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Les plaguettes sanguines : structure

Plaguette sanguine en MET
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Differentiation mégacaryocytaire et production plaquettaire
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ROle des plaquettes sanguines dans I’lhémostase primaire
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Pathologies plaquettaires congénitales

{ Déficit fonctionnel ] +/- [Anomalie morphologique]+/_ [ Thrombopénie ]

J

[ Syndromes hémorragiques de type cutanéo-muqueux ]
de séveérité trés variable

[Formes syndromiques ou non syndromiques ]

efs.sante.fr


https://www.efs.sante.fr/

Pathologies plaquettaires congénitales

51 génes identifiés en 2016 i Niandk o Late Megakars;opoiesis
. ar egakaryopoiesis & Pro-platelet formation
Production e 1 N P A
Structure ""Hsc EarlyMK ' ' Late MK Pro-platelet !
Fonction formation
@=-@ ~@)~/¢
TPO/MPL Transcription Granule ;ogenesis
Depui s 2016: signalling regulation & trafficking
THPO GATA1 HPS1*  LYST* %
MPL RUNX1 AP3B1* VPS33B* 1
o e e 0%
IKZF5, ABCG5, ABCGS8, KDSR, TRPM7, GFIB HPS5*  NBEA s Ruleion
HOXA11* HPS6*  NBEAL2 regulation
TUBA4A TUBAS8 TPM4 CDC42 MECOM* DTNBP1* .
’ ’ ’ ’ ANKRD26 BLOC1S3" MYHo
ARPCI1B, WIPF1, PTPRJ, RNEA HLPts ACTN1
Pathway FLNA*
MPIG6B, GNE, SLC35A1, GALE, inoompletely s
PTPRJ, ACTB, TPM4, EPHB?2 etc. cycs GP signalling
Ll crics
STIMT* TGA2B
ITGB3
VWF
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Platelet
function

GPCR signalling

P2RY12
TBXA2R
TBXAS1*
PLA2G4A

Other
ANO6

Lentaigne et al, Blood, 2016

Constante évolution => Le NGS a transformé la discipline
Nombreux genes responsables de thrombopénie
Beaucoup moins pour les thrombopathies...
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Diagnostic des pathologies plaguettaires congénitales

Présence d’une thrombopénie At

' 4

Non syndromique
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Zaninetti et al, 2021
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— Clinigue et génétique +++
Séquengages d’exomes tres fréquents 7
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Diagnostic des pathologies plaguettaires congénitales

2¢me intention: tests fonctionnels et phénotypiques mais... techniques manuelles longues,

1ere
intention

complexes, peu standardisées et nécessite des volumes de sang important =>
laboratoires de référence

Agrégation/agglutination CMF: Etude des GP Etude de la sécrétion
ADP GPlibllla )
Collagéne GPIb , > S.EI’ CD,63’, .
Acide arachidonique GPlalla Serotonine, secrétion
Ristocétine d’ATP

2eme
intention

efs.san

3eme
intention

—
@

f

Agrégation/agglutination CMF: complément - Microscopie électronique
CRP GPVI (ultrastructure)
Convulxine Autres Ac - Etude du contenu
TRAP, etc... Test d’activation granulaire

Ne s’envisage que si les anomalies fonctionnelles sont sans ambiguité

Biochimie des protéines
Binding
AMPc, Calcium
Adhésion statique/en flux

Etude génétique
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Diagnostic des thrombopathies

Agrégomeétrie par transmission lumineuse

 Gold standard pour étude des fonctions

5

plaquettaires

" \/,,.:q;z,:':;es
- Realisable en PRPc si absence de | : .
thrombopénie : f ///M
« 20 mL sur citrate dans les 2h E
E ADPY‘/_ "‘\\ COI.I.AGENE‘
« Plaguettes lavées maitrisées par peu de PJV,,*V . L\
labos (étude patients thrombopéniques, —— 3 3 : 1 4

min. min.

beaucoup plus sensible que PRPc)

Boneu & Cazenave
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Thrombopénies/thrombopathies congénitales

Circonstances de découvertes

« Bilan pré-opératoire => mise en évidence fortuite d’une thrombopénie ou anomalie de
I’lhémostase primaire évoquant une anomalie plaquettaire (PFA)

« Exploration d’'un saignement inhabituel (manifestations spontanées ou post
traumatiques/chirurgicales)

+ Exploration d’une pathologie syndromique (TAR, RUSAT, HPS, CHS, Di George, Jacobsen etc.)

Pourquoi rechercher I’étiologie précise

» Pour estimer le risque hémorragique dans la vie courante (éduction thérapeutique si nécessaire),
en cas d’intervention/traumatisme (pris en charge a adapter) et lors de I’'accouchement (risque
pour la mére et/ou I’enfant)

* Mettre en place un suivi adapté (hémato et extra-hémato: RUNX1, MYH9, HPS etc)

» Conseil génétique

efs.sante.fr 10
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Thrombopeénie/thrombopathie: predisposition

aux hemopathies malignes

RUNX1, ANKRD26, ETV6 => génétique indispensable

RUNX1: transmission autosomique dominante (3
familles en Alsace, 2% des thrombopénies heréditaires)

ree
>

Intragenic deletion (3x)

1 50 177 242 411 453
« mutation entrainant une haplo-insuffisance ou un v T . -
1 A : I RELIR LA A B TT [T |11 T
effet dominant-négatif | P ] S H
msts  kase <l 1IN J RITX 11| =rs303s |
K9ms(3x)|§§f H [H S N |
ANi ; i = razaxan R292X 388X
« Thrombopénie sans macrocytose plaquettaire - : ::i..ofm :: | e |
R H (BTl e Y260X
s . . . e R.l.igfs-é L T148fs Ipmfs
« Association avec déficit granulaire Rizq | —llers  T2198s

R139X

Syndrome hémorragique tres modéreé

40% de chance de développer une leucémie

efs.sante.fr 1
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Thrombopeénie/thrombopathie: predisposition

aux hemopathies malignes

RUNX1, ANKRD26, ETV6

ANKRD26: transmission autosomique dominante A Healthy individual  Docrsse nAPICERK ) &
Y activily Proplatelet formation Platelet production
(2 familles en Alsace, 6% des thrombopénies i "
ST &) — s
héréditaire) . “atlas
@IAK JAK @
P . RUNX1@ ®i
« Défaut dans la formation des pro-plaquettes P oz | |
, . . , N \ MAPK/ERK /
=>thrombopénie parfois sévere (8-100 G/L) sans
i (" Increase in MAPK/ \
macrocytose plaquettaire B THC2 patint oot P e
« Hémorragies rares mais parfois sévere (liees a la %i;, —
numeration) 3
+— ANKRD26 r"
« dysmégacaryopoiese o EsERE )

Bluteau et al, 2014

« Hémopathies dans environ 50% des cas (LAM,
LMC, LLC, LA non classées)
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Thrombopeénie/thrombopathie: predisposition

aux hemopathies malignes

RUNX1, ANKRD26, ETV6

ETV6: transmission autosomique dominante (4% des

thrombopénies héréditaires)

= S 33
$EI222E=3 32 SSSES
R R R R RN

e

* Mutations ponctuelles +++ [ PNT | _ETS

1 55 122 421 452

P214L

« Connu dans la leucémie de I’enfant (1%)

Transcriptional repression DNA binding

* thrombopénie modérée (souvent > 75 G/L) sans
macrocytose plaquettaire

» Tres peu de saignement

» Prédisposition aux LAL B et certains cancers solides

efs.sante.fr 13
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Thrombopénie/thrombopathie: Glanzmann et apparentées

Normal
GPlIb-llla, Kindline3, CAL-DAG-GEF1

GPIlIb-llla: la plus ancienne des thrombopathies: Glanzmann
(44 cas en Alsace, origine tsigane +++)

» Autosomique récessive (mais formes dominantes avec
macrothrombopénie)

* Mutations ponctuelles +++ ITGA2B ou ITGB3 => défaut
d’expression ou de fonction

* Numération plaquettaire normale

« Saignements majeurs, éducation thérapeutique
indispensable

* Prise en charge grossesse et hémorragies complexe: allo-
immunisation plaguettaire anti-GPlIb-llla

» Conseil génétigue (consanguinité fréquente)

efs.sante.fr
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Thrombopénie/thrombopathie: Glanzmann et apparentées

GPIlIb-llla, FERMT3, RASGRP2 . Defects of allbB3 activation
Activated
Resting allb
Collagen allbp3
Thrombin O B3
. : TRAP GPVI
FERMT3 code Kindline3 FARLS N e
. T T Moranule secretion TITRNTATETAAEA)
indispensable a I’activation de la GPlIb-llla ’ ’ Fch B -T,X.//ﬁ'z.§¥£‘91€§'§..’ 4 %mmﬁ - -
¥i|® all
N ~ _» PKC \ S %
Permet I’activation des intégrines 1,2 et 3 pLcpy — / RAP1 Kindlin3
g:z — CalDAG-GEFI =~

Transmission autosomique récessive (tres rare)

Numération plaguettaire normale

Nurden P et al, 2021

Diagnostic fonctionnel possible (en attente génétique)

Méme risque hémorragique que Glanzmann

Association avec déficit immunitaire majeur (LAD III)

efs.sante.fr 15
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Thrombopénie/thrombopathie: Glanzmann et apparentées

GPIlIb-llla, FERMT3, RASGRP2

8 Defects of allbp3 activation
Activated
Resting allb
ADP Coliagen allbp3
RASGRP2 code CAL-DAG-GEFI1.: Thiombin o1, Cvx
. TRAP GPVI
facteur d’échange du GDP PAR1/4 g
indispensable a I’activation : : {nnongranule secretion ? ﬁ
- YUY TXA, synthesis JJURL R g
de la GPllb-llla ’ i L] Talj
N ~ _, PKC :
PLCp/y — o RAP1/ Kindlin3
gf\g — CalDAG-GEFI =~

Transmission autosomique récessive (~ 30 mutations)

Numération plaquettaire normale
Nurden P et al, 2021

Déficit d’agrégation a I’ADP, au collagéne, au TRAP

Risque hémorragigue modéré a sévere

efs.sante.fr 16
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Thrombopénie/thrombopathie: anomalies du cytosquelette

MYH9, WAS, ACTN1, FLNA, DIAPH1, Tubuline (81, a8, a4A), TPM4

Tous responsables de macrothrombopénies sauf WAS (microplaquettes)

GPIlb GPllla

LN NNNnasnt V0

Fyb/SLP130

signallingto  /
cytoskeleton / 1

MYH9 (et DIAPH1) => myosine 2A
* Transmission autosomique dominante
38% des thrombopénies héréditaires

cs
_ _ . S SR
* Plus sévére si mutation du « motor domain » @ o‘ //’ myoslnllA
\

DIAPH1 Tropomyosme 4 (Wiskot-Aldrich Syndrome Protein)

actin filaments

. . WASP
* Syndrome hémorragique modéré

* Risque d’insuffisance rénale, surdité (DIAPH1), cataracte

+ Attention a I’accouchement pour la mére et I’enfant

efs.sante.fr 17
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Thrombopénie/thrombopathie: anomalies du cytosquelette

MYH9, WAS, ACTN1, FLNA, DIAPH1, Tubuline (81, a8, a4A), TPM4

Tous responsables de macrothrombopénie sauf WAS (microplaquettes)

WAS: Wiskot-Aldrich

 Transmission liée a I’X

* Risque majeur d’insuffisance rénal sévere

* Mircothrombopénie

'WASP Structure

WASP homoll E BR}: GTPase }: Proline-rich regionj\:
- =Y

137 210 230 310 312 417 4

A-actinine, Tubuline et tropomyosine
* Transmission autosomique dominante

* Syndrome hémorragique quasi absent

efs.sante.fr

GPlba GPIIb GPIllla
o
[ GPIbp \ )
Ny
) ‘ i3 GPIX
ERNLNNRINNNNsNNNy KRR O X X XXX
‘ | | P
Y \J

~ signalling to Fyb/SLP130
é«‘ cytoskeleton /
actin filaments
\°/
myosln A
@ DIAPH1

WASP

Tropomyosine 4 (Wiskot-Aldrich Syndrome Protein

FLNA

* Transmission liée a I’X (ne touche que les femmes)

* Multiples anomalies osseuses, cardiaques, retard

mental

* Sd Hémorragique modéré

18
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Thrombopénie/thrombopathie: défauts granulaires

Hermansky-Pudlak, Chediak-Higashi, Griscelli => granules denses
NBEALZ2, GFIlb => granules alpha

Maladie du pool vide (8-storage pool disease) : déficit qualitatif ou quantitatif
en granules denses

Plasma Membrane ¥

N . . ense
* Genes connus uniguement dans les formes syndromiques: HPS, CHS. b @fa"“'e

« HPS => 11 génes connus | g \§

mature
ense
ranule ®

e CHS=>LYST
* Transmission autosomique récessive

* Numération plaquettaire normale A\ R e

&) ( o' L a-Granule
Gonigvl . i A/ T~
+ Diagnostic fonctionnel possible (étude des granules denses) Lyéb;ome MVB
_ e . o - —— o
+ Association avec déficits immunitaires (HPS et CHS), albinisme (HPS), L A:"’: C:":: "'g?mz

fibrose pulmonaire (HPS)

Ambrosio et al, 2017
* Syndrome hémorragique modéré
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Thrombopénie/thrombopathie: défauts granulaires

Hermansky-Pydlak, Chediak-Higashi, Griscelli => granules denses
NBEAL2, GFIlb => granules alpha

NBEAL2: LE syndrome des plaquettes grises GFI1b: contingent de plaquettes sans granules alpha
Transmission autosomique récessive Transmission autosomique dominante
Macrothrombopénie modérée Association avec dysérythropoiése

Association fréquente avec déficit en GPVI Macrothrombopénie modérée

Fibrose médullaire peu évolutive ? Persistance du CD34 sur les plaquettes

Diaanostic de certitude en microscopie électronique Sd Hémorragique absent a sévére

Patient
Témoin

efs.sante.fr
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Thrombopénie/thrombopathie: et tous les autres genes

GPIbp (6p188; 22q-11-2)

Déficit en récepteurs plaquettaires GPIX  133promole mution G ez Mutations giving ise

A 13 bp in signal pept + fs + stop

(GP9; 3g:21) Cys 5->Tyr Asrd1oHis to BSS and PIt-VWD
Arg17->Cys Leu57->Phe
5‘;;,‘3;2’?,9 Tr§21 ->stop Cysss ->Arg, Asn110->Asp
. Asp21->Gly Ser23->stop Leu126->Phe

Bernard Soulier, plt-VWF, Bolzano A21>GY ooty Aen126-Asp
(Leirjn-;pr? ASn64->Th, Pro74- >Arg Leu129->Pro, Ala156->Val
Phe55->Ser (Tyr88->Cys) Ala156->Val* |
Asn61iBar Pro96->Ser ALeu179 None !
Cys73->Tyr Ala108->Pro Aaa169-180+Glu181->Lys G

GPVI Tyr79->Cys Cys 116->stop Trp207->Gly PV
Cys97->Tyr Cys122->Ser CYS (GPS5; 3q-29)

% Trp123->stop
;:p;lgs:::gp ¢.336/337delC + fs + stop
T i34odten  C.443delG, c.491dupA Asp235 >Tyr, Met- >239val
Algmo-ﬂmp c.insG atAla131 + fs + stop Trp343->stop, Serdd4->stop
P 2Y 1 2 €.442dupG whole gene del Trp498->stop
GIn545->stop
018416548l +12otherins or del + stop

wnh or without fs
7bpdel

o

%%s

TBXAZ2R (et voie de signalisation de I’acide arachidonique) m%{ i

{ )

~/\/\

) @
E P H B 2 Qualitative variant
Associated with Di-George syndrome PIt-VWD
(del 22q11-2)

Autosomal dominant variant

Autres facteurs de transcription

GATA-1 (avec dysérythropoiese voire thalassémie)
FLI-1 (Jacobsen/Paris-Trousseau, anomalie morphologique granulaire)

IKZF5 (anomalie de libération des proplaquettes + déficit en granules alpha)

Et tous les autres...
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Thrombopénie/thrombopathie: conclusion

CENTRE DE REFERENCE

!L DES PATHOLOGIES
CRPP  PLAQUETTAIRES

avec les CRC-MHC régionaux (Nancy, Strasbourg, Dijon, Besancon)

Coordination francaise via le CRPP en collaboration

Nouveaux génes responsables de pathologies plaquettaires mis en évidence tous les ans
Plus de 80 génes décrits, les plus récents souvent dans une ou 2 familles
Beaucoup plus simple d’identifier les causes de thrombopénies héréditaires => exomes sur thrombopénie familiale

Beaucoup plus compliqué en cas de thrombopathie isolée: pool vide non syndromique... pathologie plaquettaire
considérée comme la plus fréquente, génes responsables inconnus...

Important de porter le diagnostic génétique car possibilité de manifestation extra-plaquettaires => prédisposition aux
hémopathies malignes, insuf rénales, déficit immunitaires etc.

Prise en charge a prévoir en particulier pour les pathologies les plus hémorragiques avec un point d’attention sur les
déficits en GP (allo-immunisation plaquettaire)
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MERCI |

Arnaud Dupuis
arnaud.dupuis@efs.sante.fr
0675260485
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