RESUME DE LA REUNION DU 4 MARS 2001 (2 )

ETUDE DES PLAQUETTES TO(+) 

UTILISATION DU TRAP
I- LES CENTRES QUI ONT ENVOYE LEURS RESULTATS :
	CENTRES
	APPAREILS

	YVOIR (B)
	B D

	NICE
	Coulter

	NIMES
	Coulter

	MONTPELLIER
	Coulter

	REIMS
	Coulter

	PARIS
	B D


Quelques remarques sur la programmation des appareils :

- il est impossible de déterminer une valeur fixe de canal de fluorescence (exemple canal 50), en utilisant les billes Flow-set pour régler les photomultiplicateurs des appareils BD

- il est impossible d’utiliser un curseur « mobile » qui va se placer automatiquement à 0,30% par rapport aux plaquettes négatives (ou autofluorescentes) sur les appareils BD

II- RESULTATS EN % DES PLAQUETTES TO(+) :

Les histogrammes de fluorescence sont conditionnés par 2 régions (bitmaps) A  sur la taille/structure et C sur la fluorescence TO/ Structure.

2 Régions linéaires ont été définies pour déterminer le pourcentage de plaquettes TO(+) 


- soit un curseur fixe E (placé à un canal fixe, quelle que soit l’auto-fluorescence des plaquettes), 


- soit un curseur mobile F (placé à 0,30% par rapport à l’auto-fluorescence des plaquettes)


1) - CURSEUR FIXE (E) : 

	
	Yvoir
	n = 20
	Nice
	n = 12
	Nîmes
	n = 23
	Mtpl
	n = 26
	Reims
	n = 20
	Paris
	n = 18

	
	TO
	TRAP
	TO
	TRAP
	TO
	TRAP
	TO
	TRAP
	TO
	TRAP
	TO
	TRAP

	Mean
	4,85
	2,33
	29,71
	29,7
	49,51
	35,53
	31,12
	9,89
	34,46
	14,35
	21,13
	8,86

	min
	0,7
	0,7
	10,2
	10,1
	41,2
	25,7
	2,9
	3,02
	19,1
	7,63
	1,4
	3,5

	max
	17,5
	6,9
	57,8
	54
	55,6
	48,3
	54,8
	18,8
	60,8
	31
	40
	16

	S Dev
	4,72
	1,67
	16,71
	15,59
	3,82
	5,52
	8,98
	4,66
	12,93
	7,04
	10,59
	3,19

	Ratio
	0,48
	
	1
	
	0,59
	
	0,32
	
	0.54
	
	0,42
	


TO : % de Plaquettes TO(+) sans action du TRAP

TRAP : % de Plaquettes TO(+) avec action du TRAP

Le ratio est le rapport (%TRAP / % TO)

2) - CURSEUR MOBILE (F) :

	
	Yvoir
	n = 20
	Nice
	n = 12
	Nîmes
	n = 23
	Mtpl
	n = 26
	Reims
	n = 20
	Paris
	n = 18

	
	TO
	TRAP
	TO
	TRAP
	TO
	TRAP
	TO
	TRAP
	TO
	TRAP
	TO
	TRAP

	Mean
	10,94
	6,06
	15,08
	15,42
	5,19
	2,18
	23,76
	6,27
	22,69
	7,08
	46
	30,25

	min
	2,9
	2,5
	6,92
	8,48
	1,22
	0,56
	2,36
	0,48
	7,82
	2,16
	8
	14

	max
	30,1
	12,7
	26,4
	24,5
	10,6
	6,02
	44,3
	11,6
	44
	15,8
	75
	45

	S Dev
	7,87
	3,16
	5,66
	5,03
	2,59
	1,17
	12,94
	3,21
	10,65
	3,94
	20,79
	10,21

	Ratio
	0,55
	
	1,02
	
	0,42
	
	0,26
	
	0,31
	
	0,66
	


TO : % de Plaquettes TO(+) sans action du TRAP

TRAP : % de Plaquettes TO(+) avec action du TRAP

Le ratio est le rapport (%TRAP / % TO)

Ces résultats montrent que : 

1- le marquage des plaquettes par le TO marche pour tous les centres, mais il y a une grande disparité des pourcentages : très faible pour l’équipe belge (4,85%), très fort pour l’équipe nîmoise (49,5%), et entre (21% et 35%) pour les autres centres quand on considère le curseur  fixe. 

Sur le curseur mobile qui se fixe automatiquement à 0,30% par rapport aux plaquettes négatives sur les appareils Coulter, l’équipe nîmoise a le plus faible pourcentage (5,19%), l’équipe parisienne a le plus fort pourcentage (46%).

Si on compare les résultats des curseurs fixes et des curseurs mobiles, en général, il y a une diminution de % des plaquettes TO(+). Ce qui s’expliquerait en partie par le fait que le curseur fixe prend en compte une grande partie de l’autofluorescence des plaquettes, et c’est ce qu’élimine le curseur mobile.

2- L’action du TRAP : il fait diminuer le % des plaquettes TO(+) après dégranulation et ce que trouve la majorité des participants. Seule l’équipe niçoise a de réels problèmes.

3- Une étude de ratio [% Plq TRAP(+) / % Plq TO(+)] a été ajoutée sur les tableaux car proposée par l’équipe nîmoise pour voir si cela permettrait d’uniformiser les résultats indépendamment des facteurs tels que manipulateurs et appareils.

IV- RESULTATS EXPRIMES EN MOYENNE DE FLUORESCENCE :

Un autre mode d’expression des résultats a été proposé dans notre protocole, c’est le canal moyen de fluorescence des plaquettes TO (+) sans ou avec TRAP. 

La région linéaire qui permet d’exprimer cette « moyenne de fluorescence » est la région D du troisième histogramme monoparamétrique qui prend toute la largeur de l’axe des X (Log Fluo du TO).

Un exemple est donné ci-dessous à partir des résultats de Montpellier (n=26) :

	
	Mean TO
	Mean (TO + TRAP)

	Moyenne 
	0.694
	0.439

	St Deviation
	0.111
	0.056

	min
	0.490
	0.344

	Max
	1.020
	0.561

	Ratio (m TO / m TO+TRAP)
	0,632
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Les résultats sont beaucoup plus compactés dus à l’échelle des valeurs qui est plus rétrécie. 

L’effet du TRAP est nette, donnant une diminution de la moyenne de fluorescence des plaquettes TO(+).

En conclusion,

- ces résultats montrent la nécessité de faire ce type d’études pour comprendre les variations des résultats publiés pour les plaquettes réticulées. Même travaillant sur un même protocole, sur les mêmes types d’appareils, avec les mêmes réactifs il y a des variations dues à d’autres paramètres.

- ce sont les premiers résultats de notre étude: chacun réfléchira à la vue de ces résultats chiffrés et graphiques et surtout nous souhaitons avoir vos remarques et suggestions.

- les centres qui ont des problèmes, nous allons continuer à travailler avec eux pour trouver des soluions aux problèmes.

- faut-il ne garder que la région A de l’histogramme taille/structure pour conditionner la fluorescence du TO, et éliminer l’histogramme fluorecence TO/structure avec la région C ?

- faut-il continuer à exprimer les résultats en « mean de fluorescence » en prenant le mean donné par une région linéaire qui prend toute la largeur de l’axe du Log Fl1 mais pas les means donnés par les régions fixes (E) ou mobile (F) ?

- pour les utilisateurs d’appareil Coulter, nous souhaitons continuer à travailler avec les deux curseurs :


- le curseur (F) mobile automatisé placé à 0,30% par rapport aux plaquettes non marquées, donc il tient compte des variations d’auto-fluorescence des plaquettes, 


- le curseur fixe (E) pour une comparaison avec les utilisateurs des appareils BD dont il est impossible d’avoir de réglage automatisé précédent.

- et enfin si tout le monde est d’accord, nous pourrons continuer à augmenter le nombre de témoins car cela permettrait de diminuer nos écarts des résultats, et commencer à étudier des thrombopéniques bien cadrés cliniquement et biologiquement.

