Module d’Hémobiologie Dr OTMANILH

PLAQUETTES ET HEMOSTASE PRIMAIRE

1- INTRODUCTION :

Chez tous les vertébrés, le sang circule en circuit fermé sous une pression
relativement élevée. Le terme d’hémostase embrasse tous les processus mis en
jeu pour colmater les fuites apparaissant dans le circuit et pour y réinstaurer la
circulation sanguine lorsqu’une thrombose 1’obture 4 un endroit quelconque.
Elle met en jeu un ensemble de phénoménes interdépendants, mécaniques,
physico-chimiques, biochimiques, enzymatiques. Elle nécessite la coopération
entre la paroi vasculaire, des protéines plasmatiques et des cellules sanguines
(Plaquettes).

L’hémostase est divisée en plusieurs étapes qui se recouvrent partiellement.
Pour des raisons didactiques on distingue :(voir schéma I)

- L’hémostase primaire qui dure de 3 4 5 minutes, avec formation d’un agrégat
plaquettaire.

- La_coagulation, de 5 & 10 minutes, qui permet la consolidation de cet agrégat
par la fibrine.

- La fibrinolyse permet en 48 a 72 heures la dégradation du caillot et le retour &
une circulation sanguine normale.

En pathologie il existe des hémorragies par hypocoagulabilité et/ou
hyperfibrinolyse et des thromboses par hypercoagulabilité et/ ou hypo
fibrinolyse.
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Schéma I : La fonction Hémostatique
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= DEFINITION :

C’est le temps vasculo-plaquettaire, ou pariétal aboutissant a la formation

d’un agrégat plaquettaire ou thrombus blanc, ou encore clou plaquettaire.

Elle est suffisante pour arréter I’hémorragie au niveau des petits vaisseaux.
Insuffisante mais indispensable pour freiner I’hémorragie au niveau des plus
gros vaisseaux.

Le thrombus blanc obtenu est fragile et devra étre consolidé par le réseau de
fibrine au cours de [’hémostase secondaire.

2. LES ELEMENTS INTERVENANT DANS L’HEMOSTASE PRIMAIRE
Ce sont essentiellement:

- La paroi vasculaire

- Les plaquettes sanguines

- Certaines protéines plasmatiques (Facteur Willebrand surtout, fibrinogéne).

A. LA PAROI VASCULAIRE :

Sa structure varie le long de I’arbre vasculaire (artéres et artérioles,
systéme capillaire, systéme veineux) mais on retrouve en général 3 couches
délimitées par les lames €lastiques externes et internes; ce sont, en partant de
I’extérieur du vaisseau :

- L’adventice : constitué de tissu conjonctif et vaisseaux nourriciers.

- La média : constitué de cellule musculaire et de fibre élastique.

- L’intima : formé d’une monocouche de cellule endothéliale directement en
contact avec le courant sanguin et le sous endothélium, on distingue :

- L’endothélium.

- La membrane basale.

- Le sous endothélium.

- La lame élastique interne.

I - L’endothélium

1. Constitution

* 11 est formé d’une monocouche aplatie et uniforme de cellules polygonales,
allongées et orientées dans le sens du flux sanguin.

* Ces cellules sont polarisées avec :

- Un p6le luminal, au contact du sang circulant.

- Un pole sous endothélial par lequel il y a sécrétion de composés vers la matrice
sous endothéliale.

* Ces cellules endothéliales sont recouvertes d’un glycocalix charger
électronégativement et concourent de fagon importante a la thrombo-résistance
de I’endothélium.

* Dans ces cellules on trouve les corps de Weibel -Palade: qui stocke le facteur
Willebrand.
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I1. La membrane basale

Elle sert de support et d’encrage aux cellules endothéliales.

Tres riche en collagene de type IV, en héparane sulfate protéoglycane et en
glycoprotéines.
I1l. Le sous-endothélium.

C’est une charpente rigide car il renferme surtout du collagéne de type III.

Le sous- endothélium, a I’inverse de la face luminale des cellules
endothéliales, est thrombogene, permettant ’adhésion des plaquettes et
I’activation de la coagulation.

B. LES PLAQUETTES SANGUINES
Ce sont des fragments de cytoplasme d’une cellule médullaire, le

meégacaryocyte.
I. Origine des plaquettes
1. Les cellules souches
a/ La cellule souche myéloide totipotente CFUS
Elle est a I’origine de toutes les lignées hématopoiétiques, en particulier &
I’origine des mégacaryocytes. Cette cellule est capable de s’auto renouveler,
puis s’engage vers la lignée mégacaryocytaire, en donnant La cellule souche
engagée vers la lignée mégacaryocytaire " CFUMK.
b/ Les mégacaryoblastes
- Cellules de 20 4 30 pm, a cytoplasme basophile agranulaire.
- Capables tout d’abord de mitoses classiques, conduisant a des cellules a 2n
chromosomes. C’est le pool de multiplication vrai des cellules.
- Puis capable d’endomitoses : divisions nucléaires sans division du cytoplasme,
conduisant & des cellules polyploides & 4n, 8n, 16n, parfois 32n, voire 64n.
C’est le pool de multiplication nucléaire, mais de maturation cellulaire.
¢/ Les mégacaryocytes
- Ils constituent la fin du pool de maturation.
- On distingue 3 types de mégacaryocytes de plus en plus mirs, dits :
* Basophiles
* Granuleux
* Plaquettogénes

La mégacaryocytopoiese dure environ 8 jours.
2. La plaquettogénese
- Elle suppose le clivage préalable du cytoplasme mégacaryocytaire en logettes,
limitées par des septums en continuité avec la membrane autour de chaque amas
de granulations qui deviendra une plaquette. Chaque mégacaryocyte peut
produire 2000 a 4000 plaquettes.

Le taux des plaquettes dans le sang varie de 150 4 400 G/L.
- Physiologiquement, il est un peu plus bas a la naissance.
Il augmente avec I’exercice physique, chute au début des régles puis, remonte
ensuite.
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- Une thrombopénie retentit sur I"hémostase seulement si les plaquettes sont
inférieures a 50 giga /. (N.B.: 1 giga = 10°)

- On parle d’hyperplaquettose ou thrombocytémie quand les plaquettes
dépassent 500 giga /1, et il y a danger de thrombose au dessus de :

800 a 1000 giga /1.

I1. Anatomie de la plaquette au repos.

C’est un €lément discoide 10 fois plus petit qu'un globule rouge.

De 1,5 a 4 um de diameétre ; 0,5 a 2 um d’épaisseur.

De 7 a 10 fl. de volume. La plaquette a une structure trés complexe dont nous
décrirons les éléments essentiels et spécifiques.

1. La membrane

a/ Elle est épaisse de 70 a 90A° et présente a sa surface un glycocallix ou
manteau plaquettaire, de S00A°. Ce glycocallix est riche en résidus sialiques qui
donnent a la plaquette une charge négative, ce qui entraine des phénoménes de
répulsion des plaquettes entre elles d’une part et des plaquettes vis a vis de
I’endothélium vasculaire d’autre part.

b/ Elle est constituée d’une double couche lipidique hydrophile vers I’extérieur,
hydrophobe vers I’intérieur.

¢/ La membrane présente de nombreuses invaginations qui constituent des
canalicules connectés a la surface. Ce sont des lieux d’échange important.

d/ La membrane est le support d’un grand nombre de glycoprotéines, Deux
glycoprotéines ont été plus particuliérement étudiées car déficientes dans les 2
premieres thrombopathies congénitales qui ont étés découverts; Ce sont:

* Le complexe GP Ib - IX

C’est un complexe équimoléculaire constitué par la GP IX et la GP Ib. Ce
complexe est transmembranaire et sa partie interne intracytoplasmique est reliée
au cytosquelette. (A ’actine).

La GP Ib est elle-méme constituée de 2 sous-unitées Ibaet Ibf. La GP Iba
possede dans sa partie externe les récepteurs a la thrombine et un site de fixation
du facteur Willebrand qui joue donc un réle essentiel dans I’adhésivité des
plaquettes au sous endothélium.

* Le complexe GP IIb-Illa

C’est un hétéro dimere calcium dépendant formé d’une molécule de GP IIb a
2 chaines, et d’'une molécule de GP Illa.

A la partie profonde de la membrane ce complexe est relié¢ au cytosquelette,
surtout a 1’actine.

Ce complexe joue un role fondamental dans 1’agrégation plaquettaire. En effet
il posséde un récepteur pour le fibrinogéne, dévoilé apres activation plaquettaire.
2. Les microtubules

Ce sont des structures rigides, circonférentielles, périphériques, formées de
microfilaments. Ils sont responsables de la forme discoide de la plaquette au
repos. Apres activation plaquettaire ils se dépolymérisent, ce qui entraine un
changement de forme des plaquettes.
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3. Les microfilaments
Is sont constitués, d’actine et de myosine qui se polymeérise en présence de
calcium. Dans la plaquette au repos, ils sont peu nombreux, situés en particulier
sous la membrane et associés aux glycoprotéines GP Ib-I1X, GP Ia et GPIla.
4. Le systéme tubulaire dense
Les canalicules denses sont situés dans le voisinage des canalicules reliés a la
surface. Ce sont des réservoirs d’ions calcium qui sont libérés dans le
cytoplasme de la plaquette lorsqu’elle est activée. Ce sont les sites de synthése
des prostaglandines.
S. Les granules plaquettaires
A coté des lysosomes on trouve :
a/ Des granules denses
b/ Des granules alpha
La mort des plaquettes
Elle survient aprés un séjour vasculaire exclusif de 8 a 10 jours. La destruction
s’effectue essentiellement dans le foie et dans la rate avec intervention des
macrophages qui éliminent les plaquettes vieillies.

C. LES PROTEINES PLASMATIQUES
I-LE FACTEUR VAN WILLBRAND (voir schéma IT)

Le FVW est synthétisé par les cellules endothéliales ou il est stocké dans les
corps de weibel Palade et par les mégacaryocytes ou il est stocké par les
granules o mégacaryocytaire et retrouvé dans les granules o plaquettaires
Le FVW synthétisé par les cellules endothéliales selon deux voie différentes :
=> Voie réguliére secrétée aprées stimulation a partir des corps de weibel Palade,
cette voie donne naissance au multimétre de haut poids moléculaire les plus
active physiologiquement.
=> Voie constitutive présente la libération continue de FVW sur la face apicale
et baso latéral de I’endothélium, cette voie conduit a des petites multiméres.

Le FVW est une GP de HPM variant de (0.5320).10° multiméres formée par
I’assemblage de s/u identiques de 270 KD.

Le gene de FVW localisé sur le bras court du chromosome 12(52 exon).
Différents domaines fonctionnels ont été identifié sur la s/'u du FVW.,

In vivo le FVW joue un role dans I’adhésion des plaquettes au sous
endothélium, in vitro permet [’agrégation des plaquettes en présence de
ristocitine ; le FVW permet le transport du FVIII dans le sang circulant
permettant d’assuré la stabilité de son activité coagulante trés labile.

II-LE FIBRINOGENE

Le fibrinogéne est une protéine synthétisé par le fois mais aussi par le
mégacaryocyte sa demi vie in vivo (100-150) heure, sa concentration
plasmatique 2-4g/.
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C’est une glycoprotéine de 340 KDa compose de 6 chaines
polypeptidiques(2A 0,2Bp ,28)formant une structure trinodulaire,le nodule
central riche en pont disulfure , il regroupe les région amino terminales des
chaines A o ,Bf, d.

Chacune des chaines du fibrinogéne est codée par un gene différent sur le
chromosome 4. Le fibrinogéne porte des sites récepteurs de la GP IIb Illa.

3. LE DEROULEMENT DE L’ HEMOSTASE PRIMAIRE

[.’hémostase primaire comporte 2 phases successives :
A. UN TEMPS VASCULAIRE

Il s’agit d’une vasoconstriction immédiate. Elle concerne les petits vaisseaux.
1. D’abord passive Liée a 1’élasticité de la paroi. Elle ralentit le débit sanguin
pendant une breve durée.
2. Puis active Par contraction des fibres musculaires lisses. Cette phase active est
accrue et prolongée par des substances humorales: adrénaline, noradrénaline,
sérotonine, et thromboxane TXA?2 libérés par les plaquettes.
3. Nous avons vu plus haut que par ailleurs, I’endothélium joue un réle anti-
vasoconstricteur important.
4. Au total il y a réduction jusqu’a 30% du calibre des vaisseaux dans la zone
lésée, en fonction de leur richesse en fibres musculaires lisses.

B. TEMPS PLAQUETTAIRE (voir schéma III)

I. ADHESION DES PLAQUETTES
1. Mécanisme général de ’adhesion.

Elle s’effectue au sous endothélium exposé, en faisant intervenir
essentiellement la GP Ib/ IX de la membrane plaquettaire, le facteur Willebrand
(surtout les multimétres de haut poids moléculaire), et certaines structures du
sous endothélium, surtout les fibres de collagéne de type III et I'V et les micro
fibrilles. Le facteur Willebrand sert de pont entre la plaquette et le sous
endothélium. Il y a d’abord fixation du facteur Willebrand a certains récepteurs
des fibres de collagéne; Il en résulte une modification de la configuration
spatiale de la molécule de facteur Willebrand et sur ce facteur Willebrand
modifié vient s’amarre la plaquette par ['intermédiaire de la GP Ib IX.
L’adhésion est suivie d’une activation des plaquettes; Cette activation présente
au moins 2 aspects fondamentaux:

- Un changement de forme et de la structure interne des plaquettes,
- Une activation métabolique

2. Changement de forme et activation des plaquettes.

a/ Initialement discoides, les plaquettes vont devenir sphériques,puis I’anneau de
microtubules périphériques se rompt. Alors elles s’étalent et émettent des
pseudopodes.
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b/ Dégranulation et release plaquettaire :

Il y a centralisation des organelles, des granules en particulier qui vont se
retrouver au contact des invaginations de la membrane plaquettaire (systeme
canaliculaire ouvert); Il y a fusion de ces granules avec la membrane de ces
invaginations. Cette fusion entraine donc:

* Une Dégranulation.

* Une libération dans le plasma du contenu des granules,(release)

* L’expression a la surface de la plaquette activée d’un certain nombre de
protéines qui étaient présentes au niveau de la membrane des granules. En
particulier la GP IIb/II]a.

Les molécules de GP IIb/IIla subissent une modification de leur configuration
spatiale et peuvent alors fixer des molécules de fibrinogene et du calcium, il se
forme alors des ponts fibrinogéne entre les GP IIb/Il1a de plaquettes activées
adjacentes assurant ainsi I’agrégation plaquettaire.

Certaines substances activent les plaquettes et favorisent I’excrétion du
contenu des granules a et denses, en particulier excrétion d’ADP qui va activer
d’autres plaquettes, assurant ainsi un recrutement des plaquettes qui vont
subissent les mémes modifications et viennent se fixer aux premieres plaquettes
par les ponts fibrinogéne pour entrainer une agrégation irréversible.
¢/ Le "flip-flop": c’est I’inversion de polarité des phospholipides au niveau de la
membrane des plaquettes activée; le feuillet interne de la membrane passe en
position externe c.a.d. au contact du plasma. C’est sur les phospholipides
hydrophiles ainsi extériorisés, en particulier ceux qui sont chargés négativement
(phosphatidylsérine surtout) ou F3P, que vont fixer les facteurs vitamine K
dépendants de la coagulation par I’intermédiaire de ponts calcium. Ce flip - flop
est donc un préalable essentiel au bon déroulement de la coagulation.

3. Etude biochimique du release plaquettaire

a/ Il nécessite de 1’énergie, sous forme d’ATP

L’ATP provient du catabolisme du glucose et est stocké dans le pool
métabolique intra plaquettaire intracytoplasmique.

b/ Métabolisme de I’acide arachidonique

* Production d’acide arachidonique

* Synthése de prostaglandine :

- Production de TXA2 = thromboxane : C’est le plus puissant agent agrégant.
- Formation de PGD2, puissant inhibiteur de 1’agrégation.

Toutes ces substances, agrégantes ou antiagrégantes, exercent leur action par
le biais de I’AMPc intraplaquettaire, responsable lui-méme de la disponibilité du
calcium CA++ au niveau de I’actomyosine.

¢/ AMPc intraplaquettaire et mobilisation du calcium

- Fonction de I’AMPc : ¢’est une pompe a calcium, il entraine un stockage du
Cat+ dans le systeme tubulaire dense et /ou une élimination du calcium hors
de la plaquette.
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Le Ca++ étant bloqué dans le STD, une diminution de I’AMPc entraine une
augmentation du CA++ dans le cytoplasme au contact d’actine et de myosine,
entrainant une contraction de ces protéines, changement de forme, réaction
sécrétoire puis agrégation.

Donc tout facteur qui augmente I’AMPc diminue I’agrégation et inversement.
- Synthése de I’AMPc¢
La concentration de I’AMPc dépend de 2 enzymes :

* Adényl cyclase (formatrice) / Mg++
* Phosphodiestérase (destructrice)

Les différentes prostaglandines régulent 1’activité de 1’adényl cyclase et donc

controlent le taux d’ AMPc¢ intraplaquettaire.

II - L’AGREGATION PLAQUETTAIRE

L’agrégat de plaquettes se forme par apparition successive de couches de
plaquettes, réunies les unes aux autres par des ponts fibrinogéne; Il se constitue
ainsi une sorte de filet qui retient le sang.

Tres rapidement aprés la liaison du fibrinogéne au GPIIbIla il y a un
phénomene de clustring (regroupement) des récepteurs ayant fixé leurs ligand se
qui facilite la formation des ponts avec les plaquettes avoisinantes.

L’activation des plaquettes entraine la sécrétion des granule dense I’ ADP qui
va recrute les autre plaquettes ;la sérotonine potentialise 1’agrégation induite par
I’ADP ces 2 substance vont permettre la libération du Ca++ qui va se lié au
complexe GPIIblla étape essentielle a I’interaction du fibrinogéne avec son
récepteur.

Le thromboxane libéré a partir de I’acide arachidonique se lie a son récepteur
permettant a la fois I’expression de GPIIblla puis le recrutement d’autre
plaquette, cette phase d’agrégation est réversible ; la thrombospondine secrété
par les plaquettes stimulés se lie a la GP IV pour consolider les interaction au
sein de I’agrégat et assure 1’irréversibilité de 1’agrégation.

Le FVW et la fibronectine qui se fixe a la GP IIblIla vont consolider le clou
plaquettaire par leur fonction de protéine adhésive.

4. EXPLORATION DE L’HEMOSTASE PRIMAIRE :

L exploration de I’hémostase primaire fait en général appel a des techniques
spécialisées mais il est parfois possible en routine d’orienter le diagnostic & partir
d’examens simples et fiables.

4-1 PRELEVEMENT :

1 est fait de préférence a jeun ou chez un malade ayant pris un petit déjeuner
sans matieres grasses. Il doit étre effectuer par ponction veineuse franche, sans
garrot ou garrot peut serr€, I’anticoagulant de choix est le citrate trisodique a
3.8%/ : 1 Vol citrate + 9 Vol de sang.

Le tube doit étre agiter par retournement.
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4-2 EXPLORATION GLOBALE
a- La numération plaquettaire

Le prélévement se fait sur tube plastique contenant un anticoagulant ’EDTA
.apres lyse des hématies, la numération plaquettaire est faite sur cellule Malassez
en microscope a contraste de phase. Actuellement la numération est largement
automatisée, I’automate mesure le taux plaquettaire, le volume plaquettaire, et
reproduit la courbe des thrombocytes. Le nombre de plaquettes normal est
compris entre (150 -400) Giga/L. Néanmoins, ces appareils peuvent étre source
d’erreurs, I’examen des frottis est un contréle indispensable.

b- Frottis sanguin :

S’il y a une thrombopénie il faut d’abord écarter une agglutination des
plaquettes en présence d’EDTA. Le frottis sanguin permet de noter les
anomalies morphologiques des plaquettes.

c- Le temps de saignement (TS) : méthode d’IVY

Principe : ¢’est la mesure du TS apres une incision standard sur la face
antérieure de I’avant bras sous pression permanente de valeur constante

de 40 mm Hg, au niveau du bras pratiquer une incision de 1 cm de long

et 1 mm de profondeur apres avoir désinfecté 1’endroit.

Déclancher le chronométre, absorber 1’écoulement sanguin sur un papier buvard
toutes les 30 secondes. Valeurs normales : 4-8 mn.

d- Le temps d’occlusion plaquettaire (TOP) :

Ce test permet d’apprécier I’hémostase primaire globale, il permet de
reproduire in vitro le comportement du sang dans un vaisseau de petit diametre
1ésé. Selon I’activateur utilisé il existe 2 TOP : valeurs normales :

TOP/ épinéphrine 80-120 secondes
TOP/ ADP 60-120 secondes
e- Test de consommation de la prothrombine (TCP) :

4-3. EXPLORATION A VISEE DIAGNOSTIC :
a) Etude des fonctions plaquettaires :

a;) Etude des fonctions plaquettaires par agrégométrie :

a,) Etude des fonctions plaquettaires par cytométrie de flux (CMF)
b) Dosage du facteur Willebrand
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