1’une des principales applications cliniques étudiées.

L'IPF a été étudié apres dans diverses pathologies.
1.2.1. Thrombocytopenie

L'une des premieres applications, et la plus étudiée, concerne I'utilité du RP/IPF pour établir un
diagnostic différentiel entre les thrombopénies dues a une destruction périphérique, dans
lesquelles la proportion de RP est augmentee, et les formes d'insuffisance médullaire, dans
lesquelles la proportion se situe dans la fourchette de référence [24], [152], [180]-[184], bien
que les données rapportées sur cette question semblent étre contradictoires. Dans les études
comparatives sur le diagnostic différentiel entre la thrombocytopénie immunitaire primaire
(ITP) et I'anémie aplasique (AA), la sensibilité et la spécificité de cet outil sont de 83 % et 75
%, respectivement, pour I'IlPF % de XE contre 93,6 % et 89,3 %, respectivement, pour la RP
[180]. Les faux positifs peuvent étre dus a une liaison non spécifique de la polyméthine avec
les fragments érythrocytaires. Les performances des IPF% obtenus avec XN, avec une
sensibilité de 85,1% et une spécificité de 89,3%, sont plus satisfaisantes [180]. Cependant, en
utilisant le Sysmex XE dans la population adulte, d'autres auteurs ont observé un

chevauchement important entre les sujets atteints de ITP et ceux atteints d’insuffisance
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médullaire de différentes causes (AA, myélodysplasie, leucémies), le chevauchement étant
mineur par rapport aux controles [183], [184]. Chez les patients sous chimiothérapie qui ont eu
moins de transfusions de plaquettes ou d'épisodes septiques, une augmentation de I'IPF se
produit 1 a 3 jours avant la récupération totale des plaquettes [26] et une valeur de 7,7 % a été
rapportée comme la plus connue dans le diagnostic du purpura thrombocytopénique
immunitaire (PTI) et dans la récupération aprés chimiothérapie [185].

Chez certains patients, en particulier ceux atteints de troubles MYH9, on a constaté que des
valeurs extrémement elevées d'IPF% n'avaient aucun rapport avec le RP mesuré par cytométrie
en flux. De plus, I'lPF% a tendance a augmenter avec le temps dans le cas des agrégats
plaquettaires [186]. Ces résultats suggerent I'influence possible de la dimension en plus du

contenu dans la détermination de I'lPF [184].
1.2.1.1 IPF et thrombopénies centrales

Chez des patients présentant une aplasie médullaire (AM) idiopathique, des études ont trouvé
que I'lPF était augmenté par rapport au groupe contrdle. En revanche, cette élévation n'était pas
souvent significative [185], [187]. Cependant, les comparaisons de I'IPF des patients ayant une
AM a celui des patients avec un PTI ont montré une différence avec des taux plus bas lors des
AM [185], [187]. Jung a établi un cut-off de I'IPF a 7.3% afin de distinguer le PTI de I’AM,
dont la spécificité était de 92.2% avec une sensibilité de 54% [187].

Une étude a analysé I’IPF des pathologies responsables de thrombopénies centrales : 1'aplasie
médullaire, l'infiltration médullaire par une tumeur solide et les hémopathies malignes. L'IPF

des thrombocytopénies centrales était :

— élevé par rapport au groupe contréle.

— plus bas que celui des thrombocytopénies périphériques par destruction. Cependant, il
n'a pas été montré de différence significative avec le groupe des thrombocytopénies
périphériques par distribution anormale des plaquettes [181].

Chez certains patients atteints de syndromes myélodysplasiques, une valeur élevée de I'IPF est
un marqueur utile d'un mauvais pronostic car elle est associée a une dysplasie mégacaryocytaire

ou a une anomalie caryotypique [188], [189].
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1.2.1.2 IPF et thrombopénies périphériques

De nombreuse études ont montré une élévation de I'lPF allant de 7,7% a 17,4%, dans les cas de
thrombocytopénie par destruction périphérique, que ce soit lors d'un pupura thrombotique
thrombocytopénique (PTT) ou dun PTI [24], [185], [187], [190]. Aucune différence
significative n’a été retrouvée entre les valeurs d'IPF entre les adultes et les enfants et entre les
hommes et les femmes ayant un PTI [187]. Chez les enfants, une étude a différencie les PTI
chroniques des PTI nouvellement diagnostiqués. L'IPF était augmenté dans les deux groupes
avec des valeurs plus elevées dans le groupe PTI chronique [191]. La cinétique des parameétres
plaquettaires a été étudiée notamment celle de I'IPF et de la numération plaquettaire. Il a été
observé une correélation inverse de la cinétique de I’IPF et de la numération plaquettaire [24].
De ce fait, lorsque la numération plaquettaire augmentait, le taux d'IPF diminuait. De plus, chez
les patients ayant un PTI ou un PTT en rémission, les valeurs de I'lPF étaient normales [192].
Donc pour le PTT et le PTI, I'lPF pourrait étre un bon marqueur de suivi.

Chez les patients ayant une CIVD, une étude a montré une élévation des valeurs d’IPF par
rapport au groupe contréle, avec une moyenne a 9.5% (2.3-18.6) [193]. Toutefois sur les 16
patients présentant une CIVD, Cannavo et al. n’ont retrouvé une élévation de I'lPF que chez 9
d’entre eux [190].

Chez des patients présentant une thrombocytopénie par destruction périphérique comprenant la
CIVD, le syndrome de Evans, le PTT et le PTI, une étude a retrouvé une augmentation de I'lPF

par rapport aux autres groupes de I'étude soit [181] :

— un groupe contréle.
— un groupe de thrombocytopénie périphériques non immunologiques par distribution
anormale des plaquettes (hypersplénisme et splénomégalie).

— un groupe de thrombopénie centrale.

L'étude des thrombocytopénies périphériques liées a une distribution anormale des plaquettes
par hypersplénisme et splénomégalie (hypertension portale, cirrhose) a démontré une élévation
significative de I'lPF par rapport au groupe contréle. En revanche, I'IPF était plus bas que dans

les thrombocytopénies par destruction périphérique. Il n'a pas été démontré par contre de
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différence par rapport au groupe de patients ayant des thrombocytopénies centrale (aplasie
meédullaire ,hémopathie maligne, infiltration medullaire par une tumeur solide) [181].

Cependant, certaines observations peuvent étre faites :

— L'IPF de I'ensemble des thrombocytopénies périphériques est élevé par rapport a celui
des groupes controles.

— L'IPF des thrombocytopénies par destruction périphérique des plaquettes est plus
augmenté que celui des autres groupes.

— Par contre, I'lPF des thrombocytopénies par distribution anormale ou consommation des
plaquettes n'est pas différent de celui du groupe des thrombocytopénies d’origine

centrales.

Finalement, ce paramétre ne permet pas de distinguer une thrombocytopénie centrale des autres
causes de thrombocytopénies périphériques mais il est un bon marqueur du renouvellement

plaquettaire dans les thrombocytopénies par destruction périphérique.
1.1.2.1.2.1 Thrombocytopénie immunitaire (T1) :

Les patients atteints de TI présentent une augmentation du nombre de grosses plaquettes et des
valeurs MPV élevées [194]. Cette augmentation peut conduire a des valeurs de MPV
faussement élevées. Plusieurs études ont montré une augmentation de I'lPF chez les patients
adultes atteints de TI, aucune différence n'a eté détectée entre la population pédiatrique et la
population adulte, ni entre les hommes et les femmes[148]. Chez les patients atteints de TI, une
forte corrélation a été détectée entre le nombre de plaquettes et I'IlPF. L'IPF des patients atteints
de TI en rémission a diminué pour atteindre des valeurs normales. La valeur médiane de I'lPF
chez les patients atteints de Tl varie de 5,7 % a 22,3 % [148]. Les résultats les plus intéressants
ont été rapportés dans 3 études portant sur des populations de grande taille (>100 patients
atteints de TI). Ferreira et al, Jung H et al et Yasunori et al ont rapporté une valeur d'IPF chez
les patients atteints de TI de 12,3 % (2,4-65,6) ; 7,7 % (1-33,8) et 17,4 % (1,2-53,2),
respectivement [13], [185], [187]. Avec un seuil de 7,7%, Yasunori Abe et al. ont rapporté une
sensibilité et une spécificité de 86,8% et 92,6%, respectivement. Mais, Jung H et al. avec le
méme dispositif (XE) ont rapporté une sensibilité et une spécificité de 54% et 92,2%,
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respectivement [148]. Cette différence de sensibilité peut étre expliquée par la différence entre
deux facteurs dans les études : la population comparative (hémopathies malignes, anémie

aplasique...), et la sévérité de la thrombocytopénie chez les patients atteints de Tl (Tableau I1).

Pour les populations pédiatriques, Strauss G. et al. ont rapporté une augmentation significative
du pourcentage d'IPF dans les TI aigus et chroniques par rapport aux contréles sains. Cette
augmentation de I'lPF a également été rapportée chez les patients atteints de leucémie
lymphocytaire aigué, mais l'augmentation des valeurs de I'IPF était significativement plus
élevée dans la TI. Cette étude a également rapporté que les valeurs de pourcentage de I'lPF
étaient plus élevées dans le Tl aigu (Tla) que dans la Tl chronique (TIc). Les auteurs ont suggéré
la présence d'un pathomécanisme distinct [191]. La classification du TI aigu et chronique a été
rapportée selon la Conférence de consensus de Vicenza, 2008 [195]. En revanche, Adly AAM
et al. avec la méme classification du Tla et du Tlc ont rapporté un pourcentage d'IPF plus élevé
dans la TI chronique par rapport au Tl aigu [148]. Cette étude a également proposé un seuil de
9,4 % afin d'atteindre une sensibilité et une spécificité de 88 % et 85,7 %, respectivement [18].
Nous pensons que la différence entre la Tlc et la Tla pourrait étre liée principalement a la
numération plaquettaire et secondaire a une modulation du mécanisme de thrombocytopénie
par des médicaments antérieurs. McDonnell A. et al. ont rapporté une sensibilité de 93% et une
specificité de 91% avec un seuil de (5,2%) pour différencier le T1 d'une insuffisance médullaire.
Ils ont également mentionné l'utilité de I'lPF pour identifier les patients présentant un risque
élevé d’hémorragie [12]. Cette identification des patients a haut risque hémorragique par I'lPF
et la thromboélastométrie peut conduire a de nouvelles directives pour les indications de
traitement [196]. Méme si ces indications ont été identifiées, des essais prospectifs et

multicentriques de plus grande envergure sont nécessaires.
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Tableau Il : Résultats des études sur I'lPF chez les patients adultes atteints d'immuno-
thrombocytopénie [148].

Premier | Année | Nombre | IPF% IPF% IPF | Sensibi | spécific | Référe
auteur de (sain) (Th % lité% ité% nces
patient Cut-
avec Tl off
Ibrahim H | 2016 8 25 (1.8- (83 (6.7-| - - - [197]
3.4) 9.9)
Ferreira 2017 105 - 12.3(24 | - - - [13]
FLB —65.6)
Cho YG 2007 14 1.7(0.4- | - 6.1 |929 82.9 [198]
5.4)
Naz A 2016 62 1.1-17.8 | 16.93+ 7 - 70.21 [190]
11.15
Sakuragi | 2015 47 XE:25% |- - XE: 83 | XE: 75 | [180]
M 1.3 XN: XN: XN:
22+1.2 85.1 89.3
BriggsC | 2004 22 34 (1.1- (223 - - - [24]
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1.1.2.1.2.2 Purpura thrombotique thrombocytopénique

La thrombocytopénie dans les syndromes microangiopathiques est due a une forte destruction
et consommation périphérique des plaquettes. Des valeurs élevées d'IPF-% ont été
précédemment rapportées dans le purpura thrombocytopénique thrombotique. Briggs et al. ont
rapporté un IPF-% élevé chez les 11 patients atteints de PTT avec une valeur moyenne de
17,2%, un minimum de 11,2% et un maximum de 30,9% [24]. La rémission du PTT était
associee a une normalisation du pourcentage d'IPF [24]. H. Hong a signalé que l'augmentation
du pourcentage d'IPF et la diminution du nombre absolu de plaquettes immatures (A-IPC) sont
significativement élevées dans 18 cas de PTT idiopathique[200]. Chez les patients suspectés de
PTT, le pourcentage de FPI et la CIPA peuvent étre utilisés pour le diagnostic et la surveillance

afin de guider I'adaptation du protocole thérapeutique[201], [202].
1.2.1.3 Diagnostic différentiel des thrombopénies centrales et périphériques

Dans I’étude de Goel G et al., la plage de référence de I'IPF chez les témoins sains a été estimée
entre 0,7 et 5,7 % avec une moyenne de 2,4 % [203]. Il a été observé que les patients atteints
de thrombocytopénie due a une destruction périphérique accrue des plaquettes présentaient une
augmentation plus prononceée de I'lPF (13,4 %, 4,3 a 23,5 %) par rapport a des patients atteints
de thrombocytopénie due a une insuffisance/suppression de la moelle osseuse (4,6 %, 1-
16,4 %). Cette différence dans les valeurs d'IPF entre les deux groupes était statistiquement
significative (p -valeur = 0,001). Ce résultat indique que la valeur de I'lPF est un parametre
important pour déterminer le taux de thrombopoiése et qu'il facilite I'établissement du
diagnostic différentiel de la thrombocytopénie au moment du diagnostic initial, rendant ainsi
inutile la nécessité d'un examen de la moelle osseuse [203]. L'utilisation de I'IPF dans le
diagnostic de la thrombocytopénie aide a distinguer la destruction périphérique des plaquettes
avec une augmentation marquée de I'lPF et une thrombopoiese active de la moelle osseuse
hypoplasique avec une thrombopoiese réduite. Ces résultats étaient comparables a ceux des
études réalisées par Naz et al, Jung et al, Cho et al, Briggs et al [17], [24], [187], [198], [204].

La valeur seuil optimale de I'lPF pour différencier les patients avec une destruction périphérique
accrue des plaquettes de ceux avec une production réduite de plaquettes était de 5,95 % avec

une sensibilité de 88 % et une spécificité de 75,9 %, estimée par la courbe ROC entre les deux
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groupes de patients [203]. Ce résultat peut suggérer que les patients thrombocytopéniques avec
une augmentation de I'lPF > 5,95 ne doivent pas étre considérés comme candidats au syndrome
d'insuffisance médullaire. Des études antérieures de Jung et al, Abe et al et Sakuragi et al ont
rapporté des valeurs seuils de 7,7, 6,15 et 7,3 %, respectivement, qui appuient les résultats de
la présente étude [185], [187], [205].

L'IPF est un outil intéressant dans le diagnostic des thrombopénies d'origine inconnue,
notamment lorsque la thrombopénie est isolée. Une valeur d'IPF% >13% prédit un mécanisme
périphérique pour la thrombocytopénie (valeurs positives prédictives =100%), rendant les
aspirations de MO inutiles chez ces patients [203]. L'interprétation doit étre prudente en cas de
suspicion de Syndrome myélodisplasique ou de thrombocytopénie congénitale. L'IPF chez les

patients atteints de SMD pourrait étre utilisé pour guider le traitement [203].

Thrombocytopaenia
Platelet count <150 G/I

l

Search for obvious aetiology: sepsis, DIC, thrombotic microangiopathy, hypersplenism, malnutrition, drug toxicity, HIT...

}

No obvious cause

il v
Isolated Thrombocytopaenia Bi or pancytopaenia, or
macrocytosis
' v !
IPF213% IPF<13% [ If inconclusive, measure IPF% ‘

Perform BMA
h 4 A 4
IPF213% IPF<13%
3
Follow investigations

according to clinical 3
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context and BMA results PT : ITP, consumption, . N
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Figure 28: IPF et le diagnostic des thrombopénies [199].
PT: thrombopénie peériphériqgue; BMA: bone marrow aspiration; PTI: Purpura
Thrombocytopenique idiopathique ; SMD : syndrome myélodisplasique ; CT: thrombopénie

centrale.
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1.2.2. Greffe de moelle osseuse/cellules souches

Actuellement, les criteres d'évaluation de la récupération hématopoiétique aprés une greffe de
moelle allogénique comprennent un nombre de neutrophiles supérieur a 0,5 x 10 9 /L (trois
jours consécutifs) et un nombre de plaquettes supérieur a 20 x 109 /L (sept jours consécutifs)
[206]. Michur et al [52][207] ont observé que l'augmentation de la PR était paralléle a ces
parametres, ce qui suggere son utilité apres la transplantation [208]. Des études visant a évaluer
la cinétique des PR chez des patients ayant recu des cellules progénitrices allogéniques ont
montré une association entre I'augmentation des PR circulants et le succés de la transplantation
[209]. La numération des PR peut donc étre utile pour évaluer la fonction précoce de la moelle
apres une transplantation. Une estimation précoce de la régénération plaquettaire de la MO est
importante pour éviter la transfusion prophylactique de plaquettes, minimisant ainsi la
possibilité d'infection et d'autres risques associés [26], [210]. La fraction réticulocytaire
immature (FRI) et ’IPF permettent de prédire la récupération hématopoiétique précoce. La
numération des neutrophiles et la récupération des plaquettes étaient significativement
corrélées, ce qui suggere que des mesures en série de la FRI et de I’IPF soient utilisées pour

suivre la restauration hématopoiétique aprés une greffe de MO [165], [207].
1.2.3. Thrombocytose

La thrombocytose est définie comme une numération plaquettaire supérieure a 400 x 109 /L
dans le sang périphérique. Elle peut étre secondaire, c'est-a-dire due a une inflammation, une
infection, un processus néoplasique ou un stress (thrombocytose réactive) ou primaire, c'est-a-
dire due a un trouble myéloprolifératif, causé par un défaut cellulaire clonal (thrombocytémie
essentielle). Bien qu'il soit crucial de distinguer I'étiologie pour initier une intervention clinique,
cela est généralement tres difficile a réaliser. Par exemple, Moles-Moreau et al [44] ont évalué
la numération des PR, I'expression du CD36 et les microparticules plaquettaires dans la
différenciation de la thrombocytose réactive et de la thrombocytémie essentielle. Ils ont conclu
gue ces marqueurs, méme utilisés en combinaison, étaient incapables de discriminer ces

conditions.
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1.2.4. Maladies du foie

En cas de maladie hépatique chronique, un faible pourcentage de plaquettes réticulées semble
correspondre a une diminution de la fonction de la moelle osseuse, il est donc raisonnable de
suggérer que le faible taux de plaquettes associé a cette pathologie n'est pas uniquement dd a
une augmentation de la séquestration splénique [211]. En outre, chez les patients atteints d'une
maladie du foie, la valeur de I'IPF permet un diagnostic différentiel entre I'népatite chronique
et la cirrhose [212].

1.2.5. Maladies des artéres coronaires et réponse aux médicaments

antiplaquettaires

Les études actuelles menées chez des patients atteints de maladies cardiovasculaires semblent
confirmer I'utilité clinique de I'IlPF pour I'évaluation du risque de syndrome coronarien aigu et
I'association potentielle avec le résultat chez les patients atteints de maladies cardiovasculaires
[23]. En particulier, un taux élevé de IPF est associé a des phénomenes cardiovasculaires
indésirables [23]. Une augmentation de I’IPF est également associée a des complications
cardiovasculaires chez les transplantés rénaux [213]. Le rble de la PR dans le contréle de la
prophylaxie pharmacologique avec des médicaments antiplaquettaires est intéressant. Un
double traitement antiplaquettaire a base d'aspirine et d'un des antagonistes P2Y12
(clopidogrel/prasugrel ou ticagrelor) est recommandé pour la prévention des complications

thromboemboliques chez les patients présentant un syndrome coronarien aigu.

Les PR sont associés a une réponse antiplaquettaire réduite aux dérivés de la thiénopyridine tels
que le clopidogrel et le prasugrel. On ne sait pas si cette interaction est due a une diminution de
I'effet du médicament en raison d'un renouvellement accru des plaquettes avec une
augmentation des plaquettes nouvellement formées ou a une réactivité intrinsequement plus
forte des PR [214]. Le clopidogrel et le prasugrel inhibent de maniere irréversible I'agrégation
des plaquettes pendant la durée de vie des métabolites actifs (demi-vie, 30 minutes et 7 heures,
respectivement [215]) mais la PR nouvellement produite ne sera pas exposée a ces médicaments
a la fin de son administration quotidienne unique. En fait, environ 100 milliards de nouvelles

plaquettes sont produites par jour. Des études in vitro sur des échantillons provenant de
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volontaires sains ont montré que lors de la formation induite d'agrégats plaquettaires, il y a une
surproportion de PR au sein de I'agrégat [178]. Cela indique que les PR ont une plus grande
réactivité et une plus grande propension a étre recrutés dans les thrombus [177]. Dans les
échantillons de patients sous aspirine et clopidogrel, on a observé une perte significative de PR
dans la population plaquettaire non agrégée apres l'induction de I'agrégation in vitro, alors que
chez les patients recevant de I'aspirine et du ticagrelor, aucun changement proportionnel n'a été
observé, ce qui indique que le ticagrelor pourrait étre plus efficace pour inhiber les PR [178].
Ces reésultats pourraient dépendre de la pharmacologie du ticagrelor qui, contrairement au
clopidogrel et au prasugrel, est un médicament actif et ne nécessite pas d'activation
métabolique, a une demi-vie de 11 heures et, plus important encore, antagonise de facon
réversible le récepteur plagquettaire P2Y12 [216].

1.2.6. Diagnostic et controle des infections

Plusieurs études ont porté sur I'utilité possible de I'lPF dans le diagnostic précoce et le controle
des états infectieux, bien que les conclusions tirées soient quelque peu contradictoires. Dans
une étude [217] utilisant Sysmex XN, un seuil d'IPF de 5,5 % s'est avéré utile pour détecter un
état infectieux, avec une sensibilité de 84,2 % et une spécificité de 72,2 %, tandis qu'un seuil
de 9,72 % a permis de différencier, avec une sensibilité de 71,9 % et une spécificité de 92,1 %,
une infection grave d'une infection mineure. L'IPF variait également en fonction de I'état
clinique des patients et le retour a des valeurs inférieures a 5,5 % précédait de 2 a 7 jours la
normalisation de la température corporelle. D'autres études [218] ont trouvé, chez des sujets
atteints de sepsis, qu'une diminution de I'lPF# aux jours 3 et 5 aprés I'admission a I'hépital,
devenait un prédicteur indépendant de thrombocytopénie sévere et de mortalité a 28 jours,
suggeérant ainsi que le dysfonctionnement thrombopoiétique refléte indépendamment la gravité
de la maladie chez les patients atteints de sepsis. D'autres chercheurs[27] ont conclu qu'un IPF
> 4,7 % pouvait prédire le développement d'une septicémie 2 ou 3 jours avant l'apparition des
symptdmes, avec une sensibilité de 56,2 % et une spécificité de 90 % et, dans les 2 jours suivant

le début de la septicémie, I'IlPF % diminuait de maniére significative.

Cela démontre qu'au cours d'une septicémie, le faible nombre de plaquettes ne dépend pas

seulement d'une consommation accrue mais aussi d'une libération réduite de la moelle osseuse.
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1.2.7. IPF et thrombopeénie du VIH

Les patients VIH ayant une thrombocytopénie avaient un IPF plus augmenté que les patients
VIH sans thrombocytopénie. Cela suggére que la thrombocytopénie du VIH pourrait étre

associee a une elévation du renouvellement plaquettaire [219].
1.2.8. IPF et chimiothérapie :

La thrombocytopénie de la chimiothérapie est induite par une hypoproduction centrale de
plaquettes. L'augmentation de I'lPF précede de 2 a 3 jours la récupération des plaquettes apres
une chimiothérapie et aprés une greffe de cellules souches [206]. Cette observation cruciale
peut éviter des transfusions plaquettaires inutiles et fournir un indicateur simple de la réussite
de la greffe apres une transplantation de cellules souches autologues et allogéniques [15], [205],
[220]-[222]. Chez les patients ayant subi une greffe de moelle osseuse, conditionnés avec des
régimes non myéloablatifs, les résultats sont encore plus significatifs sur le plan clinique. La
récupération des plaquettes semble se produire plus tot avec un seuil de 10% [220], [223]. En
revanche, Meintker L. et al. ont trouvé prospectivement chez 51 patients présentant une
thrombopénie sévere que I'IPF n'avait pas de valeur prédictive pour la récupération des
plaquettes apres une chimiothérapie intensive [19]. Ce contraste pourrait s'expliquer par un effet
de dilution causé par la transfusion de concentrés plaquettaires [19], [224], qui entraine des

variations interindividuelles [148], [225].

Have et al ont démontré que I'AIPC (absolute immature platelet count) augmente
significativement 24 et 48 heures avant la récupération des plaquettes. La valeur prédictive
positive d'une augmentation de I'AIPC de 0,6 x 109/L pour une augmentation du nombre de
plaquettes dans les 24 heures était de 77 % [223]. L'IPF n'a montré aucune augmentation
significative dans les 5 jours précédant la récupération des plaquettes. De plus, I'AIPC a montré
des valeurs plus stables apres la transfusion de plaquettes [223]. D'aprés ces résultats, I'AIPC
pourrait étre un meilleur indicateur que I'lPF pour prédire la récupération des plaquettes apres

une chimiothérapie chez les patients pédiatriques[223].
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2. Méthodes de détermination des plaquettes réticulées et immatures

Lors de leur premiere description en 1969, Ingram et Coopersmith ont utilisé un colorant bleu
de méthylene pour différencier les cellules et ont découvert les PR comme une sous-fraction du
pool de plaquettes [226]. A peu prés a la méme époque, Karpatkin avait déja décrit des
populations de plaquettes de tailles différentes et supposé qu'elles pouvaient avoir des fonctions
différentes [150]. Plus tard, le colorant TO, plus spécifique de I'ARN, est devenu la norme pour
la détection de ces cellules, car il offre des options d'analyse supplémentaires en ce qui concerne
la taille, le nombre et la fonction. Avec I'utilisation de la cytométrie de flux, il a été possible de
prouver l'association des niveaux de PR avec la fonction de reproduction de la MO [152]-[154].
L'absence de protocoles de test standardisés a rendu difficile la comparaison des résultats des
études et a limité l'utilité clinique de ces cellules en tant que marqueurs diagnostiques et
pronostiques potentiels [179], [184]. Ces dernieres années, plusieurs sociétés de produits
médicaux (par exemple, Sysmex Corporation, Kobe, Japon ; Abbott, Abbott Park, IL, USA ;
Mindray, Shenzen, R.P. Chine) ont introduit des analyseurs hématologiques entiérement
automatisés pour compter les PR en utilisant des colorants fluorescents spécifiques de I'ARN,
qui permettent des mesures plus standardisées [227]. Un exemple d'un tel algorithme

standardisé pour la détection des PR est présenté dans la figure 29.

Gréace a l'utilisation de cytomeétres en flux et de colorants fluorescents qui se lient a I'ARN, il a
été possible de compter la RP avec une précision suffisante également sur des échantillons de
sang chez des sujets sains. Cependant, en raison des variations méthodologiques et des
différents fluorochromes utilisés, les intervalles de référence spécifiés par différents auteurs
varient considérablement, allant de 2 % a 17 % de la numération plaquettaire totale [228], [229].
Cette large gamme s'explique par le manque de standardisation méthodologique, notamment
les différentes sources commerciales et concentration du fluorochrome, la captation non
spécifique des colorants ARN par les granules présents dans le cytoplasme des plaquettes, le
temps et la température d'incubation, et les données une analyse. Des tentatives ont été faites
pour standardiser la méthodologie et développer une méthode de référence [230]. Cependant,
cette méthode, basée sur I'utilisation de la cytométrie en flux polyvalente, est colteuse,

nécessite des compétences spécifiques et ne pourrait pas étre utilisée sur une base de 24
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heures. Une alternative est représentée par des analyseurs d'hématologie entierement
automatisés qui, a l'aide de colorants adaptes a la liaison a I'ARN, permettent la quantification
des PLQ immatures/PR, appelés par différents fabricants sous le nom d’IPF par Sysmex et
Mindray et retPLT par Abbott. Avec ces analyseurs, I'lPF peut étre mesurée de maniere simple

et fiable, mettant ce paramétre & la disposition du laboratoire clinique en temps réel [184].

>
SFL

Figure 29: Diagramme de dispersion d'un compteur cellulaire Sysmex XN-series,
mesurant I’IPF dans le canal de fluorescence plaquettaire (PLT-F) en utilisant la
lumiere diffusée vers I'avant (volume cellulaire) contre la fluorescence latérale (quantité
d'acide nucléique) [227].

FSC = lumiére diffusée vers lI'avant ; RBC = globule rouge ; SFL = fluorescence latérale ; WBC

= globule blanc

FSC = forward-scattered light ; RBC =red blood cell ; SFL = side fluorescence ; WBC = white

blood cell
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2.1. Methode de cytometrie en flux CEF

La norme pour détecter la présence de PR est la cytométrie en flux utilisant un colorant
fluorescent, le plus souvent TO, qui se lie aux acides tonucléiques [152]. Les résultats sont
généralement exprimés en pourcentage de PR (PR%) dans le pool total de plaquettes. Cette
méthode a été critiquée pour son manque de normalisation et pour de multiples problémes
techniques tels que la liaison non spécifique de la TO, les différents types et concentrations de
colorant fluorescent, les temps d'incubation variables et les différents parameétres de
déclenchement et de seuil utilisés dans I'analyse [20]. Par conséquent, I'analyse de la PR par
cytométrie en flux prend du temps, dépend de I'opérateur et est sujette a un grand degré de
variabilité dans le rapport d'une gamme de référence, qui a varié entre 1 et 15 % [179], [229],
[231].

2.2. Méthodes entierement automatisées

2.2.1. Analyseurs Sysmex

Les analyseurs Sysmex XE-2100 et 5000, dotés d'un logiciel dédié et d'un colorant fluorescent
(polyméthine), permettent de compter les PR en méme temps que les réticulocytes, les appelant
IPF exprimée a la fois en pourcentage des plaquettes totales (IPF%) et en compte absolu (IPF#).
L'analyseur XN le plus récent possede un nouveau canal PLT-F qui utilise un nouveau colorant
fluorescent (phénoxazine) pour la coloration des ARN [232]. Ce canal a été introduit pour
améliorer le gating des plaquettes afin d'obtenir une numération plaquettaire plus précise, en
utilisant la nouvelle méthode fluorescente, et le %-1PF. L'analyseur utilise un algorithme pour
déterminer la numération plaquettaire a utiliser : impédance (PLT-I), optique (PLT-O) ou la
méthode fluorescente (PLT-F) [233]. La mesure de I'IPF nécessite la perforation des
membranes cellulaires des plaquettes par des réactifs, colorant fluorescent appelé oxadine, qui
colore les acides nucléiques [182], [234], [235]. Dans les deux analyseurs, les cellules colorées
passent a travers un faisceau laser a diode semi-conductrice et la diffusion directe qui en résulte
(volume cellulaire) et l'intensité de la fluorescence (principalement due au contenu en ARN)
sont mesurées[184]. Le dénombrement des IPF est basé sur le principe de I'hnémocytométrie et

est défini par un algorithme qui identifie les plaquettes matures et immatures en utilisant la

75



fluorescence latérale (reflétant le contenu en ARN), la diffusion latérale (structure
intracellulaire) et la diffusion vers I'avant (taille des cellules) de la lumiére [233]. Un exemple

de scattergramme IPF est présenté dans la figure 30.

Figure 30:Exemple de scattergramme IPF du canal PLT-F sur Sysmex XN-10 montrant
I'intensité de la fluorescence (contenu en ARN) et la diffusion vers I'avant (taille des
plaquettes) [233].

La figure 31 représente comment les PLQ immatures peuvent étre nettement séparées des PLQ
matures en employant les analyseurs d’hématologie Sysmex série XN avec canal PLT-F. Les
PLQ jeunes ont une taille et une quantité d'ARN plus grandes que les matures et cela est montré
dans le scattergramme, ou I’IPF (vert) a une plus grande taille (axe FSC) et un signal de

fluorescence plus élevé (axe SFL) que les PLQ matures [236].
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Figure 31: Scattergramme PLT-F obtenu a partir d’analyseur série-XN[236].

2.2.2. Abbot analyzer

Le Cell-Dyn Sapphire d'Abbott mesure les PR (retPLT) dans le cadre de l'analyse des
réticulocytes, qui est basée sur le colorant fluorescent CD4K530. La lumiére diffusée (a un
angle de 7°) et la fluorescence sont enregistrées. Un algorithme sépare les plaquettes des
globules rouges et définit ensuite le gating de la retPLT en corrigeant la fluorescence de fond

en fonction de la taille [237].
2.2.3. Mindray analyzer

L'analyseur Mindray BC-6800 effectue la détection du pourcentage d'IPF en méme temps que
les réticulocytes grace a un colorant asymétrique exclusif a base de cyanine pour la coloration
de I'ARN. L'IPF est dérivé du diagramme de dispersion de la fluorescence vers l'avant par
rapport a celle vers I'extérieur, les résultats étant exprimés en pourcentage. Comme pour les
réticulocytes, les plaquettes immatures/PR peuvent étre rapportés soit en pourcentage, soit en
nombre absolu (x 109/L) calculé en multipliant le nombre de plaquettes par le pourcentage de
la valeur [184].
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2.3. Comparaison entre cytométrie en flux et méthodes automatisées

Les comparaisons disponibles indiquent une corrélation modeste entre les PR obtenus avec les
méthodes de cytométrie en flux utilisant le TO et les IPF obtenus avec le XE-2100/ 5000, et des
valeurs qui ont une tendance similaire mais numériquement différente (tableau I11). Les valeurs,
tant chez les témoins que dans les différentes catégories de maladies (maladie coronarienne
chronique, pontage post-coronarien, thrombocytopénie périphérique, maladie rénale), étaient
plus élevées pour la PR [180], [197]. Des résultats comparables ont été obtenus dans le domaine
vétérinaire [238]. D'autre part, des valeurs de PR plus faibles par rapport a I'lPF ont été trouvées
dans d'autres études, tant chez des sujets sains que chez des sujets malades [181], [239]. Les
différences entre les résultats obtenus avec les différentes méthodes peuvent s'expliquer par les
différentes TO disponibles dans le commerce (solution préte a I'emploi ou préparation a
domicile), les colorants utilisés (car la TO se lie de maniére non spécifique aux granules denses
et se lie avec une grande affinit¢ a I'ADN et a I'ARN) et les différentes stratégies de
déclenchement utilisées [152], [157]. Enfin, la mesure de I'IlPF par le XE-2100/5000 peut étre
affectée par la contamination par d'autres cellules sanguines, comme les fragments de
leucocytes contenant de plus grandes quantités d'ARN, ou par la liaison non spécifique des
colorants aux fragments de GR. Avec I'analyseur Sysmex XN, contrairement au XE, le nouveau
colorant utilisé dans le canal PLT-F colore principalement les mitochondries et I'ARN
cytosolique et non les membranes plasmiques des plaquettes et des érythrocytes, ce qui exclut
toute interférence des fragments d'érythrocytes [180], [232]. Par conséquent, bien que les
termes PR et IPF soient fréguemment considérés comme synonymes, dans la pratique, il est

important de les distinguer car ils ne se recouvrent que partiellement [184].
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Tableau 111 : Imprécision des méthodes pour des valeurs de plaquettes
immatures/réticulées faibles et élevées [153].

méthodes Valeurs CV% Valeurs CV% Références
normales normales
basses élevées
Sysmex XE-|1.7-2.9 9-14.2 10.9-29.1 10.8-14.1 [24], [180]
2100/5000
(IPF%)
Sysmex XN |1.9-2.9 4.3-5.7 12.6 5.3 [180], [240]
(IPF%)
Mindray BC- | 1.0 11.0 12.0 7.3 [184]
6800 (IPF%)
Abbott Sapphire | 1.4-1.7 | 18.3-41.5 2.8-4.4 12.2-16.6 [237], [241]
(retPLT%)
Flow cytometry | 11.4 94 31.3 12.8 [230]
(RP%)

3. Corrélation plaquettes immatures-volume plaquettaire moyen

Il est largement admis que les PLQ réticulés/IPF, en plus de contenir plus d’ARN, sont
également plus grosses que matures, et cela est conforme a la conclusion selon laquelle la
proportion de PR est plus élevée dans la fraction de grosses plaquettes que dans la fraction des
petites plaquettes [150], [160] [242]. Contrairement a cette opinion, une étude récente sur des
adultes en bonne santé utilisant I'analyseur Abbott Sapphire a mis en évidence une association
négative entre retPLT et VPM, et a conclu que la proportion de retPLT est plus élevée dans les
petites plaquettes et plus faible dans les grosses plaquettes [237]. Avec les analyseurs Sysmex
et Mindray, les résultats sont différents et une corrélation positive et non linéaire entre IPF% et

MPV est mise en évidence, montrant que les plus IP sont aussi les plus grands.

La figure 32 A , B montre les résultats obtenus par les auteurs analysant en parallele 184 sujets
sains et 368 sujets souffrant de diverses pathologies, en utilisant les méthodes décrites
précédemment [243]. Les divergences entre les méthodes pourraient étre dues aux différences
dans les technologies utilisées (colorants et méthodes de gating), et il est nécessaire de vérifier
si la correction de la gating de fluorescence de fond dépendant de la taille utilisée dans Cell-

Dyn Sapphire pourrait étre 1’élément discriminant [184].
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Figure 32: A, Corrélation entre IPF% et VPM avec I'analyseur Sysmex XE-5000. Les
lignes pointillées verticales et horizontales indiquent les intervalles de référence. B,
Corrélation entre IPF% et MPV avec I'analyseur Mindray BC-6800 Les lignes
pointillées verticales et horizontales indiquent les intervalles de référence [184].
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4. Intervalle de référence de I'lPF

De nombreuses publications ont étudie les valeurs de référence de I'IPF (tableau 1V). En
revanche, les effectifs de ces études sont le plus souvent limités. Jung est le seul a présenter un
effectif important (n=2039) de la population coréenne avec des valeurs normales d'IPF plus
basses que celles présentées dans les autres publications (moyenne=1.7%) [187]. Une autre
publication coréenne a trouve des intervalles de référence d’IPF semblables a ceux de Jung. Ce

qui laisse penser que I'ethnie peut faire varier I'lPF [14].

Cependant I'IlPF semble varier selon I'dge chez I'enfant : les valeurs normales de I'IPF sont en
moyenne plus élevées chez les avant 4 ans que chez les 5 a 17 ans. De plus la cohorte d'enfants
prélevés est limitée (n=100). En effet, il est difficile de prélever un grand nombre d’enfants
sains en pédiatrie. En revanche, il n’existe pas de variation de I'lPF selon I'age chez I'adulte.
L’étude de Ko ne montre pas de différence sur la valeur moyenne de I'lPF entre le groupe agé

de 65 ans et plus et celui 4gé de moins de 65 ans [14].

Certaines publications montrent une variation selon le sexe des valeurs normales de I'lPF. Les
valeurs normales de I'lPF sont retrouvées Iégérement plus augmentées chez I'homme que chez

la femme. Tandis que d’autres n'ont pas retrouve de variation entre les deux sexes [14], [187].

Malgré les nombreuses études faites sur ce parametre, aucun consensus n'a été trouvé sur les
valeurs normales de I'lPF vu leur variation d'une étude a l'autre. Aucunes valeurs de référence

officielles n'existent donc a ce jour concernant ce parametre [11].
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Tableau IV : VALEURS de référence IPF chez des adulte en bonne santé avec les séries

sysmex XE et XN.
) Sexe Sysmex e
Auteur, pays, annee | N . Age %-IPF Reférences
ratio automate
BeraE, France, 2015 | 34 | 11/23 | 37 XE 5000 |18+1.2 [11]
Abe Y, Japan, 2005 | 129 | 89/40 | 32 XE 2100 | 3.3 (1.0-10.3) | [185]
Meintker L,
Allemagre, 2013 |10 |- ; XE 5000 |2.5(0.8-7.9) | [182]
Sakuragi M, Japan,
- - +
o1 80 XE 2100 |25+13 [180]
Naz A, Pakistan | o) 1504y |33 XE2100 |1.1-178 | [204]
2016
Cybulska A,
Allomagne, 2016 || ; XE 2100 | 2.6 (0.9-85) | [183]
Jung H, corée, 2012 | 2039 | 1161/878 | 50 XE 2100 2/' :00;15_;,3'2 [187]
Cho YG, corée, 2007 | 142 | - - XE 2100 | 1.7 (0.4-5.4) | [198]
I, F

cannavo I, France, j 5, | : XE 2100 |22 (1-45) | [190]
2010
Briggs C, UK, 2004 |50 |- - XE 2100 | 34 (1.1-6.1) | [24]
Koike Y, Japan, 2010 | 27 29 XE 2100 | 2.81+1.31 | [244]
Pons I, Espagne, 2.56 (1.7-
oo 14 49 XE2100 | 'y [181]
lbrahim _ H, USA
brahim  H, - USA, | ¢ | 35 XE 2100 | 2.5 (1.8-3.4) | [197]
2016

2.2(0.85.5)
Morkis IVC, Brazil, M :2.6(0.6-
S0t 132 |- 44 XE5000 | ') [245]

F :2(0.7-4.7)
igﬂde" R Wne | g5 | ge1sea | 18-64 | XE2100 |0.3-87 [246]
Ko YJ, corée,2013 | 2152 | 900/1252 | 43 XE 2100 | 0.5-3.3 [14]
;l(;)(;]g? KH, corée, | o, | 324 | XE2100 |1.7(1.3-2.41) | [247]
Nomura T, japan, 3.02+1.89
2010 114 | 4173 |52 XE2100 | 0277 [212]
%’i’gzak' K, Japan, | 5 | XE 2100 |33+17 [186]
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XE 2100/

Ko YJ, corée, 2014 | 2104 | 1159/945 | 43 XN 1.6(0.3-7.4) [235]
Joergensen MK,
danemark, 2016 1674 | 764/910 | - XE 5000 |1.3-9 [248]
Osei-Bimpong A,
- - +

UK. 2009 200 XE2100 |2.1+£05 [249]
BatT, USA, 2012 | 107 |- i xE 5000 | 20%12 [224]

’ ’ (0.9-7.2)
Kickler TS, USA 1 g5 |_ ; XE 2100 |3.1(2.8-35) | [193]
2006
Albanyan A, UK, 3.5 (0.83-
2008 30 - - XE 2100 6.17) [250]
Pekelharing JM, M :0.8-6.3
Allemagne, 2010 309 |133/176 | 16-63 | XE 5000 F-0.8-6.2 [251]
Mogongoa LF,
afrique du sud, 2012 60 XE2100 | 0.7-55 [252]
Takami A, japan, 2+1.1
2007 82 - - XE 2100 (05-5.7) [209]
Dadu T, inde, 2014 | 100 | - - XE 2100 |0.7-4.3 [253]
Dima F, austalie,
2016 188 | - - XN 1000 | 3.6 [254]
Ali U, UK, 2017 2292 | 765/1527 | 16-91 | XN 1000 | 1.6-10.1 [233]
Ko YJ, corée, 2015 | 2104 | 1159/945 22)(18- XN 1-7.3 [235]
Yang B, chine, 2017 | 2179 | - - XN 9000 |0.7-8.4 [255]
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5. Stabilite

Une publication a étudiée chez 29 patients les effets sur I'IPF d'une conservation des
prélevements & +4 °C de 4 a 24 heures [256]. Une élévation des valeurs de I'IPF dés les
premieres heures a été notée dans ces conditions. Différentes hypothéses ont été formulées pour

expliquer cette élévation :

- Une libération d'’ARN suite a la dégradation des plaquettes au froid est a 1’origine d’une fausse

élévation de I'lPF.
-un phénomeéne de division plaquettaire in vitro [256].

En revanche les publications, portant sur la conservation des prélévements a température
ambiante, se rejoignent sur la stabilité des valeurs de I'lPF chez les sujets sains jusqu'a 8h [24],
[190]. Les études menées n'ont pas permis de trouver un consensus concernant une conservation
plus longue des échantillons. Nomura a retrouvé une élévation constante de I'lPF avec une
différence significative a 48h tandis que Briggs ne trouve pas de variation entre 30mn et 48h
aprés le prélevement [24], [212]. Cependant 1’étude de Nomura a porté sur seulement trois
prélevements ce qui est extrémement faible. Par ailleurs, il est intéressant de noter que chez les
patients présentant un PTI, I'lPF était stable a 24 heures a température ambiante [257]. Ainsi, il
semble que les valeurs de I'IPF restent stables jusqu'a 24h apres le prélevement lorsque ce

dernier reste conservé a température ambiante [11].
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CONCLUSION

Dans la MO, les PR immatures se détachent des MK et se transforment en PLQ matures dans
un délai de 24 a 48 heures. Le taux de thrombopoiese dans la MO est reflété par la quantité de

PR présente dans le sang périphérique.

Une MO active résultera dans une valeur d’TPF augmentée. Ce renseignement permet de définir
I’étiologie de la thrombopénie observée soit résultant de 1’élévation de la perte ou de la
destruction de PLQ dans le sang périphérique ou de la défaillance de la MO. L'analyse de I'lPF

rend le renseignement clinique disponible ce qui peut diminuer le besoin d’examen de la MO.

Comme cela a été développé dans ce document, il y a un apport clinique considérable du % IPF
en tant que parameétre de laboratoire pour le diagnostic de la thrombopénie et son traitement en
raison de la possibilité d’instaurer un lien entre les niveaux accrus de % IPF et [’accroissement
de la destruction périphérique des PLQ. Il est particulierement important pour conforter le
diagnostic du PTT et PTI ainsi que pour les différencier de la suppression ou de la défaillance
de la MO. L'IPF peut aussi étre un outil sensible pour apprécier la régénération centrale
thrombopoiétique durant une chimiothérapie aplasique. Si les valeurs de % IPF ne sont pas
accrues, les transfusions ne peuvent étre envisagées car cela indiquerait une activité médiocre

de la thrombopoiése intrinséque.

Etant donné que la valeur d'IPF accroit avant méme 1’élévation du nombre total des PLQ, I’'IPF
pourrait ainsi étre utile pour observer I'effet du traitement sur la thrombopénie des patients ou
pour prédire la régénération de la MO aprés la chimiothérapie [24], [258]. La possibilité de
mesurer I’IPF sans avoir a attendre que les PLQ matures paraissent dans le sang périphérique
garantit un suivi plus rapide et meilleur de la réponse au traitement, ce qui permettrait enfin une

meilleure thérapie pour le patient.
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Résumé
Titre : Intérét de I’IPF dans le diagnostic étiologique des thrombopénies.
Auteur : KASSOU Mohamed Amine
Mots clés : Thrombopénie ; Fraction des plaquettes immatures (IPF) ; Plaquettes

Les plaquettes ont un réle non seulement dans I'hémostase et la thrombose artérielle, mais
aussi dans I'immunité, I'inflammation et la biologie du cancer. Les valeurs normales des
plaquettes varient de 150 a 450x109/L. La thrombopénie est l'une des anomalies les plus
fréquentes que I'on peut rencontrer dans la numération sanguine. Elle est définie comme une
numération plaquettaire inférieure a 150x109/L. Elle représente un probleme clinique fréquent
dont les causes potentielles sont multiples : augmentation de la séquestration splénique,
augmentation de la destruction des plaquettes périphériques, diminution de la production de
plaquettes dans la moelle osseuse et dilution.

Un hémogramme complet et un examen du frottis périphérique sont des éléments essentiels du
bilan diagnostique. Pour faciliter le diagnostic, des tests plus spécialisés sont demandés
notamment l'examen de la moelle osseuse. L’objectif de notre travail est de montrer ’apport de
I’IPF dans le diagnostic étiologique des thrombopénies.

L’IPF représente la fraction jeune des plaquettes. En utilisant ce paramétre, une distinction
claire entre les causes de la thrombopénie peut étre facilement obtenue. Les niveaux accrus
d'IPF indiquent une moelle osseuse réactive et les états thrombopéniques doivent donc étre liés
a une consommation excessive de plaquettes. A I’inverse, des valeurs d’IPF normales ou
diminuées avec thrombopénie chez les patients indiquent une moelle osseuse non-réactive,
indiquant a son tour que la thrombopénie observée peut étre une conséquence d’une
thrombopoiése altérée ou défaillante. Etant donné que le nombre d'IPF s’accroit avant méme
I’¢lévation du nombre total des plaquettes, I’IPF pourrait ainsi €tre utile pour prédire la
régénération de la moelle osseuse aprés une chimiothérapie et pour apprécier l'effet du
traitement sur la thrombopénie des patients. La possibilité de mesurer I’IPF sans avoir a attendre
que les plaquettes matures paraissent dans le sang périphérique garantit un suivi plus rapide et
meilleur de la réponse au traitement, ce qui permettrait enfin une meilleure thérapie pour le

patient.
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Abstract
Title: Interest of IPF in the etiological diagnosis of thrombocytopenia
Author: KASSOU Mohamed Amine
Keywords: Thrombocytopenia; Immature platelet fraction (IPF); Platelets

Platelets have a role not only in hemostasis and arterial thrombosis, but also in immunity,
inflammation and cancer biology. Normal platelet values range from 150 to 450x109/L.
Thrombocytopenia is one of the most common abnormalities that can be found in blood counts.
It is defined as a platelet count below 150x109/L. It is a common clinical problem with multiple
potential causes: increased splenic sequestration, increased peripheral platelet destruction,

decreased platelet production in the bone marrow and dilution.

A complete blood count and peripheral smear examination are essential components of the
diagnostic workup. To facilitate diagnosis, more specialized tests may be ordered, including
bone marrow examination. The objective of our work is to show the contribution of IPF in the

etiological diagnosis of thrombocytopenia.

The IPF represents the young fraction of platelets. Using this parameter, a clear distinction
between the causes of thrombocytopenia can be easily obtained. Increased levels of IPF indicate
a reactive bone marrow and thrombocytopenic states must therefore be related to excessive
platelet consumption. Conversely, normal or decreased IPF values with thrombocytopenia in
patients indicate an unreactive bone marrow, indicating in turn that the observed
thrombocytopenia may be a consequence of impaired or failed thrombopoiesis. Since the IPF
number increases even before the total platelet count increases, the IPF could thus be useful to
predict bone marrow regeneration after chemotherapy and to assess the effect of treatment on
thrombocytopenia in patients. The possibility to measure the IPF without having to wait for
mature platelets to appear in the peripheral blood ensures a faster and better monitoring of the
response to treatment, which would finally allow a better therapy for the patient.
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