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Le sang coagule dés que, a la suite d'une plaie, il s'épanche hors des vaisseaux.
L'équilibre entre exceés et insuffisance de fluidité est fondamental. Sans cet équilibre qui est assuré
par de nombreux facteurs, au premier plan desquels se trouvent les plaquettes sanguines, la vie

pour les étres humains et certaines espéces du régne animal est impossible.

Les plaquettes, bien qu'étant les plus petits éléments figurés du sang, sont le facteur
cellulaire indispensable a I'hémostase. L'examen de leurs propriétés biologiques contribue aux
diagnostics cliniques des thrombopénies, thrombopathies, ... . De nombreuses techniques ont été
proposées pour approcher la fonctionnalité des plaquettes sanguines (adhésion, changement de forme,
sécrétion, agrégation, ...). Actuellement la technique, la plus utilisée pour sa simplicit¢ de mise en
ceuvre, consiste en la mesure photométrique de l'agrégation plaquettaire. Cette méthode mesure,
par transmission lumineuse a travers une suspension de PRP, l'agrégation induite par des agents

agrégeams (adénosine diphosphate, collagéne,.. ).

L'analyse des propriétés plaquettaires face aux hémorragies ou aux obstructions des
vaisseaux ne permet pas a elle seule d'établir les caractéristiques biologiques et rhéologiques de
cette cellule. De plus, le traitement de certaines maladies hématologiques malignes (leucémies)
nécessite la transfusion de plaquettes fraiches. Ces plaquettes font partie intégrante de la
réanimation transfusionnelle et permettent de pallier les inconvénients de la chimiothérapie. Dans
ces domaines, ou il est nécessaire de s'assurer de l'efficacité d'une transfusion plaquettaire,
I'évaluation de la viabilité des cellules est primordial. Pour répondre & ces exigences, il est
important de disposer d'un test simple et fiable favorisant un contréle de qualité des suspensions
plaquettaires. Actuellement, les techniques utilisées ne permettent pas de disposer de résultats de
référence. Aucun test n'est proposé en routine, parce qu'ils sont encore subjectifs pour certains
(évaluation visuelle), non automatisés, techniquement lourds, ..., ou parce qu'ils ne permettent pas

d'approcher réellement des paramétres de viabilité des cellules.

Le suivi du comportement des plaquettes en milieu hypotonique est une voie importante
pour approcher la viabilité cellulaire. Dés le début du 20™ siécle, de nombreux auteurs ont tenté,
en complétant les connaissances sur la résistance osmotique des plaquettes, de proposer des

techniques d'étude de leur fragilité. Le probléme le plus délicat dans la mise au point d'un test de
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fragilité osmotique des plaquettes réside dans le choix de la méthode qui permettra la mise en
évidence de la lyse.

L'évolution des technologies, par la mise sur le marché de nouveaux capteurs, de nouvelles
sources lumineuses, ..., de matériel informatique toujours plus puissant, permet de disposer de
clés pour concevoir des dispositifs de mesure automatique pour répondre a certaines attentes.

La mise au point d'un module spécifique, intégré a un appareil de suivi de 'hémolyse des
hématies (automatisation de la technique manuelle de Dacie) : le "Fragilimétre" (licence UHP - Regulest,
congu par J. Didelon) semble étre particuliérement adapté a la mesure de la réponse des plaquettes a

des variations de pression osmotique.

Pour provoquer le choc hypotonique, le choix s'est porté sur une dialyse lente afin de
permettre une diffusion progressive des ions chlorure et sodium. Une membrane semi perméable,
utilisée comme enceinte de la solution étudiée, assure cette dialyse. La mesure en continu des
variations de transmission lumineuse a travers la suspension est dépendante du changement de

volume des cellules, et finalement de la lyse.

L'objet de ce travail est de permettre la découverte du cheminement qui nous a permis de

finaliser un nouveau test d'évaluation de la viabilité des plaquettes. Il se présente en six parties :

La premiére partie débute par une approche de la physiologie de la plaquette, en
caractérisant ses principaux constituants. La conservation des plaquettes est ensuite abordée,
sachant que le test automatique que nous proposons se destine en particulier au suivi de la
viabilit¢ de ces concentrés plaquettaires avant transfusion. Une analyse des techniques
existantes d'exploration en hémostase, puis d'évaluation in vifro des concentrés plaquettaires

cloture cette partie.

La deuxiéme partie précise, par une approche bibliographique, les résultats des
nombreuses recherches menées depuis le début du siécle pour caractériser la résistance
osmotique des plaquettes. Cette analyse montre qu'actuellement, seul le test dit "réponse au
choc hypotonique", est pratiqué par certains laboratoires chargés de I'évaluation de la qualité des

' concentrés plaquettaires.
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La troisiéme partie est consacrée a 'adaptation du Fragilimétre pour I'étude de la”
résistance osmotique des plaquettes. Les différentes propriétés physiques mises en ceuvre seront
évoquées (pression osmotique, diffusion lumineuse). Des données techniques permettent une
description du dispositif de mesure de l'appareil et de son adaptation pour effectuer le test de
résistance osmotique des plaquettes par dialyse lente. Une étude préliminaire correspondant a
I'examen de la réponse du systéme autorise une évaluation technique et une premiére
interprétation des mesures réalisées. Afin de préciser les recherches, le test "réponse au choc
hypotonique" est proposé sur le Fragilimétre. L'analyse des données obtenues par ces deux
techniques, associ€ée aux résultats décrits par différents auteurs, permet de proposer une
explication sur la variation des signaux mesurés en fonction des caractéristiques physiologiques

propres aux plaquettes.

La quatriéme partie propose les résultats de différentes séries de mesures. Les premiéres
expériences conduisent a ['évaluation des conditions préanalytiques. L'influence de
l'anticoagulant, de la concentration plaquettaire et de la température sur les résultats est précisée.
Une premiere application du test dans un protocole d'étude (contréle de lincidence des
traitements proposés aux patients dialysés) est évoquée. Ensuite, des évaluations de la viabilité
de concentrés plaquettaires sont effectuées en fonction de la technique de préparation des

poches et en fonction des jours de conservation.
La cinquiéme partie fait la synthése des différentes recherches et des résultats obtenus.

La sixiéme et derniére partie illustre brievement le transfert industriel du Fragilimétre.
Ce chapitre fait le résumé des différentes démarches entreprises afin de disposer d'un appareil prét

a étre commercialisé.

Enfin, la conclusion ouvrira sur des perpectives quant a la validation du test de résistance

osmotique plaquettaire et aux possibilités d'évolutions offertes.
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La Plaque'l'fe

ou

Le Thrombocyte



Le sang (fig. 1) est une suspension concentrée de cellules dans une solution aqueuse
complexe. Les globules rouges ont pour mission de transporter l'oxygéne des poumons aux tissus,
les globules blancs assurent une défense contre les agressions microbiennes, les plaquettes

combattent les hémorragies.

[
PLASMA
[PLASMA |

l i l - | ,
Protéines Sérum Hématies | [¥BUITITES iGIobuIe‘§> Blancs

Eau /\

a 93?15 Leucocytes Leucocytes
; ? az dissous ranulaires agranulaires
Globulines Hormones BY ; g i |
Glucose , - ;
T (PG Neutrophiles Lymphocytes
Residus Basophiles Monocytes
Eosinophiles

Figure 1: Organigramme simplifié¢ de la composition du sang.

Ce sont les mégacaryocytes médullaires de la moélle osseuse qui produisent les plaquettes.
La durée de vie moyenne des plaquettes dans le sang étant de 8 a 10 jours, la lignée
mégacaryocytaire doit donc, quotidiennement, remplacer 10 & 12 % de la masse plaquettaire de
’organisme (masse plaquettaire = nombre total des plaquettes x volume plaquettaire moyen), ce qui équivaut,

chez ’adulte, & une production journaliére de quelques 220 milliards de plaquettes.

Les plaquettes (fig 2) sont des cellules anucléées, de forme arrondie ou ovalaire, d’un
diamétre variant de 1 a 4 pm (cf tab [, épaisseur 0.4 pm, volume 5 4 10 um’, surface 28 pm?). Elles jouent
un réle essentiel dans I’hémostase primaire. Dans le sang circulant, le nombre de plaquettes varie
entre 150.10°/L et 400. 10°/L. Les 2/3 de la masse plaquettaire circulent normalement, tandis que
1/3 est séquestré dans la rate. Les plaquettes dgées meurent et sont phagocytées par le systéme

monocytaire macrophagique du foie, de la moelle osseuse et principalement de la rate.
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Figure 2: la plaquette d'aprés Boneu B. (1).
Les dessins A et B représentent des plaquettes discoides examinées en microscopie électronique a balayage aprés
fixation. La surface des plaquettes est lisse et présente des dépressions (—>) qui correspondent 4 I'émergence vers
I'extérieur du systéme canaliculaire ouvert.
Le schéma C résume les principales caractéristiques ultrastructurales observées sur une coupe équatoriale d'une
plaquette discoide.
e La zone périphérique est formée du glycocalix (GCX), de l1a membrane plasmique trilaminaire (Mb) et
d'une zone sous-membranaire riche en microfilaments (MF).
» Le cytoplasme de la plaquette contient des filaments d'actine, les microtubules (MT), circonférentiels et
des grains de glycogéne (GLY).
¢ Les organelles contenues dans le cytoplasme sont les mitochondries (Mit), les granules denses (8), les
granules alpha (o) et les lysosomes ().
e Les systemes membranaires de 1a plaquette sont le systéme canaliculaire ouvert (SCO) relié 4 la surface
et le systéme tubulaire dense (STD).
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Tableau 1: caractéristiques générales de la plaquette

disque biconvexe

144 pm
9 f
250 % 10° /L

8 3 10 jours

1.1. Structure de la plaquette

Gréce a I'étude morphologique au microscope électronique, la plaquette peut étre divisée
en 3 zones principales qui correspondent schématiquement a des spécialisations fonctionnelles et
biochimiques. Pour chaque constituant, il est proposé une bréve description structurelle et

fonctionnelle.

1.1.1. Zone périphérique de la plaguette

Clest la zone des systémes membranaires et des structures qui leur sont associées. La
membrane joue un role essentiel dans la stimulation des plaquettes par la présence, ou non, dans
son environnement de nombreuses substances physiologiques et non physiologiques. La
membrane posséde des récepteurs pour les molécules du milieu environnant. L'interaction de ces
molécules avec les récepteurs de la membrane plaquettaire conduit a l'activation de la plaquette,
qui entraine la transformation de sa surface non adhésive en une surface adhésive ; cela permet

l'interaction de la plaquette avec la paroi vasculaire ou avec les autres plaquettes circulantes.

La membrane :

La membrane des plaquettes est similaire & celle des autres cellules ; elle contient des
phospholipides qui sont répartis sous forme d'une double couche, les groupes polaires hydrophiles
orientés vers l'environnement extérieur aqueux et les chaines d'acides gras fluides vers l'intérieur
(fig 3). Entre ces phospholipides fluides, des molécules de cholestérol stabilisent et rigidifient la

membrane.
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La surface externe de la membrane est recouverte d’une couche caractéristique d’environ
10 4 50 nm appelée espace périplaquettaire. Elle est constituée de mucopolysaccharides acides et

d’acide sialique.

Pmmmmbm
Facteur ¥a

@%ﬁ?@

; g,.fyg’ :p Phosghaiéw

Merrm Cytoplasme

Figure 3 : schéma de la membrane plaquettaire d'aprés Rock G. (2)

Dans la membrane sont insérés des glycolipides et des glycoprotéines (tab II). Une des
propriétés importantes des glycoprotéines, comme des phospholipides de la membrane, est leur
répartition asymétrique. Les glycoprotéines transmembranaires mettent en communication
I'extérieur de la cellule avec le systéme contractile sous-membranaire. Parmi les glycoprotéines
plaquettaires, des groupes ou des complexes de glycoprotéines de surface ont été identifiés. Ils

sont responsables de réactions plaquettaires spécifiques et jouent un réle de récepteurs.

Tableau II: Principales Glycoprotéines plaquettaires transmembranaires (GP) connues.

GP DB ¢ Récepteur facteur von Willebrand 25000
ou CD42b ¢ Support de I'adhésion au sous-endothélium molécules / plaquette
GP Iib/1a ¢ Récepteur fibrinogéne et facteur von Willebrand 50000
ou CD41/CD61 ¢ Impliquée dans les phénoménes d'agrégation molécules / plaquette
' plaquettaire
GPla/lia ¢ Récepteur collagéne <2000
ou CD49%b/CD29 ¢ Deuxiéme récepteur de I'adhésivité plaquettaire molécules / plaguette
GPIV ¢ Récepteur thrombospondine 10000 a 20000
ou CD63 ¢ Impliquée dans la fixation au collagéne et dans la | molécules / plaquette
consolidation du thrombus
GMP140 4 marqueur de l'activation plaquettaire 2000 a 10000
ou sélectine-P A sites / plaquette
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Les composants de la membrane plasmique fournissent les récepteurs pour les stimulis qui
vont activer la plaquette. Le signal qui va déclencher les modifications de la surface cellulaire et
qui est transmis au travers de la membrane va initier les réactions qui aboutissent au changement
de forme des plaquettes, a la formation de pseudopodes, a la contraction interne, a la sécrétion et

a l'agrégation.

1.1.2. Zone cytoplasmique (Hyalomeére)

Le cytoplasme

Il contient des protéines fibrillaires dont le degré de polymérisation varie selon ['état

d'activation de la plaquette.

Les canalicules
Il existe deux systémes de canalicules a I'intérieur de la plaquette :

e le systeme des canalicules ouverts. 1l est constitué d'invaginations tortueuses de la

membrane plaquettaire reliées a la surface. Clest par son intermédiaire que les
substances d'origine plasmatique ont acces a l'intérieur de la plaquette par endocytose,
et que le contenu des granules plaquettaires est sécrété. Il représente une source
importante de membrane utilisable pour la formation de filopodes et lors de

I'étalement des plaquettes.

o le systéme tubulaire dense. 1l forme des complexes membranaires avec le systéme

canaliculaire ouvert. Il ressemble au réticulum sarcoplasmique du muscle. Le systéme
tubulaire dense est le lieu de séquestration du calcium qui active le systéme contractile
des plaquettes, ainsi que les enzymes de la voie de synthése des prostaglandines a

partir de I'acide arachidonique.

Les microtubules

Les microtubules sont répartis en faisceau de 3 a 10 éléments, a la périphérie de la cellule.
Leur diamétre est de 20 nm. IIs jouent un rble dans le maintien de la forme discoidale des
plaquettes, dans la formation des pseudopodes et dans la contraction de la plaquette. En effet,
une modification de la forme de la cellule correspond a la dépolymérisation (réaction

réversible) et a la désorganisation des microtubules.
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Les microfilaments

Les microfilaments sont nombreux et répartis surtout a la périphérie de la cellule, pres de
’anneau des microtubules. Ils participent & la formation des pseudopodes et interviennent dans la

contraction des plaquettes.

1.1.3. Zone des organelles cytoplasmiques (Granulomére}

Les mitochondries sont petites, rondes ou ovales, au nombre de 1 a 5 par plaquette. Elles
participent a la production d’énergie cellulaire. L’appareil de Golgi (ou ce qui reste de celui-ci) est
présent dans plusieurs plaquettes. Sa fonction n’est pas définie.

Quelques ribosomes sont normalement présents. Ils sont en plus grand nombre dans les

plaquettes jeunes et de grande taille ; celles-1a sont le siége d’une synthése protéique intense.

Les inclusions

Le glycogeéne intrathrombocytaire est sous forme de granulations irréguliéres (15 a 30 nm),
parfois groupées en amas. Le glycogéne est la principale source énergétique de la cellule. La

résence occasionnelle d'inclusions lipidigues est liée a la dégénérescence de la plaguette.
p pidiq 2 plaq

Les granules

Les granules constituent la majorité du chromomeére ; ils sont nombreux, entre 3 et 25 par

plaquette.
On distingue trois types :

e les granules denses (250-300 nm de diamétre, haute densité en microscopie électronique) qui

contiennent de trés fortes concentrations de calcium, d’ADP, d'ATP, de sérotonine,
de pyrophosphate et de ’adrénaline. Apres activation, elles sécrétent leur contenu
dans le milieu extérieur.

¢ les granules alpha (300-500 nm de diamétre, densité moyenne en microscopie électronique) qui
contiennent de nombreuses protéines dont la fonction n'est pas toujours parfaitement
établie. Elles sécrétent leur contenu dans le milieu extérieur, aprés activation des
plaquettes.

o les lysosomes contiennent des enzymes dont la sécrétion ne survient qu'en cas de
stimulation maximum de la plaquette. Cette sécrétion pourrait jouer un role dans la

dégradation de la matrice conjonctive de la paroi vasculaire.
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Les vacuoles

Ce sont principalement des vacuoles contractiles placées au centre de la cellule.

1.2. Composition Chimique

L’étude biochimique a révélé que les plaquettes ne sont pas des particules inertes. Au
contraire, elles sont le siége d’une activité métabolique intense. Prés de 80 enzymes différentes
ont été identifiées, qui sont les signes d’une activité synthétique importante et d’une utilisation
d’énergie.

En poids sec, les plaquettes renferment 60% de protéines, 15% de lipides et 8,5% de
glucides. La teneur en eau est élevée, soit environ 75% du poids total. Les minéraux présents sont
le sodium (Na*, 39 mEq/1), le potassium (K, 118 mEq1), le calcium (Ca*"), le zinc (Zn™) et le

magnésium (Mg™).

1.3. Fonctions

Les plaquettes jouent un réle important dans I’hémostase, principalement dans I’hémostase
primaire.

Les principales fonctions des plaquettes sont les suivantes :

= elles contribuent au maintien de intégrité des endothéliums vasculaires. Elles
empéchent les microhémorragies en utilisant le tissu lésé comme substrat de

I’adhésion thrombocytaire.

= elles interviennent de fagon directe dans la formation du clou thrombocytaire grace

a leurs propriétés d’adhésion, de sécrétion et d’agrégation.

= elles libérent certains facteurs au cours de la phase de sécrétion, nécessaires a la

formation de la fibrine.

= elles transportent diverses substances comme la sérotonine, les catécholamines et
’histamine ; ce sont des amines vasoconstrictrices qui interviennent dans la

physiologie des vaisseaux.

= elles jouent un réle important dans la rétraction du caillot.
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1.4. Propriétés Biologiques

Les plaquettes individuelles circulent sous forme discoide ou ovale dans un état de non
activation au travers du systéme cardiovasculaire bordé d'une monocouche de cellules
endothéliales intactes et non thrombogénes. En réponse a certaines conditions physiologiques ou
pathologiques qui entrainent une lésion de la paroi vasculaire, des modifications du débit sanguin
ou l'apparition dans la circulation sanguine d'une ou plusieurs substances biologiquement actives,

les plaquettes vont moduler leur degré d'activation ou d'inhibition.

L'activation des plaquettes (fig 4) en réponse a différents stimuli ou agonistes (ligands
endogénes ou exogénes) se fait par étapes progressives selon une réaction plaquettaire de base

univoque.

Selon lintensité du stimulus, qui réagit avec un récepteur membranaire spécifique, les
plaquettes discoides vont changer de forme, sécréter le contenu de leurs granules (o, denses,
Iysosomes) et former des eicosanoides, puis agréger (fig 5). Ces étapes différentes, changement de
forme, adhésion, sécrétion, agrégation, sont des processus actifs de nature contractile qui
nécessitent une dépense énergétique, fournie par le glucose et le compartiment cytoplasmique

métabolique d'ATP et la mobilisation d'ions calcium (Ca™).

ADR (PEv il
Treuritins

Figure 4 : schéma général de l'activation et des fonctions plaquettaires, d'aprés Boneu B. (1).
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’adhésion :
L’adhésion est la propriété qu’ont les plaquettes de se fixer sur des surfaces étrangeres :

les structures sous-endothéliales ou les surfaces inertes (verre). Le traumatisme d’un vaisseau, par

exemple, entraine ’adhésion des plaquettes a cet endroit. Il s’agit du stade initial de I"hémostase.

ia sécrétion :

Au cours de 'hémostase primaire, la plaquette se comporte comme une véritable cellule
sécrétoire. Elle rejette dans le milieu extérieur les constituants des granules denses : d’abord
I’ADP et I’ATP du compartiment de réserve, la sérotonine, les catécholamines, le K, le Ca™ et le
Facteur 4 Plaquettaire (F4P) puis les constituants des granules alpha : Facteur 3 Plaquettaire
(F3P), enzymes hydrolytiques et fibrinogéne. Ces substances empruntent le systéme des

canalicules ouverts et sont secrétées.

lagrégation :

L’adhésion des plaquettes au collageéne est suivie de la phase de sécrétion puis de
I’agrégation des plaquettes entre elles. Dans ce processus, les plaquettes se fixent les unes aux
autres. On distingue deux vagues d’agrégation. La premiére vague est déclenchée par I’ADP
extrinseque provenant de cellules endothéliales Iésées ou de globules rouges hémolysés. Elle est
réversible et coincide avec la phase de sécrétion des constituants plaquettaires. L’ADP intra
plaquettaire du compartiment de réserve est libéré, il déclenche la deuxiéme vague d’agrégation.

Celle-1a est irréversible et méne a la lyse de la cellule.

Changement

de farm ‘ Agrégation réversibis

“ Adheésion ) “Eralement

g?%gat%m irréversible

Figure 5: réactions de base de l'activation plaquettaire, d'aprés Boneu B. (1)
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1.5. Etat de la question

Cette rapide présentation de la physiologie générale de la plaquette et de ses fonctions,
permet de considérer les événements qui interviendront dans l'étude de la résistance osmotique

(voir tableau H1 page suivante).

La membrane des plaquettes jouera l'un des principaux réles : au niveau des changements de
forme, du gonflement osmotique, des échanges entre le milieu intra et extra-cellulaire et des
glycoprotéines qu'elle renferme.

La structure des microfilaments et des microtubules interviendra dans la régulation ou le
maintien de la forme discoidale.

Les systémes canaliculaires ouverts apporteront un surplus membranaire pour permettre le
changement de forme et le gonflement sans rupture, et permettront les premiers échanges
(sécrétion).

Le systéme tubulaire dense quant a lui apporte une réserve membranaire et, par la

séquestration du calcium, intervient également dans la régulation du volume.

La plaquette en subissant une contrainte hypotonique pendant les mesures de résistance

osmotique, rend chaque élément sensible a cette "agression".

La mesure de la résistance osmotique des plaquettes, quelle que soit la méthode utilisée (choc
ou dialyse), est délicate compte tenu de leur activation aisée (changement de forme, agrégation, sécrétion).

Elle doit étre réalisée sous 3, voire 2 heures aprés le prélévement.
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Tableau III: anatomie fonctionnelle de la plaquette

® gystéme tubulaire dense analogue au réticulum
endoplasmique

STRUCTURE FONCTIONS
Membrane plasmique
® double couche de phospholipides *  structure de base ;
* précurseur des prostaglandines ;
* précurseur d'autres métabolismes lipidigues ;
= sources des surfaces procoagulantes.
® Glycoprotéines (GP) insérées dans les deux couches .
dej;hfsphoiipi d(es ) * charpente membranaire ;
* récepteurs de surface :
¢ pour les agonistes (ex: thrombine, collagéne), et
pour les antagonistes (ex: prostacycline) ;
+ pour les cofacteurs :
¢ GP Ib pour le facteur von Willebrand ;
O complexe GP IIb-Illa (plaquette activée)
pour le fibrinogéne, le facteur von
Willberand et Ia fibronectine.
Charpente sous-membranaire
cytosquelette de microtubules en cercles rattachés a la| * maintien de la forme discoide
face interne de la membrane plasmique
Systémes membranaires intracytoplasmiques
® systéme canaliculaire ouvert 4 la surface * canaux de sécrétion dans le plasma du contenu des
1a surface externe de la membrane plasmique est granuigﬁens de stockage ; »
perforée de minuscules ouvertures qui|* form?nop de pseudopodes (@aquettes acﬁvges} par
correspondent aux embouchures de canalicules.| ¢vagination des membranes intra-cytoplasmiques ;
Ceux-14 sont formés par de nombreuses|* exposition & la surface des plaquettes actives de
invaginations de la membrane plasmique dans la récepteurs membranaires qui sont enfouis au repos.
profondeur de la cellule.
* gynthése des prostaglandines ;
* stockage et flux intracellulaire (cytosol) du calcium

ionisé (transmission de l'activation).

Organites et granulations intra-cytoplasmiques

® communs 3 la plupart des cellules
-0 mitochondries, particules de glycogéne

@ granulations spécifiques des plaquettes
¢ granulations denses

¢ granulations alpha

¢ lysosomes

maintien de la bio-énergétique et de l'intégrité
cellulaire.

stockage et sécrétion de substances agrégeantes
(ADP, sérotonine, calcium) ;

stockage et sécrétion de facteurs de coagulation
(facteur V, fibrinogéne), de cytoadhésines (facteur
von Willebrand, fibronectine, thrombospondine) et
de facteurs de croissance cellulaire.

hydrolases, protéines cationiques.

30




En laboratoire, la conservation des plaquettes est difficile et ne dépasse pas quelques heures.

Elles sont détruites par la congélation ordinaire. La congélation par I’azote liquide a cependant

permis la conservation a long terme des plaquettes autologues et de plaquettes compatibles.

Le traitement de certaines pathologies (thrombocytopénies, thrombopathies, néoplasies avec atteinte
des plaquettes) nécessite la transfusion de plaquettes fraiches. L'efficacité d'une transfusion
plaquettaire est étroitement liée a la qualité de la préparation, mais aussi au respect des conditions
optimales (environnement : poches, agitation, température, ..). Au cours des dernieres annces, les
méthodes d'obtention des produits plaquettaires se sont diversifiées (concentration de PRP, isolement
de plaquettes a partir des couches leuco-plaquettaires mélangées ou non, plaquettes d'aphérése), les procédés de
séparation se sont développés (filtration, irradiation gamma ou UV, milieu synthétique de conservation,
inactivation). Aprés le prélévement, les plaquettes sont séparées des autres éléments du sang puis
conservées a 22°C, dans un appareil qui les agite doucement et constamment. Elles doivent étre
utilisées le plus rapidement possible (avant 72 heures). Aprés 24 heures, leur efficacité diminue de
facon nette. Aprés 96 heures, on a évalué que seulement 30 % des plaquettes sont viables et que
leur durée de vie moyenne est alors de 4 jours.

Les besoins transfusionnels se sont intensifiés (réanimation transfusionnelle, chimiothérapie, ...), et

la recherche d'un contréle de qualité fiable et référencé s'impose.

2.1. Préparation des concentrés plaquettaires

1l existe deux méthodes pour préparer des concentrés plaquettaires.

2.1.1. Concentrés Standards de plaquettes : C.S.P.

Le concentré plaquettaire est un composant obtenu a partir de sang frais et renfermant la

plupart des plaquettes d'origine sous une forme efficace au plan thérapeutique.

Suivant la technique de préparation, la teneur en plaquettes par équivalent d'une seule unité
est comprise entre 45 et 85.10°, le milieu de suspension étant de 50 & 60 mL (la teneur en leucocytes

se situe entre 0,05 et 1.10° et en érythrocytes entre 0,2 et 1.10° par équivalent d'une seule unité). La quantité de
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plaquettes contenue dans une "unité standard" de plaquettes reconstituées équivaut a la quantité
obtenue a partir de quatre a six unités de sang total.

La technique de préparation repose sur une double centrifugation d'une unité de sang frais de
fagon a ce qu'un nombre optimal de plaquettes reste dans le plasma et que le nombre de
leucocytes et d'érythrocytes soit ramené a un niveau déterminé (la premiére centrifugation permet de

préparer un PRP ; la seconde, puissante, permet de concentrer le PRP).

Remarque : des concentrés de plaquettes déleucocytés peuvent étre préparés par filtration.

2.1.2. Concentrés de plagquettes d'aphérése : C.P.A.

Les CPA sont définis, depuis 'Arrété du 15/11/1993 paru au J.O. du 30/11/1993, comme une
suspension de plaquettes obtenue aseptiquement par une aphérése plaquettaire a l'aide d'un

séparateur de cellules automatique a partir du sang veineux d'un donneur jugé apte médicalement.

Suivant la méthode de préparation et l'appareil utilisé, le nombre de plaquettes se situe entre
200 et 800.10°/L. De méme, la contamination leucocytaire ou érythrocytaire du produit peut
varier selon le procédé et le type d'appareils utilisés. Cette technique permet de prélever des
plaquettes chez des donneurs sélectionnés, de réduire le risque d'allo-immunisation HLA et de
traiter efficacement des patients déja allo-immunisés. Le nombre de donneurs auxquels il est fait

appel étant moindre, le risque de contamination virale se trouve lui aussi réduit.

L'unité standard doit étre équivalente a 5 unités de plaquettes reconstituées provenant chacun
d'un donneur unique. La préparation des CPA doit se faire en accord avec les bonnes pratiques,

arrété du 7/02/1994 publié au J.O. du 23/02/1994 (respect de nombreux aspects légaux).

Intérét des CPA

Par I'obtention d'une grande quantité de plaquettes a partir d'un seul donneur :

baisse des risques immunologiques ;

e baisse des risques infectieux |

meilleure qualité du produit ;

contrdle systématique du produit.
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2.1.3. Techniques et appareillage pour obtenir des C.P.A.

Il existe différents séparateurs de cellules. Seuls les appareils utilisés dans le service
d'aphérése de I'Etablissement de Transfusion Sanguine de Nancy-Brabois et qui ont fait l'objet de

protocoles d'études, seront décrits bri¢vement.

Chaque appareil est composé de I'association d'un séparateur et d'un disposable.

Le séparateur :
il existe 2 grandes familles d'appareils selon le mode de centrifugation :

e soit une centrifugation a débit séquentiel (le sang est fractionné 4 partir de plusieurs unités
prélevées successivement chez le méme donneur). La phase de prélévement sanguin et
celle de transfusion, retour vers le donneur, ne sont donc pas concomitantes. Une

seule veine est nécessaire, uniponcture (fig 6), mais la procédure est longue.

Antiroagulant

Figure 6 : schéma montrant une procédure
en flux discontinu d'aphérése (uniponcture)
e soit une centrifugation a débit continu ou le sang est fractionné immédiatement
(prélévement et restitution sont quasi-simultanés). Les plaquettes sont préparées dans une
chambre de séparation et directement transférées dans la chambre de collecte.

Deux veines distinctes (chaque pli des 2 coudes) sont nécessaires, biponcture (fig 7).

Le disposable :
Il est composé d'un réseau de tubulures et d'un systéme centrifugateur, le tout formant un

circuit extra-corporel qui traite plusieurs litres de sang (usage unique).
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Dispositif de
centrifupation

Poche

Recueil

Figure 7 : schéma montrant une procédure
en flux continu d'aphérése (biponcture)

Le tableau IV permet de résumer les caractéristiques des 5 séparateurs de cellules.

Tableau IV : caractéristiques des différents séparateurs de cellules utilisés en a

Syste LRS 4 (cbne - Elutriation) 4-551.

+ - Filtre PALL  (immédiate en fin de procédure) 41
- + Programme spécial (modification de finterface) 6L
- - Elutriation a tintérieur de la ceinture 4-551
- + Non Déleucocyté 5-55L

remarque : pour un donneur sain une poche contenant usuellement 400 & 600 ml de concentré
plaquettaire est obtenue (concentration comprise entre 1 et 1.5 .1012/L de plaquettes).

2.2. Conservation des concentrés plaquettaires

2.2.1. Méthodologie

Depuis T'Arrété du 15/11/1993 publié au J.O. du 30/11/1993, la conservation des
concentrés plaquettaires doit étre effectuée de fagon rigoureuse. Il est préconisé de maintenir les
poches sous une agitation lente et continue (garantissant un apport d'oxygéne) a une température
controlée a 22°C + 2°C. Les plaquettes conservent leur viabilité jusqu'a 7 jours dans des
conditions optimales. Il n'est toutefois pas recommandé actuellement de les conserver plus de 5
jours.

En fait, les plaquettes doivent étre conservées dans des conditions qui assurent de fagon

optimale leur survie et leur activité hémostatique.
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2.2.2. Facteurs influencant la gqualité plaguettaire et leurs

conséquences

S'il est vrai que les conditions de prélévement, la nature de l'anticoagulant, les procédés de

préparation par aphérése, les procédés de purification (5), de méme que les étapes de

centrifugation (6), de filtration (7,8) peuvent créer des traumatismes favorables a une activation

plaquettaire irréversible, il est clair que la majorité des Iésions induites lors de toute manipulation

de plaquettes (9) est amplifiée et observée durant la phase de conservation pendant 5 voire 7 jours

et plus (10). Il convient donc de connaitre et de controler les paramétres qui ont une influence

directe ou indirecte sur la plaquette et son environnement.

L ]

Une diffusion correcte du gaz carbonique et de l'oxygéne au travers de la paroi du
contenant plastique, a haute perméabilité gazeuse permettra de préserver la concentration en
bicarbonate et de retarder, au dela de 5 jours, une chute dramatique du pH en dessous de
6,3. Cet échange gazeux sera favorisé par un ratio-volume contenu sur volume contenant
inférieur & 1/6. Lorsque la chute du pH est responsable de la formation d'agrégats visibles,
une simple inspection visuelle éliminera ce produit non conforme. Une chute de pH, a
controler généralement en fin de période de conservation, peut également étre responsable
de modifications irréversibles de forme de la plaquette. Il est admis que la viabilité
plaquettaire aprés transfusion est corrélée avec le nombre ou pourcentage de plaquettes
discoides dans la suspension. Au jour j=0, un concentré plaquettaire renferme, environ,
entre 60 et 80 % de formes discoides. Aprés 5 jours, seulement 30 a 50 % de formes
discoides sont observées. La structure et le matériau de la poche influencent la "bonne"

conservation des concentrés (11).

De méme que le volume de la suspension, une concentration plaquettaire élevée (> 1,3 .10
plag/L) peut étre responsable d'une baisse du pH. Paradoxaiement, une faible concentration
peut induire une augmentation anormale du pH (>74), corrélée avec une faible viabilité
plaquettaire (12). Cette surveillance est particuliérement nécessaire pour les différentes
catégories de concentrés de plaquettes d'aphérése, au regard de la grande variabilité des

concentrations obtenues.

La nature du milieu de suspension ou de resuspension joue un rdle primordial sur le

maintien de la morphologie et des fonctions plaquettaires. De nombreuses publications (13)
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justifient le mélange plasma-milieu synthétique (entre 60 et 80 %) pour prolonger la durée de
conservation des concentrés plaquettaires et diminuer les intolérances dues aux protéines
plasmatiques ou de dégradation (histamine, cytokines, bradikinine, kallicréines). Quatre types de
composants sont généralement présents dans les milieux synthétiques : I'électrolyte (sodium,
potassium, magnésium, chlorure), le substrat énergétique (acétate, dextrose), le tampon (gluconate,
phosphate, bicarbonate) et l'anticoagulant (citrate). Dans un souci de maintien des qualités
fonctionnelles, il est préférable d'envisager l'utilisation de ce type de milieu des la
préparation initiale du concentré plaquettaire, plutdt que seulement pendant la période de
conservation. Cela permet d'éviter d'une part un traumatisme néfaste aux plaquettes,
consécutif a une centrifugation puissante, et d'autre part une inéluctable perte plaquettaire
de l'ordre de 15 a 20 %. En d'autres termes, la déplasmatisation des concentrés plaquettaires

doit demeurer l'exception, au regard de leur qualité.

Le controle de température entre 20 et 24°C pendant la conservation, ou lors d'un
transport éventuel, contribue au maintien de la viabilit¢ plaquettaire. Quelques études
récentes (14,15) concluent & une diminution sensible de la viabilité, corrélée a une perte de
20 % de formes discoides, pour des valeurs critiques telles que 16°C pendant 16 heures,
12°C pendant 10 heures ou encore 4°C pendant 6 heures. Les valeurs limites de
température et de durée d'exposition critiques sont déterminées a 18°C pendant 24 heures.

L'agitation est également un facteur influent (16).

Une contamination leucocytaire importante, due a de mauvaises conditions de préparation,
induit directement ou indirectement des effets cliniques (réaction fébrile immédiate, allo-
immunisation) et biologiques déléteéres (compétition dans la consommation d'oxygéne, relargages
d'enzymes, chute du pH, formations d'agrégats) (17,18). Une étude (19) a montré la génération de
cytokines par des cellules monocytaires activées, impliquant le surnageant plasmatique dans
les réactions pyrogéniques post-transfusionnelles. Toutes ces études concluent a l'intérét
évident d'une déleucocytation par filtration précoce. Celle-la se généralise et méne a une
amélioration sensible des concentrés de plaquettes conservées (10). Cet isolement des
cellules doit étre réguliérement contrélée par des méthodes de comptages précises et fiables,
afin de garantir au prescripteur la conformité fixée par les caractéristiques (moins de 10°

leucocytes contaminants par produit plaquettaire déleucocyté).
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2.3. Contréle de qualité

Par définition, le contrdle doit faire la preuve de la conformité ou de la non conformité du
produit plaquettaire aux spécifications ou exigences de qualité préalablement définies (exemple de

résultats : figure 8).

Les caractéristiques de cette conformité semblent déterminées par la capacité de recirculation
in vivo, pendant une durée de vie attendue, méme si la quantification de ce paramétre se heurte
parfois & des situations cliniques trés variables (13). L'objectif actuel du contréle de qualité des
plaquettes et de leur environnement est de ne retenir que les tests dont les résultats ont un intérét
clinique évident et dont linterprétation conduit sans ambiguité, & l'acceptation ou au rejet du
produit avant son utilisation.

Un autre objectif, plus pragmatique, est la vérification de la conformité du produit
plaquettaire & un niveau minimum de qualité requis, défini dans les caractéristiques (normes,
standards). Celui-13 se limite & une inspection visuelle avant cession, a une numération leucocytaire

et plaquettaire, a l'appréciation de l'effet de tournoiement et a une mesure épisodique du pH.

2.4. Problématique

Les poches de concentrés plaquettaires sont essentielles & des patients atteints de maladies
hématologiques malignes (90% de leucémies). Ces plaquettes font partie intégrante de la réanimation

transfusionnelle et permettent de pallier les inconvénients de la chimiothérapie.

Les concentrés sont conservés durant une période maximale légale de 5 jours. Les donneurs

bénévoles motivés en cytaphérése sont donc des maillons indispensables.

Il est important de disposer de produits fiables. Pour s'en assurer, toutes les manipulations de
préparation (prélévement, séparateur, poches, anticoagulant,...), de conservation (température, agitation), de
contamination éventuelle, ..., doivent étre menées rigoureusement en accord avec les divers
décrets. Ainsi pour l'assurance d'une efficacité optimale, un contréle de qualité par l'intermédiaire

de tests de référence doit étre pratiqué.

Face a la pratique transfusionnelle actuelle, les contrles proposés, nécessaires, sont-ils

suffisants 7
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ETS de Franche Cointé / Assurance Qualité - Contrdle Qualité

e

CONCLUSION
CONFORME(S) ]
Date : 10106197
AESUCTI San

Test de swirling négatif avec un pH de 6.01 non conforme. Ce prodult & cerainement été
transporté dans de mauvaises conditions. De plus, ia richesse en plaquettes est faible :
environ 3.9 x 10" (taux plus faible que celui indiqué sur 1a poche).

FICHE DE RESUETA‘{S
DES CONTROLES DE QUALITE
{PRODUITS OU REACTIFS)
Objst ds la demande :  Contrdle qualtté d'un CPA & swirling négatif
Service ou personne :  Distribution PSL
concemé
Produit controié :  CPAen provenance Date du contrble : 21108197
de Nancy
Dispostif - Lot :  Poche simple Haemonetics - lot n* QQS7069
Poche préievée le 20/05/97
N* d'identification : 9735888
Paramétre(s} controlé(s}
et Résultats
T 8735688
Swirling négatit
pH 6,01 {non conforme)
Concentration en plaquettes x 10" 38
Test de stérillté BacTAlert HNégatif
Valeur attendue & J1 Valsur trouvée
ESC 20830% 0%
HSR 50890 % 0%
% de discoldes >80 % 0 % : plaquettes ballonisées et plaquettes |
avec beaucoup de pseudopodes
COMMENTAIRES

NON CONFORME(S) B
Produit non disir‘ﬁauablg, 4 détruire .

Visa contrdle : Ci N e Masse

Figure 8: exemple de fiche de résultats des contréles de qualité
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De nombreuses publications se sont attachées a décrire une multitude de tests permettant

d'apprécier la fonctionnalité, la morphologie, 'activité métabolique, la lyse, I'état d'activation des
plaquettes. Parmi les nombreuses techniques qui existent, il ne sera cité bricvement que celles qui

présentent un intérét clinique.

3.1. Le temps de saignement (in vivo)

Le temps de saignement est le seul test pratiqué in vivo. Il explore l'adhésion et l'agrégation
plaquettaire, ainsi que le facteur von Willebrand. 1l est de 4 2 8 minutes chez 'homme adulte

(utilisation de petits appareils a usage unique et stérile, technique dérivée de la méthode d'Ivy).

3.2. Numération plaquettaire (in vitro)

La numération des plaquettes est réalisée a l'aide d'automates ou par comptage manuel sous
microscope optique (plus trés utilisé). Le nombre normal de plaquettes est compris entre 150 et 400
x10°/L. L'aspect des plaquettes sur le frottis sanguin doit aussi étre étudié, permettant d'apprécier
la taille des plaquettes et la présence d'éventuels agrégats plaquettaires.

Les appareils automatiques (type Coultronics: Counter-Coulter, Technicon H2, ..) permettent

d'obtenir, en plus de la numération, des informations sur le volume moyen des plaquettes.

3.3. Fonctionnalité

Adhésion plaquettaire (in vitro)

L'adhésion plaquettaire est difficile & explorer en routine. Une des techniques consiste en la
numération des éléments figurés avant et aprés passage du sang total ou du plasma dans des tubes
capillaires.

Agrégation plaquettaire (in vitro)

Depuis les travaux de BORN en 1963 (20), l'agrégation des plaquettes est étudiée par la
mesure en continu dans un agrégamétre des variations de transmission d'un faisceau lumineux au
travers d'un PRP aprés addition d'un agent agrégant (fig 9). L'agrégation des plaquettes d'un PRP

s'associe a un éclaircissement du milieu, donc & une augmentation de l'intensité lumineuse captée.
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Du fait de 'opacité du milieu réactionnel, ce principe ne peut étre utilisé dans le cas de I'analyse en
sang total. Les agrégamétres en sang total reposent sur les variations d'impédance du milieu aprés
agrégation des plaquettes.

Remarque : il est possible également de déterminer un pourcentage d'agrégation par comptage (hémocytomstre ou
compteur électronique)

: ‘e
i T N
E Aﬂ&éy

3]
Figure 9: courbes d'agrégation plaquettaire d'aprés Boneu B. (1).

L'addition d'une faible dose d'ADP (1 pM) entraine le changement de forme (B) puis leur
agrégation réversible sans sécrétion (C). L'addition d'une forte dose d'ADP (2,5 uM)
s'accompagne, apres la premiére phase d'agrégation, d'une deuxiéme vague qui correspond a la
formation de thromboxane A2 et a la sécrétion du contenu des granules (E). Cette deuxiéme
vague est inhibée par l'aspirine. A une concentration d'ADP de 5 pM, les deux vagues sont
fusionnées et l'agrégation qui s'accompagne de formation de thromboxane A2 et de sécrétion est
irréversible (F). L'addition de fibre de collagéne au PRP (G), entraine l'adhésion des plaquettes
aux fibres de collagéne, puis aprés un temps de latence le changement de forme (B), puis

l'agrégation qui s'accompagne de formation de thromboxane A2 et de la sécrétion plaquettaire.

Activation plaquettaire (21)
(in vivo)
Différents tests ont été utilisés successivement pour identifier une activation plaquettaire :
O dosage de la B thromboglobuline et du F4P dans le plasma (protéines contenues
uniquement dans les granules aipha).
O dosage des métabolites du thromboxane A2 dans les urines.
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(in vitro)

L'avénement de la cytométrie en flux et la possibilité d'utiliser un grand nombre d'anticorps
monoclonaux ont permis de nouvelles approches pour identifier un état d'activation plaquettaire.
Cette nouvelle technique permet la quantification par immuno-fluorescence des glycoprotéines
membranaires.

Lors de I'activation, la plaquette subit des modifications morphologiques (fig 10). De discoide,
elle devient sphérique avec formation de pseudopodes résultants d'une réorganisation des
protéines contractiles. La centralisation des organelles intracellulaires conduit a la fusion de leur
membrane avec le systéme canaliculaire ouvert dont les canaux s'élargissent, permettant ainsi la
sécrétion de substances biologiquement actives. Au cours de la sécrétion, la fusion des granules 3
la membrane plasmique conduit d'une part a l'augmentation du nombre de GPIIb/Illa et d'autre
part a l'expression de nouvelles protéines, telles que la GMP140 (P-sélectine), considérées comme

marqueur des plaquettes activées.

ETAT BASAL ETATACTIVE

Figure 10 : représentation des principales glycoprotéines (Gp) sur les
plaquettes au repos et aprés activation, d'aprés Nurden P. (21)

3.4. Mesure de la durée de vie

Le marquage des plaquettes par un isotope, °'Cr (radiochromate de sodium) ou ''Indium,
permet de mesurer la durée de vie des plaquettes autologues ou isologues dans la circulation.
Gréce a l'imagerie, on peut évaluer leur séquestration dans le foie ou la rate et leur fixation
vasculaire au niveau des lésions d'athérosclérose.

Remarques : Mis a part les tests pratiqués en routine dans les laboratoires dhémostase, d'autres techniques sont mises en
oeuvre plus occasionnellement pour mesurer des paramétres de séerétion des plaquettes (sécrétion dADP et
d'ATP par le test "luciférine-luciférase”, sécrétion de la sérotonine marquée au *C, ...), pour mesurer l'activité
coagulante (activité prothrombinase), pour analyser la structure méme des plaguettes (microscopie électronique),
et juste pour les citer : mesure des mouvements calciques, exploration du métabolisme de l'acide arachidonique,
étude des phosphorylations, ... .
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Les nombreuses publications parues sur ce sujet depuis les quinze derniéres années, se sont

attachées a décrire une multitude de tests in vitro, permettant d'apprécier l'aspect fonctionnel des
concentrés plaquettaires conservés, ainsi qu'a ‘rechercher une corrélation satisfaisante avec la
survie et la recirculation in vivo. Quelques publications exhaustives (22,23) permettent d'envisager
un choix en fonction de l'objectif recherché et des nombreux paramétres pouvant affecter la
qualité des plaquettes conservées, comme par exemple, les procédés d'obtention, de
transformation, de conservation.
Ainsi peuvent étre appréciés in vitro
¢ la morphologie plaquettaire (indice de tournoiement, score morphologique, pourcentage de

forme discoide, allongement par changement de forme)

e les fonctions plaquettaires (adhésion, agrégation) Examens en
/— Hémostase

e ['état d'activation (glycoprotéines de membrane)

e la lyse plaquettaire (libération : LDH, sérotonine, B-thromboglobuline, ...)

e [l'activité métabolique (volume plaquettaire, PO,/PCO,, production de lactate, consommation
de glucose)

e la mesure du pH

¢ le "choc osmotique”

Si, parmi les méthodes disponibles, la mesure du pH demeure le test le plus simple et le plus
largement cité, les tests de morphologie plaquettaire apparaissent bien corrélés avec une efficacité
in vivo.

Remarque : le tableau V résumant les différents tests utilisés est proposé page 45. D'aprés Murphy (23)

4.1. L'indice de tournoiement ou swirling

Basé sur l'inspection visuelle du concentré plaquettaire (24), a travers une source lumineuse,
apreés un bref pincement du bord inférieur de la poche, le phénomeéne de tournoiement est lié a la
présence de formes discoides dans la suspension plaquettaire. Des tentatives de quantification du
degré d'homogénéité ont été proposées par Frantoni (25). Les approches instrumentales ne se

sont pas avérées, jusqu'a présent, satisfaisantes (26).
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4.2. Le test du score morphologique

Décrit par Kunicki (27), ce test permet d'évaluer, grice & un microscope a contraste de
phase, le pourcentage de formes discoides, sphériques, dentritiques ou encore ballonisées, et d'en
déduire une viabilité moyenne des concentrés (28). L'évaluation porte sur 100 plaguettes. Un
facteur arbitraire (4, 2, 1, 0) est affecté a chaque pourcentage, le score maximum étant de 400.
Aujourd'hui de nombreux laboratoires (23) quantifient uniquement le pourcentage de formes
discoides sur une population de 100 ou 200 éléments. Avant d'étre inclus dans un programme de
contrdle de qualité de routine, ce test nécessite une standardisation, une formation et un

entrainement régulier afin d'en accroitre la fiabilité (test subjectif et technique fastidieuse).

Equipement requis : 1 microscope a contraste de phase équipé d'un objectif x100 a immersion.

4.3. Le test d'allongement par changement de forme ("Extent
of Shape Change"” (ESC)

Ce test simple mis au point par S. Holme (13) enregistre grice a un agrégametre, la variation
de densité optique d'une suspension plaquettaire, maintenue en agitation, aprés addition d'une

solution d'ADP (1 mM). Il quantifie ainsi le passage de la forme discoide a la forme sphérique.

4.4. Le contenu en ATP total

Décrit également par S. Holme (13), ce test mesure 'ATP métabolique et granulaire par la
réaction luciférine-luciférase, aprés extraction par une solution d'éthanol EDTA. La complexité du
matériel d'analyse (agrégamétre avec canal de luminescence) limite, sans aucun doute, la généralisation

de ce test dans les laboratoires de contrdle des services transfusionnels.

4.5. La mesure du volume plaquettaire moyen

Utilisé comme test de routine par plusieurs équipes (29), cette méthode simple, rapide et
standardisable, semble bien corrélée avec l'état d'activation plaquettaire. L'index PDW mesuré
(correspondant 4 un coefficient de distribution en volume des plaquettes) est représentatif de la viabilité des

plaquettes.
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4.6. Le dosage de substances sécrétées

Le dosage de nombreuses substances (les plus courantes : sérotonine (30), B-thromboglobuline, LDH,
P-sélectine soluble, lactate, ...) révéle I'état métabolique et l'intégrité de la membrane cellulaire. Par
exemple, la quantification de la sérotonine dans le plasma (par marquage radioactif, et dosage
photométrique) permet de déterminer une lyse cellulaire. Ces techniques sont assez fastidieuses a

mettre en ceuvre.

4.7. Test d'évaluation par la lecture d'une transmission

lumineuse a travers les poches de conservation.

Cette technique (fig. 11) proposée par P. Jiremo (31), contrairement aux autres méthodes,

permet de déterminer la qualité d'un concentré sans risque de contamination.

Figure 11 : mesure d'une transmission lumineuse & travers des concentrés plaquettaires,
d'aprés Jaremo P. (31).

(1 : disque oblique en aluminium animé d'un mouvement de rotation & 4 rpm, 2 :
ordinateur, 3 : élément fixe récepteur de la lumiére transmise, 4 : lampe halogéne)

Les poches de concentrés plaquettaires sont disposées sur le plateau tournant, pendant toute
la période de conservation. Réguliérement l'intensité lumineuse captée par I'élément photosensible
est acquise et numérisée par un ordinateur. Les résultats pour chaque poche sont présentés sous la
forme d'une courbe représentant la variation de transmission lumineuse en fonction du temps

(conservation pouvant aller jusqu'a 7 jours).
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L'augmentation de la transmission lumineuse semble correspondre & des modifications
morphologiques et métaboliques des plaquettes. Ces résultats sont corrélés avec les principaux

tests utilisés dans 1'évaluation des concentrés (32).

4.8. Les tests de la réponse osmotique des plaquettes

Depuis une cinquantaine d'années, de nombreux auteurs ont tenté d'approcher les paramétres
rhéologiques et le comportement morphologique des plaquettes placées dans des conditions

d'hypotonicité. Ces recherches font l'objet de la suite de ce document.

Tableau V : tests utzhses pour évaluer la quahte des concentrés plaquettazres dapres MURPHY (23)
la période j 4

i pH 127
| Numération plaquettaire 118
A\ % agrégation en réponse & un agent agrégeant 81
il Réponse au Choc osmotique 57
Vi PO2 54
Vi PCO2 52
i Morphologie par microscopie & contraste de phase 51
v Dosage du LDH dans le surnageant 50
i Dosage de la béta-thromboglobuline et du facteur 4 plaquettaire 48
Vi Concentration en lactate dans le surnageant 44
Concentration en glucose dans le surnageant 39
i Concentration en leucocytes 36
i Volume moyen plaquettaire 29
vV Dosage de la sérotonine dans le surnageant 26
i Dosage de l'adénosine triphosphate des plaquettes 20
H Morphologie par microscopie électronique 18
i Distribution en taille des plaquettes 17
i Expression de la glycoprotéine b plaquettaire 16
i Extent of shape change en réponse & un agent 15
Dosage de l'adénine nucléotide des plaquettes 12
Estimation objective de la forme discoidale (pas par microscopie) 10
i Expression des glycoprotéines plaquettaires b - llla 10
Dosage de la thromboxane- B2 dans le surnageant 9
] Expression de la P-sélectine 8
| "Swirling” de concentrés évalué par une inspection visuelle 4
Caractéristigue de t’e@loration code attribué
Méthodes les plus pratiquées pour le contrble de qualité |
Mesures corrélées avec la viabilité in vivo ]
Mesures reflétant 'activation plaquettaire i
Mesures reflétant la lyse plaquettaire v
Mesures refiétant la fonctionnalité des plaquettes \'/
Mesures reflétant I'activité métabolique des plaquettes \'4
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La plaquette présente une physiologie particuliére. Ses principales fonctions dans la

circulation et dans l'organisme sont de fagon générale bien connues & ce jour. Elle reste cependant
délicate a étudier car elle est caractérisée par une fragilité due a une activation facile. Toutes les
techniques d'études des fonctions et de la viabilité des plaquettes doivent étre réalisées rapidement
apreés le prélevement (moins de 2 heures, voire 3 suivant la recherche de paramétres effectuée).

Sa structure membranaire autorise des échanges entre le milieu intra et extra-cellulaire,
principalement au niveau du passage de l'eau et des ions par le phénoméne d'osmose. Certains
constituants propres & la plaquette : systéme canaliculaire ouvert (SCO) et systéme tubulaire dense
(STD), permettent des modifications morphologiques et des gonflements osmotiques importants.
D'autres comme les microtubules ou les microfilaments jouent un réle de régulation des formes et
du volume.

Les examens de routine pratiqués dans les services d'exploration de 'hémostase, aprés une
numération systématique sur un compteur automatique, caractérisent en premier lieu la fonction
d'agrégabilité des plaquettes, propriété indispensable a 'arrét des hémorragies.

Pour lutter contre certaines pathologies hématologiques (leucémies, ...), pour combler un déficit
en plaquettes de certains malades (réanimation, chimiothérapie, ...), il est nécessaire de disposer de
concentrés plaquettaires fiables. Du prélévement sur donneurs bénévoles a la mise en disposition
pour un patient, il est impératif de contréler les différentes étapes de préparation de ces
concentrés. Les trois éléments qui semblent essentiel sont : la technique de séparation
(centrifugation, filtre) utilisée en aphérese par les machines automatiques, les poches de conservation
(matériaux), et le type de conservation (agitation et température). Le délai usuel maximum de
conservation est de cing jours.

Le point primordial pour une transfusion efficace, est de controler au préalable la qualité du
concentré plaquettaire proposé. Actuellement les tests pratiqués les plus réguliérement se limitent
a une mesure du pH, a la visualisation du phénoméne de tournoiement (lié au mouvement des
plaquettes de morphologie normale), 4 la numération, voire une éventuelle contamination.

Il parait donc important de disposer d'un test de routine et de référence pour caractériser la
viabilité des plaquettes conservées.

La proposition d'un test simple et automatique de l'étude du comportement osmotique des
plaquettes, permettra certainement d'envisager une standardisation pour le contrdle de qualité de

ces produits.
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La Résistance
Osmoﬁque

des Plaquettes



L'étude de la résistance osmotique plaquettaire présente des difficultés dues a la labilité de

ces éléments avec des surfaces étrangeéres dans les phases de leur séparation. De plus, il n'existe
pas de technique de laboratoire suffisamment sensible au degré de lyse des plaquettes,
contrairement a ce qui est possible pour les érythrocytes dont la lyse est démontrable par le

phénoméne bien défini de 'némolyse (mesure du taux d'hémoglobine libéré).

Les premiers travaux de Minot et Lee (1916), Howell et Cekada (1926), Fonio (1932),
s'étaient attachés a constater une plus grande stabilité, en solutions hypotoniques, des plaquettes
hémophiliques par rapport aux plaquettes normales. Plus que les caractéristiques de I'hémophilie
(avec une certaine réserve, travaux datant du début du siécle), il est a noter que la mesure de la résistance

osmotique €tait déja proposée pour tenter de distinguer certaines pathologies.

De nombreux auteurs ont décrit des techniques pour apprécier le comportement de la
plaquette soumise & une contrainte hypotonique (voir hypertonique), et pour caractériser une
viabilité¢ cellulaire dans des conditions hématologiques différentes (conservation, congélation,

cryopréservation, ...).

L'analyse de l'historique respectera un ordre chronologique par rapport aux dates de
publications des différents travaux. Chaque travail sera présenté en un paragraphe décomposé
comme suit : Nom de l'auteur, année de publication, bref descriptif des matériels et méthodes,

suivi des résultats significatifs.
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2.1. Recherche d'un test

OLEF en 1936 (33) a observé a l'aide d'un microscope optique a contraste de phase, a
des intervalles de temps réguliers, la lyse des plaquettes soumises & des solutions de sodium
métaphosphate. Avec cette méthode, il a examiné des plaquettes de sujets sains et de sujets

présentant des pathologies diverses.

GRAM et LOUS en 1939 (34) ont incubé des plaquettes dans des solutions de
concentrations en sels différentes (de 9 g/L 4 2 g/L. de NaCl). Les auteurs ont ensuite compté par
observation sous microscope optique a contraste de phase les plaquettes lysées. Ils ont constaté
qu'a partir d'une concentration de 3 g/L de NaCl les plaquettes s'agglutinent en masse compacte et

libérent de nombreux granules.

MUHRER et coll. en 1944 (35) a étudié le taux de libération de thromboplastine par
des solutions de PRP (obtenu & partir du sang de porc, anticoagulant trisodium citrate) d'ionicité
décroissante (10 tubes, 0 g/L <[NaCl}]<2,5 g/L). La mesure du temps de coagulation du plasma
recalcifié¢ pour les différents tubes est influencée par le taux de thromboplastine libérée (plus la
concentration en sels est faible, plus le nombre de plaquettes lysées est grand, plus la quantité de thromboplastine
libérée est grande, et plus le temps de coagulation est court). Ce temps a ét€ proposé comme index de I'état

de fragilité des plaquettes.

DAY en 1947 (36) (méme méthodologie que MUHRER, mais avec du sang humain, anticoagulant
sodium citrate) a montré que le temps de coagulation était quantitativement en relation avec la
vitesse de formation de thrombine, laquelle était dépendante de la quantité de thromboplastine
libérée par les plaquettes. Le PRP exposé a des solutions hypotoniques se coagule plus vite que
du plasma normal ; cela est dii a une lyse plus compléte des plaquettes. L'auteur a également
observé qu'initialement les plaquettes ont tendance & former des agrégats de 5 a 10 cellules pour
une concentration saline inférieure a 3,4 g/L (avec apparition des premiers "ghosts" cellulaires). Pour une

concentration en sels inférieure a 3-2,2 g/L, les plaquettes sont lysées.
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GUREVITCH et coll. en 1956 (37) a étudié 50 échantillons de plaquettes de donneurs
sains (préparés i partir de sang total, anticoagulant disodium sequestrene Triton). Chaque échantillon a été
incubé dans 20 tubes contenant des solutions d'ionicités différentes comprise entre 6 g/L et 2.2
g/L. de NaCl. La mesure du taux de sérotonine libérée et 'observation au microscope optique a
contraste de phase lui a permis de définir différents seuils : la fragilité débute a une concentration
saline de 4,4 g/L et est compléte a 3.4 g/L.. Il a observé les modifications morphologiques des
plaquettes passant d'une forme initiale quasi normale (la majorité des cellules sont uniformes en taille) a
une forme plus sphérique (4 g/L <[NaCl] <6 g/L). Ensuite, les plaquettes s'élargissent tout en laissant
apparaitre des spicules (observation de fines granules a l'intérieur des cellules, [NaCl] < 4,4 g/L). Puis, des
excroissances de plus en plus nombreuses (claires, longues et sans granulation) entourent les plaquettes
pour une concentration inférieure a 3,8 g/L.. L'auteur a noté que le taux de libération de
sérotonine augmente avec la décroissance de la concentration saline des solutions. En 1958 (38),
l'auteur a précisé ses travaux en observant de nombreux matériels de la cellule dans le milieu extra

cellulaire pour des concentrations en sels faibles.

INTROZZI et DE NICOLA en 1956 (39), ont établi le degré de résistance plaquettaire
en étudiant les modifications de I'activité thromboplastique des plaquettes isolées a une
concentration constante et mises en suspension dans des solutions hypotoniques de chlorure de
sodium (2 des titres décroissants). Parallélement, les auteurs ont procédé a [I'‘étude
thrombélastographique des suspensions plaquettaires, au moyen du relief de la réduction
progressive de l'amplitude maximale du thrombélastogramme qui, en exprimant la résistance des
filaments de fibrine & la traction et étant principalement conditionnée par l'activité fonctionnelle
plaquettaire, n'atteint des valeurs normales que lorsque les plaquettes sont intactes, et diminue

progressivement a mesure de leur lyse.

BASERGA et coll. en 1957 (40) a déterminé, par la mesure de ['activité
thromboplastique (sur du plasma débarrassé de plaqueties et recalcifié, préparé a partir de sang total prélevé
sur séquestréne) et par l'observation des modifications morphologiques en microscopie optique a
contraste de phase, des seuils de résistance : minimal compris entre 4 et 3,6 g/L. et maximal
compris entre 3,2 et 2,8 g/ NaCl. L'auteur a également constaté la diminution de l'indice
turbidimétrique d'une solution de PRP d'ionicité décroissante (mesure photoélectrique), et a
proposé cet indice comme facteur de la lyse plaquettaire. L'auteur a étudié le comportement de la

résistance osmotique dans quelques conditions pathologiques.
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ULUTIN et coll. en 1959 (41), en mesurant le taux de libération de la thromboplastine
pour un PRP placé dans 7 tubes d'ionicités différentes (de 6 4 1 g/L de NaCl), a montré une
augmentation de la résistance des plaquettes pour une thrombopathie de Willebrand du type

Jirgens.

NELKEN et coll. en 1960 (42) a associé les observations réalisées em microscopie
optique et en microscopie électronique pour distinguer deux formes caractéristiques des
plaquettes soumises a une force osmotique : cellules avec protursions (dendrites) et "ghosts". De
plus, la diminution de la concentration en électrolytes minéraux entraine une augmentation du
taux de libération de I'enzyme pyrophosphatase. A partir d'une concentration de 4,4 g/L de
sels, les premiéres cellules composées de dendrites apparaissent ; l'optimum se situant vers 3 g/L,
pour ensuite diminuer et ne laisser qu'une forte majorité de "ghosts" (ombre cellulaire, totalité pour
[NaCl] < 1 g/L). Les courbes correspondant au pourcentage de "ghosts" et au taux de libération de
pyrophosphatase en fonction de la concentration saline montrent une certaine similitude. L'auteur
a montré que pour des thrombopathies, la fragilité osmotique est diminuée. DANON en 1961
(43), a poursuivi cette étude en comparant deux techniques pour provoquer la contrainte
osmotique : méthode progressive par dialyse et méthode "drastic" (ajout direct d'une solution PRP
4 une solution de NaCl). Les modifications morphologiques sont similaires avec les deux techniques,
seuls les pourcentages des différentes formes varient & une concentration donnée. Pour une
concentration de 2,5 g/l de NaCl, la libération de pyrophosphatase est importante par la
technique "drastic" et nulle par dialyse. L'analyse repose également sur la possibilité d'un retour a
I'état initial des cellules aprés une contrainte osmotique, ainsi seule la technique par dialyse permet
une réversibilité car la membrane des plaquettes peut endurer de grandes déformations si la
décroissance des ions NaCl se fait progressivement. NELKEN en 1961 (44) a précisé lidée de
réversibilité en montrant que les plaquettes peuvent retrouver leur forme originale par retour dans
une solution isotonique si la contrainte hypotonique appliquée au préalable n'excéde pas 3,4 g/L
de NaCl. La cellule est trés élastique, mais pour des solutions de NaCl de 2,4 g/L ou d'une
concentration encore plus faible, les thrombocytes sont incapables de reprendre la forme primitive

et se décomposent en "ghosts" cellulaires.

ROGNER en 1963 (45) a proposé une détermination de la résistance osmotique des
plaquettes basée sur des mesures photoélectriques (longueur d'onde comprise entre 490 et 540 nm, 12

solutions de PRP variant de 8 4 1 g/L NaCl). L'altération osmotique des plaquettes commence a une
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concentration de 4,5 4 3,5 g/l de NaCl et se maintient pour des concentrations plus faibles de
NaCl jusqu'a l'eau distillée. Des concentrations de 300 & 500 .10° plaquettes/ L sont les plus
favorables pour cette méthode. L'auteur a remarqué que les plaquettes deviennent de plus en plus

transparentes dans des milieux d'hypotonicité croissante.

FANTL en 1968 (46) a observé une diminution de I'absorbance d'une solution de PRP
en milieu hypotonique a 610 nm (par gonflement des cellules, entrée rapide de l'eau dans les plaquettes) et
une augmentation de l'absorbance en milieu hypertonique (rétrécissement des cellules, I'eau s'échappe des
plaquettes). Les plaquettes intactes physiquement et biochimiquement régulent leur volume dans
des conditions d'hypotonicité. L'auteur a remarqué une diminution puis une augmentation de

I'absorbance pour une hypotonicité limitée (gonflement, puis retour  un état initial).

ZAHAVI et coll. en 1970 (47) a proposé la mesure automatique de la fragilité
osmotique des plaquettes a l'aide du Fragiligraph (dialyse contre une solution tampon a 1 g/L de NaCl
permettant une diffusion progressive des ions NaCl, mesure de la transmission lumineuse 4 travers 1'échantillon de
plaquettes lavées suspendues dans le chlorure de sodium physiologique tamponné par le véronal, le TRIS ou le

phosphate). La vitesse moyenne de l'altération des plaquettes et l'augmentation de la transmission
de la lumiére mettent en évidence trois phases : la premiére correspondant a une évolution lente
d'une durée de 2-74 s suivie d'une phase caractérisée par une altération rapide (gonflement progressif
des plaquettes), et une derniére phase ou un plateau est atteint. La vitesse moyenne de gonflement

des plaquettes dépend de la température, 2 fois plus élevée a 37°C qu'a 15°C.

KIM et coll. en 1970 (48) a réalisé une mesure de I'absorbance de solutions de PRP
ajoutées a des solutions hypotoniques (dilution %) a 420 nm dans un spectrophotomeétre (pic
d'absorbance au bout d'une minute : gonflement, puis remontée progressive du signal lumineux correspondant 4 un
retour 4 une morphologie cellulaire initiale quasi normale, dépendante de la température). L'auteur a conforté
ces résultats lors d'une étude de conservation en 1974 (49) en démontrant que la réaction de
réversibilité est un indicateur in vitro précis pour caractériser la viabilité in vivo des plaquettes

conservées (application a la cryopréservation).

LUNBERG et coll. en 1972 (50) a observé la réponse des plaquettes soumises & une
contrainte hyper et hypo-osmotique pour deux températures de conservation 37°C et -5°C ; par

un dosage du potassium, de la sérotonine et par I'étude de la rétraction du caillot (suspension
témoin de PRP diluée au tiers avec de 'eau distillée, référence : suspension de PRP diluée au tiers avec de l'eau
physiologique, anticoagulant : ACD). L'auteur a montré que dans des conditions d'hypotonicité les
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plaquettes perdent leur soluté (potassium et sérotonine par exemple) pour les deux températures (-5 et

+37°C), sans dommage apparent de leurs fonctions.

VIGNERON et coll. en 1972 (51) a essayé d'apprécier a partir de plaquettes lavées (sang
total prélevé sur EDTA) soumises & un choc hypotonique d'intensité croissante le degré de lyse, par la
mesure du taux de libération des protéines plaquettaires, de la phosphofructokinase, de la
pyruvate kinase, de lactate deshydrogénase, de leucine aminopeptidase, de Ila
pyrophosphatase inorganique et par lutilisation du Fragiligraph (ZAHAVI). Une courbe
moyenne (50 témoins) représentant le degré de lyse en fonction de la concentration saline montre
que la lyse initiale se produit a 5 g/l de NaCl. L'auteur a proposé ce test pour l'étude
physicochimique de la membrane plaquettaire, des thrombopathies et pour le suivi de la viabilité

en fonction de la méthode de conservation.

KAHN et coll. en 1973 (52) a déterminé le volume minimal Qﬁtique (35%) des plaquettes
a 37°C dans des solutions hypertoniques (un volume de PRP pour deux volumes de solution saline,
anticoagulant : ACD), par la mesure des volumes moyens, du dosage de la sérotonine libérée, du
potassium, et par lutilisation d'un agrégamétre. Le volume des plaquettes décroit avec
I'hypertonicité et retrouve son état initial si le seuil critique n'est pas dépassé. La limite du point de
vue morphologique correspond a un équilibre des concentrations en sels entre l'intra et 'extra-
cellulaire. L'auteur a constaté, pour des plaquettes placées a -5°C et ensuite exposées & une

solution hypertonique, que la résistance au rétrécissement en taille est plus importante.

HARDEMAN et coll. en 1974 (53) a étudié la conservation a +4, +25 et +37°C des
plaquettes par deux tests de viabilité correspondant au dosage de la sérotonine et a la réponse
au choc hypotonique (technique FANTL avec analyse plus poussée des courbes, critére retenu : pente
maximale du signal). Les courbes correspondant a la concentration plaquettaire, a la libération de
sérotonine et a la pente du signal de transmission lumineuse, toutes trois fonction du temps de
conservation, permettent l'analyse de l'intégrité plaquettaire. La corrélation entre le taux de
libération de la sérotonine et le choc osmotique est bonne. Les deux propriétés se maintiennent le
mieux & 25°C. L'anticoagulant EDTA donne l'activité cellulaire la plus basse spécialement aprés

conservation.

ODINK en 1976 (54) a partir de la technique de FANTL a proposé un indice pour

caractériser la réponse des plaquettes au choc hypotonique (anticoagulant : ACD, PRP dilué au tiers
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avec de l'eau distillée) . rapport (indépendant de la concentration plaquettaire) entre la vitesse maximum
de normalisation V,, et la diminution initiale A, (chute rapide du signal de transmission). Les
cryoprotecteurs altérent cette réaction a lhypotonie. La cryopréservation provoque une
diminution de l'absorption lumineuse des suspensions de plaquettes, de Amin et du processus de
normalisation. L'auteur en 1977 (55) qui a remarqué que cet indice était corrélé avec la mesure de
I'activité de la sérotonine, a proposé qu'il soit utilisé pour évaluer la méthode de conservation

des plaquettes (dont la cryoconservation).

SUMMERER et coll. en 1978 (56) a observé en paralléle la mesure par transmission
lumineuse (FANTL, dilution 1/3) et la mesure de la distribution en taille des plaquettes
soumises a un choc hypotonique, principalement dans la phase de réversibilité (tests effectués sur des
concentrés plaquettaires). Une corrélation significative entre les deux techniques confirme ['analyse
proposée : gonflement immédiat des cellules, puis rétrécissement progressif avec extrusion de
l'eau intra-cellulaire. Cette variation de lumiére transmise a travers un échantillon de plaquettes est
due a des fonctions complexes : la densité des cellules, la forme, le volume, la diffusion sur les

membranes, ...

LAW en 1983 (57) a déterminé les limites osmotiques que peuvent endurer les plaquettes,
en plagant des solutions de PRP (anticoagulant : citrate-phosphate-dextrose CPD) dans des tubes a
dialyse, eux-mémes plongés dans une solution non isotonique a température ambiante. L'étude
correspondant a l'observation morphologique des cellules aprés retour dans une solution
isotonique, permet de distinguer 4 groupes morphologiques : disques (pour la majorité des plaquettes
fraiches), spheres (aprés réfrigération ou conservation i température ambiante), dendrites (développement de
pseudopodes), formes complexes. Les plaquettes sont donc endommagées par un stress hypo ou
hypertonique a température ambiante. Cette analyse est confortée par deux autres méthodes :
paramétres d'agrégation et test de fragilité osmotique (FANTL, 610 nm, 0 6 mL de PRP dans 0,4 mL
d'eau distillée). Le test de fragilité osmotique révéle une distinction entre des plaquettes saines et

anormales.

WATANABE et coll. en 1983 (58) par l'utilisation d'un nouvel appareil de numération et
de calcul de volume en continu, a examiné les propriétés de la membrane des plaquettes dans des
conditions d'hypotonicité (mesure, avec un échantillonnage compris entre 2 et 200 s., du volume moyen
pendant le choc osmotique; anticoagulant : ACD). Les variations de volume des cellules sont corrélées

a la "réponse au choc osmotique" (FANTL) pour différentes contraintes hypotoniques.
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ARMITAGE et coll. en 1985 (59) a étudié l'effet d'une contrainte osmotique sur des
plaquettes a 0, 25 et 37°C par la technique FANTL (0,8 mL de PRP mélangé a 0,4 mL d'eau distillée,
anticoagulant CPD) avec le calcul d'un nouvel indice : pourcentage de réversibilité R = 100(T,.-
TY/(Tw-Ts) avec T, : amplitude maximale de la transmission aprés addition de l'eau, T : amplitude
de la transmission 10 minutes aprés, Ty, : amplitude aprés 10 minutes pour la solution référence
PRP diluée avec de l'eau isotonique. La contrainte osmotique est un facteur utile pour étudier

l'effet des cryoprotecteurs comme le glycérol.

EGGER et coll. en 1986 (60) a étudié la perméabilité des membranes plaquettaires par
électro-rotation suivant une contrainte hyper ou hypotonique. La diminution du signal d'électro-
rotation au niveau des lipides intra-membranaires se corréle avec la lyse progressive des
plaquettes provoquée par une diminution en sels du milieu, et donc avec l'augmentation de

l'agrégation due aux phénoménes de libération des activateurs.

FARRUGIA et coll. en 1989 (61) a déterminé un indice R.S.H. (Réponse au Stress
Hypotonique) correspondant a la différence a 1 minute et 3 3 minutes du signal de transmission
lumineuse (414 nm) a travers une solution de PRP (500 uL de PRP, + 500 pL d'eau distillée & T=0,
anticoagulant CPD). Cette technique montre une relation entre le pH et la viabilité des cellules ;

l'indice calculé est un critére pour le contréle de qualité.

DAVIS et coll. en 1992 (62) a incubé des solutions de PRP issu d'un prélévement de sang
total sur EDTA a différentes concentrations salines. Les données recueillies en terme de nombre,
de volume et par observation microscopique montrent des modifications en taille, particuliéres

et reproductibles, des plaquettes.

2.2. Bilan de ces recherches

De nombreux travaux publiés sur le comportement des plaquettes en milieu hypotonique
ont tenté de standardiser des tests permettant d'apprécier la résistance osmotique de cette cellule
in vitro. Chaque technique est basée sur la mesure ou l'observation du phénoméne soit aprés
incubation de PRP dans des solutions d'ionicités différentes, soit dés le "choc osmotique”, soit en

continu avec un processus de dialyse.
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Ces travaux ont principalement porté sur :

e le comportement osmotique des plaquettes (33). Ainsi a partir d'une concentration
ionique de 3 g/L de NaCl, il a été constaté que les plaquettes s'agglutinent et libérent le
contenu de nombreuses granules (34). Parallélement, I'observation de la modification
morphologique des plaquettes (en microscopie optique 4 contraste de phase ou en microscopie
électronique) montre qu'a partir de 4,5 g/L. de NaCl des dendrites apparaissent (37,38,42).
En dessous de 3 g/L. de NaCl, des débris cellulaires sont observés. Cependant, les
plaquettes ne sont pas uniquement capables de tolérer des changements de forme suivant
I'hyponicité, mais aussi de gonfler avant rupture (57), tout en résistant a l'entrée d'eau.
(62). Par ailleurs la détermination d'un indice turbidimétrique refléte le changement de

forme et la lyse cellulaire (40) ;

e la mesure de l'agrégation photométrique des plaquettes soumises au préalable a un choc
osmotique (52,57), qui met en évidence une corrélation entre le pourcentage de cellules

lysées et la diminution du temps d'agrégation spontanée ;

e le dosage de substances libérées par les plaquettes au cours du choc osmotique :
sérotonine (53,55), LDH (51), f thromboglobuline (71), pyrophosphate (43), potassium
(50);

e les variations de densité optique (D.0.) du PRP en milieu hypotonique (45). Ainsi les
variations de D.O. aprés l'addition d'eau ("choc" osmotique correspondant a
concentration ionique de 6 g/L de NaCl) a différentes longueurs d'ondes : 610 nm (46) et
420 nm (49), permettent d'observer un gonflement rapide des cellules (t<1 min), puis un
retour a un état quasi initial (t<10 min). L'analyse de la courbe par le calcul des rapports
d'amplitude a des temps différents, permet une caractérisation indirecte de la viabilité

cellulaire (59,54) ;

e la numération et la mesure du volume cellulaire. La numération cellulaire permet de
déduire le pourcentage de lyse des plaquettes, suivant le choc osmotique (56,62). La
mesure du volume moyen permet également d'apprécier les modifications

morphologiques induites par le "choc" et de définir des indicateurs de viabilité (61) ;
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Depuis le début du siécle, le comportement osmotique des plaquettes placées en
hypotonicité démontre donc un intérét particulier pour caractériser des pathologies, pour évaluer
une viabilité des cellules aprés certains traitements et principalement aprés différentes techniques

de conservation.

Quelques travaux ont également tenté de montrer une corrélation entre les parametres du
choc osmotique et différentes fonctions plaquettaires (53,55). La complémentarité entre des
observations microscopiques, les dosages de produits de sécrétion, des mesures d'absorbance,

permet de caractériser avec plus de précision la résistance des plaquettes a une contrainte

hypotonique.

De l'observation simple au microscope (analyse des modifications morphologiques), au dosage
des substances libérées (détermination du pourcentage de lyse), ..., le test dit "réponse au choc
osmotique" s'est imposé comme la technique la plus simple & utiliser et a interpréter. La
présentation des résultats, pour définir lindice le plus en adéquation avec la viabilité des
plaquettes, n'a cessé d'évoluer par la qualité des appareils utilisés, la technique de préparation, et

par la proposition de calculs des pentes, des amplitudes, ... .
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Le test dit "réponse au choc hypotonique" a 610 nm (initié par ROGNER, puis proposé par

FANTL) reste la technique la plus souvent utilisée pour étudier le comportement des plaquettes
dans des situations transfusionnelles ou hématologiques.

Pour cette technique, l'unité choisie pour exprimer la pression osmotique ne sera plus la
concentration ionique en NaCl définie en g/L, mais la force ionique définie en Molaire (le systéme

de correspondance est détaillé au § 2-1-1, p68).

3.1. Principe de la technique

La technique consiste a observer le comportement des plaquettes lorsque celles-la
subissent un choc hypotonique. Généralement, un volume V de PRP d'une concentration cellulaire
voisine de 300 .10” plaquettes/L est placé dans deux micro-cuves. Ces derniéres sont introduites
dans un spectrophotométre, une voie est utilisée comme référence et l'autre voie sert au test (fig
12). La longueur d'onde est fixée a 610 nm. Simultanément (pour un spectrophotométre deux voies),

deux mesures sont effectuées :

e pour la voie dite "référence", la mesure de la densité optique (DO) apres addition dans
la micro-cuve correspondante d'un volume v d'eau physiologique (0.155 M) est réalisée.

La courbe obtenue servira de ligne de base pour I'é¢tude du gonflement des plaquettes ;

e pour la voie dite "test", la mesure de la densité optique aprés addition dans la micro-
cuve correspondante d'un volume v d'eau distillée (0 M) est effectuée. La courbe

enregistrée refléte l'évolution de DO entre les deux cuves.

v ;né() d&fﬁ - vml ;i’e{m (V+v) ml de solution
= ‘nm é
[c] plg physiologique référence

& S 2

V ml de PRP vml d’eau : )
[c]= 300 000 plg/ rmm’ distillée (V+v) ml de solution
mesure

Figure 12 : schéma représentant la technique préparatoire au choc hypotonique. Par
exemple : la dilution utilisée est généralement de 1/2 ou 1/3, soit une force ionique de
0,075 0u 0,1 M.



Remarque : pour un spectrophotomeétre mono-voie, la technique est la méme avec des mesures consécutives.

La variation de transmission lumineuse (fig 13) & travers I'échantillon test correspond a des
modifications de formes et de volumes des plaquettes en réponse a la chute de l'osmolarité.

Suivant le spectrophotomeétre choisi ou les cuves de mesures utilisées, les volumes peuvent
varier de 500 pl & 1 ml pour V (PRP) et v. Sachant que les dilutions effectuées sont de 1/2 ou 1/3
pour provoquer le choc osmotique (dilution % : force ionique finale de 0,075 M, dilution 1/3 : force ionique

finale de 0,1 M).
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Figure 13 : courbes obtenues en transmission et en diffusion pour le test de RCH
(PRP de 300 .10° plaquettes/ L) d'aprés travaux de JUNG (76).

L'analyse de la courbe de transmission lumineuse a travers le PRP, pendant le choc
osmotique, consiste a déduire des critéres de quantification du pourcentage de plaquettes viables.
Apres un gonflement rapide dés l'injection de l'eau distillée (fonction de la dilution), les plaquettes
luttent contre l'influx d'eau et, par un systéme de "régulation", tentent de retrouver une forme
initiale discoidale. C'est par un rapport d'amplitude, synonyme du pourcentage de réversibilité, a
deux temps caractéristiques (par exemple : temps ol le gonflement est maximum, et temps au bout de 1
minute dans le cas de la figure ci-dessus) qu'un indice est calculé. Ce dernier est corrélé a la viabilité des
plaquettes testées.

La particularité de ce test repose sur le fait que la courbe est tracée de fagon automatique,
mais l'interprétation des résultats, quant aux critéres choisis pour étudier la résistance osmotique,
passe par une procédure de calcul basée sur une analyse visuelle et un tragage manuel.

Ce test est pratiqué depuis une vingtaine d'année pour étudier la viabilité des plaquettes.
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3.2. Utilisation du test "Réponse au Choc Osmotique"

Depuis la validation du test RCH par corrélation des résultats avec d'autres techniques
(HARDEMAN 1974, ODINK 1976 (V), SUMMERER 1978), des auteurs l'ont utilisé pour étudier la viabilité des

plaquettes placées dans des conditions diverses (congélation, cryopréservation, conservation, ...).

Une suite de travaux traitant de l'utilisation du test RCH est présentée ci-aprés, en

fournissant le nom de l'auteur, l'année, et un bref descriptif des résultats.

HANDIN et coll. en 1970 (63) a étudié la réponse des plaquettes soumises & un stress
osmotique, suivant une conservation a 4°C et 22°C (a 24, 48 et 72 heures). Le test RCH est utilisé
pour étudier les plaquettes (anticoagulant : acide-citrate-dextrose : ACD). L'auteur a ainsi constaté
qu'apres 72 heures les plaquettes conservées a 22°C retiennent leur capacité de réversibilité apres
gonflement osmotique, et par contre que les plaquettes conservées a 4°C montrent un rapide

déclin quant a la faculté de retour a une forme initiale.

JAISSON et coll. en 1974 (64) a essayé d'apprécier l'aptitude des plaquettes a la
recirculation immédiate apreés transfusion par le test RCH. La mesure de la transmission lumineuse
montre une augmentation extrémement rapide du signal dans les premiéres secondes qui suivent la
création de l'hypotonie (gonflement, augmentation de volume), puis une phase de réversibilité¢ qui
requiert de l'énergie, une certaine intégrité de la membrane. A lissue d'une étude portant sur 80

PRP normaux, l'auteur a évalué l'intérét transfusionnel éventuel de ce test.

LECOMPTE et coll. en 1985 (65) a effectué¢ une comparaison de critéres fonctionnels
plaquettaires étudiés in vitro par l'agrégation a différents agents, le test RCH, la teneur en ATP, et
I'évaluation des distributions des volumes au cours de la conservation des plaquettes pendant 6
jours dans un nouveau type de matériel plastique. Le test RCH permet d'évaluer selon l'auteur la
qualité in vitro des concentrés plaquettaires dont le pH s'est maintenu supérieur a 6, sans préjuger

pour autant de leur valeur transfusionnelle.

BRODTHAGEN et coll. en 1985 (66) et KIM en 1986 (67) ont utilisé le test RCH pour
mesurer l'incidence d'une cryoconservation avec le glycérol sur la wviabilité des plaquettes.
BRODTHAGEN a observé l'intégrité membranaire des plaquettes par comptage, par une étude de
taille, par agrégation au collagéne, et par la technique "RCH" qui s'est avérée la plus sensible ; il

en a déduit un protocole minimisant le stress engendré par le glycérol.
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SNYDER et coll. en 1991 (68) a mesuré l'incidence d'une irradiation d'Ultra Violet B sur
des concentrés plaquettaires (pour une allo-immunisation) sur la viabilité des cellules. Par une
corrélation entre le test RCH et le score morphologique, l'auteur a vérifié qu'une dose de 10000

mJ/cm® ne détériore pas les plaquettes aprés 24 a 48 heures de conservation.

SHIMIZU et coll. en 1992 (69) avec le test RCH, a mesuré le pourcentage de
réversibilité de solutions de PRP conservés (dilution % avec eau distiliée). L'addition d'une solution
contenant du glucose avec un pH physiologique (effet de stabilisation au niveau de la membrane) semble

étre importante pour une conservation optimale.

TURNER et coll. en 1994 (70) a considéré que le test RCH est un bon indicateur in vitro

de la viabilité aprés transfusion (suivie de conservation de PRP sur 5 jours).

KOERNER et coll. en 1994 (71) a étudié trois produits différents de synthése sans
glucose pour la conservation des plaquettes. Les tests utilisés étaient l'agrégation, la réponse au
choc osmotique (RCH) et la libération de la B-TG, F4P et la LDH. L'intérét était porté sur la
qualité des plaquettes pendant la conservation. En dessous d'un pH de 6,1 les plaquettes sont
endommagées de fagon irréversible ; elles ont perdu leur fonctionnalité et leur viabilité. Si le pH

est inférieur a 6,7 les plaquettes passent d'une morphologie discoidale a une forme sphérique.

DIETERLEN et coll. en 1995 (71') en approchant les propriétés optiques d'une
suspension plaquettaire par des mesures de transmission et de diffusion lumineuse, a proposé
I'étude de la résistance osmotique plaquettaire. L'utilisation de l'appareil déja développé pour les
tests d'agrégation plaquettaire (4X rheoagregometer) lui a permis d'appliquer le test RCH afin

d'évaluer le paramétre de changement de forme pour différents concentrés.

FARRUGIA et coll. en 1995 (72) a corrélé l'analyse de la taille des plaquettes avec les
indicateurs de viabilité (pH et réponse au choc osmotique) lors de la conservation de concentrés

plaquettaires pour la transfusion.

MROWIEC et coll. en 1995 (73) a utilisé le test RCH pour un suivi de la viabilité des

plaquettes lors d'une conservation de concentrés a 22 °C pendant 5 jours.
p J

MASSE en 1995 (74) a proposé parmi d'autres tests la réponse au choc hypotonique
(RCH) pour un controle de qualité des produits plaquettaires.
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KOERNER et coll. en 1995 (75), par le test RCH et par le test d'agrégation, a montré
que les fonctions plaquettaires sont mieux conservées en utilisant comme liquide de conservation

des concentré du Plasmalyte-A.

JUNG et coll. en 1996 (76) a étudié le comportement quant 2 la taille et a la forme des
plaquettes pendant leur conservation par le test RCH. Ce test est particuliérement utile dans le
suivi et le contréle de qualité des suspensions de plaquettes. En plus de la transmission, l'auteur a

observé le signal de diffusion lumineuse.

Conclusion ;

Le test dit "Réponse au Choc Hypotonique" a 610 nm reste la technique la plus souvent
utilisée pour étudier le comportement des plaquettes dans des situations transfusionnelles ou

hématologiques :

o effet du glycérol lors de la cryopréservation (66,67) ;
e suivi de la viabilité (69,70,73) ;
e selon la nature de la conservation (65,75) ;

e critére de qualité des concentrés plaquettaires utilisés en transfusion (74,76) ;
e suivi de linfluence de fortes doses irradiation d'UltraViolet sur des concentrés

plaquettaires (68) ;

e caractérisation de thrombopathies (41) ;

e de maniére plus générale, pour tenter d'approcher les propriétés rhéologiques de la

membrane.

Récemment, une étude multi-laboratoires a permis l'analyse in vitro des plaquettes par
utilisation des tests : "Extent of shape change" et réponse au choc hypotonique (41'). La
corrélation entre ces deux méthodes d'évaluation est correcte. Ces deux tests proposés montrent

une précision, une reproductibilité et une sensibilité satisfaisantes.
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L'intérét porté a la résistance osmotique des plaquettes est de plus en plus marqué par

l'utilisation croissante du test RCH. En effet, quelle que soit la technique utilisée pour provoquer
la contrainte osmotique et quelle que soit la méthode d'observation des phénomeénes engendrés au
niveau des plaquettes, I'analyse du comportement de ces cellules en hypotonicité permet de
"quantifier” leur viabilité. Cette derniére est le paramétre le plus important a contréler avant toute

transfusion de concentrés plaquettaires sur des malades, pour s'assurer d'une efficacité optimale.

Le test de la réponse osmotique des plaquettes peut également s'appliquer a d'autres
études, principalement a l'incidence de molécules (médicaments, glycérol, ...) sur les caractéristiques

de la membrane plaquettaire.

Mais actuellement le test RCH se limite a la mesure de la capacité de la plaquette a
retrouver un volume normal aprés gonflement brutal dans un milieu hypotonique unique. De plus,
les appareils utilisés (spectrophotométres) ne sont pas adaptés a ces mesures et les parameétres

doivent étre calculés manuellement, ce qui est une source d'erreur importante.

La mise au point d'un test de résistance osmotique plaquettaire de routine est délicat. La

plaquette restant une cellule difficile a étudier (transparente, petite en taille, d'activation facile,...).
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La modification de la morphologie de la plaquette sanguine est aisément réalisée par la

variation de la pression osmotique a sa périphérie. Le gonflement cellulaire engendré, implique la
recherche d'une méthode permettant de caractériser certains parameétres de cette cellule. Le suivi
du comportement de la plaquette, par ses changements de forme géométrique en fonction de la

pression osmotique, constitue 'un de ces parameétres.

Le Fragilimefre développé initialement pour le suivi de l'hémolyse des érythrocytes
(DIDELON ITBM), en automatisant la technique manuelle dite de Dacie, permet aprés adaptation
d'étudier la résistance osmotique des plaquettes. Le choix pour provoquer le choc osmotique s'est
porté sur une dialyse lente afin de permettre une diffusion progressive des ions Na-Cl. Une
membrane semi-perméable, utilisée comme enceinte de la solution étudiée, assure cette dialyse. La
mesure en continu des variations de transmission lumineuse a travers la suspension est dépendante

du changement de volume des cellules, et finalement de la lyse.

Une analyse des éléments et des lois physiques appliqués permettra de mieux introduire la

description de la technique et du dispositif de mesure choisis pour le Fragilimétre.

La description de l'appareil et de son adaptation pour ['étude des plaquettes ouvrira sur des
données techniques associées a de bréves explications. Un bref rappel de la mesure de 'hémolyse

des hématies sera donné.

L'examen de la réponse du systéme, par une interprétation des mesures obtenues,
permettra de définir les phénomeénes physiologiques engendrés au niveau des plaquettes pendant
l'augmentation progressive de la force ionique, et d'expliquer les raisons de la variation du signal

lumineux recuetlli,

La description de l'adaptation de l'appareil pour réaliser le test RCH sera également
proposée. Avec le méme dispositif optique de mesure, ce test peut en effet étre proposé sur le

Fragilimétre.

Enfin, en s'appuyant sur différents travaux publiés, une tentative d'explication des résultats

en fonction de certains phénomeénes physiologiques sera proposée.
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Le cceur du systéme, proposé dans le Fragilimétre, est basé sur deux phénomenes

physiques :
e la pression osmotique ;

e la variation de transmission lumineuse.

Deux méthodes sont actuellement proposées pour créer cette différence de pression
osmotique entre le milieu intra et extra-cellulaire. La plus utilisée est un choc osmotique par
dilution immédiate d'une suspension de cellules avec de l'eau distillée, la seconde nécessite
l'utilisation d'un systéme de dialyse. La solution pour réaliser cette diminution progressive de la
concentration en ions Na-Cl dans la suspension réside dans l'utilisation d'une membrane semi-
perméable (artificielle, en cellulose). Une bréve description du comportement des membranes
biologiques, des membranes semi-artificielles, et la définition de quelques équations seront

proposeées.

La solution retenue pour caractériser la résistance osmotique des cellules est basée sur les
propriétés optiques des membranes cellulaires. Lorsqu'un faisceau lumineux traverse une
suspension, la premiére loi d'optique appliquée pour interpréter la variation d'intensité recueillie
est la loi de Beer-Lambert. Dans le cas de solution composée de cellules biologiques appelées a
subir exclusivement des modifications de structures, les lois de diffusion deviennent
prédominantes. Celles-la sont, pour cette étude, la base de la variation de l'extinction du faisceau

lumineux.

2.1. La pression osmotique (78,79)

Toutes les molécules d'une substance, qu'elle soit sous forme solide, liquide ou gazeuse,
sont dans un état continuel de mouvement ou de vibration. Plus la substance est chaude, plus le
mouvement de ses molécules est rapide. (2 la température corporelle, une molécule d'eau se déplace 4 une
vitesse d'environ 2500km/h). Le mouvement thermique dans un liquide ou un gaz distribuera les
molécules au hasard de fagon uniforme dans tout le récipient. Ainsi, si a l'origine un soluté est plus
concentré dans une région de la solution, le mouvement thermique répartira le soluté des régions
de forte concentration vers les régions de faible concentration jusqu'a ce que le soluté atteigne une

concentration uniforme dans la solution.
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A pression et température constantes, le sens du transport d'un constituant (eau ou soluté
non chargé) est dicté par la valeur de son potentiel chimique. Le transport net d'eau d'un
compartiment a un autre s'accompagne d'une variation de volume et donc de pression. Les
principaux éléments impliqués ou responsables de la variation de pression osmotique engendrée

au niveau des cellules, pour le dispositif de mesure du Fragilimetre, sont :

e la membrane plasmique des plaquettes ;
o la membrane semi-perméable (enceinte de la suspension étudiée) ;
o les volumes de la cuve de mesure et du porte échantillon ;

e la température.

2.1.1. La membrane biologique (80)

La membrane plasmique constitue ['élément structural majeur des cellules, elle régit le
passage des substances entre I'intérieur et l'extérieur de la cellule. Cette perméabilité est sélective,
elle varie pour certaines substances.

Les molécules traversent les membranes cellulaires grace a différents mouvements :

e La diffusion correspond au déplacement des molécules d'un emplacement a l'autre selon
le mouvement thermique "au hasard". Le flux net d'une substance, qui diffuse entre deux
compartiments, s'effectue toujours de la zone a forte concentration vers la zone de
concentration plus faible. L'équilibre de diffusion est atteint quand les concentrations dans
les deux compartiments sont égales. Il en résulte un flux net nul. Les ions minéraux
diffusent a travers les membranes en passant par des canaux ioniques formés par des
protéines membranaires intrinséques. La diffusion nette des ions a travers une membrane

dépend du gradient de concentration et du potentiel de la membrane.

o Les systéries de transport avec intermédiaire nécessitent la liaison du soluté a un

transporteur protéique dans la membrane. Les changements de conformation que subit le
transporteur font déplacer le site de liaison du c6té opposé de la membrane ot le soluté se

dissocie du transporteur protéique.

e L'endocytose et l'exocytose. Au cours de l'endocytose, des régions de la membrane

plasmique s'invaginent et se ferment sur elles-mémes pour former des vésicules qui
contiennent un petit volume de matériel extra-cellulaire. L'exocytose, qui se produit quand

les vésicules intracellulaires fusionnent avec la membrane plasmique, offre aux molécules
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qui ne peuvent diffuser & travers les membranes, comme les protéines, une voie de

libération dans l'espace extra-cellulaire.

e ['osmose. L'osmose est la diffusion de l'eau d'une zone riche en eau (pauvre en soluté) vers
une zone pauvre en eau (riche en soluté). L'osmolarité est la concentration totale des solutés
en solution, elle détermine la concentration en eau. Plus l'osmolarité d'une solution est
élevée, plus la concentration en eau est faible. L'osmose est le phénoméne essentiel

concerné dans cette étude.

L'osmose, a travers une membrane perméable a l'eau mais imperméable au soluté, entraine
une augmentation de volume dans le compartiment ayant a l'origine l'osmolarité la plus élevée et
une diminution de volume dans le compartiment ayant 'osmolarité la plus faible. Plus l'osmolarité
d'une solution est grande, plus la pression osmotique est élevée.

L'osmolarité du liquide extra-cellulaire est égale a environ 0,31 Osmol/L. Comme l'eau est
en équilibre de diffusion de part et d'autre de la membrane, le liquide intra-cellulaire a aussi une
osmolarité de 0,31 Osmol/L. Les principaux solutés non diffusibles du liquide extra-cellulaire sont
les ions Sodium (Na) et chlorure (CI), alors que les principaux solutés non diffusibles du liquide

intracellulaire sont les ions potassium (K) et les solutés organiques.

Le tableau VI présente les termes utilisés pour décrire 'osmolarité des solutions contenant

diverses compositions de solutés diffusibles et non diffusibles.

Des changements de l'osmolarité extra-cellulaire peuvent entrainer une diminution de
volume ou un gonflement des cellules en raison des modifications produites dans la concentration
extra-cellulaire en eau (fig 14). Ainsi, les cellules placées dans des solutions hypotoniques gonflent,

alors que les cellules placées dans des solutions hypertoniques diminuent de volume.

Remarque : une solution isotonique de chlorure de sodium (9 g/l de NaCl) correspond a une solution saline
isotonique de 0,155 M (Molaire) ou de 0,310 OsmoVl/L. Le chiorure de sodium est formé d'électrolytes
complétement dissociés (soit 4 1 mole de soluté corréspond 2 Osmoles). Les valeurs de
correspondance entre les expressions de la force ionique en M ou en g/l pour le NaCl sont données ci-

apres ; (dans la plage la plus utilisée)

[NaCl] g/l 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Force ionique M| 0,017 | 0,034 | 0,051 | 0,069 | 0,086 | 0,103 | 0,120 | 0,137 | 0,155
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Membrane plasmique

Soluté non diffusible

Cuie

\Volume cellulaire normal |

S

Soluté non diffusible Soluté non diffusible

Solution hypertonique Solution isotonique Solution hypotonique
Rétrécissement de la cellule Aucun changement du Gonflement de la cellule
volume cellulaire

Figure 14 : variation du volume cellulaire produite par des solutions hypertonique,
isotonique et hypotonique.

Tableau VI: termes concernant 'osmolarité des solutés et la tonicité des solutions.

Termes définition

Iso-osmotique Solution qui contient 0,31 Osmol/L de solutés, qu'ils soient diffusibles ou non
diffusibles dans les membranes

Hyperosmotique Solution qui contient plus de 0,31 Osmol/L de solutés, qu'ils soient diffusibles ou
non diffusibles dans les membranes

Hyposmotique Solution qui contient moins de 0,31 Osmol/L de solutés, qu'ils soient diffusibles
ou non diffusibles dans les membranes

isotonicue Solution qui contient 0,31 Osmol/L de solutés non diffusibles, quelle que soit la
concentration des solutés diffusibles dans les membranes

hypertonique Solution qui contient plus de 0,31 Osmol/L de solutés non diffusibles, quelle que
soit la concentration des solutés diffusibles dans les membranes

hypotonique Solution qui contient moins de 0,31 Osmol/L de solutés non diffusibles, quelle
que soit la concentration des solutés diffusibles dans les membranes

Dans le principe de mesure (Fragilimétre), la grandeur retenue pour exprimer la notion de

pression osmotique sera la force ionique déduite de la concentration en ion sodium et chlorure

(Na-Cl). Ainsi, a des solutions isotoniques correspondra une force ionique de 0,155 M.
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2.1.2. La membrane semi-perméable

Les phénomeénes mis en jeu au niveau de la membrane synthétique sont infiniment plus
simples que le processus de transport actif faisant intervenir des réactions chimiques complexes a
l'origine de la remarquable spécificité des enveloppes cellulaires. La membrane synthétique a un
comportement proche de la membrane tissulaire, d'ou son nom de membrane artificielle.

Les membranes semi-perméables effectuent, par définition, la sélection de molécules
d'apres des critéres de taille et de forme. A travers ce type de membrane le solvant peut circuler
librement mais pas le soluté. Un phénomene prend alors naissance : l'osmose (siege de nombreux
processus biologiques).

Remarque : le diamétre des pores définit la sélectivité (filtration) et le débit. Cette notion est caractérisée par le
seuil de coupure défini en Daltons : Da, représentatif de 1a masse atomique au coefficient N preés avec
N = Nb d'Avogadro (6.02 10%).

Pour optimiser le dispositif de mesure, le choix s'est porté sur des membranes en matiéres

plastiques par leurs propriétés mécaniques (déformation, élasticité) et biochimiques (seuil de coupure,

neutralité électrique).
Caractéristiques principales de la membrane choisie:
e membrane semi-perméable en cellulose, marque Spectra/Por ;
e seuil de coupure 10 000 Da ;

e circonférence de 20 mm.

Etant donné ce seuil de coupure, cette membrane autorisera le passage du soluté (ions Na-Cl) et
permettra l'échange d'eau d'un compartiment a l'autre (la molécule d'eau peut étre assimilée au
transporteur des ions Na-Cl). Les échanges sont également favorisés par le mouvement Brownien des
particules qui maintient I'homogénéisation des solutions. Mais cette membrane reste une barriére
efficace contre les molécules dont la taille est supérieure aux diamétres des pores (cellules du sang,
protéines, certains constituants). Ainsi, en assurant l'emprisonnement des particules étudiées, elle est

utilisée comme enceinte des suspensions, au niveau du porte échantillon.

De plus, la quasi transparence de la membrane choisie autorise l'utilisation d'une technique
optique. L'atténuation de l'intensité lumineuse a travers la membrane est d'une part constante et

d'autre part relativement faible.
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2.1.3. Température, volume des compartiments (81)

Pour deux solutions séparées par une membrane semi-perméable, la vitesse de diffusion des
ions Na-Cl vers la solution de concentration ionique la plus faible, dépend essentiellement de la
dimension des pores de la membrane synthétique, de la température, et des différents volumes.

De plus, la pression osmotique est définie par :

[T=R.T.(C-C;) (loide Van t' Hoff)

avec R : constante des gaz parfaits (8.32 JK™)
T : température exprimée en degrés Kelvin
(C,-C,) : différence de concentration en soluté des deux solutions.

Les concentrations en soluté sont fonction du nombre de mole par volume.

2.1.4. Application au Fragilimétre

Pour obtenir d'une diminution progressive de la concentration en ions NaCl (augmentation de
la différence entre la force ionique intra et extra-cellulaire) au niveau de la suspension étudiée, un porte
échantillon a été spécialement créé. Pour préciser les différents mouvements ou flux d'eau et de
soluté agissant pendant la mesure, un schéma simplifié est proposé (fig 15). Cette représentation
permettra également de suivre la variation des pressions osmotiques, donc des forces ioniques

exercees.
Description des conditions initiales :
= la cuve de mesure est remplie de 90 mL d'eau distillée (force ionique nulle) ;
= le porfe échantillon contient une solution de force ionique égale 4 0,155 M

= la membrane semi-perméable n'autorise que le passage des ions NaCl et des

molécules d'eau ;

= La membrane plasmique est perméable uniquement a l'eau.
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Phase intermédiaire
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Figure 15 : représentation schématique des différentes étapes correspondant aux
variations de pression osmotique engendrées dans le dispositif de mesure du
Fragilimétre.

Le compartiment 1 correspond au volume de 90 mL dans la cuve (bécher). Le
compartiment 2 est représentatif du milieu de suspension des plaquettes (plasma}.
Le compartiment 3 correspond au liquide cytoplasmique (intra-cellulaire).

( f: force ionique)

A linstant T=0 correspondant a l'étape initiale, le compartiment 1 est a une force ionique
nulle tandis que les compartiments 2 et 3 sont en isotonicité (0,155 M). Cette différence de
concentration en ions Na-Cl entre les volumes 1 et 2 va conduire & un retour a l'équilibre en
forgant les échanges d'eau et de solutés sous l'impulsion de la pression osmotique. Durant toutes
les étapes, la pression extérieure s'appliquant a l'interface eau ou solution et air correspond a la
pression atmosphérique (Pa = 760 mm de mercure).

Au stade intermédiaire, le compartiment 2 voit sa force ionique diminuer en fonction du
temps (passage du soluté vers le compartiment 1). Au niveau de ['échantillon (2 et 3), la baisse
progressive de la force ionique extra-cellulaire va provoquer uniquement l'influx d'eau dans le
compartiment 3 (répondant aux caractéristiques des membranes biologiques). Ainsi l'augmentation du
volume 3, par dilution du contenu intra-cellulaire avec l'eau, va permettre la diminution de la force

ionique intracellulaire, et donc conduire également a un équilibre des forces ioniques.
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En finalité, aprés 20 minutes, le compartiment 2 est a une force ionique de 0,02 M. Et tout
concourt a forcer un équilibre entre les trois compartiments (entre 1 et 2, et entre 2 et 3). C'est ce qui
explique les modifications morphologiques des cellules (3) devant compenser la diminution de la
force ionique dans le compartiment 2. La courbe illustrée sur la figure 11 montre la décroissance
de la force ionique en fonction du temps dans le compartiment 2. Cette variation est de forme
exponentielle, soit une chute rapide de la force ionique dans les premiers instants, pour
s'approcher d'une asymptote (paralléle a I'axe des abscisses). Quel que soit le temps, la valeur de la

force ionique dans le compartiment 2 ne sera jamais nulle.

2.1.5. Etat des lieux

La force qui s'oppose au flux de l'eau a travers une membrane séparant une solution
contenant des solutés non diffusibles et de l'eau pure est appelée pression osmotique. Plus
l'osmolarité d'une solution est grande, plus sa pression osmotique est importante. La pression
osmotique reste une mesure indirecte de la concentration en eau.

Le dispositif utilisé peut se décomposer en deux phases concomitantes. La premiere
concerne 'échange de soluté (ions Na-Cl) du porte échantillon vers la cuve d'eau distillée (interface :
membrane semi-perméable). Elle permet la diminution de la force ionique dans la suspension (passage
de 0,155 M 4 0,02 M en 20 minutes). La seconde correspond a l'influx d'eau a l'intérieur des plaquettes
pour compenser la différence de force ionique entre le milieu intra et extra-cellulaire (interface :
membrane plasmique). Ce gonflement osmotique génére une augmentation du volume de la cellule
étudiée. Ces différentes pressions osmotiques exercées obéissent aux lois d'équilibre des
concentrations du soluté.

Dans le dispositif proposé, la décroissance progressive de la force ionique générée par la
diffusion des ions Na-Cl (soluté) est obtenue par l'utilisation d'une membrane semi-perméable.
Cette décroissance est fonction des caractéristiques de cette membrane, des volumes impliqués et

de la température.

2.2. Diffusion lumineuse

La forme, la taille, 'orientation, l'indice de réfraction, la structure interne et les interactions
sont des paramétres déterminant les propriétés de diffusion de la lumiére par des particules. Aussi

n'est-il pas étonnant que cette technique soit largement utilisée pour étudier toutes sortes de
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diffuseurs, biologiques ou non, d'autant plus que la méthode est rapide, non destructrice et trés
sensible.

L'interprétation, du phénomene de diffusion, sera appliquée & des suspensions de
plaquettes dans le but d'étudier leur gonflement, leur résistance osmotique, voire leur résistance a

la lyse.

2.2.1. Introduction

La principale caractéristique utilisée pour étudier des solutions en colorimétrie et en
photométrie est basée sur les lois de Beer-Lambert, qui mettent en équation les propriétés
d'absorption (relation entre l'intensit¢ de la lumiére incidente et de la lumiére transmise par un milieu
absorbant). Ainsi, les mesures classiques pratiquées sur des spectrophotométres permettent de
définir des pourcentages d'absorption ou de transmission de solutions a une longueur d'onde

donnée.

Equation d'absorption de Beer-Lambert : A“—'—" 10gﬁ; ( o]

avec : L, : intensité de lumiére incidente et I : intensité de lumiére transmise,
€ : coefficient d'extinction molaire décimal en cm”/g,
C : concentration de I'élément absorbant en g/em’,
1 : longueur du trajet optique en cm

Cette loi peut étre tres utile pour apprécier la concentration cellulaire de la suspension
étudiée, a un instant donné ou les cellules sont stables du point de vue de leur structure, de leur
composition et de leur forme. Mais pour I'étude envisagée, qui porte sur le suivi de modifications
morphologiques de cellules biologiques sous l'effet d'une pression osmotique croissante, les
variations de lumiére mesurées ne dépendent pas du simple phénoméne d'absorption, mais font
appel a la diffusion.

La technique de diffusion de la lumiére a été employée pour I'étude des macromolécules
(82) et plus précisément pour certaines protéines (83,84). De telles études peuvent fournir des
renseignements quant a la masse moléculaire des produits et leur forme (sphére, batonnet, chaine). Ce

principe a ensuite été appliqué a I'étude des cellules biologiques, la plaguette par exemple (85).

2.2.2. Théorie de la diffusion

La diffusion lumineuse sur des particules est complexe a analyser. Ces propriétés sont

fonction principalement de la taille des particules étudiées et de la longueur d'onde du faisceau
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lumineux excitateur. De nombreux auteurs ont tentés d'approcher ce phénomene lumineux en
proposant des équations trés théoriques, qui s'appliquent généralement a des billes de latex dont la
taille est bien définie. Dans le souci d'éviter une énumération de formules plus compliquées les
unes que les autres, un bref descriptif des conditions de l'application de la diffusion aux cellules
sanguines et plus précisément a la plaquette est proposé. Cette étude s'appuie sur les travaux de
Latimer (86,87,88,89), Frojmovic (90), Holme (91) pour ne citer que ces derniers, qui se sont
intéressés aux délicats problémes de l'extinction d'un faisceau lumineux a travers une suspension
de plaquettes appelées a évoluer (phénoméne physiologique de l'activation : changement de forme,
agrégation, ...). Une approche plus théorique et plus générale (mathématique), qui ne fait pas ['objet de

ce document, a été proposée par quelques auteurs (91').

Il existe deux grands types de théories sur la diffusion de la lumiere :

o Les théories concernant la diffusion par une particule unique, qui considérent l'intensité
lumineuse diffusée par la solution comme étant la somme des intensités diffusées par
chaque particule. Elles s'appliquent a des solutions treés diluées, et ont été développées

par Rayleigh (92), Gans (93), et Mie (94) dans le cas de particules sphériques.

e Les théories qui attribuent la diffusion a des fluctuations de concentration au sein de la

solution, principalement développées par Einstein et plus récemment par Debye (95).

D'un point de vue théorique, la taille de la particule diffusante est trés importante. En effet,
si ses dimensions sont trés petites devant la longueur d'onde de la lumiére incidente, elle peut étre
considérée comme une source lumineuse unique. Par contre, lorsque ses dimensions sont
comparables & la longueur d'onde, les ondes diffusées par les différents points de la particule

créent des phénomeénes d'interférences, dont il faut tenir compte dans les calculs.

Diffusion de la lumiére a travers une particule biologique dont la taille est supérieure a la longueur

d'onde (A) du faisceau incident :

La diffusion par des sphéres de taille et d'indice de réfraction quelconques est prédite par
les relations de Mie. Pour des particules de tailles supérieures & A, la simple expression de la
diffraction anormale de Van de Hulst (96) peut étre utilisée.

Les principes de l'optique géométrique et de la diffraction, basés sur les relations de Van
de Hulst, suggérent pour des particules transparentes un comportement identique a celui de

minuscules dioptres sphériques. La figure 16 illustre ces phénoménes de diffusion.
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(a) Réflexion sur les surfaces ext. et mt.

N

(b) Diffraction

A 4

W

(¢) Interférence et diffraction

ANA m L

A

Figure 16 : mécanismes de diffusion sur une particule dont la taille
est supérieure 4 A, et dont la valeur de I'indice de réfraction est proche
de celle du centre.

e (a) représentation de la diffusion induite par la réflexion du faisceau incident sur la
membrane externe et interne de la particule. Cette réflexion sur les "bords" de la cellule
est le type principal reconnu de diffusion. Il est estimé que 5 & 30 % de lintensité
lumineuse incidente frappant une particule biologique en solution dans l'eau est diffusée

par ce mécanisme.

e (b) représentation de la diffraction par une sphére opaque, prédite par le principe de
Huygens. La particule dévie deux fois plus de lumiére provenant d'un faisceau collimaté
qui frappe sa section transversale (paradoxe de l'extinction). Pour une particule qui absorbe
toute la lumiére regue, le coefficient d'absorption K est égal a 1.0. Si elle diffuse une
quantité équivalente de lumiére autour d'elle par diffraction, le coefficient de diffusion

Kaisr est égal a 1.0. Ainsi le coefficient d'extinction Key est égal @ 2.0 (Ko™ Kast Kan)-

e ( c) Si la particule transmet une partie de la lumiére qui la frappe, l'onde transmise

interfére avec la lumiére passée a l'extérieure (autour de la particule). Cette condition est
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réalisable pour K> 3.0 Pour une conservation d'énergie, les interférences destructives
dans la direction "avant" conduisent a des interférences constructives dans d'autres
directions. Par définition, cette énergie impliquée dans les interférences constructives

pour les autres directions correspond 4 la diffusion lumineuse.

Les équations de Mie et de Van de Hulst pour des sphéres homogeénes isotropiques prédisent
la diffusion par les mécanismes de la figure (b) et (c). Les relations de Mie expliquent la réflexion

sur les surfaces de la figure (a).

résumé : la diffusion de la lumiére par des particules, dont la taille est supérieure a celle de la
longueur d'onde du faisceau incident (collimaté), correspond aux phénomeénes suivants :
=  laréflexion sur la surface des particules;
=  la réfraction a travers leur volume;

= la diffraction par les bords de la particule.

La figure 17 permet de caractériser les trois types de transmission rencontrés pour une

étude de diffusion d'un faisceau lumineux collimaté a travers une suspension de cellules (taille>y).

Diffusion Lumineuse

-

Photocellule

Faisceau Lumineux

S
-~

Transmission diffise e
Ai< taille des particules Eransimssion diituse e
—3% loi de diffusion
{Equation sommaire du systéme
t Intensité incidente } - { Intensité dmasée} = Intensité Jumineuse captée

Figure 17 : représentation des trois transmissions caractéristiques de la diffusion pour un
faisceau lumineux illuminant une suspension de particules de taille > A
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2.2.3. Diffusion sur des plaguettes

La variation de transmission de lumiére & travers une suspension de plaquettes est souvent
proposée pour étudier ses changements de forme et de volume, et principalement son agrégation.
Différents auteurs ont tenté, par une approche théorique, de prédire numériquement ces variations
d'intensité de transmission. Les propriétés optiques sont calculées par un développement
mathématique basé sur une combinaison de l'approximation de la diffraction anormale avec les
équations de Lorentz-Mie. Des études sur d'autres cellules biologiques avaient révélé que les

propriétés de diffusion pouvaient étre évaluées avec les équations conventionnelles de diffusion

(87).

La plaquette est une cellule qui, dans son état normal (non activée), se présente sous la

forme discoidale, modélisable par une ellipsoide de révolution.

Plaquette

a : petit axe de V'eltipse

T TN
\-_- —_—b/ b : grand axe de I'ellipse

v=a/b (rapport des deux axes)

Equation de I'ellipsoide de révolution :

son volume est donné par :

remarque : généralement, le rapport v est égal a 0.3 pour une forme discoidale et & 1 quand les plaquettes sont
sphériques. L'indice v peut permettre de définir la forme des plaguettes. La plaquette ne présente pas
le méme profil géométrique suivant le plan d'observation. En effet, si elle est ellipsoidale dans le plan
transversal, elle sera cylindrique dans le plan longitudinal. Cela conduit dans le cas d'une suspension
de plaquettes, a suivre un profil moyen de ces cellules. Ainsi, le grand axe prendra la valeur [2.a] et le

petit axe celle de [2.a.u] ot u dépend de V'orientation avec v < u< 1.

L'extinction optique pour une suspension de particules de méme taille est donnée par :

(d'apres diffraction anormale de Van de Hulst en considérant des sphéres équivalentes)
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ou A : longueur d'onde du faisceau incident

: ouverture numérique du systéme de mesure (capteur lumineux)

- épaisseur de I'échantillon traversé (cm)

: concentration cellulaire dans I'échantilion (nombre de particule/mL)

: moyenne des aires de projection pour toutes les orientations d'une cellule
unique présente dans le faisceau (cm®)

. moyenne du rendement optique dune cellule (ou coefficient d'atténuation),
avec K*, = Kops + Kair

A oz

Remarque : si la suspension est composée de particules de j tailles différentes, 1'équation correspondra 2 la somme
des j termes pour chaque catégorie de taille ( chaque terme possédant son propre K, A, N).

Pour des cellules non-absorbantes, il est a noter que K*, = Kas avec Kug fonction

essentiellement de v, n (indice de réfraction) et de A.

Le produit A K est assimilé a la section efficace d'extinction pour une cellule.
Pour des modifications de volume, l'indice de réfraction n de la cellule peut étre défini par :

avec n, et V, pour les valeurs normales

{Quelques données numériques, exemple pour une plaquette normale : a = 0,6 pm, b=2 pm, V=7 pum®, n=1,044
suivant le dispositif de mesure du Fragilimétre : L= 1 mm, N = 300 000 plaquettes/mL }

Les travaux de Latimer et al. en 1968 (86) ont approfondi les calculs théoriques pour
étudier les variations de la diffusion et de l'absorption causées par des modifications de
conformation des particules. Les résultats s'appliquent sur des changements de volume tout en

conservant leur poids sec ou sur des changements de la structure interne.

Effet du changement de volume

Les calculs théoriques effectués permettent, suivant la longueur d'onde d'excitation
choisie, d'observer l'influence du changement de volume sur la valeur du coefficient d'extinction E.
La figure 14 illustre ces notions pour différentes particules biologiques.

Les plaquettes se situent dans la catégorie (d) des fragments de chloroplaste (V, = 8 pnt’).
Pour une longueur d'onde d'excitation supérieure a 600 nm, le coefficient d'extinction diminue
avec l'augmentation de volume des particules. Ces résultats sont confirmés par la figure 19.

Un indice noté y correspondant a la pente des courbes obtenues sur la figure 18 (AE /
AV), peut étre calculé a partir du paramétre de taille x d'une particule (pour des sphéres, d'aprés Van
de Hulst).

avec a : rayon de la sphére
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Figure 18 : normalisation de l'extinction de suspension pour des particules non

absorbantes dont le volume change, mais pas leur poids sec, d'aprés Latimer (86)

(courbes correspondant aux valeurs de E l'extinction en fonction du changement de

volume V/Vo)
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Figure 19 : prédiction relative de F'extinction lumineuse en fonction du
volume des plaquettes, d'aprés Latimer (88). Vo et E; (valeurs normales).




Effet du changement de structure interne :

Ces modifications peuvent étre engendrées, dans le cas de la plaquette, par des
changements de forme (fusion des membranes), par un influx d'eau dans la cellule, par une sécrétion
de substances, ... . Elles conduisent toutes a une variation de l'indice de réfraction moyen intra-
cellulaire. La diffusion lumineuse interne sera donc influencée. Le changement d'indice est un

facteur important dans la détermination de I'extinction d'un faisceau lumineux par une particule.
Remarque : une modification de la structure interne d'une particule peut ressembler a une modification de volume,
en considérant une redistribution dans 'espace des constituants.
Théoriquement, l'influence de trois facteurs : n (indice de réfraction), a (rayon, paramétre de
forme et de volume) et A (longueur d'onde du faisceau lumineux incident), semble donc déterminante dans

la variation d'un signal de transmission lumineuse frappant une suspension de cellules.
gn p

2.2.4. Discussion

Pour une étude de transmission de lumiére a travers une suspension de cellules, il est
impératif de bien définir les éléments mis en ceuvre. Ces derniers seront prépondérants dans
l'application des lois optiques et plus précisément de la diffusion lumineuse impliquée (réflexion
diffuse, diffraction, ...). Dans cette étude, ou le but est de suivre les modifications morphologiques
(forme, volume) des plaquettes, la quantification de la diffusion, par la mesure des variations de

transmission directe, semble étre la technique adaptée.

Pour que les lois de la diffusion (décrites précédemment) soient applicables et que les résultats
expérimentaux coincident avec les attentes théoriques, tout en considérant certaines conditions

initiales imposées par le choix des cellules a étudier, des choix matériels s'imposent.

En premier lieu, le faisceau excitateur doit étre issu d'une source lumineuse collimatée,
monochromatique et d'une longueur d'onde suffisamment importante pour rendre les plaquettes
faiblement absorbantes, tout en restant inférieure (au moins d'un rapport 2) a la taille des cellules. De
plus, pour améliorer l'interprétation des mesures, l'intensité lumineuse de cette source doit étre

constante dans le temps (stabilité correcte).

L'autre instrument optique essentiel est le capteur photosensible. Sa surface d'analyse et

son ouverture numérique doivent permettre de mesurer efficacement les variations de la
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transmission collimatée, inverse de la variation de diffusion sur les cellules (la transmission collimatée

est égale a l'intensité incidente moins I'intensité diffusée dans le cas particulier de cette étude).

Pour le dispositif de mesure du Fragilimétre, le choix s'est porté sur une diode laser
collimatée de 3 mW (une lame semi-transparente placée sur le trajet optique avant la cuve de mesure, par une
réflexion & 90°, permet d'atténuer de 90% l'intensité du faisceau incident) et de longueur d'onde A égale a
780 nm. Un contrdle de la faible absorbance a A d'un PRP a été réalisé sur un spectrophotométre
(type Beckmann). Le spectre obtenu (fig 20) permet de vérifier que les mesures vont s'affranchir des
problémes d'absorption de certains constituants, principalement des protéines. Ainsi, le signal
lumineux recueilli sur la cellule photoélectrique sera représentatif du phénomeéne de diffusion lié

aux modifications de forme et de volume des cellules.

Absorbance
1.5

Longueur d'onde du faisceau
excitateur & A = 780 nm

1.0

0.5

lvtli;{];

e S e B AL R A
400 500 600 700 800 900 1000
LONGUEUR D'ONDE (en nm)

Figure 20 : spectre d'absorption d'un plasma riche en plaguettes (I'eau distillée a
été utilisée comme référence : blanc), obtenu sur un spectrophotomeétre Beckmann.

De plus, compte tenu :

e de limportance de la distance moyenne : L, séparant deux plaquettes dans
I'échantillon, qui doit étre grande devant A (en considérant que L, > 5 A, avec A =780nm,
la distance L., est voisine de 2 fois la taille moyenne des plaquettes, soit 4 pm) afin de

considérer pour un modeéle multicouches des centres diffuseurs distincts,
¢ de la taille moyenne des plaquettes : b =2 pm (fonction de leur orientation),

e de l'épaisseur de I'échantillon traversé par le faisceau, L = 1 mm,

82



¢ de la forme elliptique et de la taille du faisceau lumineux (petit axe = 2 mm, grand axe =
5 mm), soit une surface S d'éclairement d'environ 12 mm? (caractéristique de la diode

Laser) ; et un volume d'échantillon éclairé d'environ 12 mm®,

la concentration cellulaire maximale C admise dans I'échantillon testé doit correspondre a
cette condition : (recherche du nombre de cube comme illustré ci-dessous pouvant étre inclus dans un cube

référence de volume V, =1 mm®)

Lm | /plaquetw
ILm

(rappel : concentrations usuelles de 150.10° 2 450 .10° plaquettes/ L. les différentes concentrations de PRP

5 C< Vo/(Ln)

soit C < 15625 10° plaquettes/ L

préparés respectent donc cette condition)

Remarque : pour unc valeur de concentration moyenne de 300.10° plaquettes/L, le nombre moyen N de plaquettes
éclairées dans 12 mm’® sera proche de 3.6.10° et le nombre de couche de plaquette aléatoirement
placées dans 'axe du faisceau sur V'épaisseur de I'échantillon sera de 67 (racine cubique de 300000).

Pour 1'épaisscur d'échantillon considéré de 1 mm, I'écart moyen entre deux cellules sera donc

d'environ L,=15 pm >> A,

Enfin, puisque la surface du spot lumineux excitateur est proche de 12 mm’, et pour ne
prendre en compte que la transmission collimatée, le choix du capteur photoélectrique s'est porté
sur une photodiode dont la surface sensible est de 7.5 mm’ avec un rendement de conversion
significatif entre lintensité lumineuse captée et le courant électrique généré (rapport signal/bruit
important}.

Les caractéristiques techniques de tous ces éléments sont fournis dans le paragraphe 3.2

(partie TII).
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Le Fragilimétre, appareil entiérement automatique congu initialement pour mesurer la

fragilité osmotique des hématies, a fait l'objet d'une étude de faisabilité et d'un projet de réalisation

tous deux conduits par J. Didelon, ingénieur INSERM (77).

J. Didelon a réalisé un document scientifique et technique complet permettant de
comprendre les différentes techniques mises en ceuvre a la réalisation de cet appareil.

Pour cette raison, ce présent document ira a l'essentiel du descriptif technique du dispositif
de mesure (cceur du systéme), sans s'attacher aux autres organes (mécaniques, €lectroniques,
informatiques) qui permettent l'automatisation et l'analyse des différents signaux, décrits dans un

document intitulé :

"Conception et réalisation d'un appareil de mesure

de la résistance osmotique de la membrane de I'hématie" (96")

Le Fragilimétre, qui repose sur une technique validée pour mesurer la fragilité osmotique
des membranes érythrocytaires par le suivi de 'némolyse, permet aprés adaptation (principalement
logicielle) de suivre la résistance osmotique des plaquettes. Le dispositif de mesure réalise et
quantifie la décroissance graduelle de la force ionique, et utilise un procédé optique pour

caractériser le comportement des cellules.

3.1. L'information "force ionique"

Le principe est de soumettre les plaquettes de fagon continue, par dialyse lente a travers une
membrane, a l'action d'un milieu de force ionique décroissante au cours du temps. Cent soixante
pL de suspension cellulaire a étudier sont injectés dans une enceinte de mesure constituée par une
membrane semi-perméable (Spectra POR avec un seuil de coupure de 10 kDa / Spectrum Medical
Industrie, Inc, USA). L'ensemble est plongé dans une cuve de 90 mL d'eau distillée thermostatée.
Les plaquettes sont soumises a une force ionique variant de 0,155 M (isotonicité) a 0,02 M

(milieu hypotonique) sur une durée de 20 minutes.

Le dispositif de mesure est présenté sur la figure 21.
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Indépendamment des caractéristiques de filtration de la membrane semi-perméable, la forme

du porte échantillon est étudiée de fagon a respecter diverses conditions :
e  assurer une bonne stabilité mécanique du support ;

e constituer une surface d'échange la plus grande possible avec le milieu

extérieur pour un volume intérieur le plus faible possible ;

e conserver la suspension homogeéne, en limitant I'épaisseur a 1 mm.

Pour connaitre en temps réel la force ionique dans la suspension étudiée, deux sondes de
conductance sont placées dans la cuve d'eau distillée. Le principe repose sur une mesure de
conductivité (fonction inverse de la variation de résistance), correspondant a une variation de courant
électrique entre les deux pdles. L'analyse électronique de cette mesure permet de déterminer la

concentration ionique (élément conducteur), c'est & dire la force ionique dans la cuve.

Rappel théorique (97):

La loi d'Ohm est la base de tout raisonnement électrique :

Tension (en V) = Résistance (en Ohm) x Courant (en A)

Pour une solution d'électrolytes comprise entre 2 plaques paralléles, de section S séparées par

une distance ¢, constituant une cellule a conductivité; sa résistivité est

en Ohm™ m™

le coefficient R dépend de la nature de 1'électrolyte et le rapport #/s dépend de la géométrie de la cellule de mesure.

Puisque le passage du courant dans un électrolyte est assuré par le déplacement ionique, la

conductivité v de la solution, qui caractérise son aptitude a conduire le courant, est fonction :
¢ de la concentration C des ions dans la solution,

¢ des charges électriques portées par les ions (Na" et CI).

Les ions Na” et CI” possédent des charges opposées, et se déplacent dans des sens contraires

(fonction de I'attraction entre anode et cathode du champ électrique créé). Ce double déplacement détermine
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la conductivité : plus la concentration ionique est élevée plus la résistance au passage du courant
est faible, d'ou une augmentation de la conductivité.

La connaissance des valeurs de la conductivité réelle (ou de la force ionique) dans la suspension
passe par la mesure des limites haute et basse de résistance. Un étalonnage journalier permet de

définir ces bornes :
e force ionique minimale (0) pour l'eau distillée,

e force ionique maximale pour 160 puL de solution isotonique (0,155 M)

injectée dans la cuve.

Remarque : il est impératif de procéder & un contrdle de la température. Cette dernitre, déterminée pour les
mesures (généralement de 37°C) doit étre stable et identique pour 1'étalonnage et pour les mesures. La
température modifie certaines caractéristiques (conductance, osmose). Afin de prendre en compte la

valeur réelle de conductivité par une homogénéisation du contenu de la cuve, une agitation permanente

est réalisée (barreau magnétique, 600 t/min)

Vue de face Vue de c6té
cuve 4 échange d'ions guide tenseurs : » épaisseur de I'échantillon
\ / v’f ) ' o egg e \ ( 1 mm )
. /¢ volume d'eau distillée \
\ | . 90 mL \
\ /; ' \,
N 7’; / / = porte-échantillon "\\
\\ ) - = . \
- = \\
™ E
) =
' , =
1 - = O trajectoire du faisceau
nee 4 | W—
de i - A N
conductance 1 i — % —
L Y ’ volume de I'échantillon i8
%m\ i T = :
agitateur

Figure 21 : représentation du dispositif de mesure du Fragilimétre.
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3.2. L'information "transmission lumineuse"

Le choix des caractéristiques de la source lumineuse a été précisée dans le paragraphe 2-2-
3. Avant de traverser la cuve, le faisceau incident collimaté (diode laser, 2. =780 nm, 3mW) est réfléchi
par une lame semi-transparente pour ne récupérer que 10% de l'intensité initiale. Le centre du
porte échantillon dans sa partie la plus large (10 mm) est placé dans l'axe optique (entre la diode laser
et l1a cellule photoélectrique). Sa position (verticale) est choisie pour que le spot lumineux éclaire la

suspension cellulaire & mi-hauteur de son volume. L'épaisseur de I'échantillon est de 1 mm. (fig 21).

Le capteur photoélectrique (BPW20 de chez Telefunken) est caractéris€ par une grande
sensibilité (33 nA/lx), une linéarité dans la plage d'utilisation, et un temps de réponse de 3,5 us. Sa

réponse spectrale est optimale pour une longueur d'onde comprise entre 600 et 800 nm.

Un micro-ordinateur PC (microprocesseur pentium 133 MHz) gére l'acquisition simultanée et le

traitement de trois paramétres (transmission lumineuse, conductance dans la cuve, température).

3.3. Rappels : application aux hématies

La connaissance des propriétés mécaniques de la membrane érythrocytaire et en particulier de
sa résistance osmotique aux solutions hypotoniques, présente un intérét diagnostique pour le
clinicien. En effet, de nombreuses pathologies hémolytiques influencent cette résistance (maladies
hémolytiques auto-immunes, sphérocytoses héréditaires, ...).

Quelques appareils permettent d’étudier les propriétés rhéologiques de la membrane, mais ils
restent encore du domaine de la recherche car ils se révelent difficiles d’utilisation en routine.
Aucun cependant ne réalise spécifiquement la mesure de la résistance des membranes jusqu’a leur
rupture et seule la méthode manuelle dite de DACIE est utilisée aujourd'hui dans les laboratoires
d’Hématologie.

Dans ce travail, les auteurs proposent de mesurer la résistance des membranes a
’hémolyse a ’aide d’un appareil de conception nouvelle (Fragilimétre). Pour suivre 'hémolyse, la
variation de lumiére transmise est analysée en fonction du temps et en fonction de la force
ionique. La mesure est effectuée sur une période de 500 s, temps suffisant pour provoquer
I'hémolyse totale (la variation de la pression osmotique engendrée au niveau de la cellule
provoque "ouverture de pores par lesquels s’échappe I’hémoglobine). La force ionique de la

suspension décroit progressivement de 0,155 M a 0,04 M. Cent soixante pL. d'une solution de
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0°™ sont nécessaires (dilution autorisant I'application des lois optiques de la

sang dilué au 1/4
diffusion).

Les résultats obtenus (fig 22) informent directement sur la résistance de la membrane. Les
déterminations des transmissions, initiale, a 50 % et totale permettent d’apprécier,
comparativement a la technique de DACIE, les caractéristiques de I’hémolyse. La validation de la
méthode a porté sur I’analyse d’échantillons de sang témoins prélevés depuis moins de 6h. et/ou
incubés 24h a 37°C, afin de les fragiliser. Un test est également en cours actuellement sur des

plaquettes sanguines.
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Figure 22 : résultats de la fragilité osmotique des hématies.

Courbes des différents signaux de transmission obtenus, en fonction de la diminution de la
concentration en électrolytes minéraux, de 24 échantillons de sang natifs (vert) et incubés 24 h a
37°C (cyan) ainsi que d'un échantillon de sang pathologique (rouge)

Actuellement des études complémentaires sont menées afin de préciser et de valider cette

technique automatique de mesure de la fragilité osmotique des hématies.

3.4. Adaptation du logiciel informatique

Afin de caractériser la fragilité osmotique érythrocytaire, l'ordinateur calcule des indices
exprimés soit en temps soit en force ionique, pour les seuils de transmission de 2 % (transmission
initiale), de 50 % et de 98 % (hémolyse totale). La résolution du systéme de mesure est de 440 points
en 500 s (échantillonnage de 1,12 s) et la précision qui est fonction du mode d'acquisition choisi (carte
multi-fonctions Digimétrie Pc-ADC 12B8V/D) est de 12 bits. Les signaux électroniques étant compris entre

0 et 5 volts, la précision est de 1,22 millivolts.
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L'application de la technique "Fragilimétre” au suivi de la résistance osmotique des
plaquettes doit passer par une étude préliminaire. Dans le souci d'évaluer un maximum de

paramétres, le logiciel informatique a été modifié sur certains points :

e [a résolution (nombre de points acquis pour les signaux de transmission et de conductance durant
1a mesure, quelle que soit sa durée) est passée de 440 a 600 points, soit un échantillonnage

d'un point par seconde (la fréquence d'acquisition a été choisie 4 1 Hz);

e Les indices sont calculés pour les seuils de 2 %, 25 %, 50 %, 75 % et 98 %, en
fonction du temps et en fonction de la force ionique, ainsi que les pentes & ces

différents points ;

e Des fonctions de régression sont calculées, afin de définir les pentes moyennes pour
les parties de la courbe de transmission exprimée en % de la pleine échelle (entre 2 % et
25 %, entre 25 % et 50 %, entre 50 % et 75 % et entre 2 % et 50 %) en fonction de la force
ionique ;

e Tracage de la courbe de transmission en unités arbitraires en fonction du temps, avec
affichage des valeurs initiale, finale, minimale et maximale de transmission, ainsi que
l'amplitude du signal pour le seuil 98 % et la moyenne de la pente entre les seuils 2 %

et 25 %.

L'informatique permet I'édition des résultats (fig 23). La partie 1 A représente la courbe de
transmission lumineuse (en unités arbitraires) en fonction du temps. La partie 1 B donne la variation
de transmission lumineuse en fonction du temps (notée Transmit., exprimée entre 0 et 100 % de la pleine
échelle) et la force ionique dans la solution en fonction du temps (notée Conduct., exprimée entre 0,150
et 0,02 M). Enfin la partie 1 C représente la courbe de variation d'intensité de lumiére transmise
(exprimée entre 0 et 100 % de la pleine échelle), déduite des courbes de la figure B, en fonction de la
concentration ionique du milieu (1= n. Z7). Un tableau (fig. 18) résume les paramétres calculés
et pouvant étre utilisés pour caractériser la résistance osmotique : temps et concentration saline
pour les seuils de transmission : initiale, 25 %, 50 %, 75 % et 100 %, et valeurs de la dérivée en

ces points.
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Figure 23 : résultats de la résistance osmotique plaquettaire, édités par le Fragilimetre .

A : courbe de transmission lumineuse (unités arbitraires) en fonction du temps. B: courbe de transmission
lumineuse et de la concentration en sels de la suspension (exprimée entre 0 et 100 % de la pleine échelle) en
fonction du temps. C: courbe de transmission lumineuse rapportée entre 0 et 100% en fonction de la
concentration en ions. Tableau des paramétres caractéristiques calculés.

3.5. Etat de la question

Le dispositif de mesure autorise 'analyse de suspensions plaquettaires. Comme pour les
hématies, la variation de transmission lumineuse & travers l'échantillon complétée de la
quantification de la force ionique (décroissante), fournissent des renseignements sur le

comportement morphologique des plaquettes.

Mais, la sensibilité du systéme vis a vis des plaquettes, plus petites, plus transparentes, et
d'activation facile et rapide, reste a vérifier. La figure 24 permet de constater que les plaquettes
ont un pouvoir d'extinction réduit vis a vis des hématies. L'amplitude des signaux caractéristiques

de la résistance osmotique des plaquettes sera donc plus faible.
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Figure 24 : coefficient d'atténuation (K) pour des particules (cellules) vis a

vis du rayon {as} de leur sphére équivalente.

Les valeurs expérimentales obtenues sont illustrées par la courbe tracée en
continue [1 : "guanine” plaquettes (modéles), 2 : plaguettes de lapin, 3 : plaquettes
humaines, 4 : latex2, 5 : latex1, 6 : latex4, 7 : érythrocytes humains, 7' de lapins :
normaux (a) durcis (b)] Les valeurs déduites des travaux de Latimer sont
illustrées par la courbe en pointillé [(A): mitochondries, (B) : bactéries, © : latex2,
(D) : fragments de chloroplastes, (E) : latex 3.5y, (F) : chloroplastes, (G) : érythrocytes
humains normaux, (H) : érythrocytes plus larges, et (I) : grosses cellules]. D'aprés

Frojmovic (90).

De plus, en fonction des arguments théoriques et bibliographiques concernant la diffusion

lumineuse sur des plaquettes qui sont appelées a gonfler, et des expériences menées (analyse de la

réponse du systéme) il est important d'apporter une explication sur les phénoménes observés.
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Le sang est prélevé a l'établissement de Transfusion Sanguine du C.H.U. de Nancy

Brabois chez des donneurs sains et bénévoles, d'dge compris entre 20 et 60 ans, qui se sont
présentés pour un don. Le prélévement sanguin est placé dans des tubes anticoagulés.

Chaque prélevement s'est effectué aprés une autorisation consentante du donneur pour

[utilisation de I'échantillon en recherche.

4.1. PRP standards obtenus i partir de sang total :

Etudes préliminaires :

Pour les études préliminaires (réglages, étude de la réponse du systéme), deux anticoagulants :
acide éthyléne diamine tétraacétique (EDTA) et citrate, sont utilisés. Les suspensions plaquettaires
sont préparées par centrifugation lente a 160 g pendant 10 min, ce qui permet d'obtenir un PRP a

une concentration proche de 300.10° plaquettes/L.

Résultats, statistiques :
L'évaluation de la technique, par l'estimation de l'influence des conditions préanalytiques,

est réalisée par I'analyse de suspensions plaquettaires (notées PRP) préparées de maniére habituelle
comme dans les laboratoires d'hémostase (par centrifugation lente : voir avant). Les concentrations
finales sont comprises entre 150.10° et 500.10° plaquettes/L. Deux anticoagulants sont comparés :
citrate de sodium & 3.8% (0.129M) et EDTA. Liinfluence de la concentration cellulaire est testée
sur plusieurs PRP de donneurs différents (pour un méme PRP, cing échantillons sont préparés a des
concentrations différentes par dilution avec du plasma autologue : PPP).

La standardisation du test est effectuée a partir de 32 prélévements sur des donneurs
différents.

Les autres séries de mesures n'ont concerné que des PRP préparés de la méme fagon a

partir de sang total de donneur.

Remarque : les tests RCH ont été réalisés sur des PRP (sur citrate et EDTA) ajustés a environ 300.10° plaquettes/L.
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4.2. PRP obtenus & partir de concentrés plaquettaires préparés
par aphérese :

Evaluation de la viabilité au premier jour (j=0)

Une comparaison de la qualité des concentrés plaquettaires préparés avec des séparateurs
différents (cf tableau VII) est évaluée. Les mesures sont effectuées sur des échantillons dilués
pour obtenir une concentration cellulaire proche de 300.10° plaquettes/L (dilution avec plasma

autologue). Un essai de mesure avec des concentrés purs est pratiqué.

Tableau VII: description des séparateurs utilisés.

remarque : 400 4 600 mL de PRP d'une concentration comprise entre 1 4 1,5 10" plag/L sont prélevés par donneur; les deux

derniéres colonnes définissent le nombre de concentrés par type étudiés soit & J-0, soit en conservation de J-0 4 J-6.

Evaluation de la viabilité de concentrés plaquettaires conservés

Des mesures de résistance osmotique de concentrés plaquettaires conservés a 22°C
(chambre thermostatée : Platelet Incubator, Helmer Inc., Revendeur Hemotech) en agitation oscillatoire sont
effectuées sur le Fragilimétre, pour 20 poches différentes : 5 Concentrés Standards de Plaquettes
(CSP), 5 Concentrés de plaquettes préparés en Aphérese (CPA) sur Excel, 5 CPA sur Spectra, 5
CPA sur MCS. Le prélévement d'échantillon sur les poches est réalisé en conditions stériles. Il est
pratiqué les jours J=0, J=2 ou J=3, J=5 et J=6. Les tests sont menés sans ajustement des

concentrations (160 pL du concentré pur sont introduits dans la membrane du porte échantillon).

Protocole d'évaluation du séparateur Amicus
Une évaluation du séparateur Amicus (uniponcture) sur le méme principe d'étude que

précédemment (suivi de 10 concentrés différents pendant la conservation) est réalisée par des mesures de
résistance osmotique (programme et technique adaptés & la mesure pour une dialyse lente) et des tests de
réponse au choc osmotique (programme et technique adaptés 4 la mesure dans le cas d'une dilution immédiate

de I'échantillon avec de 'eau distillée). Ces deux techniques sont appliquées sur le Fragilimétre.
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L'application de la technique proposée par le Fragilimétre a I'étude du comportement

osmotique des plaquettes par dialyse lente doit étre précédée d'une approche de la réponse du

systéme.

Les plaquettes présentent des caractéristiques différentes de celles des érythrocytes, tant

du point de vue de leurs propriétés optiques que de leur résistance au choc osmotique.

Pour évaluer la technique et corréler les propos théoriques, différentes expérimentations

sont effectuées :
e En premier lieu, la loi de diffusion des ions NaCl a travers la membrane semi-
perméable, par la mesure de la conductivité, est vérifiée et permet de connaitre I'allure

de la courbe de décroissance de la force ionique en fonction du temps,
e En second lieu, la stabilité dans le temps de la diode laser est testée,

e La troisiéme étape consiste, aprés optimisation du signal lumineux recueilli, de
vérifier linfluence d'une possible sédimentation, ce qui constituerait une source

d'erreur pour l'interprétation de la variation d'intensité.

e Un test de quantification de l'intensité de diffusion lumineuse autour de la cuve de
mesure est réalisé. Le but recherché est la compréhension de la variation de lumiére

observée, en corrélant cette étude expérimentale avec les données théoriques.

e Enfin, les relations entre les modifications morphologiques des plaquettes et la
variation d'intensité lumineuse mesurée sont abordées a laide d'expériences

complémentaires.

Remarque : les valeurs de transmission lumineuse, présentées dans cette étude, sont exprimées soit en valeurs
arbitraires (déduites des conversions : intensité lumineuse captée —» tension —» valeur décimale), soit en
pourcentage de la pleine échelle. En valeur arbitraire, le zéro correspond 2 l'extinction totale du

faisceau (aucun photon recueilli sur la photocellule).
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5.1. Evolution de la force ionique au cours du temps

Les suspensions préparées pour le suivi de 'hémolyse des érythrocytes ou de la résistance
osmotique des plaquettes, correspondent a des solutions isotoniques d'une force ionique de 0,155
M. Une série de mesures a montré que la force ionique diminue graduellement pour passer de
0,155 4 0,02 M en 20 minutes. La courbe sur la figure 25 permet d'observer I'évolution de force
ionique au cours du temps pendant les mesures (décroissance exponentielle, diffusion des ions NaCl a

travers la membrane du porte échantillon).

Figure 25 : courbe représentant la décroissance de la force ionique de
'échantillon en fonction du temps.

La force ionique décroit rapidement dans les premiéres minutes, et plus modérément
ensuite, induisant la notion de dialyse lente. Les parametres susceptibles d'influencer l'allure de
cette courbe sont la température, le systéme d'agitation et l'encrassement de la membrane semi-
perméable au cours des mesures (obstruction des pores). La taille des pores (seuil de coupure des
membranes semi-perméables) est prédominante quant a la vitesse de diffusion des ions Na-Cl (plus le

diamétre des pores est grand, plus les échanges sont favorisés).

Remarque :
¢ 3 10 minutes, la force ionique dans la suspension est proche de 0,040 M.

e 3 20 minutes, la force ionique dans la suspension est proche de 0,020 M.
e 3 30 minutes, la force ionique dans la suspension est proche de 0,014 M.
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5.2. Stabilité dans le temps de l'intensité d'émission de la

diode laser

La stabilité de l'intensité lumineuse émise par la diode laser est étudiée durant une heure a
compter de sa mise en fonctionnement. Cette mesure est effectuée aprés mise en place de la cuve

d'eau distillée (90 mL) et du porte échantillon (vide).

L'analyse de la courbe (fig 26) montre une stabilité correcte en intensité du faisceau
lumineux apres un délai de 15 minutes ("chauffage"). L'intensité transmise tend vers une limite égale
a 3080 + 20 (valeur décimale correspondant 4 une transmission 2 travers le porte échantillon sans suspension de

cellules).

Figure 26 : représentation de la stabilité en intensité lumineuse de la diode laser.

5.3. Le facteur de sédimentation

Une sédimentation des cellules pendant la mesure serait a l'origine de la variation du signal
lumineux (par gravité, les plaquettes sont amenées 4 "tomber" au cours du temps vers le fond du porte
échantillon). Cette chute favorise une augmentation de la concentration des particules dans la partie
inférieure. Au point d'éclairement & travers le porte échantillon, l'extinction du faisceau est plus

conséquente et l'intensité lumineuse captée en est ainsi diminuée.

Pour évaluer cet artéfact, des mesures sur des suspensions plaquettaires par dialyse contre
une force ionique de 0,155 M sont effectuées (cuve de mesure remplie avec 90 mL d'eau physiologique).
L'équilibre des forces impliquées permet de maintenir les plaquettes dans un état physiologique

normal (différence de pression osmotique nulle), et d'observer si leur sédimentation se produit. La figure
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23 présente les résultats pour deux mesures sur un méme PRP (concentration proche de 300.10°

plaquettes/mm’, anticoagulant citrate) mais avec des conditions de dialyse différente :
e une dialyse "normale"” : contre l'eau distillée (0 M) ;

¢ une dialyse "inhibée" : contre I'eau physiologique (0,155M).

Ce test simple (fig 27) montre que la variation d'intensité lumineuse, pour des conditions
de dialyse inhibée, est d'une amplitude restreinte par rapport & une mesure dite "classique”.
L'affaiblissement du signal est lent et progressif En considérant qu'aucune modification
morphologique des plaquettes n'intervient, le phénoméne mesuré semble correspondre & une
évolution de lextinction liée a la concentration cellulaire. Dans ces mémes conditions
expérimentales, une mesure sur 60 minutes montre une méme chute graduelle et continue de
l'intensité lumineuse (aucun plateau n'est atteint). La variation de transmission lumineuse Ay (fig 23)

est égale a environ 200 unités décimales (concentration de la suspension de 300.10° plaquettes/L).

Remarque : La valeur des seuils initiaux de transmission est fonction, pour un méme plasma, de la concentration
cellulaire. Suivant les résultats présentés ultéricurement (cf partie IV, §3), un écart de 200 unités
décimales correspond 3 une différence de concentration de l'ordre de 100.10° plaquettes/L.

L'interprétation prudente de ces différents résultats permet d'envisager qu'une
sédimentation effective des particules se réalise progressivement. Elle induit une 1égére extinction
du faisceau lumineux (environ 8) et quel que soit le degré de dialyse pratiqué, la variation de
lumiére induite par les modifications morphologiques des plaquettes reste prédominante. Le
changement de volume (entre autre) des plaquettes placées en hypotonicité induit quant a lui une

augmentation de la transmission lumineuse.

Remarque : cette notion de sédimentation ne sera certainement pas & négliger apres la phase de fragilisation des
plaquettes dans le Fragilimétre. En effet, des variations du signal aprés le seuil de 100% de
transmission semble parfois exister. De plus, méme placée en condition physiologique (0,155 M), la
température de 37°C n'est pas optimale pour la conservation plaquettaire, elle induit une dégradation
des cellules.
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Figure 27 : courbes de transmission lumineuse en fonction du temps pour un
méme PRP avec une dialyse contre deux milieux de forces ioniques différentes (0
et 0,15 M).

Une mesure notée "classique" de fragilisation de plaquettes par dialyse lente
correspondra a une augmentation de l'intensité de la transmission lumineuse captée. Cette
variation de transmission atteint un plateau aprés environ 16 minutes pour une suspension de
plaquettes citrate et aprés environ 5 minutes pour une suspension de plaquettes issue d'un

prélévement de sang total sur EDTA.

5.4. Diffusion lumineuse autour de la cuve

L'hypothése de départ repose sur le fait que les principaux constituants plaquettaires
(plaquette et contenu) restent enfermés a lintérieur de l'enceinte a échantillon (membrane semi-
perméable). Le deuxiéme point important concerne l'utilisation d'une source lumineuse collimatée
de longueur d'onde A=780 nm. Ces deux éléments complétés par les lois de Beer-Lambert
établiront que l'absorption lumineuse pendant le test a travers des PRP est constante et
relativement faible dans les conditions de mesures fixées (cf spectre d'absorption d'un PRP fig 16). Une
autre propriété optique semble donc induire ces variations d'intensité de transmission pendant les
mesures de résistance osmotique plaquettaire.

Un dispositif est spécialement congu pour approcher les phénomenes de diffusion. Ce test
permet d'effectuer des mesures d'intensité lumineuse autour de la cuve de 90 mL. Une petite
plate-forme permet de maintenir la cuve d'eau distillée dans sa position normale (sans régulation de
température), et favorisant la rotation du support de la cellule photoélectrique autour de cette cuve
(en respectant la distance entre le porte échantillon et ce capteur). Des mesures classiques de résistance

osmotique avec un méme PRP témoin (sur 10 minutes, temps suffisant pour atteindre le maximum de
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transmission pour des plaquettes prélevées sur EDTA) sont réalisées pour des positions déterminées de la

photocellule (0° 2 90° par pas de 3°, fig 28).
Les données géométriques de ce banc test permettent de considérer que :

e ['¢loignement noté | entre le centre de la cuve (ot se situe le porte échantillon) et la cellule

photoélectrique est constant et égale a 50 mm,

e la distance séparant deux positions consécutives du capteur est égale a (I .sina ) ;
pour o = 3°, cette distance sera de 2.616 mm,

e la surface active du capteur est de 7 mm? (forme carrée), soit 2.645 mm de coté,

En résonnant sur un plan (repére 2 dimensions, fig 24), la rotation par pas de 3° du segment
(coté) définissant la surface active du capteur permet de construire un cercle continu (le centre
correspond 2 la position du porte échantillon). En d'autre terme, toute l'information lumineuse émise du
porte échantillon (centre) dans toutes les directions de ce plan ne peut échapper a 1'élément
photosensible. Le dispositif mis en ceuvre permet d'obtenir une image de la diffusion sur un plan

horizontal.

Acquisition par

Cellule
Photeéledtrique

Faisceau laser incident

Figure 28 : vue du dessus du dispositif de mesure de l'intensité
lumineuse diffusée autour de la cuve (sur un axe horizontal).

Remarque : cette ét ude ne fait état que de la diffusion avant (angles compris entre 0° et 90°) car des mesures
effectuées a des angles supérieurs (rétrodiffusion) se sont révélées infructueuses (intensité recueillie
non significative, probléme de sensibilité du capteur compte tenu du faible signal a capter)
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En supposant que la diffusion est homogéne autour du faisceau excitateur, pour un angle

donné il est possible de calculer I'anneau de diffusion (fig 29).

Equations : Intensité de diffusion (I;) dans un anneau
+ de rayon intérieur (27 1 sin o),
o de largeur d (c6t¢ du carré photosensible du capteur),
o dont le centre est placé & 1 = 50 mm de l'échantilion sur I'axe du faisceaun incident

avec As: valeur mesurée par le dispositif de mesure pour l'angle considéré,

K=[(2nlsiney/d] - 1=K -As

Faisceau Laser

Porte échantilion -

! Anneaux de
diffusion

Figure 29 : intégration de la diffusion en anneaux par rapport & la
position angulaire du capteur lumineux (exemple pour a=12°).

Valeurs de K pour les différentes positions angulaires du capteur :
pour o=0° - K=0
a=3° - K= 6.004
a=6°— K=1199
a=9° - K=17945
a=12° - K=23850
a=15° — K=296%
o=18° — K =135449
a=21° - K=41.110
a=24° 5 K =46.660
o =27° - K=152080
a=30° — K=157357

Le test consiste & mesurer l'intensité lumineuse captée par la photocellule pour toutes les
positions angulaires prédéfinies (la limite mécanique du dispositif est fixée pour o =150°). Les résultats

montrent qu'a partir de 24°, l'intensité recueillie est constante pendant le temps de la mesure et
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relativement faible. Ainsi, pour des analyses significatives, les mesures suivantes se sont limitées a
la plage 0°-30°.

Quatre séries d'étude (quatre PRP de donneurs différents. anticoagulant EDTA), permettent de
vérifier la méthode, et I'une d'entre elle est choisie pour présenter les résultats.

Les courbes données sur la figure 30 montrent que l'intensité globale diffusée diminue
rapidement pour les angles supérieurs a 9° par rapport a l'intensité de la transmission collimatée
recueillie a 0°.

Les résultats pour une position fixe du capteur (exemple pour 6°) permettent d'observer une
diminution progressive de l'intensité lumineuse captée en fonction du temps, alors que la
transmission collimatée augmente dans le méme temps. Les amplitudes des courbes, pour les
signaux correspondant aux angles différents de 0° (correspondant uniquement a la diffusion). sont

différentes, mais l'allure reste la méme.

Remarque : a o = 3°, le capteur lumineux reste sensible a la fois a la transmission collimatée et a la diffusion. d'ou

un signal relativement important avec une variation moins nette.

A partir de l'intégration théorique (anncaux de diffusion), proposée précédemment et en
s'appuyant sur les valeurs expérimentales, la courbe notée "somme" a été construite (elle correspond
A la somme des anneaux de diffusion pour les angles ol l'intensité mesurée est significative). Cette derniere
confirme l'opposition au niveau du sens de variation entre la transmission collimatée et la
transmission diffuse. Cette "reconstruction" permet ainsi de montrer que l'augmentation de la

transmission directe a 0° est fortement liée a la diminution de la diffusion.
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[figure 30 : courbes d'intensité de diffusion autour de la cuve en fonction du
temps et pour un méme PRP.

Cette expérience confirme qu'a la longueur d'onde excitatrice de 780 nm, les plaquettes

sont des particules diffusantes, et que la variation de transmission directe (collimatée) est
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consécutive principalement a la variation de diffusion. (intensit¢ lumineuse incidente - intensité de la

lumiére diffusée = transmission captée).

5.5. Dialyse contre des solutions de forces ioniques différentes

Cette étude consiste a effectuer des mesures a partir d'un méme PRP (anticoagulant EDTA),
en plagant dans la cuve de 90 mL des solutions de forces ioniques différentes. Le but de cette
expérience est d'observer l'influence de la pression osmotique, créée au niveau de la suspension

plaquettaire, sur I'amplitude et l'allure des courbes de variation de transmission lumineuse.

L'analyse de ces différents résultats montre que :

e L'amplitude de la variation de lumiére transmise est fonction du degré de dialyse réalisé
pendant les mesures (fig 31). Plus la force ionique de la solution dans la cuve se
rapproche de 0.155 M (isotonicité), plus l'amplitude du signal lumineux est faible. Ce
phénomene confirme le résultat obtenu pour I'étude d'une possible sédimentation. Pour
une différence de force ionique convergeant vers zéro entre I'échantillon et la solution

dans la cuve, l'intensité mesurée reste quasi-constante dans le temps.
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[Figure 31 : courbes de transmission lumineuse en valeurs arbitraires (décimales, le
seuil initial de transmission est ramené a 0) en fonction du temps, obtenues pour des
dialyses contre des milieux de force ionique différente.

e Ces courbes, exprimées maintenant entre 0 et 100 % de la pleine échelle (fig 32), tendent
a se confondre principalement pour les forces ioniques comprises entre 0,150 et 0,083M.
L'allure de chaque courbe est identique. Le seuil 100 % de transmission est atteint dans

les mémes temps.
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pleine échelle en fonction du temps, obtenues pour des dialyses contre des milieux
de force ionique différente.

Un test complémentaire a été réalisé en plagant dans la cuve de 90 mL une solution
hypertonique a 0,250 M. La mesure est effectuée sur un PRP (concentration usuelle, issu de sang total
prélevé sur citrate) pendant 20 minutes. Dés la fin du test, la solution initiale hypertonique de la cuve
est remplacée par 90 mL d'eau distillée. Et, tout en conservant dans le porte échantillon la
suspension précédente, une nouvelle mesure est lancée. La figure 33 représente I'évolution dans le
temps de la transmission acquise pendant ces deux phases consécutives (dialyse contre un milieu
hypertonique, puis dialyse conire un milieu hypotonique). Les résultats pour une mesure classique en
hypotonicité sur ce PRP sont illustrés et la courbe débute & 1200 secondes pour une comparaison
plus aisée. La transmission initiale pour chaque courbe est la méme. Les plaquettes restent donc

dans le méme état morphologique.

Figure 33 : courbes de transmission lumineuse pour deux phases consécutives
{mesure avec dialyse contre un milieu hypertonique (0,25 M), puis dialyse contre
un milieu hypotonique {0 M). La mesure classique pour le méme PRP débute &
1200 s.
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5.6. corrélation avec le volume moyen

Le suivi de la mesure du volume moyen des plaquettes pendant les expériences de
fragilisation osmotique, doit renseigner sur son influence en rapport avec la variation de lumiére.
L'automate Counter-Coulter (Coultronics France, installé au service cytologie Hopital central de Lionnois),
permet d'effectuer ce test. La relation entre la décroissance de la force ionique et le gonflement

des plaquettes pourrait ainsi étre approcheé.

Des tests sur le Fragilimétre sont réalisés pour un méme PRP (anticoagulant EDTA, pour éviter
une agrégation et des erreurs d'interprétation de I'automate). Les temps de mesure varient de 1 minute a 20
minutes (gamme de fragilisation). A la fin de chaque test, I'échantillon de PRP récupéré est
analysé par l'automate de comptage. Cet appareil fournit principalement trois parametres : le
nombre de cellules par unité de volume (uL), le volume moyen (MPV) et le rapport moyen de
distribution en volume (PDW : demi largeur de la gaussiénne mesurée 3 mi-hauteur divisée par le volume
moyeny).

La courbe (fig 34) permet d'observer l'augmentation de la taille moyenne des plaquettes en
fonction de la durée de la mesure effectuée, qui peut étre corrélée a la force ionique exercée sur

les cellules.

Figure 34 : évolution du volume moyen des plaquettes aprés passage dans le
Fragilimétre. (V : volume initial , Vo : volume aprés fragilisation)

Le tableau VIII résume les valeurs caractéristiques de cette expérience. La numération
reste quasi constante quelle que soit la force ionique finale des suspensions. Une légére baisse est

remarquée apres 10 minutes de fragilisation.
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Tableau VIII : valeurs fournies par l'automate Counter-Coulter pour un
PRP aprés passage dans le Fragilimétre avec différents temps de mesure

Temps Numération MPV PDW
(s) *10° plag/ulL. volume moyen plaqueticire | rapport moyen de distribution
0 275 72 16,7
260 7,9 16,9
266 82 17,3
261 9,4 18
10 230 10,5 18,2
15 214 114 183
20 150 11,5 18,7

La gaussienne (fig 35) représentant la distribution en volume des plaquettes montre une
asymétrie plus importante & droite pour les suspensions ayant été soumises a une force ionique
inférieure a 0,080 M. La population plaquettaire est plus hétérogéne pour de faibles forces
ioniques. Un pourcentage de "grosses" plaquettes est dénombré (partie droite de la courbe), avec des

volumes atteignant 20-25 fL.

= - - s S

Figure 35: représentation de deux gaussiennes représentant la distribution en
volume de deux PRP soumis par dialyse lente 4 deux forces ioniques différentes
0,02 Met 0,1 M.

L'interprétation des résultats obtenus avec des automates de comptage pour caractériser
les plaquettes soumises a différentes forces ioniques, doit se faire avec prudence. En effet, que ce
soit par une mesure de conductivité des particules (technique utilisé par le systéme Counter-Coulter) ou
de diffusion optique aux petits angles (Technicon H2, Bayer Inc.), une dilution importante de la
suspension analysée avec une solution isotonique est pratiquée. Ce paramétre "biaise” en quelque
sorte les résultats, puisque les PRP & analyser ne répondent pas a ces conditions d'ionicité (0,155

M). Les plaquettes gonflées au préalable par une force ionique inférieure a 0,155 M, retournent en
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milieu physiologique, et peuvent reprendre leur forme originale. Les valeurs des volumes sont

relatives, mais la notion d'augmentation de volume reste significative du comportement mesuré.

5.7. Microscopie Optique

Pendant les mesures de résistance osmotique, les plaquettes soumises a une force ionique
décroissante changent de forme, gonflent, voire se lysent. Pour apprécier ces phénoménes,
l'observation au microscope optique est d'une grande utilité. Les images obtenues pourraient
permettre de caractériser la morphologie des plaquettes et de corréler la variation de lumiére
transmise avec les éléments définissant l'aspect des plaquettes fragilisées.

Malheureusement, la plaquette par son activation aisée, par sa petite taille, par sa relative
transparence, n'est pas d'une observation facile. Le microscope a contraste de phase, méme sl
apporte un meilleur contraste des contours, ne permet pas une visualisation correcte et surtout

interprétable.

Le souci premier étant de caractériser des modifications morphologiques : changement de
forme (passage d'une forme initiale discoidale — sphérique — apparition de pseudopodes, ... — forme complexe),
augmentation du volume par l'influx d'eau, et la lyse éventuelle, cette technique mise en ceuvre n'a

pas permis d'enregistrer et d'éditer des images significatives.

Les observations réalisées ont tout de méme permis de visualiser certains éléments
engendrés par une force ionique décroissante :
e apparition de dendrites (pseudopodes),
e apparition de forme sphérique,
e transparence des plaquettes de plus en plus significative,

e agrégation minimale des plaquettes sous EDTA.

S.8. Microscopie Electronique i Balayage

La microscopie électronique a balayage permet d'obtenir une trés bonne qualité
d'observation, mais elle reste onéreuse et le protocole de préparation des échantillons n'est peut-

étre pas sans incidence sur la morphologie des plaquettes. Une étape de fixation d'une suspension
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de PRP a la suite d'une fragilisation de 20 minutes (par dialyse lente dans le Fragilimétre : force ionique

finale de 0,02 M), des prises de vue a différents grossissements (9000, 11200 et 28000) ont été réalisées.

Cette microscopie permet d'observer la forme, la taille, le contour des membranes. La
premiére photo (fig 36) illustre les plaquettes pour un grossissement de 9000. Une forme générale

sphérique se distingue avec des dimensions quasi-identiques (forme "ballonisée").

S

Figure 36 : morphologie des plaquettes observées en microscopie électronique & balayage (grossissement
de 9000) pour une force ionique de 0,03M.

La deuxieme photo présentée (fig 37) a été choisie parce qu'elle permet de visualiser des
plaquettes soumises a une contrainte osmotique de 0,03M et des plaquettes normales (grossissement
de 11200). La présence de ces quelques plaquettes d'une forme classique (relativement aplatie),
légerement activées, est probablement due a une contamination (minimale, seules cellules visualisées
dans cet état). La comparaison de ces deux catégories de cellules met en avant la grande différence
au niveau de la structure des membranes. Les plaquettes fragilisées présentent une membrane du

type "lunaire" ou "€ponge" avec apparition de microvésicules et de trous a leur surface.

107



Figure 37 : morphologie des plaquettes observées en microscopie électronique & balayage (grossissement
de 11200) pour une force ionique de 0,03M (cliché choisi pour la présence d'une contamination limitée de plaquettes
quasi normales, légérement activées)

La troisieme photo (fig 38) choisie pour son grossissement plus important (28000) permet
l'observation de deux plaquettes et principalement de leur forme, du volume, et de la structure
membranaire. La surface est totalement différente de celle d'une plaquette normale. Les
dimensions correspondent bien a une plaquette gonflée, passage d'une forme elliptique & une

forme sphérique ou seul le petit axe noté a s'étire (le grand axe b reste constant).
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Figure 38 : morphologie des plaquettes observées en microscopie électronique a balayage (grossissement
de 28000) pour une force ionique de 0.03M.

5.9. Etat de la questi

L'utilisation routiniére du Fragilimétre pour le suivi de I'hémolyse des érythrocytes, a
permis d'effectuer les premiers tests de résistance osmotique plaquettaire. L'observation des
résultats a permis de construire les bases de l'adaptation du logiciel informatique.

Une fois fixée les modalités de préparation des suspensions & analyser, et les temps de
mesure, des expériences devaient étre pratiquées afin d'expliquer les raisons pour lesquelles une
variation de lumiére transmise était observée, et ainsi corréler nos remarques aux hypothéeses

théoriques.

Résultats expérimentaux :
= La membrane semi-perméable autorise une dialyse lente et permet une diminution

progressive de la force ionique dans I'échantillon (fig 25).

= Sachant que l'intensité de la diode laser est stable aprés 20 minutes (préchauffage), la

mesure effectuée pour une dialyse contre une solution a 0,155M dans la cuve (90 mL),
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c'est a dire en isotonicité, montre que la sédimentation cellulaire n'est pas un facteur
prédominant. Ainsi pour une mesure dans les conditions normales : dialyse contre de
l'eau distillée, 'augmentation de transmission lumineuse constatée n'est pas induite par

une sédimentation (fig 27).

La quantification de lintensité de transmission diffusée autour de la cuve, par une
reconstruction des anneaux de diffusion, permet de constater que l'augmentation de la
transmission collimatée est due en majeure partie a la diminution du phénomeéne de
diffusion sur les cellules (fig 30). On peut considérer que l'intensité recueillie sur le
capteur photoélectrique est déduite du calcul : intensité incidente moins l'intensité

diffusée.

Les expériences menées sur le méme PRP mais avec des dialyses contre des solutions
d'ionicités différentes, montrent une corrélation entre I'amplitude du signal et la force
ionique finale exercée au niveau des cellules (fig 31-32, courbes d'allure semblable). Ces
résultats appuient la thése selon laquelle le seuil de gonflement des plaquettes est
fonction de la contrainte osmotique appliquée, soit une corrélation possible entre

I'amplitude du signal de transmission et le pourcentage moyen de gonflement.

La mesure effectuée dans des conditions initiales d'hypertonicité (solution & 0.25 M dans la
cuve) montre une décroissance de la transmission lumineuse captée en fonction du
temps (fig 33). Parallélement, la force ionique dans la suspension augmente de 0,155 M
(départ) & environ 0,25 M (final). Cette suspension maintenue dans le porte échantillon
en fin de test et replacée dans une condition d'hypotonicité habituelle (cuve remplie de 90
mL d'eau distillée), permet d'observer une augmentation du signal de transmission. Cette
variation est cependant différente du point de vue de l'allure et de l'amplitude par
rapport a la courbe obtenue pour un test classique (la morphologie initiale des plaquettes

pour ces deux mesures est différente | "normale" pour la mesure classique et forme rétractée pour la

mesure qui suit le test en hypertonicité). Le sens de variation du signal lumineux recueilli est
donc fonction du sens de variation de la force ionique dans le porte échantillon. En
considérant les faits établis de l'augmentation de volume des cellules placées en
hypotonicité et du rétrécissement de volume des cellules placées en hypertonicité, il est

a noter que la transmission lumineuse varie en fonction de ces mémes phénoménes.
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= Les mesures, effectuées a l'aide d'un automate de comptage (Counter Coulter), du
volume moyen des plaquettes soumises pendant des temps différents a une dialyse lente
confortent le phénomeéne de gonflement des plaquettes. Ces mesures délicates dans la
mise en ceuvre, ne peuvent pas étre considérées de fagon formelle, car le liquide de
veine des automates dilue de maniére importante I'échantillon, ce qui ne respecte pas
les conditions de mesure dans le Fragilimétre. Toutefois, ces résultats permettent
d'approcher l'augmentation effective du volume moyen des plaquettes suivant la force

ionique appliquée.

= L'observation en microscopie optique semblait étre la technique idéale pour illustrer les
changements de forme, l'augmentation de volume des plaquettes suivant la contrainte
osmotique. Mais les suspensions a analyser, en déséquilibre isotonique, sont composées
de plaquettes fragilisées, instables. Au grossissement disponible pour le contraste de
phase (40*), la distinction en différentes catégories [cf technique Kunicki (27)] des
plaquettes est délicate et imprécise. Les images numérisées ne présentent pas
suffisamment de contraste et de netteté pour une exploitation et une illustration.
Cependant un éclaircissement des cellules est observé pour une force ionique appliquée
décroissante, ce qui conforte la notion de gonflement par influx d'eau, soit l'idée d'une
dilution des constituants cytoplasmiques. De plus, aucun aspect de l'agrégation pour
des plaquettes issues d'un prélévement de sang total sur EDTA n'a été visualisé pendant
les mesures de résistance osmotique. L'agrégation n'est donc pas le facteur de la

variation de transmission recueillie.

=> Les photos réalisées en microscopie optique a balayage sur des suspensions de
plaquettes fragilisées (force ionique de 0,03 M) présentent l'avantage d'une trés bonne
qualité du rendu (contraste et grossissement). Les plaquettes soumises a une dialyse
progressive jusqu'au seuil de 0,03 M en force ionique dans la suspension analysée, sont
dans un état physiologique semblable. Elles se présentent sous une forme "ballonisée"
avec un état de surface trés distinct de celui d'une plaquette normale (totalement lisse).
La membrane de ces plaquettes semble trouée et son relief est caractéristique d'une
structure "lunaire” ou "éponge". Le protocole préalable de fixation doit étre exécuté
rigoureusement et rapidement, aprés récupération de la suspension passée dans le
Fragilimétre. Le principal souci, déja évoqué, est d'observer la morphologie des

plaquettes telle qu'elle est réellement dans les conditions de mesure.
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Le bilan de ces expériences est significatif. Il s'approche des attentes théoriques et permet

d'établir les principaux facteurs d'interprétation de la mesure :

stable, égale 4 0,155 M quasi constante

L 2

Isotonicité

isotonicité (0,155 M) gonflement augmemam/

(6.03 M) hypotonicité

(0.25 M) hypertonicité Lo
retrecissement
. diminution

isotonicite (0,155 M)

Les trois phénomenes : force ionique, forme et volume des plaquettes, intensité lumineuse
recueillie sont étroitement liés. Le Fragilimétre révele les modifications morphologiques des
plaquettes en fonction de la pression osmotique exercée. Les résultats édités permettent
d'approcher la cinétique de gonflement par influx d'eau. Les parametres calculés caractérisent la
résistance osmotique des membranes plasmiques.

La réalisation du test Réponse au Choc osmotique, utilisé par de nombreux auteurs et dont
les résultats sont interprétés dans le sens du gonflement osmotique, permettra peut étre d'apporter
des confirmations quant aux caractéristiques fournies par le Fragilimétre pour des mesures de

résistance osmotique en dialyse lente.

Remarque : une expérience de quantification de la sérotonine libérée. destinée a approcher le degré de lyse des
plaquettes pendant les mesures de fragilisation, a ét€¢ menée en collaboration avec un laboratoire de
biochimie. Aucun résultat probant n'est 4 présenter. Le dosage est délicat compte tenu du faible poids
moléculaire de cette substance (inférieur au seuil de coupure de la membrane semi-perméable utilisée dans le

Fragilimétre). Une quantification de la sérotonine libérée par les plaquettes fragilisées pour des temps de mesure

supérieurs & ceux correspondant au seuil de 100% de transmission aurait peut étre apporté des résultats.
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Le test RCH décrit dans la partie II-3, sans étre utilisé en routine, reste la méthode

instrumentale la plus pratiquée pour la caractérisation de la viabilité des concentrés plaquettaires.

Le Fragilimétre se devait donc de proposer également cette technique d'analyse. A partir
d'une structure de base (dispositif optique et électronique), deux logiciels différents autorisent la
gestion automatique de l'un ou l'autre des deux tests (dialyse lente ou choc).

Les utilisateurs disposeront ainsi des deux formules d'analyse : par choc et par dialyse
lente. Cette double potentialité permettra d'approfondir les études d'interprétation de la variation
de lumiére transmise et permettra d'établir des corrélations entre les deux tests. Le test RCH, par
des valeurs de référence publiées, apportera des précisions sur la mesure de la résistance
osmotique des plaquettes par dialyse lente, quant a l'interprétation et a la recherche de paramétres

les plus significatifs.

6.1. Adaptation au Fragilimétre

Pour réaliser le test RCH, la cuve est remplacée par un support a microcuve qui laisse

passer le faisceau lumineux incident a travers la partie translucide de cette cuve (fig 39).

Cellule
photoélectrique

- Support microcuve
Microcuve j fiamétre = cuve de 100 ml)

contenance 1 mL
épaisseur 1 cm

i

Figure 39: dispositif de mesure pour analyser le test RCH

Le faisceau lumineux traverse la suspension plaquettaire a mi-hauteur de son volume. Le
test s'applique a4 des PRP d'une concentration proche de 300.10° plaquettes/L. La dilution

pratiquée est fonction du choc choisi. Plus la dilution avec l'eau distillée est importante, moins les
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plaquettes conservent leur potentiel de retour a une morphologie initiale. Le volume final aprés

dilution doit étre d'au moins 1 mL (caractéristique imposée par le choix des microcuves utilisées).

Dans cette phase préliminaire, ou le but est 'application de cette technique RCH par le
Fragilimétre, les adaptations se sont limitées a4 une simple fonctionnalité, tout en fournissant le
logiciel informatique de gestion (commande automatique de I'appareil, acquisition et analyse des résultats).
Les mesures de transmission lumineuse sont effectuées a température ambiante sans agitation de
la suspension (objectif de fonctionnalité, dans un premier temps, sans modification mécanique importante).
L'élaboration d'un kit de mesure RCH s'insérant dans le dispositif Fragilimétre actuel permettra

d'envisager une régulation de température de la suspension, ainsi qu'une agitation.

Analyse (basée sur le test RCH décrit dans la partie II-3)

Initialement, une mesure de "référence” en transmission lumineuse doit étre réalisée. Elle
correspond au seuil d'intensité capté par la cellule photoélectrique pour le PRP a étudier, dilué
avec de l'eau physiologique (0,155 M). Cette valeur constante pendant la durée des mesures est
stockée dans un fichier et servira lors des calculs de caractérisation du RCH.

Ensuite, la mesure type du RCH débute dés la dilution du PRP avec l'eau distillée. Le
logiciel réalise l'acquisition du signal de transmission en 600 points pour une durée de mesure de
10 minutes. Le traitement ultérieur permet d'éditer une feuille de résultat (fig 40). La courbe A
représente la variation de transmission lumineuse et la valeur "référence" toutes deux en valeurs
arbitraires et en fonction du temps. La courbe B correspond & cette méme variation exprimée
entre 0 et 100 % de la pleine échelle en fonction du temps. Tandis que la courbe C, représente
toujours la variation de transmission exprimée en %, mais par rapport au seuil minimal de
transmission équivalent a la valeur "référence". Un tableau résume des temps caractéristiques et

fournit les paramétres importants du test RCH :
e Temps correspondant a l'amplitude maximale : T (limite de gonflement des plaquettes) ;
e Amplitude maximale du signal par rapport a la référence en valeur arbitraire ;
e Amplitude du signal & T plus 8 minutes par rapport a la référence en valeur arbitraire ;

e Rapport des amplitudes (pourcentage de réversibilité des plaquettes).
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Figure 40: Résultats du test RCH édités par le Fragilimétre .

A : courbe de transmission lumineuse (unités arbitraires) en fonction du temps. B: courbe de
transmission lumineuse ( exprimée entre 0 et 100 % de la pleine échelle) en fonction du temps. C:
courbe de transmission lumineuse rapportée entre 0 et 100% (0% calculé a partir de la valeur
"référence") en fonction du temps. Tableau de paramétres caractéristiques calculés.

L'informatique permet une sauvegarde automatique des valeurs acquises et des références
relatives a la mesure. Cette gestion des fichiers est trés utile pour analyser les tests précédents et
principalement pour récupérer les données sur un outil de statistique standard (exemple : Excel de
Microsoft). Le logiciel adapté au Fragilimétre peut s'ouvrir a d'autres options de calculs et

d'affichage.

Protocole de mesure retenu

Suivant le dispositif de mesure proposé par le Fragilimétre, les différentes évaluations et

optimisations ont permis de définir la plage idéale de concentration et de dilution :

e les concentrations sont comprises entre 200.10° et 450.10° plaquettes/L. Les
suspensions plaquettaires étudiées correspondent & des PRP préparés de fagon

standard (voire § 4 partie III).

e la dilution est de ¥ pour des volumes de PRP et d'eau distillée de 390 pL chacun.

La force ionique du mélange est de 0,0775 M.
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Premiers résultats :

Une série de mesures effectuée avec le test RCH sur des PRP témoins préparés a partir de sang
total prélevé sur deux anticoagulants (EDTA et citrate) montre que :
e ['indice moyen de réversibilité pour des plaquettes prélevées sur

citrate est de 48 %,

¢ ['indice moyen de réversibilité pour des plaquettes prélevées sur

EDTA est de 22 %.

6.2. Etat de la question

L'analyse bibliographique du test RCH (partie I, § 3.2) avait montré l'intérét porté a cette
technique. Le Fragilimétre propose désormais cette option supplémentaire de caractérisation de la
résistance osmotique. Basé sur le méme dispositif optique de mesure, une microcuve est le siége
du choc osmotique (dilution retenue : %, volume final 0,78 mL). Un logiciel permet I'acquisition et le

traitement des données.

Bien que les résultats ne permettent que le calcul d'un pourcentage de réversibilité des
plaquettes aprés un gonflement rapide dans un milieu de force ionique unique, ce test confirme
l'interprétation de la variation de transmission lumineuse collimatée faite pour les mesures en

dialyse lente.

Le gonflement osmotique engendre des réactions et des comportements de "lutte" ou
d'adaptation de la structure plaquettaire vis a vis de l'influx d'eau (contraintes supérieures a celles
rencontrées en condition physiologique). Ces notions sont en partie rassemblées dans le mécanisme dit

de "régulation de volume".

Si maintenant I'observation du gonflement des plaquettes provoqué par une décroissance
de la force ionique ne fait plus aucun doute, il reste nécessaire de se référencer aux travaux
publiés afin d'essayer de se sensibiliser aux différents phénomeénes interagissant pendant les
mesures en dialyse lente, et d'approfondir l'interprétation de la variation lumineuse principalement

aprés le cap des 100% de transmission : forme "ballonisée", lyse partielle ?
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Le Fragilimétre est destiné a la mesure de la résistance osmotique des éléments figurés du

sang. La technologie a été choisie pour permettre de provoquer une variation de force ionique
graduelle au niveau de l'échantillon tout en analysant la variation d'un faisceau lumineux. Ce
dispositif favorise la caractérisation du comportement des membranes plasmiques pour des
cellules aptes a gonfler. Dans cette étude, seules des analyses sur des plaquettes ont ¢té

effectuées.

Les prédictions théoriques, complétées par quelques expérimentations sur des PRP ont

permis de mieux comprendre les phénomenes mis en jeu.

Informations bibliographiques :

Variation d'intensité lumineuse 4 travers une suspension de plaquettes :

Les principaux résultats sont issus des travaux de Latimer (86-89), Holme (91), Arnaud (98),

Frojmovic (99),.

Les parametres pouvant modifier l'intensité de diffusion lumineuse a travers une suspension de

plaquettes sont :

= la longueur d'onde du faisceau incident ————»

=> la concentration cellulaire /

= la taille des cellules

= la distribution des tailles

= la forme des cellules (volume)

= 1indices de réfraction

Le principal paramétre pouvant modifier l'absorption lumineuse est :

= caractéristiques du plasma

L 4
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Les phénomeénes physiologiques liés a la plaquette, modifiant l'intensité lumineuse pendant
le test, sont regroupés sur la figure 41. Dans les conditions de mesure, la relation entre la théorie

et les expérimentations est vérifiée.

Y force ionique — / Transmission lumineuse

' [ Lyse? |—>{[plq] X |

gonflement
osmotique

Y : =
sécrétion de substances A
fusion membranaire

(S8CO, granules avec la membrane
cytoplasmique}

v Y v

changement \ concentration
de forme des constituants du

cytoplasme

tormation de systeme de
= connexion de surface

{pseudopodes ou spicules)

L‘-"I formation de microvésicules

Figure 41 : synoptique des différents phénoménes influencant l'extinction du faisceau lumineux par
une décroissance de la force ionique dans la suspension plaquettaire.

A

Tous les travaux cités ont confirmé que le gonflement osmotique engendre une
augmentation de volume (mesuré par des compteurs cellulaires) en correspondance avec une

diminution de la densité, de I'extinction et de l'indice de réfraction du milieu intracellulaire.

Le passage d'une forme discoide a une forme sphérique et la formation de pseudopodes
diminuent la diffusion lumineuse. L'influx d'eau dans la cellule, combiné a la sécrétion de certaines
substances et a la fusion membranaire (apport de membrane cytoplasmique supplémentaire : Systéme
Canaliculaire Ouvert ¢t Systéme de tubulure dense) est certainement la source majeure du changement
d'indice de réfraction intracellulaire. La densité des plaquettes s'en retrouve diminuée et favorise
l'augmentation de transmission lumineuse par une diminution de la diffusion sur les plaquettes.

ARNAUD et coll en 1996 (98) en étudiant la viabilité des plaquettes cryoconservées par
une mesure de transmission lumineuse conclu sur le fait que l'extinction d'un faisceau de lumiére a
travers un PRP ne refléte pas uniquement la taille des cellules, mais aussi la composition interne

de cette population [I'auteur a conforté les travaux de Frojmovic et Wong (99)]. L'auteur a montré que les
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mesures de transmission et le test de "score morphologique” sont corrélés, et que la transmission

lumineuse refléte I'habilité des plaquettes a répondre aux différents environnements osmotiques.

"régulation du volume' des plaquettes soumises a une contrainte osmotigue :

¢ ARMITAGE et coll. en 1985 (59), a étudié I'effet de la pression osmotique sur les plaquettes.
Dans le cas d'un choc osmotique (test RCH), si les plaquettes ont une capacité réduite a réguler leur
volume par un retour a une forme initiale (normale), c'est que la membrane des cellules a subi des
dommages. Suivant le degré des lésions, ces détériorations membranaires seront considérées soit
réversibles, soit irréversibles. L'auteur a calculé les limites physiques de gonflement pour des

plaquettes sans aucune augmentation de la surface. (hypothéses : les plaquettes placées en condition
d'isotonicité sont des sphéroides ovales, le mouvement de I'eau 4 travers la membrane plasmique est la seule cause

du changement de volume).
V (volume) = 4/3 bS.V (1)

A urtace) = (1/2)b% + [(1+v)/(1-v)] log v )

(b : grand axe de l'ellipse et v : rapport des deux axes)

Les dimensions des deux axes sont calculées a partir de I'équation 1 en considérant que le
volume moyen d'une plaquette normale est de 8,45 pm’. La surface est déterminée par I'équation
2, ce qui donne 25,5 pm’. Le volume d'une sphére ayant une surface de 25,5 ptﬁz est de 12,11
um’. Par conséquent, les plaquettes peuvent gonfler pour passer d'un volume de 8,45 a 12,11 pm®
(soit 140% d'augmentation) sans aucune extension de leur surface membranaire. Le volume V. occupé
par l'eau active osmotiquement pour des plaquettes normales est de 5,71 pm’, ainsi le volume V.
des constituants non solubles est de 2,74 um’ (= 845 - 5,71). Si V. reste constant pendant le
gonflement, le volume d'eau dans la cellule passe de 5,71 4 9,37 pm’ (soit 165%). Le volume d'eau

osmotiquement actif dans la cellule est fonction de l'osmolarité extérieure, ainsi :

avec I1 : pression osmotique (en osmol/kg, équivalent 3 un coefficient prés a la force
ionique) et Il'annotation © correspond aux valeurs normales (condition

d'isotonicité, 0,31 osmol/kg soit 0,155 M pour les ions NaCl).
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Par conséquent, pour provoquer une augmentation osmotique du volume d'eau intra-cellulaire de
5,71 249,37 um’, une réduction de l'osmolarité de 0,31 4 0,18 osmol/kg est requise (soit une chute de

1a force ionigue de 0,155 M 4 0,09 M).

e MEYER et coll. en 1986 (100) et WONG et coll. en 1987 (101), ont étudié la diffusion de
I'eau a travers la membrane des plaquettes en terme de perméabilité; cette perméabilité osmotique
est différente de celle des érythrocytes (le coefficient de perméabilité osmotique Pf des plaquettes est quatre
fois plus bas que celui des érythrocytes). Les différents paramétres sont calculés a partir de mesure par
Résonance Magnétique Nucléaire. Les plaquettes ne semblent pas avoir un systéme de transport
de l'eau spécialisé, mais plutdt un mécanisme de diffusion de l'eau a travers les phospholipides de

la membrane.

e LIVNE et coll. en 1987 (102) a analysé la faculté des plaquettes humaines a réguler leur
volume aprés un gonflement osmotique. Cette étude est basée sur un choc osmotique (test RCH).
L'augmentation initiale de volume correspond au simple comportement osmotique avec un degré
de gonflement qui croit en proportion inverse de la valeur de la force ionique. La deuxieme phase
qui conduit a un rétrécissement des plaquettes est induit par la diminution du volume régulé
(DVR). La force mécanique du cytosquelette ne semble pas jouer un réle prédominant. L'auteur
associe le changement de volume a un gain ou une perte électrolytes. Le DVR implique une perte
des ions KCl par les chemins de perméabilité pour les ions K et les anions, et probablement les
ions CI'. En condition d'isotonicité, la perméabilité des plaquettes aux ions CI apparait étre plus
petite comparée 4 celle des ions K. Aprés un gonflement hypotonique, les deux perméabilités
augmentent (la perméabilité des ions CI' devient plus importante que celle des ions K). Les chemins
favorables aux ions CI restent ouverts tant que les cellules sont gonflées. Le DVR est incomplet a
moins que I'amiloride (un inhibiteur des échanges Na'/H') ne soit présent ou que les ions Na' ne soient

remplacés par des cations imperméables.

e FROJMOVIC et coll. en 1992 (103) a confirmé que le gonflement osmotique peut doubler la
surface de la membrane plasmique externe des plaquettes humaines normales (incubation de 1 ml de
PRP avec 0,1 4 4 ml d'eau distillée, soit 20 2 90 % de dilution). Le systéme canaliculaire ouvert (SCO) est
présenté comme la source principale de membrane supplémentaire. L'auteur a comparé le
gonflement osmotique des plaquettes humaines par rapport aux plaquettes bovines qui elles ne
possédent pas de SCO . L'addition d'eau a du PRP a entrainé de fagon séquentielle un changement

de forme des cellules et la formation de sphérocytes osmotiques, analysés au cours du temps en
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terme de modifications de taille et de surface a partir d'images de vidéomicroscopie a contraste de
phase (fig 42). Les plaquettes sous forme discoidale et sphérique, montrent que l'influx de I'eau
peut amener a refouler le systéme canaliculaire en dehors de la membrane interne et sur la
membrane externe. Ces mesures géométriques des discocytes et des sphérocytes osmotiques non
lysés montrent une augmentation stable, maximale de 2,1 + 0,1 fois la surface de la membrane
plasmique externe avec le gonflement osmotique, identique pour des plaquettes humaines
normales de tailles différentes (volume moyen V= 2,868 fL), pour les plaquettes anormalement
grosses (V=8,7-11,6 fL), ou pour les plaquettes de beeuf ou de lapin (vV=3-4 fL). Le gonflement
osmotique semblant d'abord externaliser le SCO des plaquettes humaines, les quantités relatives
identiques de membrane interne externalisées des plaquettes bovines pourraient venir d'un SCO de
structure plus simple, osmotiquement plus labile, "fermé" ou d'une source de membrane distincte

de celle des plaquettes humaines.

4—p Transition réversible

—p Transition irréversible

Sphéro- ‘ Osmotic-
Echynocyte Spherocyte

Discocyte
{surface lisse)

Echinocyte

Figure 42 : modifications morphologiques des plaquettes soumises a une
contrainte hypotonique croissante, d'aprés FROJMOVIC (103).

Les plaquettes de forme initiale discoidale, inactivées et de surface lisse, se
transforment en cellules "rugueuses" disco-échinocytes et sphéro-échinocytes,
avec toutes deux des protubérances plates et des pseudopodes fins et longs. Ces
deux transitions peuvent étre réversibles. Le gonflement osmotique conduit
pour une dilution du PRP supérieure a 60% avec de l'eau distillée (< 0,066 M) a
des sphérocytes osmotiques qui montrent une perte compléte de toutes les
invaginations et des SCO. Cet état est irréversible.

Ces travaux ont également montré, par une observation en microscopie électronique a
transmission, qu'a partir d'une dilution de 80% (< 0,05 M) une autre catégorie de cellules est

dénombrée : les sphérocytes osmotiques "lysées".

e DAVIS et coll. en 1992 (62) a remarqué que les plaquettes ne sont pas uniquement capables de
tolérer d'importants changements suivant I'hypotonicité, mais aussi de gonfler largement avant
rupture. Pour une faible contrainte osmotique, les cellules sont capables de maintenir leur forme
originale, en résistant a l'influx d'eau. Avec l'anticoagulant EDTA, le systéme canaliculaire est

ouvert, d'ou un gonflement plus rapide des plaquettes.

121



e MARGALIT et coll. en 1993 (104) a montré que les plaquettes humaines synthétisent et
sécrétent 'Hepoxylin A; : des précurseurs endogénes en réponse au choc osmotique. Quand les
plaquettes sont soumises & une contrainte hypotonique (test RCH), elles gonflent rapidement puis
elles reviennent vers un volume d'origine ; ce processus peut étre désigné comme "diminution de
volume régulé" (DVR). La DVR est le résultat de 'augmentation de I'efflux d'ions K™ et CI, associé
a celui de l'eau; il est contrdlé par 'Hepoxylin A;. L'auteur en 1995 (105) a précisé son étude :
Hepoxylin A; est un médiateur lipidique endogéne qui s'oppose au gonflement osmotique des
plaquettes humaines normales. Le rapport DVR calculé a partir de la mesure des modifications de
volume en fonction du temps (Coulter Counter model ZM), est inférieur dans le cas de patients atteints

d'Ischémie.

En conclusion, que ce soit un test par choc hypotonique ou un test par dialyse lente, la
résistance osmotique des plaquettes peut étre approchée, voire quantifiée. En effet, des
modifications de la pression osmotique (suspension placée en hypotonicité) entrainent des changements
morphologiques, principalement par un gonflement di & un influx d'eau. Ces changements de
forme et de volume sont limités par les caractéristiques de la membrane plasmique.

Pour le test RCH (chute limitée et instantanée de la force ionique), il semble que I'élasticité de la
membrane plasmique autorise cette croissance de volume des plaquettes sans dommage. Ainsi, le
systéme propre de régulation de volume permet aux plaquettes de retrouver une morphologie plus
normale. Cette phase de réversibilité requiert de I'énergie et une certaine intégrité de la membrane.
Le systéme d'autorégulation met en jeu des phénomeénes d'échanges ioniques par une gestion
sélective de la perméabilité de la membrane a certains ions , cations, ... . Le role du cytosquelette
et des microtubules dans le maintien de la structure de base n'est certainement pas a négliger.

Pour les mesures de résistance osmotique par dialyse lente, les constatations précédentes
restent vraies. Les plaquettes gonflent graduellement en relation avec la décroissance de la force
ionique dans la suspension. Ces modiﬁcations géométriques dépendent de ['élasticité des
membranes plaquettaires et du systéme de régulation de volume. Cette contrainte hypotonique
appliquée permet aux plaquettes de mieux supporter linflux d'eau et ainsi de gonfler plus
largement. La dialyse permet d'atteindre des seuils en force ionique suffisamment bas (0,02M en 20
min) pour dépasser la limite critique de gonflement. L'apport de membrane supplémentaire associé
a son élasticité ne permet pas aux plaquettes de gonfler infiniment. Deux solutions peuvent étre

avancées pour décrire la phase du gonflement critique :
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e soit le dépassement de ce seuil avec l'apparition d'une lyse, d'une rupture localisée
de la membrane (formation de trous dans la membrane). Ces phénomeénes permettraient

un dégonflement par éjection du milieu intracellulaire.

e Soit l'intervention plus importante du systéme de régulation pour éviter cet état. Le
controle de la perméabilité des électrolytes, permettrait de compenser l'exces de

ression a l'intérieur des cellules.
p

Il sera intéressant de vérifier I'existence ou non et la possible influence du parameétre de
vésiculation membranaire par émission de microparticules porteuses de phospholipides

procoagulants exposés de maniére irréversible.

Les premiéres expériences ont fourni des éléments de réponse. S'il est certain que la premiére
phase de variation de transmission lumineuse & travers un PRP en dialyse, correspond a un
gonflement des cellules (résistance osmotique), l'interprétation de la phase qui suit 'obtention des
100% de transmission ne peut étre rigoureuse sans un approfondissement des recherches par des
tests complémentaires (quantification de marqueurs de lyse par exemple). Le seuil de réversibilité semble
étre franchi pour les forces ioniques engendrées en fin de test. Les photos de microscopie
électronique montrent l'allure des plaquettes pour une force ionique de 0,03 M, et l'aspect
extérieur des cellules parait privilégier la premiére hypothése (forme ballonisée avec lyse partielle, et
maintien de la structure). En fin de mesure (0,02 M), la fragilisation des plaquettes préparées a partir
de sang total prélevé sur citrate semble entrainer une agrégation spontanée, probablement liée 4 la
sécrétion et la lyse des facteurs correspondants.

Il est & considérer d'aprés ces analyses qu'un déplacement des courbes, obtenues en mesure de
résistance osmotique plaquettaire par dialyse lente, vers la gauche sera synonyme d'un gonflement
plus rapide des cellules. Les différents seuils de transmission (0, 25, 50, 75%) seront atteints plus t6t
en temps et donc pour des forces ioniques plus élevées. Cette caractéristique se traduira par une
résistance osmotique plus faible.

Le bilan de cette étude préliminaire, montre la corrélation entre les paramétres calculés par le
Fragilimétre et le comportement osmotique des plaquettes. Il autorise la mise en place de
protocole d'étude de caractérisation de la résistance osmotique des plaquettes dans différentes

conditions hématologiques.
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La premiére étape d'évaluation technologique et biologique a permis de vérifier que le

dispositif de mesure proposé fournit des caractéristiques de la résistance osmotique des
plaquettes. Il s'agit a présent de mieux quantifier le phénomeéne observé, d'interpréter les résultats
et de mieux définir les conditions d'analyse. Le but reste I'obtention de résultats significatifs du

phénomene étudié pour permettre la validation du test.

Différentes séries de mesures ont été réalisées afin d'évaluer la reproductibilité¢ et la

sensibilité de cette nouvelle méthode en fonction de divers paramétres expérimentaux :

¢ influence de l'anticoagulant (EDTA, citrate) sur le comportement osmotique des
plaquettes, avec une analyse des amplitudes et des seuils de transmission

lumineuse,
¢ influence de la concentration cellulaire sur les résultats,
¢ influence de la température de mesure sur la résistance osmotique des plaquettes,

e ‘"références physiologiques".

Une étude de la résistance osmotique des plaquettes de patients hémodialysés a été
réalisée. Les mesures de fragilité ont été effectuées a partir de prélévement sanguin avant et apres
traitement. L'objectif est d'apprécier si la procédure de dialyse provoque une fragilisation des

plaquettes.

Suite a ces séries d'expériences, l'application de ce test au suivi de la conservation de
concentrés plaquettaires sera abordée. La résistance osmotique est avant tout un test in vitro
fournissant des critéres de viabilité cellulaire. Ce test est donc appel€ a étre utilisé pour le contréle
de qualité des concentrés plaquettaires conservés avant transfusion. Le test pratiqué sur le
Fragilimétre permettra également d'optimiser et de vérifier l'incidence de chaque paramétre
intervenant entre la préparation des poches et la transfusion sur des malades (séparateurs, critéres

de conservation,...).
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Trois protocoles ont été réalisés (cf tab VI):

e une série de mesures a j=0 pour caractériser l'influence de la technologie de séparation

sur la viabilité des plaquettes ;

e une série de mesures a =0, j=2 ou j=3, j=5 et j=6 pour évaluer la viabilit¢ de
concentrés préparés de fagon standard (CSP) et de concentrés préparés par aphérése
(CPA) sur quatre séparateurs différents en fonction du temps de conservation. Ce
protocole a été couplé a une analyse de lactivation par la quantification des
glycoprotéines membranaires et & une numération sur un automate de comptage

(Technicon-H2 systéme Bayer).

e une série de mesures a j=0, j=2 ou j=3 et j=5 pour évaluer la viabilité¢ de concentrés
préparés uniquement par le séparateur Amicus (nombre de point de poncture différent que
sur le séparateur Amicus du protocole précédent), dans le cadre d'un protocole demandé par
le service de cytaphérése de I'établissement de transfusion de Nancy Brabois,

englobant d'autres tests (glycoprotéines, Béta-thromboglobuline, numération, ...).

Remarque : Chaque évaluation de la résistance osmotique pour un méme échantillon a porté
systématiquement et au minimum sur deux mesures consécutives. Cette procédure a permis
une validation et une optimisation des résultats.

De plus, pour chaque indice caractérisant la résistance osmotique des plaquettes (seuil 2,
25, 50, 75, 100% de transmission exprimées en force ionique), la diminution de la
résistance osmotique correspondra a une augmentation de la valeur. Inversement, par
analogie aux érythrocytes, 'augmentation de leur valeur signifiera une diminution de la
résistance osmotique, ce qui équivaut a une fragilité des plaquettes plus importante et
finalement a une viabilité amoindrie.

Pour les courbes de transmission lumineuse, exprimées entre 0 et 100 % de la pleine
échelle, en fonction de la force ionique : un décalage vers la gauche des courbes sera

mterpréter comme une diminution de la résistance osmotique.
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Deux séries de mesures de 20 témoins ont permis de tester l'influence de l'anticoagulant.

Les courbes enveloppes pour chaque anticoagulant sont définies a partir du calcul des moyennes +

O (écart type) de la variation de lumiére transmise en fonction de la force ionique (fig. 43).
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Figure 43 : représentation des courbes enveloppes (moyenne +/- écart type : 6)
du signal de transmission en fonction de la force ionique pour 20 PRP témoins
issus de sang total prélevé sur EDTA et 20 PRP témoins issus de sang total
prélevé sur citrate.

Les concentrations sont voisines de 300.10° plaquettes/L.

Une comparaison des seuils initiaux de transmission ainsi que des amplitudes a été
réalisée pour des plaquettes d'un méme donneur issues de sang total prélevé sur EDTA et citrate

(PRP ajusté 4 une concentration identique de 430.10° plaquettes/L).

Les mesures de transmission lumineuse ont été effectuées a travers différentes

suspensions de 160 puL placées dans le porte échantillon :

e eau distillée (solution identique dans la cuve et le porte échantillon),

e solution saline isotonique a 0,155 M avec dialyse contre l'eau distillée,

PPP issu de sang total prélevé sur EDTA avec dialyse contre l'eau distillée,

e PRP issu de sang total prélevé sur EDTA avec dialyse contre I'eau distillée,

PRP issu de sang total prélevé sur EDTA avec dialyse contre une solution saline de
NaCl 40,0775 M,
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PPP issu de sang total prélevé sur citrate avec dialyse contre I'eau distillée,

PRP issu de sang total prélevé sur citrate avec dialyse contre I'eau distillée,

PRP issu de sang total prélevé sur citrate avec dialyse contre une solution saline de

NaCl 4 0,0775 M.

Les résultats, illustrés par les courbes de la figure 44, permettent de constater que :

e les intensités lumineuses de transmission a travers l'eau distillée et la solution

isotonique sont identiques (seuil stable et égal 4 environ 3080 en unités arbitraires),

o les intensités lumineuses de transmission a travers les deux PPP sont quasi
identiques et proche de 3000 (le PPP issu de sang total prélevé sur EDTA montre une légére
chute d'intensité, phénomeéne indépendant des conditions de mesure, car d'autres tests ont montré une
stabilité reproductible),

e les intensités de transmission initiale & travers les PRP sont identiques pour le
méme anticoagulant quelle que soit la solution dans la cuve de 90 mL. Ces seuils sont

différents suivant l'anticoagulant utilisé,

o ['amplitude de la courbe pour le PRP issu de sang total prélevé sur citrate est plus

importante que celle pour le PRP issu de sang total prélevé sur EDTA,

e chaque courbe correspondant aux mesures a travers les PRP, pour une dialyse
contre l'eau distillée, atteint un plateau. Ce stade final est obtenu & des temps

différents.

e chaque courbe correspondant aux mesures a travers les PRP, pour une dialyse
contre une solution saline de NaCl a 0,0775 M, révéle une augmentation de la
transmission suivie d'une extinction progressive du faisceau lumineux (le signal converge

vers les seuils initiaux respectifs).

Ces résultats permettent de vérifier que l'extinction du faisceau lumineux a travers un
PPP, pour la longueur d'onde utilisée, est faible et constante durant la mesure. L'intensité
lumineuse augmente au cours du temps pour les tests classiques et se rapproche du seuil
obtenu pour un PPP. Les seuils initiaux de transmission sont caractéristiques de la

morphologie initiale des plaquettes (sur EDTA, les plaquettes sont légérement gonflées). Ces
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données sont corrélées par les différences d'amplitude sachant que les intensités maximales

pour les deux anticoagulants sont trés proches.
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["igure 44 : courbes de transmission lumineuse en fonction du temps obtenues
pour des plaquettes d'un méme donneur issu de sang total prélevé sur EDTA et
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La différence quant aux résultats obtenus suivant l'anticoagulant utilisé est

significative. Les courbes enveloppes (fig 43) sont tres distinctes.

De par sa capacité a maintenir une meilleure intégrité cellulaire, et par la reproductibilité
des valeurs obtenues (coefficient de variation plus faible pour le citrate. que pour I'EDTA), le citrate a été

retenu comme anticoagulant de référence pour la suite du travail.

3. INFLUENCE DE LA CONCENTRATION PLAQUETTAIRE

L'influence de la concentration cellulaire sur la mesure de la résistance osmotique a ¢été

étudiée a partir de cinq prélévements de sang provenant de sujets sains (chaque PRP préparé a été

ajusté avec du plasma autologue (PPP) a différentes concentrations de 150.10° & 500.10” plaquettes/L. anticoagulant
citrate) (fig. 495).

Les courbes obtenues (avec une échelle de valeur arbitraire en fonction de la force ionique) montrent

une différence d'amplitude entre les différents signaux recueillis.

Ainsi, l'amplitude de la variation d'intensité lumineuse captée pendant une mesure et le

seuil initial de transmission sont en relation de proportionnalité avec la concentration cellulaire.
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Figure 45 : variations relatives de transmission lumineuse en fonction de la
force ionique (pour un méme échantillon) avec différentes concentrations
cellulaires (plq = plaquettes et k=109%).
Ces courbes recalculées avec une échelle relative 0-100% (cf fig 18) en fonction de la
force ionique montrent une superposition des résultats quelle que soit la numération (fig 46).
L'analyse des résultats précise cependant qu'une concentration minimale de 100.10° a 150.10°
cellules/L est & respecter pour une interprétation fiable des mesures (en fait, pour un rapport signal /

bruit optimal).

.......

Figure 46 : variations relatives de transmission lumineuse en fonction de la

force ionique (pour un méme échantillon) pour différentes concentrations
cellulaires (plq : plaquettes, k = 109).

Ce test simple permet de montrer que la concentration cellulaire, en respectant la plage
donnée, n'influence pas significativement les résultats de la résistance osmotique fournis par le
Fragilimétre.
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Plusieurs séries de mesures de résistance osmotique ont été réalisées pour 6 PRP témoins

(anticoagulant citrate, 300.10° plaquettes/L) en fonction de la température des 90 mL d'eau distillée de la
cuve. Chaque série (méme PRP) correspond a 2 mesures sur 20 minutes & une température de 37°C

(classique) et a 2 mesures sur 20 minutes a une température de 25°C (température ambiante).

Remarque : pour chaque température de consigne choisie, un étalonnage des seuils de conductance est pratiqué.

Les résultats pour une série choisie comme exemple sont illustrés sur la figure 47. Chaque
courbe de transmission lumineuse, exprimée entre 0 et 100% de la pleine échelle, correspond a la
moyenne des deux mesures effectuées pour une méme température de consigne.

Un déplacement vers la droite de la courbe pour une température de 25°C est observé. Les
plaquettes semblent gonfler plus lentement pour cette température. La résistance osmotique est

donc plus efficace. Parallélement, les plaquettes sont osmotiquement plus "fragiles” a 37°C.

7%
em A
(37°C}
u
50 5; :
ﬁ B
" = tém A
(25°C)
25

o

pleine échelle en fonction de la force ionique, pour le méme PRP témoin
(anticoagulant citrate, 300.10¢ plaquettes/L) & deux températures de mesures
différentes (25 et 37°C).

Afin de vérifier et de compléter l'analyse de l'influence de la température sur la mesure, des
tests ont été réalisés en plagant 'appareil en chambre froide. Cette méthode permet d'atteindre une
température stable et voisine des 8 & 10 °C au niveau de l'eau distillée dans la cuve. Les résultats
donnés (fig 48) sont conformes aux quelques tests réalisés (limités par la complexité de mise en ceuvre).

Cette expérience est effectuée sur des PRP issu de sang total prélevé sur l'anticoagulant EDTA
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afin de minimiser les temps de mesure et de respecter les conditions d'analyses (I'ensemble des

mesures devant étre réalisé dans un délai de trois heures aprés le prélévement sanguin).

Figure 48 : courbes représentatives des valeurs de transmission lumineuse en
fonction du temps, caractéristiques de la résistance osmotique plaquettaire d'un
méme PRP pour 3 températures différentes (10, 22, 37°C).

Le décalage des courbes vers la droite, li¢ a la baisse de la température de mesure, semble
montrer une augmentation de la résistance. Les plaquettes étudiées a 10°C semblent donc moins
fragiles osmotiquement. Les valeurs de transmission exprimées entre 0 et 100% sont tracées en

fonction du temps car pour chaque température de mesure le signal de conductance est différent.

L'analyse intra-témoin correspondant a six mesures consécutives sur le méme PRP issu de

sang total prélevé sur citrate, montre une bonne reproductibilité (test effectué a partir de 16 donneurs).
Les écarts types calculés a partir des six courbes de transmission en fonction de la force ionique
en NaCl pour un méme témoin restent inférieurs a 0,005 M soit un CV de 3.2% (exemple pour le
seuil de 50 % de transmission, fig 49). Aucune dérive n'a été observée au cours des six mesures
réalisées, sur une période de trois heures, avec le méme PRP conservé & température ambiante. Si
la reproductibilité est satisfaisante, il reste a constater une variation des indices plus marquée entre
les différents donneurs. Ce dernier aspect permet d'approcher la notion de sensibilité du test.
Chaque PRP témoin semble posséder ses caractéristiques propres de résistance osmotique

plaquettaire (moyennes sensiblement dispersées, les écarts types sont inférieurs aux écarts entre ces moyennes).
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Figure 49 : valeurs moyennes et ¢ intra donneurs correspondant aux forces
ioniques pour le seuil de 50% de transmission (6 mesures consécutives pour 16
donneurs différents)

Tableau IX: Valeurs des indices moyens caractéristiques de la résistance osmotique pour des PRP issu de
sang total prélevé sur 'anticoagulant citrate (N=96

Toutes ces valeurs sont calculées & partir des courbes d'intensité lumineuse capiée en fonction de la force ionique.

La fiabilité de la méthode a été évaluée sur une série de 96 mesures (32 PRP témoins prélevés
sur citrate). Les courbes enveloppes moyennes (fig. 50) correspondant & la transmission moyenne
+/- & peuvent servir de référence physiologique. Le tableau IX définit les indices caractéristiques

de la résistance osmotique pour ces statistiques sur 96 mesures.

 %trans

ng

Figure 50 : courbes enveloppes moyennes de la fragilité plaquettaire
correspondant & 96 mesures sur des PRP de donneurs sains. (courbes construites
a partir de la courbe moyenne des 96 mesures +/- 6).
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La possibilité de s'inclure dans un protocole d'étude concernant l'incidence du traitement

proposé au dialysé a permis d'appliquer le test de résistance osmotique plaquettaire. L'étude,
effectuée sur 12 patients, a été réalisée a partir d'un prélévement sanguin avant et apres
hémodialyse, sur des tubes citratés de 4 mL.

Les 12 fiches de résultats sont illustrées sur la figure 51 (pour chaque patient, un graphique
présente les courbes de transmission exprimées entre 0 et 100% de la pleine échelle caractérisant la réponse

osmotique des plaquettes avant et aprés traitement, ainsi que la courbe enveloppe utilisée comme "référence
physiologique”, définie précédemment). En premiére analyse, la résistance osmotique des plaquettes est
plus faible aprés dialyse. Chaque dialysé semble présenter des caractéristiques propres quant a
I'allure des courbes.

La figure 52 permet de visualiser les valeurs moyennes des indices choisis pour
caractériser la résistance osmotique des plaquettes, exprimées en unité de force ionique (M). Pour

chacun de ces seuils, les moyennes calculées pour les 12 patients montrent

e qu'avant dialyse, les valeurs sont dans la plage de "référence physiologique"

calculée précédemment,

e qu'aprés dialyse, les valeurs sont supérieures a la limite haute de ces mémes

"références physiologiques"
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Figure 52 : valeurs moyennes, exprimées en unité de la force ionique, des
indices caractéristiques de la résistance osmotique des plaquettes avant et apreés
dialyse des patients. (les valeurs notées limite - et limite + correspondent aux
valeurs de la courbe enveloppe "référence physiologique").
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[Figure 51 : résultats du protocole sur les patients dialysés en terme de résistance osmotique des plaquettes

avant et apres traitement.
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La principale application du test de résistance osmotique plaquettaire s'adresse au suivi de

la viabilité des plaquettes. Une évaluation de la qualité des concentrés plaquettaires a j=0 (jour du
prélévement) obtenus a partir de quatre séparateurs a permis une distinction en terme de résistance
osmotique (fig 53). Les plaquettes isolées a partir du séparateur Amicus montre une résistance
osmotique plus faible et des écart-types plus importants (tab X), principalement par rapport aux
résultats obtenus avec le séparateur Cobe (les résultats pour les séparateurs MCS et FRES sont proches et
compris entre ceux des deux autres séparateurs). La technologie de séparation semble donc importante

quant a la fragilisation des plaquettes.

Tableau X : Résistance osmotique & j=0 des concentrés.

25%rans 50% frans 75% frans
Type de échartillons | moyenne Ec Coef. var. - moyenne Ec Coef. var. } moyenne Ec Coef. var.
séparateur testés (N) Molaire Molaire % Molaire Molaire % Motaire Molaire %
AMICUS 12 0.106 | o012 | 1132 007 | 0013 | 1857 | 0033 | 0009 | 2727
MCS 12 0.092 | 0008 870 0.053 | 0008 1132 | 0027 | 0005 1852
FRES & 0.09 0.004 4.44 0.057 | 0006 1053 § 0.031 0.005 16.13
COBE 12 0.087 | 0008 690 | 0047 | 0005 | 1064 |} 0.023 | 0003 | 13.04

Valeurs moyennes des forces ioniques (en M) correspondant aux seuils de transmission de 25, 50
et 75%, pour les concentrés préparés par quatre séparateurs différents. Les écart-types (Ec) et les
coefficients de variation (CV) sont donnés

—{-Spectra
(12)

—+—MCS
(12)

~%— As-104
®

—A— AMICUS
(12)

0155 0135 0115 0095 0075 005 0035 0015
force ionique (M.}

Figure 53 : courbes moyennes de transmission ramenées entre 0 et 100% en
fonction de la force ionique, obtenues pour chaque séparateur (étude a j=0).
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Figure 54 : courbes de transmission lumineuse, exprimée entre 0 et 100% de la pleine échelle, en
fonction de la force ionique, protocole d'étude des concentrés plaquettaires au premier jour.

Par graphique (un par séparateur) sont représentées la courbe correspondant au concentré plaquettaire
préparé par un type de machine et les courbes correspondant au PRP du méme donneur, mais préparés

& partir d'un prélévement sur sang total (anticoagulant citrate) avant et aprés la procédure d'aphéreése.

A ce protocole est ajoutée une analyse de la résistance osmotique plaquettaire pour des
mémes donneurs a partir de trois prélévements différents :

e 1 tube (sec) de concentré plaquettaire prélevé sur la poche préparée sur un type
de machine (mesure effectuée aprés dilution du concentré avec du plasma autologue pour
obtenir une concentration proche de 300.10° plaquettes/L),

e 1 tube citraté de sang total prélevé avant la procédure d'aphérése (préparation
d'un PRP avec ajustement de la concentration  environ 300.10° plaquettes/L),

e 1 tube citraté de sang total prélevé aprés la procédure d'aphérése (méme

préparation que ci-dessus).

Les courbes obtenues (fig 55), montrent des résultats quasi identiques pour les mesures
effectuées sur des plaquettes issues d'un prélévement sur sang total avant et aprés la procédure
d'aphérése. Des comparaisons entre ces deux courbes et celles concernant les plaquettes préparées
avec les quatre séparateurs cellulaires sont réalisées. Le séparateur Amicus semble fournir des
cellules plus fragiles (fig 53). Le séparateur Cobe semble lui préparer des concentrés de plaquettes
osmotiquement plus résistantes. Les deux autres séparateurs semblent donner les résultats les plus
satisfaisants (La machine MCS semblant étre la plus performante quant aux différences entre la résistance

osmotique des plaquettes obtenues suivant les deux techniques).
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Le suivi sur six jours de la fragilité osmotique de concentrés plaquettaires, préparés avec

trois séparateurs (cf tab VII) et par centrifugation a partir de prélévement de sang total, a été
également réalisé. Cette étude porte sur une évaluation aux jours j=0, j=2 ou j=3, =S et j=6 de la
résistance osmotique plaquettaire, des résultats de la numération et du taux d'activation

(quantification par immunofluorescence des glycoprotéines membranaires).

8.1. Résistance osmotique

Le tableau XI résume les indices les plus significatifs. Les différentes numérations restent
relativement identiques suivant le temps de conservation pour chaque poche et donc pour la
moyenne des numérations par type de poche. Cette réflexion est également applicable pour le
volume plaquettaire moyen (VPM). Quant aux indices représentatifs de la résistance osmotique, ils

évoluent et montrent une fragilisation accrue des plaquettes suivant le délai de conservation.

Les courbes de transmission lumineuse exprimées entre O et 100% de la pleine échelle en
fonction de la force ionique (fig 55) confirment la diminution de la résistance osmotique (décalage
des courbes vers la gauche) pour chaque catégorie de poche, alors qu'il n'est pas observé de variation
de la numération et du volume moyen pendant la conservation. Par contre, l'amplitude du signal
lumineux mesuré a travers le PRP dans le "Fragilimétre" décroit en fonction des jours de

conservation,

Pour approfondir l'interprétation des résultats tout en limitant le nombre des illustrations,
les valeurs de forces ioniques correspondant au seuil de 50% de transmission sont retenues et
permettent une interprétation différente en fonction des jours de conservation et en fonction de la

technique de préparation des concentrés.
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Tableau XI : indices retenus pour l'analyse du suivi de la viabilité de concentrés
plaquettaires préparés différemment en fonction des jours de conservation.

type de J=0 J=20u3 J=5 J=6
concentrés

MNum (plagimm3) 1252 1206 1191 1276

CSP VPM (iL) 6.28 588 5.90 5.93
N=5 Ampl, S. Trans. 1143 855 727 554
25 9% (M) 0.0645 0.0658 0.0808 0.0803

50 % (M) 0.0292 0.0342 0.0483 0.0461
75 % (M) 0.0176 0.0208 0.0242 0.0287

Num 3) 1242 1296 1313 1183

CPA VGM 6.88 7.05 6.33 6.07
DIDECO Ampl. S. Trans. 1115 955 943 859
N=5 25 % (M) 0.0765 0.0780 0.0841 0.0754
50 % (M) 0.0448 0.0517 0.0593 0.0468
75 % (M) 0.0247 0.0338 0.0445 0.0310

Num (plaginms3) 1514 1444 1479 1473

CPA VGM 6.77 593 6.00 6.20
COBE Ampl. S. Trans. 1432 1300 1123 1130
N=5 25 % (M) 0.0711 0.0690 0.0912 0.0990
50 % (M) 0.0340 0.0348 0.0508 0.0592
75 % (M) 0.0228 0.0236 0.0275 0.0304

Num (plagimms3) 1355 1301 1340 1265

CPA VGM 8.08 6.75 6.88 677
MCS Ampl. 5. Trans 1019 859 674 770
N=5 25 % (M) 0.0622 0.0740 0.0824 0.0847
50 % (M) 0.0307 0.0385 0.0443 0.0581

75 % (M) 0.0221 0.0173 0.0233 0.0336

CPA : concentrés plaquettaires préparés en aphérese

(CSP : concentrés standards de plaqueltes (preparés a partir d'un prélévement de sang total par
centrifugation)

Num : numération plaquettaire exprimée en nombre de cellule par unité de volume (10° / L).

VPM : volume plaquettaire moyen exprimé en [L.

Ampl S. Trans : amplitude en valeur arbitraire du signal lumineux recueilli.
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Figure 55 : courbes moyennes de transmission ramenées entre 0 et 100% en fonction de la force ionique,
oblenues pour les concentrés plaquettaires, préparés suivant 4 lechniques, a j=0, j=2 ou j=3, j=5 et j=6.
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La figure 56 permet une comparaison rapide de l'influence des séparateurs sur la viabilité
potentielle des plaquettes en fonction des jours. Les variations de cet indice (50% de transmission
lumineuse) entre le jour O et le jour 2 (ou 3) comparées a celles entre le jour 2 (ou 3) et le jour 5

permettent un suivi de I'évolution de la viabilité des plaquettes sur 5 jours.
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Figure 56 : représentation des différentes valeurs de l'indice 50% de transmission (exprimée en force ionique)
suivant le concentré préparé et suivant le délai de conservation.

CSP (concentré standard plaquettaire), MCS DIDECO et COBE (concentré plaquettaire préparé par aphérése avec
respectivement les séparateurs MCS, DIDECO et COBE).

La vérification de I'évolution de cet indice en fonction des jours de conservation est aisée.
Chaque graphique permet d'effectuer des comparaisons, et d'établir des classements entre les
différents concentrés en terme de résistance osmotique, implicitement en terme de viabilité
plaquettaire (cf tab XII).

Tableau XII: classement des différents concentrés suivant les jours de conservation en
fonction de l'indice de résistarice osmotique 50% de Transmission

Jour Classement )
J=0 Didéco >> Cobe > MCS > CSP
J=2 Didéco >> MCS > Cobe > CSP
J=5 Didéco >> Cobe > CSP > MCS
J=6 Cobe > MCS >> CSP

plus & droite : résistance osmotique la plus importante (meilleure viabilité).

plus & gauche : résistance osmotique diminuée (viabilité réduite).

2: écart faible.  >: écart détectable.  >>: écart important.

remarque : Les valeurs de l'indice au 6™ jour sont 4 prendre avec réserve car pour certaines poches les mesures
n'ont pu &tre effectuées.
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Les graphiques en bas de la figure 51 permettent d'observer de quelle maniere l'indice de
résistance osmotique évolue, par le calcul de la différence entre les valeurs prises par cet indice a
j=0, j=2 et j=5. L'évolution est plus réguliére pour les concentrés MCS et Didéco du premier au
5°™ jour. Pour les concentrés CSP et Cobe, l'indice est stable les deux premiers jours, puis évolue

rapidement jusqu'au 5™ jour.

8.2. Activation plaquettaire

L’activation plaquettaire est associée a des variations de ’expression de surface des
glycoprotéines membranaires (diminution de GPIb (CD42b) ; augmentation de GPIIb/Ila (CD41),
expression de P-sélectine (CD62P)...). L’étude par cytométrie en flux, a ’aide d’un étalon, permet
de quantifier en nombre de glycoprotéine par plaquette et ainsi de pouvoir évaluer [’état
d’activation plaquettaire. Le calibrant développé pour I'analyse plaquettaire est constitué de
quatre populations de billes de latex de petite taille de 2um, capables de mesurer de 500 & 60 000
molécules de Gp par plaquette.

La quantification des glycoprotéines plaquettaires a été appliquée a [I’analyse des
plaquettes provenant de différents systémes d’aphérése, a JO (soit le jour de la séparation), et a J3
et J5 (soit durant la période 1égale de conservation des poches plaquettaires. Les résultats sont
indiqués dans le tableau XII. Si pour CD41, CD61, et CD42 les populations analysées sont
homogeénes, ’expression de CD62P permet d’individualiser deux populations par rapport au seuil
de positivité, ce qui a conduit & exprimer les résultats également en % de cellule positives.

Sans réaliser d’analyse statistique, les valeurs apportent des renseignements intéressants :
’analyse de 'expression de CD41, CD61 et de CD62 a JO permet de discerner deux groupes de
séparateurs. Le groupe MCS entraine une activation plaquettaire plus importante que le groupe
Cobe, CSP, Dideco. L’analyse des glycoprotéines a J5 est divergente en fonction du marqueur
étudié. L’analyse de CD41 et CD61 montre une activation globalement plus importante pour le
groupe MCS et Dideco que le groupe CSP, Cobe. L’analyse de CD62P met en évidence une
graduation d’activation MCS>Dideco>CSP>Cobe.

En conclusion, le séparateur MCS semble entrainer les activations plaquettaires les plus
importantes aussi bien lors de la séparation que de la conservation. L’étude des modes de
séparations, des contraintes de cisaillement appliquées, des matériaux utilisés permettrait

d’apporter des explications a ces variations. Cependant ces résultats biologiques doivent étre
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complétés par des études cliniques de rendement transfusionnel pour connaitre la pertinence de
cette analyse. La perte de fonctionnalité supposée lié a I’activation plaquettaire entraine-t-elle une

perte du pouvoir hémostatique des concentrés transfusés in vivo ?

Tableau XIII : résultats de la quantification des principales
glycoprotéines plaquettaires provenant de différents systémes d'aphérése

et en fonction des jours de conservation.

CD41 j0 j2 i5
moy Ecart-type moy Ecart-type moy Ecart-type
csP 430 40 479 36 55.7 7.23
MCS 50.5 30 56.3 6.8 566 9.89
DIDECO | 428 23 425 33 56.6 18.1
COBE 493 6.0 435 2.1 431 3.41
AMICUS | 531 6.0 55.3 7.7 57.7 9.16
CcDs1 j-0 j-2 -5
moy Ecart-type moy Ecart-type moy Ecart-type
CSP 48.4 34 491 33 57.3 6.17
MCS 57.3 23 602 6.0 616 852
DIDECO | 46.1 1.6 43 42 61.1 252
COBE 533 5.1 450 1.9 420 6.13
CcD42 j0 j-2 j-5
moy Ecart-type moy Ecart-type moy Ecart-type
csp 380 6.1 354 6.8 360 7
MCS 382 36 347 20 333 2.07
DIDECO | 355 46 327 24 28.1 459
COBE 38.8 32 335 1.9 356 373
CcD62 j-0 j-2 j-5
moy Ecart-type moy Ecart-type moy Ecart-type
CSP 31 0.7 5.1 08 5.1 0.47
MCS 39 06 7.2 07 56 1.61
DIDECO | 34 0.6 43 1.2 5.4 274
COBE 29 0.3 52 0.7 45 0.1
CD62 % j0 j-2 i5
moy Ecart-type moy Ecart-type moy Ecart-type
CsP 7.4 45 17.0 2.3 28.8] 1511
MCS 6.3 1.2 23 106 300! 1162
DIDECO | 55 1.0 16.5 10.1 463] 2934
COBE 55 0.8 13.7 1.4 16.3] 214
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8.3. Corrélation entre la résistance osmotique et l'activation

La quantification des marqueurs de l'activation plaquettaire montre des résultats
intéressants, qui permettent une distinction entre les quatre catégories de poche (classement en
fonction des jours de conservation et en fonction du séparateur utilisé). Mais aucune corrélation
significative entre le test de résistance osmotique et la quantification des glycoprotéines
membranaires semble se révéler. Ces deux tests semblent approcher des paramétres plaquettaires

différents. La complémentarité de ces deux tests permettra de caractériser au mieux la viabilité des

plaquettes.

Dans le cadre d'une évaluation de la technique de préparation des concentrés plaquettaires

obtenus par le séparateur Amicus, un protocole de mesure de la résistance osmotique par dialyse
lente et par choc a été réalisé sur une série de 10 donneurs. Ces résultats complétent I'analyse
effectuée a partir d'autres examens : quantification des glycoprotéines membranaires (facteur
d'activation), numeration (concentration cellulaire et indice volumétrique des plaquettes), dosage de la béta
thromboglobuline, dosage des gaz du sang (PO2, PCO2, pH), dosage de l'acide lactique, dosage du
glucose, mesure du pH.

Les deux tests de réponse a une contrainte hypotonique sont réalisés sur le Fragilimétre.

Les résultats (fig 57) de la résistance osmotique (technique utilisant une dialyse lente) sont en
relation avec ceux établis dans le protocole du § 7 (influence du séparateur sur les préparations de
concentrés plaquettaires). Le coefficient de variation a j=0 pour les valeurs des différents indices
(seuils de transmission en fonction de la force ionique) reste élevé. La technique de séparation appliquée
en mode bi et uniponcture montre ainsi des mémes caractéristiques quant a l'incidence sur les
plaquettes. Le suivi de la conservation en terme de viabilité des 10 concentrés montre une
évolution apres le deuxiéme jour. En effet les résultats des mesures a j=0 et j=2 sont trés proches.
Un faible décalage (inférieur a ceux constatés dans le protocole du § 8, pour d'autres séparateurs) de la courbe
vers la gauche au cinquiéme jour de conservation ne permet pas de considérer de fagon

significative une diminution de la viabilité des plaquettes.
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- - -limite (+)
o

de la force ionique, obtenues suivant le temps de conservation de 10 concentrés
préparés par le séparateur Amicus.

(les courbes enveloppes construites a partir du calcul des valeurs moyennes & j=0 * o sont
présentées)

Le tableau XIII permet de préciser I'analyse précédente. Les écarts entre les moyennes
calculées pour les seuils de transmission (25,50,75%), en fonction de la force ionique et suivant le
délai de conservation (j=0, j=2 et j=5), sont inférieurs aux valeurs des écart-types de ces indices
spécifiés a j=0. Ce qui signifie que I'évolution constatée entre le premier et le cinquiéme jour de
conservation ne permet pas de sortir de l'enveloppe définie par les écart-types a j=0 (fig 57). Ce
résultat est mis encore plus en évidence par la figure 58.

Tableau XIII : valeurs des indices caractéristiques de la résistance osmotique plaquettaire obtenues

pour 10 concentrés conservés sur 5 jours et préparés par le séparateur Amicus.
= ST 2 i R

Ampli Signal (valeurs décimales) : amplitude maximum du signal de transmission lumineuse captée pendant la mesure.
Pente déc. Init : valeur de la pente initiale de la courbe de transmission en valeurs arbitraires.
Trans init, 25, 50, 75 % : indices exprimés en force ionique.

Les valeurs du tableau ci-dessus permettent de vérifier que I'amplitude du signal lumineux
capté tend a diminuer en fonction des jours de conservation. Parallélement la pente de ce signal
pour les valeurs arbitraires décroit également suivant le délai de conservation des concentrés
plaquettaires. En considérant que la concentration cellulaire reste suffisamment stable pendant les

cing jours de conservation, ces résultats montrent ainsi que la population plaquettaire en moyenne

144



est caractérisée par une amplitude de gonflement décroissante, et que la lyse pour les cellules les

plus fragilisées intervient plus tot.

Figure 58: valeurs moyennes, exprimées en force ionique (M), des indices de la
résistance osmotique pour 10 concentrés plaquettaires préparés par le séparateur
Amicus et conservés 5 jours.

Les mesures RCH sont réalisées sur les mémes préparations de PRP (concentration ramenée a
environ 300.10° plaquettes/L par dilution avec le PPP). Le choc pratiqué correspond a une dilution %
entre la suspension plaquettaire et l'eau distillée. La figure 59 permet d'observer les résultats

obtenus.

Figure 59 : résultats du test RCH pour le suivi de 10 concentrés plaquettaires
conservés et préparés par le séparateur Amicus.

L'indice calculé correspondant au pourcentage de réversibilité des plaquettes (potentiel de
retour & une forme initiale aprés gonflement) augmente, en moyenne, en fonction des jours de
conservation.

A ce stade des travaux, les résultats des autres tests pratiqués pour cette étude ne sont pas
encore connus. L'interprétation de l'ensemble avec des tentatives de corrélation entre certains

parameétres caractéristiques de la viabilité cellulaire sera d'un intérét certain.
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Les résultats obtenus pour ces différentes séries d'expériences permettent de mieux se

sensibiliser aux possibilités offertes par ces tests de réponse des plaquettes a une contrainte
hypotonique progressive ou brutale. Le fragilimétre est I'outil proposé pour approcher la notion

de résistance osmotique des plaquettes, synonyme de viabilité cellulaire.

L'objectif premier de ces mesures est d'essayer de montrer la fiabilité du test impliquant
une dialyse lente. Pour cette raison, seuls les résultats de ce dernier vont étre discutés.

L'application au test RCH s'est effectuée en second ordre, et une évaluation limitée a été réalisée.

10.1. La premiére phase a permis de définir les conditions
préanalytiques en évaluant l'influence de deux
anticoagulants (citrate et EDTA), de la numération
cellulaire et de la température.

Les résultats mettent en évidence des différences selon l'anticoagulant utilisé. Avec
I'EDTA, le systéme canaliculaire de la cellule est ouvert, d'ou un gonflement plus rapide des
cellules. Cet anticoagulant diminue la concentration calcique a un niveau tel que l'adénosine
diphosphate ne peut plus agréger les plaquettes, mais il provoque des altérations métaboliques,
morphologiques et fonctionnelles (106). Les plaquettes montrent une résistance plus importante
avec le citrate de sodium. L'analyse des seuils initiaux de transmission lumineuse, ainsi que de
I'amplitude de ces signaux en valeurs arbitraires, pourrait servir de base de calcul pour définir une
morphologie générale en début de mesure et suivre son évolution au cours du test. Des mesures
complémentaires ont également permis d'éliminer la sédimentation et l'agrégation comme source

d'erreur.

A titre de comparaison, la figure 60 permet de résumer et dillustrer les courbes de

transmission en fonction de la force ionique obtenues pour des suspensions de plaquettes (EDTA
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et Citrate) et une suspension d'hématies (EDTA). La différence de comportement osmotique entre

ces deux cellules est ainsi précisée.

Les résultats de fragilit¢ plaquettaire obtenus sont indépendants de la concentration
cellulaire, si cette derniére est comprise entre 100.10” et 500.10” plaquettes/L. L'information
déduite de la différence entre la densité optique du PPP et du PRP d'un méme donneur permettra
de fournir a l'utilisateur une approche de la concentration en plaquettes. Des mesures de résistance
osmotique effectuées directement sur des solutions pures de concentrés plaquettaires (1.10" a
1.4.10"* plaquettes/L) montrent un décalage des courbes de transmission lumineuse en fonction de la
force ionique vers la droite. La concentration élevée et la nature du milieu de suspension semblent

favoriser une meilleure résistance osmotique.
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Ifigure 60 : courbes témoins de la résistance osmolique des hématies (EDTA) et
des plaquettes (EDTA, citrate).

La température est également un facteur prépondérant au niveau du gonflement osmotique
des plaquettes et donc de leur résistance a l'influx d'eau. Les plaquettes présentent une fragilité
diminuée aux températures basses (8-10°C). Cette analyse confirme les résultats présentés par
Zahavi (47) en utilisant le Fragiligraph. La température de 37°C provoque une fragilisation des
plaquettes. Comme l'avait précisé Vigneron (107), la plus forte résistance des plaquettes a
I'nypotonie par abaissement de la température est semblable a ce qui est décrit pour I'érythrocyte

et résulte vraisemblablement du changement des propriétés élastiques de la membrane.
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10.2. Premiére application de ce test dans un protocole d'étude

L'analyse de l'incidence d'une procédure de traitement pour des patients dialysés, a montré
une augmentation de la résistance osmotique des plaquettes aprés cette phase thérapeutique.
L'opération de traitement semble favoriser une sorte d'épuration des cellules les plus fragiles
(4gées). Le prélévement sanguin aprés dialyse du patient semblerait donc composé de cellules en

moyenne plus jeunes et ainsi plus résistantes a une contrainte hypotonique.

10.3. L'évaluation de la viabilité des concentrés plaquettaires
suivant le mode de préparation ou le délai de conservation
constitue la deuxiéme phase de l'étude.

L'influence de la technologie de séparation pour préparer des concentrés plaquettaires en
aphérése, sur la viabilité, peut étre caractérisée par la résistance osmotique. Les mesures sont

sensibles aux traitements que subissent les plaquettes.

L'étude de la conservation de différents concentrés plaquettaires, met en évidence une
diminution de la résistance osmotique en fonction des jours écoulés. La diminution de I'amplitude
du signal de transmission lumineuse couplée a une stabilité de la concentration plaquettaire,
démontre un affaiblissement de la faculté de gonflement, voire une rupture de la membrane (lyse)
plus rapide. Les seuils de transmission calculés (25, 50, 75%) qui correspondent a une force ionique
plus faible a j=5 qu'a j=0, sont des indices de caractérisation de la mesure de la résistance
osmotique. Ces résultats globaux permettent de préciser la viabilité potentielle des plaquettes
conservées. La viabilité des plaquettes évolue différemment suivant le type de concentrés
préparés. Un classement des différents séparateurs cellulaires en fonction de l'efficacité est
possible.

Le test de résistance osmotique s'est incorporé dans un protocole d'étude concernant
I'évaluation du séparateur Amicus de chez Baxter. Cette premiére étape permet de proposer
l'utilisation du Fragilimétre a des spécialistes et de comparer les résultats avec d'autres tests

référencés. Cet outil de séparation cellulaire permet de préparer des poches de concentrés
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présentant une résistance osmotique relativement hétérogeéne comparée aux autres séparateurs.

Par contre, ces suspensions semblent mieux préparées a une conservation sur cing jours.

Cette étude "Amicus", a été également l'occasion d'évaluer le test RCH. Les résultats
obtenus permettent de vérifier le principe de mesure. Une augmentation de l'indice de réversibilité
semble constatée en fonction des jours de conservation (pourtant l'altération des plaquettes causée par le
délai de conservation devrait diminuer cette capacité de retour a une forme initiale suite au choc osmotique). Et,
une diminution du pourcentage de gonflement est observée suivant le délai de conservation
(corrélant les résultats obtenus avec l'autre test). Une étude un peu similaire effectuée par Jung (76) a
montré que cet indice reste quasiment stable sur cing jours (RCH en transmission sur des poches CPA).
Ce premier bilan permettra une optimisation de la technique (RCH) pratiquée sur le Fragilimeétre,
et surtout un ajustement des paramétres de concentration et de dilution pour des résultats plus
sensibles. Ainsi, il serait peut étre plus judicieux d'effectuer des chocs osmotiques avec une
dilution 1/3 : 2 volumes de PRP (concentration proche de 300.10° plaquettes/L sur citrate) avec 1 volume
d'eau distillée. Cette contrainte hypotonique limitée autorisera un gonflement sans dommage

majeur des plaquettes.

Les différentes caractérisations de la viabilité des plaquettes sont permises par la sensibilité
significative du test de réponse osmotique des plaquettes par dialyse lente. Les résultats pour
chaque analyse sont riches en informations. Régulierement dans cette étude, la caractérisation des
échantillons s'est appuyée sur les indices de résistance osmotique définis par des seuils de
transmission calculés en pourcentage de la pleine échelle, exprimés en force ionique. Ceux-ci sont
indispensables pour une premiére approche de la viabilité des plaquettes. La prise en compte de
certains paramétres déduits des valeurs arbitraires (amplitude et pente du signal lumineux) se révélera

certainement trés importante pour affiner I'évaluation de la viabilité des plaquettes étudiées.

Ces premiers éléments d'évaluation du test proposé :
réponse des plaquettes a des variations de pression osmotique,
permettent d'approcher les notions de fragilité osmotique ou résistance osmotique des plaquettes

dans différentes situations hématologiques (107).
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Syn‘l'hése sur la
mesure de fragilifé
plaqueﬂ'aire



La physiologie et le role de la plaquette dans la circulation sanguine semblent désormais
bien connus. La plaquette est fortement impliquée dans I'némostase primaire, par sa capacité
d'activation, et dans le mécanisme de la coagulation.

L'importance de cet élément dans I'organisme nécessite d'approfondir les recherches pour
accroitre les connaissances sur ses propriétés, de diagnostiquer les éventuelles anomalies de
fonctionnalité et de contrdler sa viabilité dans différentes conditions hématologiques. La plaquette
est un des éléments figurés du sang les plus complexes : forme, structure, réle, ... .

L'étude des propriétés rhéologiques et I'évaluation de la viabilité des plaquettes, peuvent
étre effectuées par l'exploration de la fragilité osmotique.

Les caractéristiques de cette cellule (petite, transparente, d'activation facile, ...), complétées d'un
travail bibliographique basé sur l'approche du comportement des plaquettes en milieu
hypotonique, ont permis une sensibilisation aux différents problémes de mise en ceuvre d'un test

de suivi du comportement osmotique de ces cellules.

L'objectif de ce travail était donc de développer une nouvelle technique entiérement
automatique de mesure de la résistance osmotique des plaquettes et d'apporter les premiers
éléments de validation de cette technique. Les deux principales fonctions de l'appareil se sont
attachées a l'utilisation d'une dialyse lente pour provoquer la décroissance de la force ionique dans
la suspension analysée, et au choix d'une lecture de variation de transmission lumineuse a travers
la suspension plaquettaire comme source d'informations pour caractériser les modifications

morphologiques des plaquettes.

L'analyse de la réponse du systéme semble confirmer les attentes théoriques et les
informations tirées de la bibliographie (voire "Etat et approfondissement de la question” § 7 partie
IT). La diminution progressive de la force ionique au niveau de la suspension étudiée induit un
gonflement, également progressif, des cellules (par influx d'eau 4 I'intérieur des cellules pour compenser la
variation de pression osmotique entre le milieu intra et extra cellulaire). Une relation de proportionnalité
entre ces deux données semble s'établir. En effet les courbes obtenues : évolution du signal de
conductance et de transmission en fonction du temps, révélent effectivement une variation inverse,
mais proportionnelle (avec évolution de la proportionnalité au cours de la mesure). La construction de la
courbe de transmission lumineuse en fonction de la force ionique, exprimée entre 0 et 100% de la
pleine échelle, permet de définir la cinétique de gonflement des plaquettes. Les indices de

transmission (init, 25, 50, 75 %) pourraient étre corrélés a des seuils de changement de volume.
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Le calcul des pentes permettrait de définir une vitesse de gonflement des plaquettes, et donc
d'approcher leur résistance membranaire. Une pathologie des membranes plaquettaires, ou une
éventuelle vieillesse des cellules, ou une altération des membranes, ..., suffirait a modifier cette
cinétique de gonflement. L'analyse des résultats permettra de distinguer ces différents cas de
fragilisation des plaquettes (déplacement de la courbe notée "classique" vers la gauche).

Toute cette approche est permise en considérant les propriétés optiques des plaquettes. La
technologie choisie pour mesurer ces changements de volume semble suffisamment sensible et
fiable. Les données théoriques complétées par les travaux de divers auteurs et par les
expérimentations menées, semblent autoriser l'analyse d'une variation de transmission lumineuse a
travers une suspension de plaquettes afin de caractériser les modifications géométriques des
cellules.

Le graphique (fig 61) peut permettre de résumer le comportement morphologique des
plaquettes soumises a des variations de pression osmotique différentes. En premier lieu, la
décroissance de la force ionique (0,155 M a 0,02 M) induit un gonflement des cellules. Au contraire
une augmentation progressive de la force ionique (0,155 M 3 0,2 M) conduit & un rétrécissement des
plaquettes. Si la premiére suspension (plaquettes gonflées) est utilisée pour une mesure avec une
dialyse contre une solution isotonique, alors les plaquettes retournent vers leur géométrie initiale
(normale 7). Si avec la deuxiéme suspension (plaquettes rétractées) une mesure "classique est
effectuée (dialyse contre l'eau distillée), alors les plaquettes gonflent. La relation entre le
gonflement ou le rétrécissement des cellules en fonction de la force ionique est significative. Par
contre, les différentes limites hypertoniques ou hypotoniques, que peuvent subir les plaquettes

sans dommage, restent a étre approcher, voire a quantifier.
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minutes puis mesure enl
isctonicé (0.155 M

BRI Lo mesure e hypertonicité]:
(0.2 M) durant 20

minutes, suivi dune
mesure “classigue”™

temps(s)

Figure 61 : représentation des transmissions lumineuses, en valeurs arbitraires
en fonction du temps, en relation avec différentes conditions de mesures
appliquées & un méme PRP (plaquettes issues de sang total prélevé sur I'anticoagulant
EDTA).
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Le suivi de la lyse cellulaire pendant les mesures est plus délicate. Initialement, il est
judicieux de bien déterminer ce que représente la lyse des plaquettes. La lyse ne peut étre associée
a la détérioration totale de la cellule en petits fragments membranaires. Par contre, la sécrétion de
certaines substances et de certains constituants cytoplasmiques (granules par exemple) est
significative de la lyse. Ainsi, cette derniére peut étre appréciée par la mesure de la libération
progressive d'un facteur plaquettaire comme la sérotonine, la béta thromboglobuline, ... . La
morphologie plaquettaire résultante de la lyse peut se caractériser par une "ombre" cellulaire. La
plaquette conserve sa paroi membranaire. Une augmentation de volume excessive, par un
dépassement du seuil critique de gonflement osmotique, semble induire un début de lyse. Ainsi
'ouverture de pores dans la membrane plasmique favoriserait la libération des constituants intra-
cellulaires. Compte tenu de linformation lumineuse recueillie, dépendante du changement de
volume mais plus encore du changement d'indice dans la cellule (par dilution ou sécrétion des
constituants), les mesures effectuées devraient étre sensibles & ce facteur de lyse.

La recherche des valeurs en force ionique engendrant le début de la lyse cellulaire reste
délicate dans son approche. La définition d'une fonction arithmétique de calcul pour dissocier la
cinétique de gonflement de la lyse cellulaire sera certainement nécessaire.

Les résultats, publiés par Vigneron (108), sur la détermination du pourcentage de lyse en
fonction de la force ionique pour des plaquettes issues de sang total prélevé sur EDTA sont
illustrés sur la figure 62. Le degré de lyse a été évalué par la mesure des protéines plaquettaires
libérées (contrdle des résultats par la mesure d'autres paramétres : activités enzymatiques par exemple). Le
graphique présenté fournit également les caractéristiques de la réponse osmotique des plaquettes
(issues de sang total prélevé sur EDTA), mesurées par le Fragilimétre en dialyse lente. Les valeurs de
forces ioniques correspondant au début de lyse (écart type important) et celles correspondant a
I'indice 100 % de transmission sont trés proches. Cette analyse semblerait donc indiquer que la
lyse dans notre systéme débuterait dés l'atteinte du seuil 100% de transmission. Si pour ce seuil de
transmission maximale, il est considéré queria plaguette a atteint son volume critique, la suite des
informations recueillies pourrait permettre de préciser ce paramétre de lyse cellulaire.

Les résultats concernant la mesure de la lyse ont été déterminés par une technique basée
sur des chocs hypotoniques (adaptation de la technique habituellement appliquée 4 la mesure de la fragilité
des hématies : Dacie). La dialyse quant a elle, méme si elle permet aux plaquettes de subir le choc de
mani€re progressive, provoque une chute de la force ionique jusqu'a environ 0,014 M aprés 30

min. La pression osmotique exercée se révele trés importante. La lyse devrait donc étre constatée.
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Figure 62 : courbes comparatives de la lyse plaquettaire
Courbe représentant le pourcentage de lyse de plaquettes (anticoagulant EDTA) en
fonction de la force ionique d'aprés Vigneron (108}, et courbes enveloppes
moyennes de la transmission lumineuse, en fonction également de la force
ionique, exprimée entre 0 et 100% correspondant 4 la mesure de la résistance
osmotique de plaquettes (prélevées sur EDTA) sur le Fragilimétre en dialyse lente.

Remarque : des mesures effectuées sur des temps plus longs (de 20 a 40 minutes) montrent des résultats différents
pour la partie des courbes consécutives au seuil 100% de transmission. En effet, soit la transmission
maximale demeure quasi constante (légére diminution au cours du temps), soit une chute de
transmission lumineuse est constatée. L'interprétation est trop délicate pour l'instant, mais il est

certain que d'autres phénoménes physiologiques propres aux plaquettes apparaissent.

Finalement, le gonflement osmotique et la lyse semblent étre des facteurs d'approche de la
viabilité des plaquettes. Une suspension de PRP, préparée par centrifugation classique a partir de
sang total, se compose de différentes populations en fonction de 1'dge des cellules. Effectivement,
une plaquette est caractérisée par une durée de vie limitée (7 jours). En considérant que des
cellules vieillissantes sont plus fragiles osmotiquement, le test effectué sur le Fragilimétre devrait y
étre sensible. L'analyse du comportement osmotique sera dépendante de I'dge moyen des cellules,
et une procédure de déconvolution du signal mesuré (par exemple) permettra peut étre une

distinction entre des populations cellulaires en terme de fragilité.

Désormais, le Fragilimétre propose donc deux tests de réponse osmotique des plaquettes.
Le test RCH déja connu par un certain nombre de laboratoires peut étre réalisé de fagon
entiérement automatique avec éditions et sauvegardes des résultats. Le deuxiéme, théme principal
de cette étude, permet quant a lui des analyses plus poussées et plus riches en informations sur le

comportement des plaquettes dans des situations hypo ou hypertoniques.
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Evolutions

Technologiques en vue
du Transfert Industriel
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Le premier projet qui se proposait de fournir un systéme de mesure semi-automatique de

la résistance osmotique des membranes des hématies, s'est décomposé en trois principales phases

consécutives : étude de faisabilité, mise en ceuvre d'un prototype, transfert industriel.

La mesure d'hémolyse est encore actuellement réalisée manuellement (technique dite "Dacie").
Bien qu'elle renseigne sur I'évolution de certaines pathologies du sang, elle est boudée par les
laboratoires d'hématologie parce que longue et fastidieuse. La réalisation d'un appareil de mesure

automatique réconciliera cette technique avec le milieu médical.

La mise au point d'un prototype a permis initialement l'optimisation technique de la
mesure. Depuis sa conception de nombreux protocoles d'étude sur la fragilité des hématies ont été
conduits, ce qui démontre d'une part la fiabilité de l'appareil et d'autre part l'intérét porté a ces
mesures. La sensibilité des mesures et la reproductibilité des résultats sont satisfaisantes et

autorisent l'étape suivante : le transfert industriel.

La commercialisation des premiers appareils permettra d'établir une validation biologique.
En plagant plusieurs de ces appareils dans des centres d'analyses en hématologie, une comparaison

des mesures sur des mémes types d'échantillons de sang servira de support a cette validation.

Le transfert industriel pour ce projet technique a donné lieu a la création d'un contrat de
licence (N° 96 014) entre 'Université H. Poincaré et la société Régulest. Cette entreprise acquiert

ainsi les données technologiques et se charge de la commercialisation.

La version prototype du Fragilimétre avait été élaborée pour répondre a l'objectif de sa
future industrialisation. Mon intervention devait s'attacher a une évolution de l'appareil en
considérant les différents colits (réalisation, matériels), les nouveaux choix technologiques,
'encombrement, les directives proposées par la société chargée de la commercialisation et en
incluant les adaptations aux nouveaux tests proposés pour le suivi de la fragilité osmotique des
plaquettes. Le souci pour chaque industriel est de disposer d'un outil fiable fournissant les
résultats escomptés avec une technologie avancée et de cofit réduit. L'appareil regroupe quatre

grands domaines d'activité . mécanique, optique, électronique et informatique.

156



Les différentes étapes du transfert technologique se sont donc construites ainsi :

e ¢laboration du cahier des charges en tenant compte de I'évaluation du prototype,

des améliorations envisagées, du choix des matériels, des choix de l'industriel, ... ;
e modifications des dessins mécaniques et réalisation des différentes picces |
e ¢étude et réalisation des cartes électroniques plus compactes ;

e adaptation du logiciel informatique aux choix matériels, évolution dans le cadre des

tests de réponse des plaquettes aux variations de pression osmotique ;
e montage, réglages, essais, mesures ;
e validation technique ;

e réalisation du dossier technique regroupant toutes les données nécessaires a la

construction d'un appareil.

Ces différentes phases vont composer cette partie du document, en se consacrant aux
généralités, sans surcharge de données ou d'illustrations techniques pour respecter une certaine
confidentialité. Le dossier technique réalisé, qui est entre les mains de l'industriel, doit demeurer

confidentiel.
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Le cahier des charges a été établi en collaboration avec M Bauquis l'industriel concerné, M

Didelon le concepteur initial, M Stoltz directeur du laboratoire, et moi-méme.

La figure 63 permet de montrer la vue d'ensemble du prototype Fragilimetre.

Les plus importantes modifications ou adaptations concernent la mise en ceuvre de
moteurs pas a pas pour remplacer les moteurs synchrones ferrites, le remplacement de la source
laser par une petite diode laser (alimentation 0 et 5 v), réduction du nombre de composants
électroniques et du céblage, la diminution des dimensions de l'appareil, I'amélioration du systéme
de fixation des sondes de conductance, I'adaptation du logiciel informatique, ... .

L'analyse s'est effectuée par module (voir figure 63), en détaillant des sous rubriques

correspondant aux éléments a supprimer, a modifier et a créer.

Module de fixation-libération du bras

,,,// Module d'introduction et de séparation automstique © iRgaton- Hbe 3
du bras support d'enceinte de la cuve {C} support d'enceinte & échantiflon (B}
Emplacement %
des circuits Enceinte & échantillon
électroniques et son supgert amovible {A}
et des .
alimentations ‘
[ i i
Asdule de mise en contact de la ceintare i ‘ 1
nigue avee la cuve (B) b f
]
(A W— - i nl
i 1 ! — A !
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&) e L W ! !
s & way ;
! i - 6!‘_.._.~ = :
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Emplacement ﬁ N ﬂ!. n’m ;n I
e cireutts AR RN |
b, ¢ / {
électroniques ' N // :
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i alimentations L |
i
/ > 3
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. // diode laser .
— - Alim. HT / !
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T P et de conductivité (D) I T
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Figure 63 : schémas mécaniques correspondant aux vues d'ensemble du Fragilimétre prototype (vue de
dessus : partie inférieure de la figure, vue de c6té : partie supérieure de la figure).
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2.1. Section mécanique

= Module de fixation-libération du bras support d’enceinte a échantillon
suppression :
« du moteur (accompagné de ces piéces de fixation) ;

« des capteurs optoélectroniques et des pieces de début et de fin de course.

modification :
« position et forme du ressort, pour conserver le systéme de pression sur le porte
échantillon ;
« les piéces "support" sont scindées en une seule ;

. longueur de I’axe de rotation a ajuster.

= Module d’introduction-séparation automatique du bras support d’enceinte dans la cuve

suppression :

« du systéme de roues dentées et de la courroie ;
« du moteur Crouzet synchrone ;

« des différentes piéces liées a ce type de moteur.

modification :
. différentes piéces pour n’autoriser que des mouvements automatiques (la possibilité de
lever la platine manuellement est supprimée) ;

« bagues (rondelles) entre les différentes piéces le long de ’axe.

création :
« insertion d’une bague de liaison entre le moteur et I’axe principal (joint Oldham) ;
« support du moteur pas a pas ;
« support pour capteurs optoélectroniques (position intermédiaire) ;

« roue codée sur axe (position intermédiaire).

=> Platine support des sondes de conductances et de la sonde de température

modification :
- systéme de fixation des sondes de conductance ;

- épaisseur de la piece ;

159



« fixation des cables électriques.

= Module optique

suppression :

. diode Laser avec son alimentation spécifique ;
« piece support de la diode ;
« une partie des guides optiques et de leur support (le chemin optique est réduit).

modification :
« sur le guide optique restant (proximité de la cuve de mesure), une lame semi-transparente

remplace le miroir.

création :

« support de la nouvelle diode Laser.

=> Platine inférieure

modification :
« créer et vérifier les différents points de pergage par rapport aux nouvelles piéces et

celles supprimées.

= Coffret

suppression :
- contre poids de la porte.

modification :
« dimensions des pattes d’emboitement sur le chassis ;

« vérification des différentes cotes portées sur les dessins.

= Divers

- modification des pieces support des cartes électroniques suivant les choix effectués ;

« suppression ou non du ventilateur pour le refroidissement de la ceinture thermique ?
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2.2. Section électronique

suppression :
« électronique pour le module de libération - fixation du bras support d’enceinte a

échantillon ;
« 4 sorties BNC a ’arri¢re de 'appareil ;
« régulateur CAL 9900 ;
« signalisation sur la face avant

« commande des moteurs synchrones ferrites (configuration : relais).

modification :

. amplification des signaux mesurés (transmission lumineuse, conductance, température),
réduire le nombre de circuits intégrés ;

. différentes possibilités dans le choix des composants ;

. alimentation des différentes cartes, circuits et composants (diode Laser, résistances de

puissance pour la montée en température de la ceinture thermique, ...} ;

®

possibilité d’utiliser une seule carte multitensions avec une puissance suffisante ;

optimisation du cablage, réduire la connectique.

création :

. régulation de température, assurée par une carte €lectronique a créer (composants
spécifiques, consigne envoyée par le micro-ordinateur). Cette carte assure également
I"amplification du signal de température et la commande en puissance des résistances
de chauffage ;

. commande électronique du moteur pas & pas (circuits a définir).

2.3. Section informatique

suppression :

« certains calculs et certains affichages, principalement au niveau de la feuille de résultat
(tout ce qui n'est pas utile pour U'interprétation de la mesure) |

« tracé des aires sous la courbe (limiter la consommation d’encre) ;

. calculs et impressions des paramétres non caractéristiques (F(t) & 50%, et les divers calculs

de surface).
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modification :

. commande de montée et descente du module d’introduction de 'enceinte dans la
cuve, ainsi que la commande pour serrer ou non la cuve dans la ceinture thermique

(gestion des moteurs pas 4 pas) ;

« gestion de 'imprimante (choix de l'imprimante HP deskjet 660C).

création :
« possibilité de choisir la température de consigne, la durée de la mesure
- inscription sur la feuille "résultat" de I'heure du début de la mesure ;
. création d'un fichier texte pour enregistrer le nom du laboratoire utilisateur, pour une
inscription sur la fiche "résultat” ;
« affichage écran des valeurs des deux températures : consigne et réelle ;
« possibilité de visualiser les valeurs en tension ou converties (décimales) de la

transmission et de la conductance.

2.4. Evolution du cahier des charges au cours de 1'élaboration

de la version industrialisable

Le cahier des charges permet de définir les principaux objectifs, mais pendant la phase de
réalisation et conception certains autres choix ou autres modifications simposent. Le souci majeur
restant l'optimisation et la fiabilité de l'appareil, les tests de fonctionnalité pratiqués au fur et a
mesure permettent d'ajuster et de modifier certains points.

Par exemple, aprés des essais de régulation de température avec des composants
électroniques de puissance, il s'est avéré que pour une régulation optimale seul un régulateur du
type PID (critéres de proportionnalité, d'intégration et de dérivé) géré par un microcontréleur permet
d'asservir rapidement le systéme de chauffage 4 la température choisie (habituellement a 37°C).

La réalisation du capot se fera par une société spécialisée en plasturgie, pour donner un
design en adéquation avec les produits commercialisés actuellement, d'un poids réduit et d'un

colit, aprés financement du moule, amoindri.
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La démarche a consisté a conserver les dessins des piéces qui n'ont & subir aucune

modification, a supprimer certaines, a modifier d'autres et a créer les nouvelles afin de répondre au
cahier des charges. La présentation des dessins mécaniques, des vues d'ensemble et de montage
est proposée sur un format A4 pour faciliter leur exploitation et leur impression.

Une mise a jour continue pendant toute la phase de transfert industriel a permis d'aboutir a
un dossier mécanique complet. La nomenclature fait état de 58 dessins différents (pour 66 piéces),
complétés des recommandations de fixation (emplacement et vis). De nombreuses vues d'ensemble

(exemple fig 64) fournissent une aide au montage (avec réglages éventuels).

i
Moteur pos o pos£
type &0 927003 |
CROUZET [

i

OSSR {

Figure 64 : exemple de vue d'ensemble pour le montage du Fragilimetre
version industrielle.
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Apreés les tests habituels sur "plaquette" d'essai afin de vérifier le bon fonctionnement de

chaque structure, les différents schémas électroniques ont été réalisés sur un logiciel spécifique.

Une premiére carte permet la gestion des moteurs pas a pas, ainsi que le traitement des

signaux de conductance et de transmission lumineuse.

La deuxieme se compose d'une sécurité pour éviter une surchauffe au niveau des ceintures
thermiques. Un rangement ou rack accueil l'ensemble : alimentations et cartes réalisées, au format

Europe.

Toutes les cartes sont reliées a une carte "fond de panier" qui réalise l'interconnexion entre
les divers organes. Cette carte est composée de multiples connecteurs assurant les
communications électriques, électroniques et informatiques entre les capteurs (de position,
photocellule, sondes de conductance, sondes de températures), le régulateur de température, la diode laser,
les résistances de puissance (systéme de chauffage), les moteurs pas a pas, la carte d'interface entre
l'appareil et l'ordinateur, ... .

Chaque module de traitement de l'information (transmission lumineuse et conductance) est
équipé de résistances variables afin de régler, d'affiner la sensibilité des mesures et de limiter
I'amplitude des signaux a une échelle 0-5 v. Des filtres du second ordre permettent d'éliminer entre
autre la fréquence parasite du secteur (50 Hz).

Méme si l'électronique (cartes et cablage) est dissimulé a l'intérieur du coffret, cette derniére
doit étre "propre" pour satisfaire une esthétique d'ensemble et ainsi faciliter un dépannage

éventuel.

Toutes les données : composants, schémas électroniques, typons, schémas d'implantation,

schémas de pergage, protocole de réglage, cablage sont fournis dans le dossier technique.
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Le fragilimétre est entiérement géré a partir d'une unité informatique (PC de type Pentium).

Des programmes écrits en langage de programmation Turbo C++ composent le logiciel. Une carte
interface PC-ADCI12B8V/D de chez Digimétrie permet d'acquérir et de convertir les tensions
analogiques 0-5 v (systéme interne de synchronisation par Timer pour un échantillonnage précis), de gérer les

signaux numeériques et de commander des tensions de sortie analogiques (0-5 v).
Le logiciel informatique est destiné :
e 3 l'automatisation de I'appareil (commande des divers moteurs, action sur la régulation) |

e 3 la gestion de l'interface graphique (écran), du clavier et de la souris (éléments de

communication entre I'utilisateur et le programme) ;
e 3 l'exécution de la procédure d'étalonnage des sondes de conductance ;
e 3 la réalisation des mesures (acquisition des données) ;
e aux traitements, aux calculs, a l'affichage des résultats ;

e 34 la sauvegarde des fichiers de données pour chaque mesure (avec un systéme

d'archivage congu pour permettre une recherche rapide d'anciens fichiers).

résishnre psmotique des plaguetes

de mesure

T8 conrductance

Uotre chaix ¢

Figure 65 : fenétre graphique affichée sur l'écran de l'ordinateur proposant le
menu principal des différentes actions envisageables (commande de l'automatisation,
mesures, traitements, sauvegardes, ...).
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Tous ces modules sont proposés a l'utilisateur, et sont en quelque sorte regroupés sur la figure

65 (la fenétre écran, qui affiche les différents choix, est en attente d'un retour d'information de l'utilisateur par

P'intermédiaire soit du clavier numérique soit de la souris).

Les principales modifications informatiques vis & vis du logiciel initial (prototype) sont

induites par :
@

la commande des moteurs pas a pas ;

I'utilisation d'une nouvelle carte d'acquisition (Digimétrie) ;

la gestion de la température de consigne directement par l'ordinateur ;

la gestion de la souris, ajoutée aux programmes initiaux afin de proposer a
l'utilisateur un deuxiéme moyen de communication ;

les modifications souhaitées au niveau des résultats édités ;

la création d'un fichier complémentaire permettant l'enregistrement, lors de
I'installation sur site, des informations sur le laboratoire et l'affichage de ces
caractéristiques (nom, voire adresse) sur la fiche de résultats ;

la possibilité de visualiser en direct l'information transmission ou conductance afin
de vérifier ces signaux (maintenance) ;

I'amélioration de la page graphique pour I'étalonnage des sondes de conductance |
l'affichage sur la fiche résultats de I'heure du début de mesure |

l'option concernant I'ajustement du temps de mesure ;

les modifications quant aux procédures de sauvegarde aprés mesure.

remarque : des modifications quant au systéme de numérotation des fichiers de sauvegarde sont réalisées pour ne

pas confondre les mesures effectuées sur des hématies et sur des plaquettes

L'illustration de ces modifications est proposée par le développement succinct de deux

exemples.

@ Le menu principal (fig 65) propose désormais en rubrique 3 le réglage de certains

paramétres (fig 66).
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| - température de oonmgne :
~ durée de la mesure

-~ valeur de transmission

- — wvaleur de mnductanée

— Echap pour quitter

Figure 66 : fenétre’ graphique affichée si l’utiiisateuf dééire iﬁtervem'r ’sur les
paramétres de mesure.

Ce systéme de dialogue avec ouverture de fenétre graphique permet une démarche souple
et facile d'utilisation. A chaque instant, le retour au menu initial est proposé. Pour les paramétres
de mesure, les deux premiéres rubriques (1 - 2) imposent ensuite un choix de valeur (température de
consigne désirée, durée de la mesure). Les rubriques 3 et 4 permettent une lecture et un affichage, tous

deux en continu, des valeurs de transmission (fig 67) ou de conductance.

équivalent tension

~ Echap pour quitter

Figure 67 : fenétre graphique proposée pour visualiser les valeurs en continu du
paramétre intensité de transmission lumineuse captée.
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@ L'élaboration d'un algorithme (fig 68) facilite la compréhension, la construction et

I'assemblage des jeux d'instructions dans le programme de commande des moteurs pas a pas.

Commentaires :

Retour au mens " S?Gm?; i .
« . selectionné dans
principal menu principal

Fin de cetto Lecture : états des

procédure capteurs de position

Test :
valeur
a

Envoi bit signal seas
Envoi bit = impulsion pour
avance d'un pas

A
Envoi bit signal seas
Envoi bit = impulsion pour
avance d'un pas

Figure 68: algorithme de programmation pour la procédure de commande des moteurs pas & pas.

A la lecture de cet algorithme, les différentes phases de fonctionnement des moteurs,
suivant les informations fournies par les capteurs de position, sont définies. Les capteurs
optoélectroniques délivrent une information binaire correspondant a la présence ou non de chaque
partie mobile a son niveau. Le mouvement des deux structures : plateau supérieur support du
porte échantillon et demi-ceinture thermique, s'effectue par pas et n'est autorisé qu'aprés
validation des tests sur les valeurs binaires acquises. L'avance ou la rotation est ainsi commandée
par dés instructions informatiques regroupées dans une "boucle"”. La sortie d'une boucle (arrét du

mouvement) est effective dés que le test est positif (valeur binaire = 1).
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Le transfert industriel reste l'objectif majeur pour un produit développé dans un laboratoire

de recherche. Il engendre une valorisation (de I'équipe, du laboratoire, de I'entreprise, de la région) et par
sa commercialisation future un retour de capital.

L'effort réalisé pendant ces quelques années de recherche et de conception a permis de
finaliser un appareil automatique de mesure de la fragilité osmotique d'éléments figurés du sang :
le Fragilimetre.

La premiére version qui sera prochainement commercialisée sera destinée au suivi de
I'hémolyse des hématies soumises a une contrainte hypotonique progressive induite par dialyse
lente. Une seconde phase, aprés validation des travaux effectués sur le comportement osmotique
des plaquettes, permettra de proposer également le Fragilimetre comme outil de test de fragilité
plaquettaire. La possibilité, désormais, de pratiquer également le test dit "réponse au choc

hypotonique" complétera le champ des applications.

Ce transfert industriel par la conception de deux nouveaux appareils et du dossier
technique complet (dessins mécaniques, schémas électroniques, programmes informatiques, explications) est

arrivé a son terme. Certains aspects ont facilité ce travail :

e un prototype initial dans une version préindustrialisé, fiable, fonctionnel et déja
utilisé en routine (permettant d'analyser certaines contraintes, de tenir compte des premiéres
critiques, ...} ;

¢ un dossier technique et scientifique précis (prototype) ;

e la mise a disposition de matériel (informatique, logiciels, outils, instruments de mesure) ;

e des réunions de travail constructives entre les différents collaborateurs pour ce

projet ;

Le transfert industriel du Fragilimétre a concerné de nombreux domaines (mécanique,
électronique, optique et informatique). Il a été une source continue d'expériences et d'enrichissements
techniques. Enfin c'est un projet qui a permis de naviguer entre le secteur privé (contraintes

industrielles, nécessité de résultats : appareil, ...) et un laboratoire de recherche (études, publications, ...).
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approche théorique et expérimentale sur les variations d'intensité lumineuse observées a travers

une suspension de plaquettes soumises a des variations de pression osmotique.

Les premiers résultats de la réponse osmotique des plaquettes, obtenus sur le Fragilimétre,
laissent présager d'un intérét certain pour ce test. La possibilité d'évaluer la viabilité des
concentrés plaquettaires est déja une facette importante. La caractérisation des procédures
d'isolement de ces cellules, des matériaux plastiques utilisés (poches), de la température de

conservation, de l'agitation lente, ... s'en trouve plus aisée.

L'utilisation du "Fragilimétre" avec ses différentes adaptations, pour le suivi de la viabilité
des cellules par le test en dialyse lente et le test RCH, associée a un traitement informatique
apporte des résultats fiables, précis et reproductibles. La gestion des données par un ordinateur
autorise I'évolution des procédures de calcul et d'édition des résultats. De plus, les données issues
de l'utilisation d'une seconde source lumineuse excitatrice (longueur d'onde différente), du recueil de
la diffusion a un angle déterminé (par la mise en place d'une deuxiéme photocellule), ..., pourraient offrir

des possibilités de calcul et de caractérisation de la géométrie des cellules pendant les mesures.

Une approche plus précise des caractéristiques physiologiques de la plaquette (changement
de forme, augmentation de volume, lyse, agrégation spontanée, ...) au cours de la décroissance de la force
ionique, doit étre menée. Le dosage des marqueurs de lyse (sérotonine, BTG, ...) devrait, par
exemple, signifier la présence ou non d'une lyse cellulaire. La quantification des glycoprotéines
membranaires (Gpllb/IIla, Gplb) et de la P-

sélectine soluble devrait permettre d'approcher l'état d'activation des plaquettes. Une
recherche de la présence de microvésicules pourrait étre tentée. Enfin une procédure de
visualisation par microscopie optique avec du matériel adéquat et optimisé, serait la technique

idéale pour prouver et illustrer I'évolution géométrique des plaquettes.

L'analyse de tous ces résultats conduira a l'optimisation du traitement des données fournies
par le Fragilimétre, et permettra de définir les paramétres utiles aux diagnostics de certaines
maladies liées & des anomalies membranaires de la plaquette et principalement de proposer les

critéres nécessaires au controle de qualité des concentrés plaquettaires conservés.

Les résultats seront alors sensibles & I'dge des plaquettes, & leurs possibles altérations
membranaires, a leurs caractéristiques propres d'élasticité membranaire, ..., et certainement de

fagon générale a leurs propriétés rhéologiques.
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portes de la validation biologique dans un premier temps, puis comme pour le suivi de la fragilité

des hématies, un marché commercial international par sa future standardisation.

L'intérét de disposer rapidement de tests fiables et routiniers s'intensifie. Le nombre des
publications récentes traitant de l'évaluation de la viabilité des concentrés plaquettaires par

différentes techniques en témoigne (41).

Cet enthousiasme est renforcé par les possibilités d'analyses supplémentaires dont pourrait
disposer le Fragilimétre. En effet ce dispositif de mesure, basé sur l'analyse d'une variation de
transmission lumineuse a travers des suspensions cellulaires, pourrait permettre d'autres tests

comme l'agrégation plaquettaire.

De plus, le test de fragilité osmotique peut s'adresser a d'autres particules ou cellules
biologiques : spermatozoides (109,110), lymphocytes (111), cellules épithéliales de glande
mammaire de rats (112), ... . Le Fragilimétre peut se révéler un outil d'analyse tres intéressant
pour suivre un gonflement osmotique de nombreux corps cellulaires et ainsi permettre I'évaluation

des caractéristiques de leurs membranes respectives, donc de leur viabilité.

Méme si la majorité des techniques de diagnostic, pratiquées sur le plan médical, ne font
pas toujours la preuve du phénoméne physique et biologique mesuré, les informations recueillies
par leur bonne interprétation permettent d'établir des seuils caractéristiques de distinction

pathologique.

Le Fragilimétre, dans sa version de base, propose un test rapide et entiérement
automatique de mesure en routine de la fragilité des hématies par le suivi de I'hémolyse. La
commercialisation de cet appareil s'effectuera dés la fin de la procédure de validation biologique,
obligatoire entre différents laboratoires. Une seconde licence pour l'application aux plaquettes

sanguines est signée entre I' Université Henri POINCARE et la société REGULEST.

La réalisation du transfert industriel par I'élaboration du dossier technique, complétée par
la conception de deux appareils, a représenté forcément un temps de travail conséquent mais il a

contribué a une valorisation de mes compétences technologiques.
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Study of human platelet osmotic behavior
Development and evaluation of an automated test to measure the platelets response to osmotic
pressure variation

Studying the osmotic resistance or swelling of platelets has often been suggested as a
test to assess the viability of this cell. This evaluation is particular interest to enrich the
rheological understandings, to diagnose eventually membrane anomalies and principally to
insert it in platelet concentrates quality control before transfusion. A number of authors
have analysed the behaviour of platelets in hypotonic media by a variety of complementary
methods (cell count, morphology, determinations of substances released, ...). Most studies
are currently based on the so-called "hypotonic shock response"” test (HSR). Yet any platelet
viability evaluation technique is standardised , used in reference or does correspond with
proper instrumentation.

In this study, we describe an automated test using slow dialysis to assess platelet
osmotic resistance. The "Fragilimeter", device used routinely to characterise RBC fragility,
has been adapted to the study of platelet osmotic behaviour. The variation in light
transmission through a platelet suspension according to NaCl concentration are linked to the
change in cellular volume (lysis) and so characterise viability of the cells. This
interpretation was dealt with a theoretical approach of platelet optical properties completed
by a system response analysis. The results obtained with normal platelets revealed the good
reproducibility and sensibility of the technique and the influence to the measures of several
parameters : anticoagulant (citrate, EDTA), cellular concentration and temperature. The test
was applied to the platelet concentrates quality control for transfusion.

This measure device associated with a processing unit permit adaptations for others
applications, as HSR test (indeed future platelet aggregation tests), and software evolution
for treatment data. Finally the osmotic fragility test can be applied to other particles or
biological cells : spermatozoas, lymphocytes, ...

The response of different executed tests with Fragilimeter, confirmed by a biological
validation, permit to complete measure scale actually operational with this commercialised
apparatus.



SUIVI DU COMPORTEMENT OSMOTIQUE DES PLAQUETTES SANGUINES
Développement et évaluation d'un test automatique de mesure de la réponse des plaquettes
a des variations de pression osmotique.

L’etude de la résistance ou du gonflement osmotique de la plaquette sanguine a souyent éte
proposée comme test d'approche de sa viabilité. Cette evaluation est d'un intérét particulier pour
enrichir les connaissances rhéologiques de cette cellule, pour diagnostiquer d'éventuelles anomalies
membranaires et principalement pour linclure dans le controle de qualité des concentrés
plaquettaires ayant transfusion. De nombreux auteurs ont analysé le comportement des plaquettes en
milieu hypotonique par différentes approches complementaires (numeration, observation
morphologique. dosage de substances libérées, agrégation photomeétrique, etc ...). Actuellement la
majorité des tests cliniques s'appuie sur le test dit de "réponse au choc hypotonique" (RCH).
Cependant aucune technique d'évaluation de la viabilité des plaquettes n'est standardisee, référencee
ou n'a fait I'objet d'une instrumentation propre.

Dans ce travail, nous décrivons un test automatique d'approche par dialyse lente de la
resistance osmotique des plaquettes. Le "Fragilimetre", appareil utilise en routine pour caracteriser la
fragilite des eérythrocytes, a eté adapté pour l'étude du comportement osmotique des plaquettes. La
variation de transmission lumineuse a travers la suspension plaquettaire en fonction de la
concentration en chlorure de sodium est dépendante du changement de volume de la cellule (de sa
lyse), et permet ainsi de caractériser la viabilité de la cellule. Cette interprétation a fait l'objet d'une
approche théorique des propriétés optiques de la plaquette, complétée par une analyse de la réponse
du systeme. Les resultats obtenus avec des plaquettes normales montrent une bonne sensibilite et
reproductibilité de la méthode, ainsi que linfluence sur les mesures de plusieurs parametres :
anticoagulant (citrate, EDTA), concentration cellulaire et température. Le test a été appliqué au
controle de qualité des concentres plaquettaires conserves en vue de transfusion.

Ce dispositif de mesure, associé a une unité informatique, autorise des adaptations pour
d'autres applications comme le test RCH, et des évolutions logicielles de traitements de données.
Enfin, le test de fragilite osmotique peut s'adresser a d'autres particules ou cellules biologiques :
spermatozoides, lymphocytes, ... .

La réponse des différents tests effectués avec la Fragilimetre, confortée a une validation
biologique, permet de completer la gamme de mesures actuellement opérationnelle a l'aide de cet
appareil commercialise.

Mots clés :
Plaquettes, résistance osmotique, dialyse, transmission et diffusion lumineuse,
viabilité.
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