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Principales abréviations

GP : glycoprotéine

PAR : protease activated receptor
ABP-280 : actin binding protein 280
PSGL-1 : P-selectin glycoprotein ligand 1
TRAP : thrombin receptor activating peptide
PS : phosphatidylsérine

PSI : plexins semaphorins integrins

EGF : epidermal growth factor

I : inserted

MIDAS : metal ion dependent adhesion site
DTT : dithiothréitol

PMA : phorbol myristate acetate

ADP : adénosine diphosphate

rVIla : facteur VII activé recombinant
VASP : vasodilator stimulated phosphoprotein
PKA : cAMP induced protein kinase

PKG : cGMP induced protein kinase

AMPc : adénosine monophosphate cyclique
GMPc : guanosine monophosphate cyclique
PDES3 : phosphodiestérase 3

NO : monoxyde d'azote

PRP : plasma riche en plaquettes

PGE] : prostaglandine E1

SNP : sodium nitroprusside

TO : temps d'occlusion

PFA-100™ : platelet function analyzer
RIBS : receptor induced binding site

LABS : ligand attenuated binding site
PPACK : Phe-Pro-Arg chloromethyl ketone
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Les plaquettes sont de petits ¢léments cellulaires de toute premiére importance dans
nombre de processus physiopathologiques, au premier rang desquels figurent I’hémorragie et
la thrombose. Depuis leur définition morphologique et la description de leur fonctions
d’adhésion et d’agrégation par Bizzozero en 1881, la connaissance de leur implication en
pathologie humaine n’a cessé¢ de progresser. Ont été ainsi décrites les thrombopathies
constitutionnelles hémorragipares. Ces pathologies ont permis de décrire et d’attribuer une
fonction aux différents constituants de la plaquette. A 1’opposé de ces complications
hémorragiques, la thrombose artérielle fait jouer un role important aux plaquettes, cette fois
en terme d'activation plaquettaire. L’enjeu des thérapeutiques anti-plaquettaires reste
aujourd'hui l'efficacité et la sécurité, deux aspects indissociables en cours d'investigation par
de nombreuses équipes.

Le fait d’étre anucléées confere aux plaquettes une caractéristique qui leur est propre :
leur réactivité ne peut pas faire appel a une synthése de novo (elles possédent en fait cette
capacité¢ de synthése de novo, mais de fagon limitée, via I'ARN messager résiduel qu’elles
contiennent). Elles possédent un équipement pré-synthétisé, rapidement mobilisable et
fonctionnel, en réponse a différents stimuli. Contrairement a d’autres types cellulaires, la
membrane et les protéines membranaires représentent une proportion importante de leur
masse cellulaire totale. Elles sont donc capables de modifier leur phénotype, malgré 1’absence
de noyau, grace a I’externalisation sur leur membrane de récepteurs stockés dans leurs
granules internes.

La principale fonction plaquettaire est I’hémostase. Ainsi, les récepteurs plaquettaires
majeurs sont directement impliqués dans 1’activation plaquettaire, ou en tant que récepteurs
d’adhésion, dans I’interaction plaquette/vaisseau 1ésé, plaquette/plaquette,
plaquette/leucocyte. La frontiére entre hémostase physiologique adaptée et thrombose
pathologique est étroite, et nécessite un systeme de rétrocontrole tres finement régulé. L’étude
de I’expression membranaire des récepteurs plaquettaires, mais également 1’approche de la
signalisation intra-cellulaire aboutissant a 1’activation de I’intégrine plaquettaire majoritaire
(oumPs), est I’objet de cette these.

Nous avons a notre disposition une large palette d’outils techniques permettant
I’exploration des plaquettes. Nous avons choisi une approche par la cytométrie en flux,
appliquée a 1'é¢tude des fonctions plaquettaires. Nous nous sommes consacrés a 1’étude de la

physiologie plaquettaire en pédiatrie, cette population restant relativement peu explorée a
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I’heure actuelle par cette technique. L'autre versant de notre travail concerne la modulation
des fonctions plaquettaires, et plus particulierement de l'intégrine oufB;, par différents

schémas thérapeutiques antiplaquettaires, chez le patient insuffisant coronarien.
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I. Le complexe GPIb-IX-V

1. Structure

Le complexe GPIb-IX-V (glycoprotéine Ib-IX-V) contient quatre sous-unités
distinctes : les sous-unités GPIbaw (CD42b) et GPIbP (CD42c), reliées par un pont disulfure,
la sous-unit¢ GPIX (CD42a) et la sous-unité¢ GPV (CD42d). Leurs masses moléculaires sont
respectivement de 143 kDa, 24 kDa, 17 kDa et 82 kDa (Wenger 1989, Yagi 1994, Yagi
1995). Ces glycoprotéines sont exprimées au sein du complexe avec un ratio de 2:2:2:1. Une
plaquette non activée exprime sur sa membrane environ 25000 copies du complexe GPIb-1X-
V. L’activation plaquettaire s’accompagne d’une diminution de I’expression membranaire du
complexe. En effet, le complexe GPIb-IX-V est internalisé et redistribué dans la plaquette au
niveau du systéme canaliculaire connecté a la surface. L’internalisation est un phénomene
transitoire (Michelson 1996, Hourdill¢ 1990). La thrombine induit la clairance de GPIben 2 a
5 minutes, selon le type de récepteur engagé, PAR-1 (protease-activated receptor-1) et PAR-
4 respectivement. Le retour a 1'état basal se fait en 30 a 60 minutes (Han 2003). De plus, la
GPV possede un site de protéolyse par la thrombine, ce qui contribue a la diminution de son
expression membranaire (Michelson 1996).

L’organisation définitive du complexe n’est pas ¢€lucidée, la figure 1 correspond donc
a une représentation schématique hypothétique, prenant en compte la stoechiométrie du

complexe et 1’association préférentielle de GPV a GPIba (figure 1).
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__ Site de fixation des ligands
facteur Willebrand
GPlba thrombine
Eyb,
P-sélectine
X1, Xll, KHPM

Macroglycopeptide

GPIX  GPlbp

calmoduline 14.3.3¢

filaments courts d’actine

ABP-280

Figure 1 : Le complexe GPIb-IX-V (d’apres Lopez 2002)

Chacune des glycoprotéines possede un segment hydrophobe pour l'insertion dans la
membrane. La partie intra-cytoplasmique de GPIba comprend 96 acides aminés (610 acides
aminés pour la molécule entiére), celle de GPIbP 34 acides aminés (181 pour la molécule
entiére) (Lopez 1987, Berndt 1985, Berndt 2001). GPIbP et GPIX posseédent des points
d’ancrage au cytosquelette supplémentaires, via la palmitoylation de résidus cystéines. Dans
sa partie intra-cytoplasmique, le complexe GPIb-IX-V est associé¢ a différentes protéines
intra-cellulaires : actin-binding protein-280 (ABP-280 ou filamine A), la calmoduline et le
complexe de signalisation 14-3-3§ (figure 1). GPIba posséde des sites de liaison pour I’4BP-
280 (la région intra-cytoplasmique 557-579) et pour le complexe 14-3-3§ (les 5 derniers
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acides aminés de la partie C-terminale comprenant un site de phosphorylation sur la sérine
609) (Andrews 1992, Du 1996). La liaison GPIba/ABP-280 est essentielle puisqu’elle
supporte 1’interaction de GPIb-IX-V avec le cytosquelette plaquettaire (Andrews 1992).
L’interaction entre le complexe de signalisation 14-3-3 et la partie intra-cytoplasmique du
complexe GPIb-IX-V joue un role majeur dans l'activation de l'intégrine oup; induite par la
liaison GPIba-facteur Willebrand (Wardell 1989, Gu 1999). GPIbB et GPV posseédent
¢galement des sites de fixation pour la calmoduline (Andrews 2001).

La majeure partie du complexe GPIb-IX-V est extra-cellulaire. La fonction d'adhésion
au sein de ce complexe est totalement assurée par GPIba. Le clivage de GPIba par la calpaine
libere un peptide soluble nommé glycocalicine, comprenant I’ensemble de son domaine extra-
cellulaire. De nombreuses protéinases, notamment d'origine plaquettaire, sont capables de
cliver GPIb et donc de libérer la glycocalicine. In vivo, il est possible de mettre en évidence
des concentrations plasmatiques de glycocalicine de 1 et 3 ug/mL chez le sujet sain (Coller
1984). La concentration plasmatique en glycocalicine augmente dans les thrombopénies
périphériques, elle est normale ou diminuée dans les thrombopénies centrales ou secondaires
a une chimiothérapie (Kurata 2001). La digestion de la glycocalicine par la trypsine donne un
fragment comprenant 1’extrémité N-terminale de GPIba, de structure globulaire, comprenant
le site de fixation des ligands, et un second fragment appelé macroglycopeptide, riche en
chaines oligosaccharidiques terminées par des molécules d’acide sialique responsables de la
charge négative de GPIba (figure 1). Il a été¢ observé chez le foetus une teneur plus
importante en acide sialique, associée a une mobilité €lectrophorétique de GPIb différente
entre les foetus et leurs meres (Forestier 1991). Les autres sous-unités du complexe,
particulierement GPIbP et GPIX, n’ont pas de role direct dans la liaison aux ligands, mais
sont indispensables a 1’expression de chacune des glycoprotéines sur la membrane
plaquettaire (Berndt 2001). En revanche, le role de GPV reste a définir: son absence ne
diminue pas I’expression membranaire de GPIb-IX, aucun déficit chez I’homme n’a été
rapporté a ce jour, et les modéles animaux déficients pour GPV n’acquicrent pas le phénotype
plaquettaire observé dans le syndrome de Bernard et Soulier (Kahn 1999).

Chacune des sous-unités du complexe GPIb-IX-V posséde au moins une séquence
riche en leucine de 24 acides aminés (GPIbf et GPIX), ces séquences pouvant étre répétées (7
fois pour GPIba, 15 fois pour GPV). Les séquences riches en leucine sont situées pour GPIbo

dans la région d’interaction avec les ligands (Berndt 2001).
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2. Génes, polymorphismes, et expression

Chaque polypeptide est codé par son gene propre. Comme les différentes sous-unités
de GPIb-IX-V, les 4 geénes partagent des similitudes de structure. Bien qu’ils soient tres
probablement issus d’un méme geéne ancestral, ils sont dispersés dans le génome. Ainsi, le
géne de GPIba est situé sur le chromosome 17 (17p22) (Wenger 1989), le géne de GPIbJ sur
le chromosome 22 (22q11.2) (Yagi 1994), et les génes de GPIX et GPV sur le chromosome 3
(respectivement 3q29 et 3q24) (Yagi 1995). Leur séquence codante est contenue dans un seul
exon, a I’exception de GPIba, et les séquences introniques sont de petite taille, ce qui leur
confeére une structure compacte. Leur autre particularité concerne les facteurs de transcription,
GATA et Ets, restreints aux lignées mégacaryocytaire et érythrocytaire, et essentiels a tous les
stades de la différentiation. Quatre mutations de GATA1 (Xp11.23) sont rapportées dans les
thrombopénies macrocytaires liées a 1'X avec dysérythropoiese (Nichols 2000, Freson 2001,
Mehaffey 2001). Le geéne codant pour I’Ets-1 pourrait étre impliqué dans la thrombopénie
familiale de Paris-Trousseau, die a la délétion 11q23-24 (Favier 2003). Le role de GATA-1
dans la maturation mégacaryocytaire a ét¢ définitivement démontré chez la souris invalidée
pour ce geéne, qui présente une thrombopénie associée a des plaquettes de grande taille
(Shivdasani 1997).

Différents polymorphismes génétiques sont rapportés pour le géne de GPIba. L’un de
ces polymorphismes modifie la taille de la protéine (610, 623, 636 ou 649 acides aminés), par
addition dans le macroglycopeptide d’une séquence de 13 acides aminés. Chacune des tailles
est controlée par I’un des quatre alleles, respectivement les alleles A, B, C et D de la plus
petite a la plus grande taille. Chaque répétition de la séquence de 13 acides aminés allonge le
domaine extra-cellulaire de 32 A (Lopez 1992). Les répercussions fonctionnelles sont
importantes : le site de fixation du ligand est situé plus loin de la membrane, et devient donc
plus accessible au ligand, notamment en condition de flux ¢levé. Les variants les plus longs
sont associés a une augmentation du risque coronarien (Murata 1997, Gonzalez-Conejero
1998). Un autre polymorphisme, situé dans la zone de fixation du ligand riche en leucine
(145Thr — Met), est responsable de thrombopénie néo-natale par allo-immunisation foeto-
maternelle dans le systétme HPA-2 (Kuipers 1992). D’autres polymorphismes sont rapportés
(Berndt 2001).
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Le complexe GPIb-IX-V est majoritairement exprimé par la lignée mégacaryocytaire.
Son expression par 1’endothélium, expression inductible en réponse aux cytokines, reste

controversée (Berndt 2001).
3. Ligands

GPIbaw a pour ligands le facteur Willebrand, l'intégrine omf,, la P-sélectine, et
plusieurs facteurs de la coagulation (thrombine, facteur XI, facteur XII, kininogéne de haut
poids moléculaire). Les sites de liaison pour ces différents ligands sont situés dans le domaine
globulaire N-terminal, constitué des 282 premiers acides aminés de la glycoprotéine. Ce
domaine comprend 7 séquences riches en leucine et des tyrosines sulfatées, situées entre les

séquences riches en leucine et le macroglycopeptide (figure 2).

Région riche en leucine
(1—7)

Séquence anionique contenant
3 tyrosines sulfatées

Reégion riche en résidus
O - glycosylés

.

Figure 2. Structure de GPIb« ( extrémité N-terminale)
3. 1. Le facteur Willebrand

Le facteur Willebrand mature est une protéine de 2050 acides aminés, dimérisée puis

multimérisée dans le réticulum endoplasmique. Sa masse moléculaire finale varie de 500 a
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20000 kDa. Sa synthese est endothéliale et mégacaryocytaire. Il est stocké dans les corps de
Weibel-Palade des cellules endothéliales et dans les granules o des plaquettes, sous forme de
multimeres de trés haut poids moléculaires (ou propeptide), appelés “ultra-large” ou
“unusually large” Willebrand (Ruggeri 2001). Le facteur Willebrand plasmatique est
essentiellement d’origine endothéliale. Il subit une protéolyse avant son passage dans le
compartiment plasmatique (de Vitt 2001). L’absence de protéolyse par la protéinase du
facteur Willebrand, métalloprotéinase appelée ADAMTS 13 (a disintegrin-like and
metalloprotease domain with thrombospondin type I motifs), congénitale ou acquise, est
associée a des formes de trés haut poids moléculaire circulantes, responsables de la
thrombopénie observée dans les macro-angiopathies thrombotiques (MAT) (Levy 2001,
Veyradier 2001). Des déficits ont également ¢ét¢é mis en évidence dans d'autres cadres
nosologiques : purpura thrombopénique idiopathique, coagulation intra-vasculaire
disséminée, lupus, leucémie (Moore 2001). Ces formes “ultra-large” sont prothrombotiques.
Elles ne sont retrouvées habituellement dans le plasma que de fagon trés transitoire, aprés leur
sécretion par les plaquettes et les cellules endothéliales (Ruggieri 2001). Elles sont présentes
de maniére physiologique chez le nouveau-né, particulierement chez le prématuré (Katz
1989). En pathologie, il a été démontré qu’elles apparaissent au cours de l’infarctus du
myocarde, alors qu’elles ne sont pas retrouvées dans les coronaropathies stabilisées (Sakai
2000). A Dinverse, un déficit des formes de haut poids et/ou de poids moléculaires
intermédiaires, normalement présentes chez le sujet sain, définissent certains variants de la
maladie de Willebrand (type 2A et 2B).

Chaque polypeptide de la molécule de Willebrand contient des domaines impliqués
dans sa liaison au collagene (domaines Al et A3), a GPIb (domaine Al), a GPIIbllla
(séquence RGD du domaine C) (Ruggeri 2001).

L’interaction Willebrand / GPIb-IX-V présente la particularit¢ unique, parmi les
interactions dites d’adhésion, d’intervenir en conditions de flux élevé. Ces conditions
rhéologiques particuliéres permettent de modifier la conformation a la fois du domaine Al du
facteur Willebrand et de GPIb, indispensable a leur interaction. Le facteur Willebrand
immobilisé sur le site vasculaire 1ésé est majoritairement d’origine plasmatique, mais il fait
intervenir également le facteur Willebrand endogéne contenu dans la matrice sous-
endothéliale. L’immobilisation sur la paroi vasculaire et les contraintes de cisaillement
¢levées sont les conditions permettant au facteur Willebrand d’acquérir une conformation

"déroulée" (uncoiled), entrainant I'exposition des sites d’adhésion (Ruggeri 2001).
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3.2. amPy

L'intégrine o, (ou Macl, ou CD11b/CD18) est impliquée dans 1’adhésion stable du
leucocyte a la paroi (figure 3). Ses ligands connus sont ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule) exprimée par les cellules endothéliales, ICAM-2 exprimée par les plaquettes, le
kininogéne de haut poids moléculaire, et le fibrinogéne 1ié a oypPBs. Son interaction directe
avec GPIba a été rapportée récemment, dans des modeles permettant d’éliminer les
interactions leucoplaquettaires médi¢es par les ligands déja décrits (lignées cellulaires
exprimant of3,, polynucléaires de souris invalidées pour owf;) (Simon 2000). Ce modele
expérimental démontre la similitude d’onf; et du facteur Willebrand pour la liaison a GPIba.
En effet, o, posséde un domaine I (I pour Inserted), trés proche dans sa structure du
domaine A du facteur Willebrand. Une modification conformationnelle est également
indispensable a la liaison a GPIba (Simon 2000). Les anticorps anti-GPIba utilisés dans ce
travail ont des profils d’inhibition différents sur les interactions leucoplaquettaires et
plaquettes-vaisseau. Ceci permet d’envisager des stratégies thérapeutiques ciblant les
interactions leucoplaquettaires, largement impliquées en pathologie artérielle dans 1'ischémie-
reperfusion, sans inhiber I’adhésion des plaquettes a la paroi vasculaire (Simon 2000). La

séquence de GPIba impliquée dans la liaison d’ o3, reste a identifier.



21

C—

FLUX

rolling

neutrophile extravasation

adhésion stable

plaguette
actiué&\‘

PSGL-1

P-sélectine

plagquette

plaguette

PSGL-1 : P-selectin glycoprotein ligand-1

Figure 3. Interactions leucoplaquettaires.

(schéma proposé par Lopez 2002)

3. 3. P-sélectine

Avant I’étape d’adhésion stable du leucocyte a la paroi, faisant intervenir le récepteur
oo, le rolling du leucocyte sur les plaquettes activées engage la P-sélectine plaquettaire et
son récepteur leucocytaire appelé PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) (figure 3). Il
existe également un rolling plaquettaire sur I’endothélium, mettant en jeu GPIba et la P-
sélectine endothéliale. PSGL-1 et GPIba partagent des similitudes de structure : toutes deux
sont des sialomucines transmembranaires, PSGL-1 possédant [’équivalent du
macroglycopeptide de GPIba et les sites tyrosine sulfatée, sans le domaine globulaire riche en
leucine (figure 4). Cette structure proche leur confeére également une similitude fonctionelle :
adhérence plaquette-endothélium pour GPIba, et leucocyte-endothélium pour PSGL-1 (Romo
1999).
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«—— tyrosines sulfatées —

liaisons O-glycosylées

\ \
GPlba PSGL-1

Figure 4. Similitudes de structure entre GPIbo et PSGL-1.

Les deux récepteurs possedent un macroglycopeptide riche en acides aminés O-glycosylés et
une séquence contenant des tyrosines sulfatées. PSGL-1, récepteur d'adhésion leucocytaire,
n’a pas de domaine riche en leucine. GPIb« lie la P-sélectine endothéliale, PSGL-1 la P-
sélectine plaquettaire.

(d’apres Lopez 2002)

3. 4. La thrombine

Le complexe GPIb-IX-V a été identifié comme le premier récepteur plaquettaire pour
la thrombine. GPIba lie la thrombine au niveau de I’exosite II. Cette liaison est inhibée par les
héparines de bas poids moléculaire, qui interagissent avec 1’exosite II, et non par I’hirudine,
qui se lie a I’exosite I (Li 2001). La liaison GPIba-I1a proteége la thrombine de sa dégradation
protéolytique par 1’anti-thrombine, et conduit a une modification de son site actif (Li 2001).
GPV, substrat de la thrombine, semble nécessaire 8 GPIb-IX-V dans son rdle de récepteur de
haute affinité pour I’enzyme (Dong 1997). L’interaction GPIbo-1Ia augmente 1’hydrolyse de
PAR-1, GPIba jouant ainsi un réle de cofacteur de la thrombine elle-méme dans 1’activation

de PAR-1 (De Candia 2001). La thrombine liée a GPIba est également capable d’induire
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I’agrégation plaquettaire et la rétraction du caillot. Il est démontré, apres désensibilisation des
récepteurs PAR-1 et PAR-4 par le TRAP-1 et le TRAP-4 (thrombin receptor activating
peptide), que I’agrégation relative a ’interaction de la thrombine avec GPIb est indépendante
de P’activation d’oupPB; (Dubois 2003). La signalisation déclenchée par la fixation de la
thrombine sur GPIba induit un changement de forme des plaquettes, mais n’entraine pas,
contrairement a la liaison Willebrand-GPIb, I’activation d’oupf;. Dans ces conditions
expérimentales, [’agrégation plaquettaire fait intervenir la fixation de fibrine polymérisée a
I’intégrine, possible sans modification conformationnelle d’oupf;. L’agrégation et la
rétraction du caillot observées sont dépendantes de la fibrine et d'oyB;. Ceci a été démontré
par l'inhibition d'oyB; par des séquences RGD et par les peptidomimétiques utilisés en
thérapeutique humaine, et par 'inhibition de la fibrine par les inhibiteurs de la polymérisation
de la fibrine (Dubois 2003). Au total, I’agrégation plaquettaire induite par la thrombine fait
intervenir deux mécanismes différents : 1) D’activation de 1’intégrine et sa liaison au
fibrinogene, via les récepteurs PAR-1 et PAR-4, et 2) Dinteraction entre la fibrine
polymérisée et I’intégrine sans activation préalable, via le complexe GPIb-IX-V. Enfin, la
thrombine liée a GPIbo. joue un role dans ID’activité procoagulante des plaquettes
indépendemment de PAR-1 et d’ouP3, acteurs classiques de la génération de thrombine liée
aux plaquettes (Dormann 2000). L hypothése est que la liaison de la thrombine a GPIba est
capable d’induire I’expression de la phosphatidylsérine (PS) a la surface des plaquettes. Ceci
est confirmée dans un modele utilisant des plaquettes adhérentes a un réseau de fibrine,
soumises a des contraintes rhéologiques différentes (Bried¢ 2003). A vitesse de cisaillement
élevée (1000 s™), I’arrét des plaquettes sur la fibrine fait intervenir I’interaction GPIb-facteur
Willebrand, permettant une interaction stable entre oypP; et la fibrine ou le facteur
Willebrand. Les auteurs démontrent que ni ces interactions, ni PAR-1 seul, n’entrainent une
augmentation du calcium suffisante pour aboutir au flip-flop de la PS. L’activation de ces
plaquettes par la thrombine, en revanche, permet d’obtenir une exposition de la PS sur le
versant externe de la membrane. A I’inverse, la thrombine est sans effet en flux lent (50 s™),
alors qu’elle permet I’exposition de la PS en présence de facteur Willebrand et de botrocétine.
Il existe donc une coopération GPIb-facteur Willebrand-thrombine pour 1’exposition optimale
de la PS médiée par la thrombine, 1'exposition de la PS et I'augmentation du calcium induites
par la thrombine étant dépendantes de l'interaction des plaquettes avec le facteur Willebrand
(via les contraintes de cisaillement ou I'utilisation de la botrocétine) (Briedé 2003). L’activité

procoagulante des plaquettes induite par la thrombine, mesurée par un test de génération de
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thrombine, est diminuée dans le syndrome de Bernard et Soulier, comparativement a des
plaquettes témoins ou de patients porteurs d’une thrombasthénie de Glanzmann (Dicker
2001). Ce travail confirme la faible implication de PAR-1, alors que GPIb, et tres
probablement la coopération GPIb-GPIIbllla, jouent un réle fondamental dans le potentiel
procoagulant des plaquettes (Dicker 2001). Dans des conditions rhéologiques correspondant a
des contraintes de cisaillement faibles ou inexistantes, la fibrine polymérisée semble jouer un
role important dans la génération de thrombine induite par les plaquettes (Béguin 2004). La
fibrine se comporterait comme une “ristocétine naturelle”, permettant la modification
conformationnelle du facteur Willebrand. Ce travail confirme la diminution de la génération

de thrombine dans le syndrome de Bernard et Soulier (Béguin 2004).

3. 5. Le facteur X1

La liaison du facteur XI a la surface des plaquettes activées est de haute affinité,
réversible, et implique le domaine N-terminal de GPIba. Le role de GPIba (en tant que
récepteur de haute affinité¢ pour le facteur XI) est démontré chez des patients présentant un
syndrome de Bernard et Soulier, et dans des essais de compétition de liaison, utilisant des
anticorps anti-GPIb ou un autre ligand de GPIba, tel le facteur Willebrand (Baglia 2002). La
preuve directe de la liaison du facteur XI a la glycocalicine est apportée par la méme équipe
en résonance plasmonique de surface (Baglia 2002). L’interaction du facteur XI avec des
plaquettes saines est optimale en présence de kininogéne de haut poids moléculaire, et d’ions
calcium et zinc. Dans ces conditions, il existe environ 1500 sites de fixation du facteur XI par
plaquette. Le kininogéne se lie au domaine A1l du facteur XI, ce qui permet une modification
allostérique du domaine A3 impliqué dans la liaison du facteur XI aux plaquettes. En
I’absence de kininogéne de haut poids moléculaire, la liaison du facteur XI aux plaquettes
reste possible, mais elle est diminuée de moiti€, avec environ 800 sites par plaquette (Baglia
2002). GPIba permet d’accélerer de 5000 a 10000 fois I’activation du facteur XI en facteur
Xla par la thrombine, en colocalisant le facteur XI et la thrombine a la surface des plaquettes
activées. Il est surprenant d’observer que le nombre total de GPIb par plaquette (25000) est
bien supérieur a la capacité de liaison du facteur XI. Le fait que le facteur XI soit incapable de
se lier aux plaquettes a I’état basal apparait presque comme paradoxal, puisqu’apres
activation, les plaquettes internalisent environ 40% de leurs complexes GPIb-IX-V. Des
¢léments de réponse sont apportés par la mise en évidence de l’association de certains

complexes GPIb-IX-V aux microdomaines membranaires riches en cholesterol, ou radeaux
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lipidiques (Shrimpton 2002). En effet, 8% des complexes GPIb-IX-V (soit environ 2000 par
plaquette) sont localisés au niveau de ces radeaux dans les plaquettes au repos, ce pourcentage
augmentant apres activation plaquettaire (26%, soit environ 6500 par plaquette) (Shrimpton
2002). Le facteur XI se lie a la GPIb présente dans les radeaux via son domaine A3. Dans les
plaquettes activées par le TRAP, I’interaction avec les radeaux représente 5 a 8% du facteur
XI total 1i¢ aux plaquettes (Baglia 2003). Les auteurs soulignent I’importance de I’intégrité du
contenu lipidique de ces radeaux ; une déplétion en cholesterol inhibe d’environ 85%

I’activation du facteur XI par la thrombine (Baglia 2003).

3. 6. Le facteur XII et le kininogéne de haut poids moléculaire

Ils inhibent I’agrégation plaquettaire induite par la thrombine, par un mécanisme de
compétition de liaison pour GPIb (Bradford 1997, Bradford 2000). Le facteur XII non activé
peut se lier a GPIb, mais seul le facteur XIla inhibe 1’agrégation plaquettaire (Bradford 2000).
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IL. oup,Ps : B intégrine plaquettaire

1. Introduction (rappel sur la famille des integrines)

La glycoprotéine IIblIla (GPIIbIIIa), ou oupPs, appartient a la famille des intégrines,
récepteurs de répartition ubiquitaire dans 1’organisme. Les intégrines permettent 1’adhésion
cellule/cellule et cellule/matrice, et jouent un role important dans la migration (Rybarczyk
2003), la prolifération (Rybarczyk 2003), la différentiation (Danen 2003) et la survie
cellulaire (Stupack 2003). Elles sont également impliquées dans un certain nombre de
pathologies : néoplasies et dissémination métastatique (Jin 2004), dysimmunité (Wehrle
2003), ischémie-reperfusion (Ruegg 2003), hémostase et thrombose (Jackson 2003).

Les intégrines partagent une structure commune hétérodimérique, formée de deux sous-unités
o et 3 associées de fagon non covalente ; 18 sous-unités o et 8 sous-unités 3 sont décrites a ce
jour (Hynes 2002). Leur association correspond a 24 hétérodimeres différents, spécifiques

d’un type cellulaire et d’un ou plusieurs ligands (figure 5).

collagéne

Figure 5. La famille des intégrines (d’apres Hynes 2002)
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Chaque sous-unité d'intégrines posséde une partie intra-cytoplasmique trés courte et un
seul domaine transmembranaire. Le(s) site(s) de fixation pour le ou les ligands spécifiques et
pour les cations divalents sont situés dans leur partie extracellulaire. Les échanges cellule-
intégrine-cellule sont complexes. En effet, le réle de ce type de récepteur ne se limite pas a
une simple fonction d’adhésion. Les cellules régulent la liaison du ligand a I’intégrine via un
processus appelé inside-out, et inversement, les intégrines clustérisées a la membrane et
occupées par leur ligand, sont capables de transmettre des informations aux cellules (outside-
in). Cette signalisation complexe est donc propagée le long de I’intégrine, sa particularité
essentielle étant d’étre bidirectionnelle (Calvete 1999, Shatill 1998).

Le sous-groupe des [; intégrines correspond aux hérérodiméres associant une chaine

B3 a des chaines o différentes (figure 5). Deux B3 intégrines sont actuellement décrites, b33

et OCVB3 .

2. Structure d’ o3

Les plaquettes au repos expriment environ 50000 a 70000 complexes GPIIbllla a leur
surface, et ont un stock interne localis¢ dans la membrane des granules o et du systeme
canaliculaire connecté a la surface (30000 a 40000 copies de l'intégrine). L’expression du
complexe a la surface des plaquettes est dépendante du calcium. L’hétérodimere est formé de
deux chaines, oy, et B3, associées de fagon non covalente, qui comprennent respectivement
1008 et 762 acides aminés. Chacune d’entre elles posséde une partie extra-cellulaire,
composée de 90 a 95% de la totalité des acides aminés, une partie transmembranaire, et une
courte partie intracytoplasmique. La partie extra-cellulaire a une structure globulaire

correspondant au site de fixation des ligands (figure 6).
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Figure 6. Structure de l’intégrine o[3;
(d’apres Phillips 2001)

Le site de fixation de [; pour les ligands (ici schématisé sous forme d’'une structure unique),
correspond a plusieurs séquences, distinctes et discontinues, de reconnaissance des motifs
RGD (D’Souza 1998, Puzon-McLaughlin 2000, Mekrache 2002a)
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2.1. La sous-unité oy, (GPIIb) :

La partie N-terminale (extra-cellulaire) d’oup, comprend environ 440 acides aminés,
organisés en 7 séquences répétées d’une soixantaine d’acides aminés. Contrairement a
d’autres chaines o, oy, n’a pas de domaine I entre les séquences répétées 2 et 3. Quatre des 7
domaines sont EF-like, ils représentent des sites de liaison pour les cations divalents et pour la
séquence dodécapeptide du fibrinogéne. Les 7 séquences ont une conformation en hélice P

constituée de 7 feuillets B (Hato 2001) (figure 7).
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Figure 7. Structure extra-cellulaire d’ oqp 5.

(d’aprés Hato 2002)

La partie intra-cytoplasmique comprend 20 acides aminés. Elle posséde en N-terminal
une structure en hélice, jusqu'au résidu P999. Le reste de la chalne forme une boucle,

permettant l'interaction entre l'extrémité C-terminale acide et I'extrémité N-terminale chargée
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positivement (Vinogradova 2002) (figure 8). Les contacts entre les parties intra-
cytoplasmiques d'ay, et de B3 sont multiples, de type électrostatique et hydrophobique
(Vinogradova 2002). Les résidus impliqués dans l'interaction oup-f3 sont hautement
conservés dans les sous-unités o et B. Sur oy, la séquence concernée correspond aux résidus
991 a 995 (séquence GFFKR) (figure 9). Les deux sous-unités sont trés proches 1’'une de
I’autre lorsque I’intégrine n’est pas activée (Adair 2002). La création de mutations ponctuelles
dans la séquence 991-995 supprime les liaisons hydrophobes ou électrostatiques, entrainant la

déstabilisation du complexe et un état d'activation permanent de l'intégrine (Vinogradova

2002).

Ayip

Ps

Figure 8. Structure des parties intra-cytoplasmiques des sous-unites oy, et [

Les régions N-terminales ont une conformation en hélice o (trait plein), les régions C-
terminales ont une structure moins organisée (trait fin) (Vinogradova 2002)

2.2. La sous-unité 3; (GPIIIa) :

La partie extra-cellulaire de la sous-unité B3 comprend trois domaines majeurs : le
domaine PSI (plexins, semaphorins, integrins), le domaine “I-like”, et le domaine “EGF-like”

(epidermal-growth-factor) (figure 7).
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Le domaine PSI comprend environ 90 acides aminés, sa fonction n’est pas totalement
¢lucidée. Il est situé a la partic N-terminale de B3, mais il est trés proche physiquement de la
partie C-terminale du domaine extra-cellulaire, grace a un pont disulfure reliant les cystéines
en positions 5 (dans le domaine PSI) et 435 (dans le domaine EGF-like). La substitution de
I'une ou l'autre de ces cystéines par un résidu alanine n'empéche pas l'association a GPIIb et
ne diminue pas l'expression membranaire de l'intégrine. En revanche, la perte de ce pont
disulfure entraine 1’activation de 1’intégrine et sa liaison au fibrinogene (Sun 2002).

Le domaine “I-/ike” est compris entre les acides aminés 110 et 350. Il est I’équivalent
des domaines I (I pour Inserted, encore appelé A par analogie au domaine A de liaison du
facteur Willebrand au collagene), portés habituellement par les chaines o. Sa caractérisation
en cristallographie a permis de montrer qu’il a une structure organisée en 6 feuillets J3,
surmontés de 7 hélices o.. A son sommet, le domaine “/-/ike” contient un domaine MIDAS
(metal-ion dependent adhesion site), permettant les liaisons cation/carboxylate, c’est-a-dire
entre ions Ca’" ou Mg”" et les résidus acides (acide aspartique ou acide glutamique) des
séquences RGD des ligands (Casadio 2002, Xiong 2001).

Le domaine “EGF-like” n’apparait pas nécessaire a I’expression du complexe, et ne
contient pas de site de liaison pour le ligand. Il s’agit trés probablement d’une région
régulatrice de la liaison aux ligands, puisque des mutations ponctuelles dans cette région,
expérimentales ou observées dans des thrombasthénies de Glanzmann, entrainent une
activation de I’intégrine (Ruiz 2001, Chen 2001, Kashiwagi 1999). La suppression de ponts
disulfures, par délétion expérimentale ou simplement par le DTT (dithiothréitol), entraine
¢galement l'activation permanente de l'intégrine (Butta 2003, Yan 2001).

La partie intra-cytoplasmique de la sous-unité B3 comprend 47 acides aminés, avec
une structure en hélice o en N-terminal (K716-K738), et une structure moins organisée en C-
terminal (Vinogradova 2002) (figure 8). Comme pour o, des mutations dans 1'hélice N-
terminale entrainent un état d'activation permanent de I’intégrine. La séquence LLITIHD
(717-723) de B; interagit avec la séquence GFFKR d’oup, par une liaison de type pont salin
(appelé “hinge region”) (figure 9). Cette interaction maintient oupP; dans un état de faible
affinité. Il reste a déterminer si physiologiquement, I’activation d’oupf; nécessite

obligatoirement I’interruption de cette interaction (Hato 2002).



32

. myosine o
protéines du cytosquelette ) "docking sites™
p - - - ™ pour des molécules
a ¥ Na Na 2 L / de signalisation
ﬁ' | | | | motif NXXY
E l l
K RKEFAKFEEERARAKWDTAN KEAT-TFT RGT
752
Pont salin
interaction intra-cytoplasmique
de ﬁ et o
Ky NRP - L EEDDEEGQ 37 T
A 999
2
g
g outside-in

Figure 9. Interactions oqp, / By et molécules de signalisation.

(d’apres Hato 2002)

L'étude de la liaison de la taline a l'intégrine suggere fortement que la déstabilisation
du complexe est associée a l'activation d'oup,f;. En effet, le site de liaison de la taline sur 33
est trés proche de celui impliqué dans l'interaction avec oyp. La compétition de liaison en
faveur de la taline entraine une suppression de l'interaction oup-P3, permettant la liaison du
fibrinogene (Vinogradova 2002) (figure 10). L’interaction de la taline et de la sous-unité 3
est une étape terminale et obligatoire dans la cascade de la signalisation aboutissant a
I’activation de I’intégrine. Ceci est démontré dans un modele de cellules CHO transfectées :
des mutations ponctuelles dans ;3 au niveau des acides aminés impliqués dans I’interaction de

la sous-unité avec la taline (Tyr’", Trp”>°, Leu’*

), ou la suppression de 1’expression de la
taline par ces cellules, inhibent la modification conformationnelle de I’intégrine (Tadokoro
2003). A la partie plus distale de la portion intra-cytoplasmique de B3, le résidu sérine en 752
semble jouer un réle crucial dans la signalisation. Une mutation ponctuelle (Ser — Pro), mise
en évidence chez un patient présentant une thrombasthénie de Glanzmann, est associée a un

déficit a la fois de [’inside-out et de [’outside-in. De fagon inattendue, la mutation Ser — Ala
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est sans effet. Il semble, au vu de ces résulats, que la structure tertiaire soit plus importante
que le type d’acide aminé lui-méme. Enfin, les motifs NXXY , motifs conservés dans les
chaines B, jouent également un réle important dans la signalisation bidirectionnelle liée a

I’intégrine. Ils génerent des docking sites pour des molécules de signalisation (Hato 2002)

(figure 9).

Interaction /8,

taline

Figure 10. Interaction entre la taline et la partie intra-cytoplasmique de [3;

(Vinogradova 2002)

2.3. Les sites de fixation des ligands :

ouPs a pour ligands des macromolécules (fibrinogéne, fibrine, facteur Willebrand,
fibronectine, vitronectine), et la prothrombine. Tous ont une ou plusieurs séquences RGD, qui
représentent le motif de reconnaisssance par I’intégrine. Le fibrinogéne a pour particularité,
outre la présence de deux séquences RGD sur sa chaine o, de posséder une autre s€quence de
reconnaissance par 1’intégrine (dodécapeptide). Cette séquence est localisée sur la chaine y en

position C-terminale.
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Les sites de liaison d’oup,P; reconnaissent deux régions majeures : 1) I'hélice B de la sous-
unité oyp, qui contient 4 sites de fixation pour les cations divalents et un site de
reconnaissance pour la séquence dodécapeptide du fibrinogéne (Gartner 1993, Farrel 1994,
Zaidi 1996), et 2) le domaine “I-like” de B3 possédant des sites de liaison pour les séquences
RGD (D’Souza 1998, Puzon-McLaughlin 2000, Mekrache 2002a), et pour la chaine y du
fibrinogéne (Alemany 1996). Le domaine de reconnaissance de 1’intégrine pour les séquences
RGD des molécules adhésives est discontinu avec des sites de contacts multiples, impliquant
sur B; les acides aminés 109-171 (D’Souza 1988), 129-134 et 179-183 (Bachelot 1995). Le
site de liaison du facteur Willebrand est localisé sur ;3 en 171-174, il est donc proche, mais
distinct, des sites impliqués dans la liaison au fibrinogene (Mekrache 2002a). Le fibrinogéne
se lie a I’intégrine également par sa chaine 7, impliquant un site spécifique sur B; (acides
aminés 274-368) (Alemany 1996) et un site sur oy, (acides aminés 294-314) (D’Souza 1988,
D’Souza 1990).

Les cations divalents sont indispensables a la fixation des ligands. Ils sont également
impliqués dans le maintien de la structure de I’intégrine. Les mutations des sites de fixation
du Ca®" chez des patients présentant une thrombasthénie de Glanzmann montrent leur
importance dans le maintien de la conformation d’oupPs, requise pour le transport

intracellulaire de I’hétérodimere a la membrane (Basani 1996, Poncz 1994).

3. Genes, polymorphismes et expression

Les génes codant pour GPIIb et pour GPIIla sont situés en 17q21-23. La proximité de
ces deux genes contraste avec la dispersion chromosomique des geénes codant les différentes
chaines o (chromosome 2 pour la chaine o du récepteur a la vitronectine, chromosome 12
pour la chaine o du récepteur a la fibronectine, chromosome 17 pour o) (Sosnoki 1988).

Les génes codant pour GPIIbllla sont trés polymorphes. Ces polymorphismes sont
associés a certaines thrombopénies néonatales et/ou purpura post-transfusionnel par allo-
immunisation. Quinze systémes allo-antigéniques, caractérisés en biologie moléculaire
(désignés HPA pour human platelet antigen) sont décrits, dont 9 exprimés par B; (HPA-1, -4,
-6, -7, -8, 10, 11, 14, 16) et 2 par oy, (HPA-3 et 9). Les autres systemes HPA sont localisés
sur o, (HPA-5), GPIba (HPA-2, voir paragraphe GPIb-IX-V) et GP1bpB (HPA-12) (Metcalfe
Vox Sanguinis 2003).
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Le polymorphisme PI*'/PI1*? (ainsi désigné dans toutes les études conduites en
cardiologie, il correspond au systtme HPA-la/HPA-1b, c'est-a-dire a la substitution de la
leucine 33 par un résidu proline), a été largement étudié en tant que facteur de risque
coronarien (Di Castelnuovo 2001).

oupPs est un récepteur restreint a la lignée mégacaryocytaire, contrairement a o33, de
répartition beaucoup plus large, puisqu'exprimée par les plaquettes, les cellules endothéliales

et les leucocytes (Nurden 1997, Phillips 1988).

4. Les ligands

4.1. Fibrinogéne :

Le fibrinogéne est une molécule dimérique, constituée de trois chaines
polypeptidiques, o, B et v, codées par trois geénes distincts. Les deux séquences RGDS sont
localisées sur la chaine o, en position 95-98 et 572-575, et la séquence dodécapeptide sur la
chaine Yy en position 400-411. L’agrégation plaquettaire fait intervenir essentiellement la
séquence dodécapeptide, située a I’extrémité C-terminale de la molécule de fibrinogéne,
contrairement aux deux séquences RGD, situées au centre du dimére. De plus, la séquence
95-98 a une structure fermée en triple hélice, inaccessible a 1’anticorps monoclonal 155B16
spécifiquement dirigé contre cette séquence, et donc trés probablement inacessible a
I’intégrine (Ugarova 1993). Le fibrinogéne plasmatique, outre sa structure afy/ofy, est
également présent sous forme d’un hétérodimére afy/apy’, incapable d’interaction avec les
plaquettes. La séquence dodécapeptide HHLGGAKQAGDV (chaine 7y) est remplacée par la
séquence VRPEHPAETEYDSLY (chaine ¥’), I’hétérodimére représentant environ 10% du
fibrinogéne plasmatique total (Chung 1984). L’utilisation de variants homodimériques Yy’ et de
peptides mimant 1’extrémité carboxy-terminale de la chaine y ont permis de montrer que la
séquence y 400-411 était essentielle pour I’interaction avec a3, sans que, pour autant, I’on
puisse exclure un role potentiel pour d’autres séquences (Farrel 1994, Zaidi 1996). Les
mutations créées dans les séquences RGD sont sans effet sur 1’agrégation plaquettaire (Farrel
1994). La séquence dodécapeptide est capable d’interagir avec ouypPs sans activation
plaquettaire préalable, contrairement aux séquences RGD, a condition que le fibrinogéne soit
immobilis¢ sur une surface (Zaidi 1996). Cette capacité d’interaction avec des plaquettes

activées et non activées joue probablement un role dans la croissance du thrombus, les
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plaquettes non activées pouvant interagir avec le fibrinogene 1i¢ a la paroi vasculaire 1ésée ou
a d’autres plaquettes. L’interaction fibrinogéne-oup,P; intervient en condition statique ou de
flux artériolaire ou veineux (~ 800 s™), alors que des contraintes hémodynamiques plus fortes
rompent les liaisons fibrinogéne-oy,B; (Zaidi 1996).

Le fibrinogeéne 1ié¢ a ouyppPs, adsorbé sur une surface, ou clivé par la plasmine, modifie
sa conformation, permettant 1’exposition d’épitopes particuliers, appelés RIBS (Receptor-
Induced-Binding-Site). Ces épitopes sont localisés dans les segments de connection entre les
domaines E et D de la molécule de fibrinogeéne (figure 11). Ils ne sont pas exprimés a la

surface du fibrinogeéne en solution (Ugarova 1993).
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plaquette RIBS plaquette

RIBS : receptor - induced - binding - site

Figure 11. Interaction fibrinogene/plaquettes

Chaque molécule dimérique de fibrinogene (afByafy contient 6 sites potentiels de
reconnaissance pour Qs (une séquence dodécapeptide sur chacune des chaines ¥ et deux
sequences RGD sur chacune des chaines ).

La séquence dodécapeptide est la premiere impliquée dans la liaison du ligand aux
plaquettes.

La liaison du fibrinogene a l’intégrine fait apparaitre des sites antigéniques cryptiques sur la
molécule de fibrinogene (RIBS pour Receptor-Induced-Binding-Site).
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4.2. Le facteur Willebrand

Sa structure a été décrite dans le paragraphe 1.3.1. L’interaction oy,f3-Willebrand
nécessite obligatoirement ’activation de I’intégrine, induite par des agonistes plaquettaires
comme la thrombine ou ’ADP, ou par la liaison du facteur Willebrand a GPIb (Ruggeri
2003). Le domaine Al du facteur Willebrand est impliqué dans l'interaction avec GPIb, et la
séquence RGD avec l'intégrine (figure 12). La liaison du facteur Willebrand a o35 est
inhibée par le fibrinogene, qui est présent dans le plasma (~ 9 uM) a des concentrations bien
supérieures a celles du facteur Willebrand (~ 1 nM). La fonction principale du facteur
Willebrand est de permettre 1’adhésion plaquettaire en conditions de flux rapide (voir chapitre

IV "La formation du thrombus en conditions de flux").

Adhésion p  Adhésion f Agrégation
{instable) (stable}
47
Flux élevé 4z
| -Q%

Figure 12. Interactions facteur Willebrand / plaquettes, en conditions de flux

(d’apres Ruggeri 2003)

4.3 La prothrombine

L’interaction prothrombine-intégrine catalyse 1’activation de la prothrombine en
thrombine par le facteur Xa (Byzova 1997). La prothrombine posseéde une séquence RGD au
sein de son domaine catalytique. Elle se lie a oupPs de fagon spécifique, saturable, et

dépendante des cations divalents, que les plaquettes soient activées ou non. Seuls la



39

prothrombine et certains produits intermédiaires de la conversion de la prothrombine en
thrombine se lient a I’intégrine. L’orientation particuliére de la séquence RGD a la surface de
la thrombine rend cette séquence inaccessible pour la liaison a oupf33. La thrombine n’est donc
pas un ligand de I’intégrine. L’activation plaquettaire par le PMA (phorbol myristate acetate)
ou I’ADP (adénosine diphosphate) ne majore pas la fixation de la prothrombine, qui est alors
en compétition avec le fibrinogéne. L’activation plaquettaire entraine un déplacement de la
liaison de la prothrombine en faveur du fibrinogéne et du facteur Willebrand, et favorise la
formation du complexe prothrombinase a la surface phospholipidique, fournissant un nouveau
site d’activation de la prothrombine en thrombine (figure 13). La thrombine formée
localement active les plaquettes via PAR1 et se lie a d’autres récepteurs plaquettaires (GPV,
GPIb). Les traces de thrombine ainsi générées permettent I’engagement des autres ligands
d’oupPs  (fibrinogéne et facteur Willebrand), [I’exposition de nouveaux sites
phospholipidiques, et le recrutement d’autres plaquettes (figure 13) (Byzova 1997, Plow
2001). La génération de thrombine est diminuée dans les thrombasthénies de Glanzmann
(Reverter 1996), et pour tous les anti-GPIIbllla utilisés en thérapeutique ou en développement
(Rao 1999, Keularts 1998, Herault 1998). Le mécanisme d’action du facteur VIla
recombinant (rVIla), traitement désormais validé dans les thrombasthénies de Glanzmann iso-
immunisées, dépend au moins en partie de la restauration de la génération de thrombine a la
surface plaquettaire. Le facteur X plasmatique est activé en Xa par le rVIla li¢ aux plaquettes,
et permet l'activation de la prothrombine en thrombine en présence du Va d’origine
plaquettaire. La thrombine se lie a ses récepteurs plaquettaires, PAR1 et GPIb, aboutissant in

fine a ’augmentation de 1’adhésion plaquettaire (Lisman 2003).
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Figure 13. Interactions prothrombine / 033
(modele proposé par Plow 2001)
4.4. 1CAM-4 .

ICAM-4 (CD242) est une molécule d'adhésion érythrocytaire, capable de se lier a la
oupPs dans sa conformation activée (Hermand 2003). Cette interaction spécifique de type
ligand-récepteur est de description récente (Hermand 2003). ICAM-4 interagit aussi avec
d'autres B intégrines. ICAM-4 n'a pas de séquence RGD : l'interaction avec l'intégrine
implique ses 2 domaines “Ig-like” (1'un de ces deux domaines posséde un motif analogue a la
séquence dodécapeptide du fibrinogene). La participation des érythrocytes a la formation du
thrombus n'est pas seulement la conséquence d'un “trapping” passif, mais bien le résultat
d’une interaction des érythrocytes avec les intégrines leucocytaires, monocytaires,

plaquettaires et endothéliales.
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5. Signalisation liée a I’intégrine o3

La réponse a une agression vasculaire, réponse aboutissant in fine a la formation d’un

thrombus, se déroule schématiquement en trois étapes :

1. DP’adhésion des plaquettes a I’endothélium 1ésé est initiée par le rolling plaquettaire,
faisant intervenir la liaison du facteur von Willebrand (vVWF) au complexe GPIb-V-I1X,
indépendamment de 1’intégrine ous,

2. lactivation de I’intégrine via [’inside-out permet la fixation du ligand, entrainant une
stabilisation de 1’adhésion initiale et le début de I’agrégation,

3. enfin, I’étalement plaquettaire, 1’agrégation stable et la formation du thrombus sont

obtenus grace a /’outside-in.

5.1. Signalisation inside-out

L’intégrine est maintenue dans un état de faible affinit¢é dans les plaquettes non
activées, ce qui leur permet de circuler librement alors qu'elles sont en contact avec des
ligands solubles. La modification conformationnelle de l'intégrine est donc indispensable pour
la liaison des ligands. Son activation résulte d'un processus dynamique impliquant différents
récepteurs et différentes voies de signalisation, impliquées différemment en fonction du
stimulus plaquettaire initial.

Les agonistes solubles (thrombine, ADP, épinéphrine, thromboxane A;) se lient & des
récepteurs couplés a des protéines G : PAR-1 et PAR-4 pour la thrombine, récepteurs P2Y1 et
P2Y 12 pour I'ADP, récepteur a2-adrénergique pour 1'épinéphrine, récepteur TPa et TPP pour
le thromboxane A,. L'activation de ces récepteurs entraine la modulation des taux d'AMPc via
'adénylate cyclase, 1'augmentation des flux calciques via la formation d'inositol phosphate
(IP3), et I'activation des PKC via la formation de diacylglycerol (DAG) (Hato 2002, Woulfe
2002, Gachet 2001).

La liaison du facteur Willebrand a GPIb-V-IX, du collagéne a GPVI et a I’intégrine
P, et d’immunoglobulines agrégées a FcyRlIla, activent également l'intégrine (Sims 1991,
Hynes 2002). L'agrégation de plaquettes en suspension par du collagéne soluble a une phase
de latence plus longue que pour les autres agonistes, en raison du temps nécessaire a la
polymérisation du collagéne et a la clustérisation de GPVI (Woulfe 2002).

Quel que soit le couple agoniste (ou ligand)-récepteur, toutes les voies de signalisation

convergent vers les séquences intra-cytoplasmiques d'oypB3 (Woulf 2002). Dans cette cascade
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d'événements, les protéines directement associées dans le cytoplasme a o33 présentent un
intérét tout particulier, en tant que cible(s) thérapeutique(s) potentielle(s). Treize d'entre elles

sont identifiées, leurs interactions avec l'intégrine ont ét¢ démontrées in vitro (tableau I).

Protéines Intégrine

Molécules de signalisation

She Bs
FAK Bs
Paxilline Bs
ILK B3
Protéines du cytosquelette
Skelémine Bs
Filamine oum, ou B3
o-actine Bs
Taline our et PBs
Myosine Bs
Autres protéines
Bs;-endonéxine B3
CIB Olitb
Calreticuline OUiib
CD98 Bs

CIB calcium and integrin binding protein

Tableau I. Protéines associées aux séquences intra-cytoplasmiques d' oy

(Hato 2002)

La régulation de la liaison du ligand au récepteur fait intervenir des mécanismes 1) de
modification structurale, ou switch conformationnel, (notion d’affinité, étape réversible de
liaison du ligand a I’intégrine), 2) et de redistribution des complexes o3 a la membrane, ou
clustérisation (notion d’avidité, étape irréversible). Il est habituel de distinguer affinité et
avidité¢, méme si, en pratique, ces deux composantes sont difficiles a différencier (figure 14).

L’affinité¢ correspond a une modification conformationnelle de chacun des récepteurs,
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aboutissant in fine a 1’augmentation de la force et de la durée de chaque liaison récepteur-
ligand. L’avidité implique la redistribution des récepteurs au sein de la membrane, permettant
d’augmenter 1’adhésion cellulaire en augmentant le nombre de liaisons ligand-récepteur (Arya

2003).

agrégation réversible agrégation irréversible

\ v

AP NP A

AN s

R & L
V X X

non activee affinite

avidité
—
ingde-out l

oudide-in

Figure 14. La signalisation li¢e a l’intégrine oyp;

(d’apres Shattil 1998, Jackson 2003)

L’activation plaquettaire, via la signalisation inside-out, expose le site de liaison du
domaine I, qui devient apte a fixer le ligand. De plus, la modification de 1’orientation des
deux sous-unités o et B 1’une par rapport a I’autre rend accessible le site de liaison d’oup,

masqué dans les plaquettes au repos par le domaine I (Loftus 1997).

5.2.L outside-in

Les modifications conformationnelles et le clustering des intégrines sont nécessaires

pour que la signalisation outside-in soit totale, permettant la réorganisation du cytosquelette,
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la sécrétion des granules o et des granules denses, la libération de thromboxane A2,
'étalement plaquettaire, la deuxiéme phase de I’agrégation plaquettaire, la formation de
microparticules procoagulantes, la stabilisation de I’agrégat, et la rétraction du caillot (Shattil
1998, Calvette 1999, Phillips 2001). Les mode¢les de cellules CHO transfectées en o33 ont

permis de mettre en évidence au moins trois voies de signalisation, impliquant I'activation de

FAK

Syk, l'activation de la protéine p125™"", et la phosphorylation des tyrosines de la sous-unité 35

(Hato 2002). Les tyrosines des deux motifs NXXY (Y et Y*°) de Bs sont phosphorylées
lors de I'agrégation plaquettaire. Ces motifs génerent des dockings sites pour des molécules de
signalisation (figure 9). Ils sont également nécessaires a la rétraction du caillot, en raison de

leur interaction avec la myosine (Hato 2002).

Nota bene

Des définitions précises et la modification de certains termes concernant les intégrines ont été proposés
récemment et sont rapportées ci-apres (nous n’avons pas employé cette terminologie nouvelle dans notre revue
de la littérature) (Carman 2003):

- régulation de l'affinité : modifications de l'affinité monomérique, soit l'affinité intrinséque de chaque
couple récepteur-ligand, liées a une modification de la conformation de l'intégrine ou a une modification de
l'équilibre entre les différents états conformationnels de l'intégrine

- régulation de la valence (remplacant le terme avidité, utilisé en immunochimie pour désigner la force
d'adhésion totale, c'est-a-dire l'affinité monomérique décrite précédemment et le nombre total de liaisons
ligand-récepteur, alors que le terme avidité habituellement utilisé pour les intégrines n'inclut pas l'affinité) :
modification de la diffusion du récepteur a la surface cellulaire, ou modification de sa densité locale, ou
modification de la géométrie de l'interaction ligand-récepteur, ce qui entraine une modification du nombre
d'interactions ligand-récepteur

- priming (remplagant le terme inside-out signaling) : événements de la régulation qui précedent la
liaison au ligand (ou qui est indépendante), et qui aboutissent a une augmentation de l'efficacité de la liaison

- renforcement de l'adhésion (remplacant le terme clustering) : étape dépendante du ligand, donc post-
adhésion, qui permet l'augmentation de la force d'adhésion, soit par accumulation de récepteurs au niveau de la
zone de contact avec le ligand, soit par augmentation de l'interaction intégrine-cytosquelette

- activation induite par le ligand (remplacant le terme outside-in signaling) : propagation de la

signalisation intra-cellulaire induite par la liaison du ligand.
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II1. Vasodilator-stimulated phosphoprotein
(VASP)

1. Introduction

La famille Ena/VASP comprend trois protéines retrouvées chez les vertébrés, les
protéines Mena (Mammalian Enabled), VASP, et EVL (Ena-VASP-like), et deux protéines
présentes chez les invertébrés, Ena chez la drosophile (Drosophila Enabled) et UNC-34 chez
Caenorhabditis elegans (Kwieatkowski 2003).

Tous les membres de cette famille partagent des structures conservées au niveau de
trois domaines majeurs : un domaine central riche en proline, encadré de deux régions
distinctes appelées EVH1 et EVH2 (Ena VASP Homology). Le domaine EVHI est impliqué
dans la localisation des protéines Ena/VASP dans les plaques d'adhésion focales, via
l'interaction directe avec un motif consensus, (D/E)-FPPPP-X(D/E)(D/E), présent dans la
vinculine, la zyxine et la palladine. Ces protéines étant associées a l'actine, leur liaison au
domaine EVHI1 permet le recrutement de VASP sur les sites de polymérisation de l'actine
(Boukhelifa 2004). Le domaine central riche en proline interagit avec la profiline, et le
domaine EVH2 possede des sites de liaison pour I'actine (F et G) (Kwieatkowski 2003).

Les protéines Ena/VASP sont des substrats des PKA et PKG (cAMP- and cGMP-
induced protein kinases). VASP posséde trois sites de phosphorylation situés a proximité de
la région riche en proline, les protéines EVL et Mena possédant respectivement un et deux
sites de phosphorylation. La phosphorylation module de facon négative les interactions avec
l'actine, sans modifier les interactions avec la profiline, la vinculine et la zyxine
(Kwieatkowski 2003, Harbeck 2000).

L'ensemble de ces interactions est schématisé dans la figure 15.

Les protéines Ena/VASP sont ubiquitaires et interviennent dans nombre de fonctions
biologiques : adhésion cellule-cellule et cellule-matrice, orientation des cellules axonales,
fermeture du tube neural, mobilité¢ des fibroblastes, activation des cellules T, phagocytose,

inhibition de l'activation plaquettaire (Kwieatkowski 2003).
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Figure 15. Interactions de VASP avec son environnement moléculaire

La phosphorylation des sites sérines (figurés en P) inhibe l'interaction avec l'actine (<>).
Schéma proposé d'apres les références suivantes : Boukhelifa 2004, Kwieatkowski 2003,
Harbeck 2000, Tadokoro 2003

2. VASP et plaquettes humaines

2. 1. Localisation :

Dans les plaquettes, VASP est présente en concentrations élevées au niveau des zones
d'adhésion focales et des fibres de stress (Reinhard 1992). Les plaques d'adhésion focales
sont des structures capables de signalisation bidirectionnelle, qui associent les domaines
transmembranaires des intégrines, des protéines du cytosquelette (actine, vinculine, zyxine,

taline, tensine), et des protéines régulatrices en terme de signalisation (PKC, FAK, c-Src)
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(Haffner 1995). Le nombre de molécules VASP est équivalent a celui de 1’intégrine o3,

soit environ 80 000 sites par plaquette (Smolenski 1998).

2. 2. Structure :

Le domaine EVHI interagit avec différentes protéines associées a l'actine (palladine, zyxine,
vinculine) (figure 15). Ce domaine permet de localiser spécifiquement VASP sur les sites de
polymérisation de I'actine au sein des plaques d'adhésion focales. La taline, protéine du
cytosquelette décrite précédemment comme jouant un role clé en tant qu'étape finale et
commune de la signalisation aboutissant a 'activation d'oy,P; (voir paragraphe 11.2.2.), se lie
a la vinculine et est donc logiquement localisée dans les plaques d'adhésion focales (figure 15)
(Gilmore 1993, Nuckolls 1990). La liaison de la profiline au site riche en proline de VASP
permet le recrutement des monomeres d'actine et leur polymérisation. Enfin, le domaine
EVH2 est impliqué dans la liaison a I'actine F (actine polymérisée) et dans la tétramérisation
de VASP, les sites critiques étant respectivement 259-276 et 343-380 (Bachmann 1999). La
tétramérisation favorise les interactions avec l'actine (Bachmann 1999), qui sont de type

¢lectrostatiques (Huttelmaier 1999).

2. 3. La phosphorylation de VASP :

VASP est déphosphorylée dans les plaquettes a I’état basal. Sa phosphorylation est
rapide lorsque les PKA et PKG sont activées, et réversible (Smolenski 1998, Horstrup 1994).
Les essais en systeme purifi¢ ont montré que la phosphorylation des deux sérines faisaient
intervenir distinctement la PKA pour la sérine 157 (via I’augmentation de I’AMPc induite par
les prostaglandines), et la PKG pour la sérine 239 (via I’augmentation du GMPc induite par le

monoxyde d’azote -NO-, ou les donneurs de NO) (figure 16).
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Figure 16. Les sites de phosphorylation de VASP
(d'aprés Smolenski 1998, Fox 2001)

Cette dichotomie entre les deux voies n’est pas retrouvée de fagon aussi marquée dans
les plaquettes humaines (Li 2003a). La phosphorylation de VASP induite par les analogues du
GMPc ou les donneurs de NO n’est pas exclusivement médiée par la PKG. Le GMPc entraine
une augmentation des concentrations d'AMPc, par inhibition de la PDE3 (phosphodiesterase
3), enzyme impliquée dans 1'hydrolyse de I'AMPc (figure 17) (Li 2003a, Walford 2003). Le
cross-talk entre les voies des PKG et PKA est également démontré par le fait que seuls les

inhibiteurs de PKA sont capables d’inhiber 1’action du GMPc (Li 2003a).
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Figure 17. Cross-talk entre les voies PKA et PKG dans les plaquettes humaines (proposé
d’apres Li 2003a)

Le GMPc entraine une augmentation de I'AMPc en inhibant la PDE3.
L’action du GMPc est inhibée uniquement par les inhibiteurs de PKA.

Le role du GMPc a fait I’objet de controverses dans la littérature. Il est décrit
initialement comme inhibant 1’activation plaquettaire. Ceci est démontré avec les analogues
du GMPc et les donneurs de NO, qui augmentent les concentrations de GPMc. De fagon
paradoxale, les agonistes plaquettaires (thrombine, ADP, collagéne) sont ¢galement capables
d’induire une augmentation du GMPc. Une explication a ce paradoxe est apportée récemment
(Li 2003b). Le GMPc entraine, en fait, une réponse plaquettaire biphasique : une réponse
précoce de type activation plaquettaire, alors que la phosphorylation de VASP et ’inhibition
plaquettaire surviennent dans un second temps (figure 18). Ces deux étapes conduisent dans
un vaisseau sain a I’initiation de la formation du thrombus, puis a la limitation de sa taille (Li

2003a, Li 2003b).
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Figure 18. Réponse plaquettaire biphasique en réponse au GMPc
(d’apres Li 2003a, Li 2003b)

La premicre phase de la réponse au GMPc (activation plaquettaire) serait PKG
dépendante et ferait intervenir les protéines ERK (extracellular signal-regulated kinases)
(figure 18) (Li 2003b). D'aprés ces auteurs, l'activation plaquettaire initiale ne pouvant étre
obtenue par la seule augmentation du GMPc, 1’exposition des plaquettes a la thrombine et au
facteur Willebrand serait indispensable. Il ne serait donc pas improbable que 1’augmentation
du GMPc joue un réle important dans I’activation plaquettaire dépendante de GPIb-IX. Ainsi,
la signalisation déclenchée par les complexes GPIb-IX-Ila et GPIb-IX-Willebrand pourrait
impliquer la voie des PKG (Li 2003b). Ces notions ont fait I'objet d'un débat contradictoire
dans la littérature (Du 2004, Senis 2004), puisqu'il est également démontré que l'activation
plaquettaire médiée par GPIb ne fait intervenir ni les PKG ni les protéines ERK (Marshall
2004). La deuxiéme phase de la réponse au GMPc (inhibition plaquettaire) est retardée. Elle

nécessite sur la plan expérimental des concentrations ¢levées de GMPc. Le cross-talk entre les
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voies des PKA et PKG est probablement un mécanisme majeur permettant la phosphorylation
de VASP et I’inhibition plaquettaire (figure 18).

Une autre kinase, la PKC, est également capable de moduler la phosphorylation de VASP sur
la sérine 157; ceci est rapporté récemment pour les cellules musculaires lisses (Chitaley

2004).

2. 4. Fonctions :

L'implication réelle de VASP in vivo dans la régulation négative de l'activation
plaquettaire n'a ét¢ publiée que récemment (Massberg 2004). L'adhésion plaquettaire sur la
paroi vasculaire est augmentée chez la souris VASP-/-, & la fois dans des conditions
physiologiques et pathologiques (ischémie-reperfusion, athérosclérose et dénudation
veineuse). La P-sélectine et GPIIblIla sont impliquées dans les interactions plaquettes-cellules
endothéliales chez les souris VASP-/-; ces résultats confirment la régulation négative de
VASP sur l'expression de la P-sélectine et l'inhibition de l'activation de GPIIbllla (Hauser
1999). Dans ce modéle murin, la présence de VASP dans les cellules endothéliales et dans les
cellules musculaires lisses est essentielle au contrdle des interactions plaquettes-endothélium
en conditions physiologiques, mais n'est pas suffisante pour inhiber I'adhésion plaquettaire en
cas de perte de l'intégrit¢ de l'endothélium (dysfonction endothéliale ou dénudation
endothéliale) (Massberg 2004).

Il est possible d’inhiber la phosphorylation de VASP induite par les prostaglandines ou
les donneurs de NO. Ainsi, ’ADP, la thrombine ou 1’épinéphrine, sont capable d’induire la
déphosphorylation de VASP. Ceci fait de VASP un outil novateur pour le suivi biologique de
certaines thérapeutiques anti-plaquettaires : les antagonistes sélectifs des récepteurs a I’ADP,
les inhibiteurs de PDE3, et les médicaments donneurs de NO (Schwartz 1999, Baragan 2003,
Sudo 2003, Sims 2004, Aktas 2003, Vilahur 2004, Schifer 2004).
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IV. La formation du thrombus plaquettaire en condition de flux

1. Introduction

L’organisation spatiale et dynamique du thrombus plaquettaire en conditions de flux
se déroule schématiquement en deux étapes successives. La phase initiale correspond a
I’expansion bidimensionnelle du thrombus a la surface de la lésion vasculaire (adhésion
plaquettaire). Le développement tridimensionnel du thrombus en permet sa stabilisation
(agrégation plaquettaire). Facteur Willebrand et fibrinogéne jouent des roles distincts,
spécifiques, et complémentaires. Le fibrinogéne s’accumule a I’intérieur du thrombus, alors
que la surface du thrombus, exposée au flux sanguin, est constamment recouverte de facteur
Willebrand (Matsui 2002).

Seul le facteur Willebrand permet la croissance bidirectionnelle de 1’agrégat. Il est
impliqué de fagcon séquentielle dans la formation de 1’agrégat: adhésion instable via
I’interaction entre le domaine Al et GPIba, puis mise en jeu d’autres couples
ligands/récepteurs pour permettre un attachement stable. L’adhésion a GPIba, méme instable
et réversible, permet de maintenir les plaquettes en contact suffisamment étroit avec la paroi
1ésée pour engager les récepteurs au collagéne (GPVI, opf;) et ’intégrine oupPs; (Ruggeri
2001). Ainsi, le facteur Willebrand immobilis¢ a la surface du vaisseau permet le contact
initial plaquette/sous-endothélium, et le facteur Willebrand d’origine plasmatique, présent sur
les plaquettes qui ont adhéré, permet la formation d’un second niveau d’adhésion sur ce
thrombus en formation, en faisant intervenir GPIba et ouyp[3;. L'intégrine est indispensable
pour I’adhésion stable en conditions de flux élevé, indépendemment de GPIb, car le taux de
dissociation du complexe GPIbo/Willebrand est ¢levé (Mekrache 2002b).

La solidit¢ et la croissance tridimensionnelle du thrombus font intervenir
obligatoirement le fibrinogéne. Les conditions rhéologiques se modifient avec la croissance
du thrombus : la diminution de la lumiére du vaisseau s’accompagne a la périphérie du
thrombus d’une augmentation considérable des contraintes de cisaillement. Le facteur
Willebrand ne permet pas une solidité suffisante de I’agrégat vis a vis de telles contraintes

rhéologiques. Le fibrinogéne, probablement en raison d’un taux de dissociation plus faible
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que le facteur Willebrand, joue un role essentiel dans I’organisation tridimensionnelle.

Initialement localis¢ dans les zones ou les forces de cisaillement sont les plus faibles (au

centre du thrombus), il remplace graduellement le facteur Willebrand (Matsui 2002).

2. Flux sanguin artériel ou veineux : les contraintes rhéologiques

Les interactions ligands-récepteurs nécessaires a la formation du thrombus ont été

évoquées précédemment. La vitesse du flux dans le vaisseau conditionne trés fortement la

nature des événements permettant la formation du thrombus : les interactions mises en jeu

sont différentes en flux rapide et en flux lent (Jackson 2003). Elles sont répertoriées dans le

tableau suivant.

Protéine Récepteur Contraintes de cisaillement optimales
d'adhésion )
fibrinogene oumPs 500-1 000
facteur Willebrand GPIb >4 000
fibronectine 0P 300
Ol 33
collageéne de type | P >4 000
GPVI
collageéne de type 111 0P >4 000
GPVI
collagéne de type IV 0P 1 600
laminine 61 800
vitronectine oumPs 0

Tableau II. Interactions récepteurs-ligands en fonction des contraintes rhéologiques

(d'aprés De Groot 2002)

A titre d’exemple, les contraintes de cisaillement dans un arbre vasculaire normal sont

comprises entre 400 et 4 700 s , selon le type de vaisseau (veine, artére, artériole), et sont

trés fortement augmentées dans un vaisseau sténosé (de 20 000 a 40 000 s™' dans une sténose

coronaire de 90%) (Ruggeri 2003).

Le tableau suivant (tableau III) présente les
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caractéristiques des flux vasculaires selon le type de vaisseau et sa localisation dans 1’arbre

vasculaire.
Vaisseau Diameétre Contraintes de cisaillement

(cm) ™)

aorte ascendante 2,3-4,5 50-300

artére fémorale 0,5 350

artéres de petit diamétre 0,03 1500

capillaires 0,0006 2 000-5 000

grosses veines 0,5-10 200

veine cave inférieure 2,0 50

sténoses artérielles 0,025 40 000

Tableau I1I. Les caractéristiques des contraintes de cisaillement dans l'arbre vasculaire

(d'aprés De Groot 2002)
3. Contraintes de cisaillement et tests biologiques

Les tests biologiques a notre disposition miment ou non ces conditions de flux. En
agrégométrie et en cytométrie en flux, I’activation plaquettaire est déclenchée uniquement par
’utilisation d’agonistes solubles, puisque les plaquettes sont étudiées en conditions statiques
(ou avec une agitation simple pour I’agrégométrie). Dans ces conditions, les acteurs impliqués
sont I’intégrine ouppPs et le fibrinogene (figure 19) (Kulkarni 2000). L’agrégation plaquettaire
est obtenue méme en 1’absence de facteur Willebrand. En revanche, des contraintes de
cisaillement sont appliquées dans les systémes automatisés comme le Cone and Plate(let)
Analyzer (CPA) et le Platelet Function Analyzer (PFA-100™) : 1300 s pour le CPA, 5000-
6000 s pour le PFA-100™ (Linder 2002, Kundu 1995). Du collagéne recouvrant une plaque
(CPA) ou une membrane (PFA-100™) représente la matrice extra-cellulaire. Le PFA-100™
utilise également des agonistes plaquettaires (ADP ou épinéphrine). Dans ces techniques dites
en flux, ’adhésion stable des plaquettes implique la liaison du facteur Willebrand a GPIb et a

oumPs3, sans participation du fibrinogéne (figure 19).
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Figure 19. Mécanismes permettant l’agrégation plaquettaire en fonction de la méthodologie
utilisée (d’apres Kulkarni 2000)

Cytométrie et agrégométrie sont réalisées en conditions statiques (ou sous agitation simple
pour l'agrégométrie), alors que PFA-100™ et CPA soumettent l'échantillon a des contraintes
de cisaillement élevées (4000-5000s™ et 1300-1800 s~ respectivement). Les membranes
utilisées dans le PFA-100™ sont recouvertes de collagene de type I et d'ADP ou
d'épinéphrine (Francis 2002). Le CPA, utilisant initialement des plaques recouvertes de
matrice extra-cellulaire sous endothélaliale et des conditions de flux de 1300s, est
désormais optimisé pour des plaques de polystyréne non coatées et un flux de 1800s™ (Varon
2002).

Les différences dans les méthodologies utilis€ées expliquent certains résultats de la
littérature apparemment discordants, pour preuve les études conduites en pédiatrie ou en
cardiologie rapportant des résultats différents selon les systeémes utilisés (ces données seront
discutées dans la partie Résultats). In vivo, et tout particulicrement en thrombose artérielle, la

croissance du thrombus ne correspond probablement pas a ce qui est observé en agrégométrie.
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I. Etude des fonctions plaquettaires chez I’enfant en cytométrie
en flux : mise en évidence de particularités physiologiques dans

cette population

1. Introduction

L'é¢tude des fonctions plaquettaires, classiquement réalisée en agrégométrie, se heurte
en pratique quotidienne chez l'enfant, et a fortiori chez le nouveau-né, au volume sanguin
nécessaire a la réalisation de ce test, et a la difficulté d'obtenir des prélévements a jeun chez
les bébés. La cytométrie en flux présente comme avantages indiscutables dans cette situation
clinique particuliere le faible volume échantillon et l'absence d'interférences liées a
I'opalescence du plasma. Les demandes de la part des pédiatres, en terme d'exploration des
fonctions plaquettaires, sont fréquentes. La cytométrie en flux représente une alternative aux
tests actuellement a notre disposition dans les laboratoires d'hémostase. Avant d'utiliser cette
technique a but diagnostique, des valeurs normales doivent étre établies chez l'enfant. En
effet, les résultats rapportés dans la littérature ont montré une hyporéactivité plaquettaire chez
le nouveau-né, comparativement a 1'adulte. En revanche, nous manquons de données, en
cytométrie en flux, chez I'enfant au dela de la période néonatale. Le but de notre travail est
d'une part, de pouvoir confirmer la notion d'hyporéactivité plaquettaire observée a la
naissance, et d'autre part, d'évaluer les fonctions plaquettaires chez l'enfant plus grand, jusqu'a
la puberté.

L'ensemble des enfants inclus dans ce travail correspond a une population saine. Les
nouveaux-nés sont prélevés au troiseéme jour de vie a 'occasion du dépistage obligatoire de la
phénylcétonurie, les enfants plus 4gés au cours d'une consultation d'anesthésie.

L'étude des fonctions plaquettaires en cytométrie comprend 1) la quantification de GPIIbllIa,
de GPIb et de la P-sélectine, 2) l'évaluation de l'activation du complexe GPIIbllla
(modification conformationnelle de 1'intégrine et liaison du ligand fibrinogéne), et 3) 1'étude
de la liaison du facteur Willebrand aux plaquettes dans le groupe des nouveaux-nés

prématurés.
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2. Résultats

Les résultats sont présentés en deux parties : une premicre étude, publiée,
correspondant a une population large en terme d'age (de 3 jours de vie a 15 ans), et les
résultats d'une deuxieme étude s'intéressant cette fois exclusivement aux nouveaux-nés

prématurés.

2.1 Publication. "Unexpected persistence of platelet reactivity beyond the neonatal

period : a flow cytometric study in neonates, infants and older children" Thromb Haemost

2003; 90: 116-123.

2.2. Evaluation en cytométrie en flux des fonctions plaquettaires chez le prématuré.
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Principaux résultats

e chez le nouveau-né sain né a terme, l'expression membranaire de l'intégrine oupfP; est
inférieure a celle de l'adulte, a 1'état basal et aprés activation plaquettaire par le TRAP.
L'activation de l'intégrine évaluée, en réponse au TRAP, par sa capacité de liaison au
fibrinogene et par sa modification conformationelle, est significativement plus faible que chez
I'adulte. L'internalisation de la GPIb et la dégranulation mesurée par la P-sélectine sont

¢galement inférieures a celle de 1'adulte,

e les différences observées chez le nouveau-né persistent chez l'enfant plus agé. La capacité
d'activation de l'intégrine augmente avec 1'age, et il existe des différences significatives entre
les quatre groupes d'enfants. La liaison du fibrinogeéne reste inférieure a celle de l'adulte
jusqu'a I'age de 15 ans. La diminution de l'internalisation de la GPIb est également retrouvée
chez l'ensemble des enfants, sans évolution, contrairement a o3, en fonction de 1'age. La
dégranulation plaquettaire est également inférieure, pendant toute I'enfance, a celle observée

chez l'adulte. La capacit¢é de dégranulation, comme pour o3, augmente avec l'dge.
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2.2. Deuxieéme partie de 1'é¢tude : évaluation en cytométrie en flux des fonctions

plaquettaires chez le prématuré

2.2.1 But de I'étude :

Cette deuxieme étude a été envisagée au vu des résultats du travail précédent. Elle a
pour objectifs 1) de valider les conditions techniques et la faisabilité de la méthode chez des
enfants prématurés, 2) d’affirmer ou d’infirmer la notion rapportée dans la littérature
concernant une différence dans la réactivité plaquettaire entre prématurés et bébés nés a
terme, 3) d'étudier la liaison du facteur Willebrand aux plaquettes, comparativement a un
groupe contrdle adulte, afin d’établir une éventuelle corrélation entre les concentrations de
facteur Willebrand plasmatiques et la capacité de liaison du facteur Willebrand aux plaquettes

en réponse a la ristocétine.

2.2.2. Population :

La population étudiée est de 31 nouveaux-nés prématurés. La prématurité est définie
par un age gestationnel inférieur a 38 SA. Un micro-tube pédiatrique (citrate 0,105M, ImL)
est prélevé au troisiéme jour de vie, a I'occasion du prélevement systématiquement réalisée
pour le dépistage de la phénylcétonurie.

Le groupe controle adulte correspond a 12 volontaires sains, prélevés €¢galement en

micro-tube pédiatrique citraté (0,105M).

2.2.3. Méthodes :
La quantification du nombre de GPIIbllla, GPIb, et de la P-sélectine, a I'état basal et

apres activation par le TRAP, est réalisée grace a la trousse Platelet GP (BioCytex). L'étude
du fibrinogene 1i¢ & GPIIbllla et de PAC1 est réalisée selon les conditions opératoires décrites
dans le travail précédent (publication 1).

L'étude de la liaison du facteur Willebrand aux plaquettes est réalisée comme suit : 25
nL de sang total sont incubés avec des concentrations croissantes de ristocétine (0; 0,5; 1; 1,5
et 2 mg/mL) (Sigma) pendant 5 minutes a température ambiante. L'immunomarquage est
réalisé avec un anticorps anti-facteur Willebrand couplé a la FITC (anticorps de mouton,
Sérotec, 10 ug/mL final). L'acquisition de la fluorescence est réalisée sur 5000 plaquettes,

définies par la région déterminée sur I'histogramme biparamétrique taille/structure.
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Le facteur Willebrand plasmatique est dosé en technique immuno-enzymatique ELFA

(coffret VIDAS, Biomérieux).

2.2.4. Statistiques :

Le type de distribution des données est analysé¢ par le test de Shapiro-Wilk. Les
résultats sont présentés en médiane [interquartiles]. Des tests non paramétriques sont utilisés
pour la comparaison des groupes : test de Kruskal-Wallis suivi d’un test de Mann-Withney-
Wilcoxon. Les différences sont considérées comme significatives pour p<0.01.

Le test de Student est utilisé uniquement pour la comparaison prématurés-adultes des
dosages plasmatiques du facteur Willebrand, et le test de Pearson pour corréler les dosages

plasmatiques du facteur Willebrand et sa liaison aux plaquettes.

2.2.5. Résultats :

2.2.5.1. Caractéristiques de la population :

Trente et une inclusions ont été réalisées, correspondant & 17 grands prématurés (age
gestationnel inférieur a 34 SA), et 15 prématurés ayant un age gestationnel compris entre 34
et 38 SA. Quatre grossesses sont gémellaires.

2.2.5.2. Etude en cytométrie en flux de GPIIbllla, GPIb et de la P-sélectine :

Nous n'avons pas mis en évidence de différence significative entre les prématurés
(définis en deux groupes selon leur dge gestationnel) et les bébés nés a terme. L'expression
membranaire de l'intégrine aupps, a 1'état basal et en réponse au TRAP, est identique entre ces
groupes, ainsi que la capacité pour l'intégrine de modifier sa conformation et de lier le
fibrinogene (figures 20 a 23). Le défaut d'internalisation de GPIb n'est pas plus prononcé chez
les prématurés, de méme que la diminution de la dégranulation plaquettaire (figures 24 et 25).

La réponse au TRAP doit étre interprétée en tenant compte de l'expression a I'état
basal du paramétre étudié. Nous avons analysé en terme de pourcentage de modification ([état
basal — état activé / état basal]x100) les marqueurs pour lesquels les valeurs obtenues a 1'état
basal étaient significativement différentes entre les groupes (CD41a, CD61, CD42b) (figures
20B, 21B, 24B). L'expression membranaire d'ouy,P; aprés activation par le TRAP, évaluée
avec l'anticorps anti-CD61, est significativement plus faible chez les prématurés et chez les
bébés nés a terme, comparativement a l'adulte, alors que la capacité d'externalisation de
l'intégrine, mesurée en pourcentage d'augmentation, n'est pas inférieure a celle de I'adulte
(figure 21B). A l'inverse, l'expression en réponse au TRAP de la GPIb n'est pas différente

entre les deux groupes de prématurés et les adultes, alors que le pourcentage de GPIb



70

internalisée est significativement plus faible dans ces deux groupes de nouveaux-nés (figure

24B).
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Figure 20. Quantification d'ogp 5, a l'état basal et apres activation par le TRAP
(CD41a)

(A) Les box-plots font figurer la médiane, ou cinquantieme percentile (ligne
horizontale au centre de la boite), et les vingt-cinquieme et soixante-quinzieme percentiles
(lignes horizontales bordant la boite). Les valeurs minimales et maximales sont représentées
par les barres verticales. Les valeurs de p sont indiquées uniquement lorsque les différences
entre les groupes sont significatives. L’ astérisque (*) désigne la différence significative pour
chacun des marqueurs entre l'état basal et active.

(B) Le calcul de la différence entre l'état activé et l'état basal est présenté en valeur
absolue et en pourcentage. L'astérisque (*) indique une différence significative (p<0.01). Une
valeur de p>0.05 est non significative (NS).
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Figure 21. Quantification d'ogp 33, a l'état basal et apres activation par le TRAP
(CD61)
(voir légende figure 20)

La diminution de l'expression apres activation par le TRAP de l'intégrine observée dans les
trois groupes de nouveaux-nés, comparativement a l'adulte (A), n'est pas synonyme de défaut
d'externalisation lorsque le niveau d'expression membranaire de l'intégrine a l'état basal est
pris en compte (B).
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Figure 22. Liaison du fibrinogene en réponse au TRAP

(voir légende (A) figure 20)

La diminution de la liaison du fibrinogene par l'intégrine omPs; en réponse au TRAP est
observée pour tous les groupes d'enfants, comparativement a l'adulte. Il n'existe pas de
différence entre les trois groupes de nouveaux-nés. Au dela de la période néonatale,

l'augmentation de la capacité de liaison augmente avec l'dge.
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Figure 23. Modification conformationnelle d'c 53 (PACI)

(voir légende (A) figure 20)

L'anticorps PACI permet d'évaluer la capacitée de l'intégrine a modifier sa
conformation en réponse au TRAP. L'activation de l'intégrine est significativement
plus basse chez le nouveau-né, quelque soit son dge gestationnel, comparativement

aux enfants plus dgés et a l'adulte.
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Figure 24. Quantification de GPIb, a l'état basal et apres activation par le TRAP
(CD42)
(voir légende figure 20)

La différence, comparativement a l'adulte de l'internalisation de la GPIb en réponse au
TRAP, est observée uniquement chez les nouveaux-nés a terme, les nourrissons et les enfants
plus dgés. Les valeurs obtenues sont significativement plus basses chez ces enfants. Les
prématurés ont une expression membranaire de la GPIb non différente de celle de l'adulte
(A), alors que la capacité d'internalisation est statistiquement inférieure (B).
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Figure 25. Quantification de la dégranulation, a l'état basal et apres activation par le TRAP
(CD62P)
(voir légende figure 20)

La dégranulation plaquettaire est significativement plus faible chez les nouveaux-nés, quel
que soit leur dge gestationnel. Nous observons des valeurs plus basses chez les nourrissons et
les enfants plus grands, mais non statistiquement significatives par rapport a l'adulte.

2.2.5.3. Le facteur Willebrand :
Les résultats des dosages plasmatiques du facteur Willebrand et de sa liaison aux
plaquettes en réponse a la ristocétine sont présentés dans les deux tableaux suivants.
Les concentrations plasmatiques de facteur Willebrand sont significativement plus
¢levées chez les prématurés que chez l'adulte, sans différence au sein de la population des

prématurés en fonction de 1'dge gestationnel (Tableau IV).

Prématurés (n=31) Adultes (n=12) p
moyenne * écart-type [min- moyenne * écart-type [min-
max | max |
facteur Willebrand 123% =20 [88-161] 103% = 19 [ 86-139] 0.007

Tableau 1IV. Dosage plasmatique du facteur Willebrand
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La liaison du facteur Willebrand aux plaquettes en réponse a la ristocétine, évaluée enn
cytométrie en flux, n'est pas plus élevée chez le prématuré que chez l'adulte (Tableau V).
Nous n'avons pas mis en évidence de corrélation entre les taux de facteur Willebrand

plasmatique et sa liaison aux plaquettes.

Prématurés (n=31) Adultes (n=12) p
médiane [interquartiles] médiane [interquartiles]
basal 4 928 [4 076-5 904] 7 178 [6 179-8 220] <0.0005
ristocétine 0.5 mg/mL 6 194 [5 114-7 733] 8 343 [6 148-9 184] 0.048
ristocétine 1 mg/mL 8 708 [6 661-13 413] 10 704 [8 343-12 002] NS

ristocétine 1.5 mg/mL 12 752 [8 775-17 337] 155666 [10 955-18 022] NS
ristocétine 2 mg/mL 17 384 [9 505-28 066] 23 536 [14 272-27 095] NS

Tableau V. Liaison du facteur Willebrand aux plaquettes en réponse a la ristocétine (résultats

exprimes en milli-équivalents de fluorescence)
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3. Discussion

Concernant les nouveaux-nés, nous retrouvons une diminution de la réponse
plaquettaire apres activation par le TRAP, quel que soit le marqueur utilisé. Cette conclusion
est @ nuancer en ce qui concerne les résultats obtenus avec les anticorps anti-CD61 et anti-
CD42b. Concernant l'anticorps anti-CD61, les différences avec l'adulte sont effectivement
significatives lorsque I'on compare les valeurs absolues obtenues apres activation par le TRAP
(nombre de molécules fixées par plaquette). En revanche, la capacité d'externaliser GPIIbIIIa
apres activation, qui correspond au pourcentage d'augmentation par rapport a 1'état basal, n'est
pas inférieure chez le nouveau-né. Pour GPIb, la quantification par l'anticorps anti-CD42b
montre que les résultats ne sont pas significativement différents entre prématurés et adultes,
apreés activation par le TRAP. En revanche, ces mémes résultats analysés en terme de
pourcentage de diminution aprés activation par le TRAP montrent que la capacité
d'internaliser GPIb est significativement plus faible chez le nouveau-né prématuré. Le défaut
d'internalisation est en accord avec les résultats présentés en 2001 par I'équipe de N. Schlegel
(Hurtaud-Roux 2001).

La diminution de I’activation plaquettaire chez les nouveaux-nés est également
rapportée dans la littérature pour I’ADP, I’épinéphrine, ou encore la thrombine (Rajasekhar
1994, Rajasekhar 1997, Michelson 1998, Kiihne 1996, Pietrucha 2001). Il est intéressant de
noter le peu de résultats non concordants dans les études publiées, alors que les modalités de
prélévement (sang de cordon ou sang veineux périphérique), de méthodes (étude en sang total
ou en plaquettes lavées, choix des agonistes plaquettaires), ou encore d'expression des
résultats (unités arbitraires par rapport a un controle adulte considéré comme référence,
équivalent de fluorescence, pourcentage de plaquettes exprimant le marqueur étudié,
quantification) sont différentes (références citées ci-dessus).

Nous n'avons pas identifié de profil plaquettaire particulier chez les bébés prématurés,
comparativement aux bébés nés a terme. Ceci va a l'encontre de la notion communément
admise dans la littérature que la réactivité plaquettaire est d’autant plus diminuée que la
prématurité est importante (Israels 2003).

Au dela de la période néonatale, nous observons, de facon inattendue, la persistance
d'une réactivité plaquettaire inférieure a celle de 1'adulte. Ces résultats ne sont pas concordants
avec le caractere "transitoire" habituellement décrit, et expliqué initialement dans la littérature

comme une conséquence de D’activation plaquettaire néonatale liée a I’accouchement.
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L'hypothese physiologique était que 1'activation de la coagulation observée pendant le travail,
conduisant a l'augmentation de la génération de thrombine, pouvait induire un état réfractaire
transitoire des plaquettes vis a vis de I'ADP et de I'épinéphrine. Ceci était étayé par
I'augmentation de la béta-thromboglobuline et du facteur 4 plaquettaire (Suarez 1998). Cette
hypothése est désormais clairement réfutée, grace a différentes études en cytométrie en flux
montrant d'une part I'absence d'activation plaquettaire a la naissance, quel que soit le mode de
délivrance (comparaison accouchement par voie basse et césarienne) (Irken 1998), et d'autre
part une persistance plusieurs jours aprés la naissance de l'hyporéactivité plaquettaire
observée a la naissance (Gatti 1996, Grosshaupt 1997). La seule autre étude ayant inclu non
seulement des bébés, mais également des enfants et des adolescents jusqu'a I'age de 18 ans,
retrouve des résultats semblables aux ndétres (Kehrel 2001). L'évolution des différents
marqueurs étudiés varient différemment avec la croissance de l'enfant. En effet, I'activation
d'oupPs et la dégranulation induite par l'activation plaquettaire augmentent graduellement
avec l'age, contrairement au défaut d'internalisation de GPIb, aussi marqué chez 1'adolescent
et le nourisson que chez l'enfant nouveau-né. Cette derniere notion est également rapportée
par B. Kehrel (Kehrel 2001).

Il est intéressant de noter que l'activation de GPIIbllla évaluée par la quantification
membranaire de l'intégrine (anticorps anti-CD61 et anti-CD41a) devient identique a celle de
I'adulte dés un mois de vie, alors que la liaison du fibrinogéne et de PACI1 aux plaquettes
restent inférieures a celle de I'adulte pendant toute 1'enfance. Ceci suggére que 1) les résultats
obtenus avec des anticorps de type anti-fibrinogéne et PACI ne sont pas le simple reflet du
nombre de complexes GPIIbllla exprimés a la surface plaquettaire, et que par conséquent 2),
ils représentent probablement des outils plus sensibles en terme d'¢tude des fonctions
plaquettaires que la classique externalisation de GPIIbllla. Par ailleurs, l'association de la
faible internalisation de GPIb a la diminution de l'activation de GPIIbllla, pourrait expliquer
l'absence de déficit fonctionnel plaquettaire mis en évidence par les tests travaillant en
contrainte de cisaillement élevée, avec un complexe GPIb-IX-V restant disponible a la surface
des plaquettes pour la liaison a son ligand principal aprés activation plaquettaire. Il a été
démontré que les plaquettes agrégent des des concentrations de ristocétine de 0.3 a 0.5 mg/mL
chez les nouveaux-nés, contre 0.8 a 1 mg/mL chez I'adulte (Kehrel 2001), et que la liaison du
facteur Willebrand aux plaquettes est inductible par des agonistes plaquettaires vrais (ADP et
TRAP), et corré¢lée a la dégranulation mesurée par la P-sélectine (Schmugge 2003). Nous
n'avons pas mis en évidence d'augmentation de l'agrégation en réponse a la ristocétine, alors

que les taux plasmatiques de facteur Willebrand sont significativement plus élevés chez les
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prématurés que chez l'adulte. Nous ne retrouvons pas de corrélation entre le dosage
plasmatique du facteur Willebrand et sa liaison aux plaquettes.

La pertinence de la cytométrie en flux en tant que test "fonctionnel" est a discuter a la
lumiére des résultats obtenus en conditions de flux, c'est-a-dire avec le PFA-100™ (Platelet
Function Analyzer) et le CPA (Cone and Plate(let) Analyzer) (Roschitz 2001, Shenkman
1999). L'ensemble des résultats publiés suggerent que l'agrégométrie et la cytométrie,
réalisées en conditions statiques, ne reflétent pas entierement les capacités d'adhésion et
d'agrégation des plaquettes. Les temps d'occlusion mesurés par le PFA-100™ sont
significativement plus courts chez le nouveau-né que chez l'adulte (Roschitz 2001,
Boudewijins 2003). Les capacités d'adhésion et d'agrégation mesurées par le CPA sont
augmentées chez le nouveau-né, comparativement a l'adulte, que les enfants soient nés a
terme ou prématurés (Shenkman 1999, Linder 2002). L’ensemble de ces résultats indique que
les tests réalisés en conditions statiques et les tests appliquant des contraintes de cisaillement
¢levées sont complémentaires lorsque I’on explore la fonction plaquettaire chez le nouveau-
né.

Les tests appliquant des contraintes de cisaillement élevées démontrent l'importance
du facteur Willebrand chez le nouveau-né. Les équipes ayant travaillé avec le PFA-100™ et
le CPA montrent que les résultats obtenus ne sont pas liés a 1'augmentation chez le nouveau-
né de 1'hématocrite et/ou des leucocytes, mais probablement au seul facteur Willebrand
(Roschitz 2001, Shenkman 1999, Finkenstein 2002). En effet, I'agrégation plaquettaire en
réponse a la ristocétine est plus élevée lorsque les plaquettes sont incubées en présence de
plasma de nouveau-né (comparativement aux mémes plaquettes incubées en plasma d'adulte)
(Shenkman 1999). Le facteur Willebrand présente par ailleurs des caractéristiques structurales
particulieéres chez le foetus et le nouveau-né, avec la présence de formes de trés hauts poids
moléculaires, retrouvées de fagon concordante par les différentes équipes ayant rapporté leurs
résultats (Mazurier 1992, Katz 1989, Tsai 2003, Schmugge 2004). En revanche, I'hypothese
d'un déficit en ADAMTS 13, responsable de la présence de ces formes avec treés hauts poids
moléculaires, est moins consensuelle : diminution de 1'activité protéinasique (Mannucci Blood
2001), ou activité normale (Tsai 2003, Schmugge 2004).

En conclusion, nous rapportons en cytométrie en flux un profil plaquettaire propre a
l'enfant, et ce jusqu'a I'adolescence. Ces résultats montrent que nous ne pouvons pas utiliser
cette méthodologie pour le dépistage des thrombopathies chez l'enfant sans définir
préalablement des valeurs normales. Elle devront étre établies non seulement pour les

nouveaux-nés, mais également au dela de la période néonatale, et ajustées sur 1'age.
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II. Modulation pharmacologique de la fonction d’oyy,[3; : le

modéele de la cardiologie interventionnelle.

1. Introduction

L'encadrement thérapeutique des angioplasties coronaires percutanées et des
syndromes coronariens aigus a considérablement évolué ces dernic¢res années. Apres I'aspirine
et 'héparine, les thiénopyridines et les antagonistes de GPIIbllla ont permis de diminuer de
facon importante les complications thrombotiques ischémiques, tout particuliérement apres
mise en place de matériel prothétique endocoronaire. De nouveaux outils biologiques étaient
nécessaires, pour répondre a des questions multiples : l'efficacité thérapeutique, 1'évaluation
du risque hémorragique, une réponse biologique rapide (un laboratoire d'hémostase classique
ne répondant pas a cette attente), la possibilité d'évaluer l'effet global des associations
thérapeutiques utilisées, ou au contraire ['évaluation spécifique de l'effet d'un anti-
plaquettaire au sein d'un cocktail d'anti-thrombotiques. C'est dans cet esprit qu'a débuté la
collaboration entre le service de cardiologie et notre laboratoire.

Comme pour l'exploration des fonctions plaquettaires chez I'enfant, la notion de tests
réalisés en conditions de shear stress élevé nous a semblé une approche complémentaire
importante a I'agrégométrie et a la cytométrie en flux, puisque 1'adulte insuffisant coronarien
présente également des concentrations ¢élevées de facteur Willebrand et des formes de tres
haut poids moléculaire circulantes. De plus, la cible principale de la modulation
pharmacologique par les anti-plaquettaires actuellement utilisés en cardiologie est l'intégrine
oupPs, et l'artére coronaire sténosée est un vaisseau ou les contraintes de cisaillement sont
particuliérement élevées, conditions dans lesquelles le facteur Willebrand devient le ligand
d’ oy Bs3.

Nous avons appliqué ce type d'approche a I’exploration de I’inhibition plaquettaire
chez des patients traités par anti-GPIIbllla ou thiénopyridines, traitements associés
respectivement a une inhibition totale ou partielle de 1’agrégation plaquettaire.

Trois molécules anti-GPIIblIla ont actuellement une AMM (autorisation de mise sur le

marché) (tableau VI). L'abcximab correspond au fragment Fab d'un anticorps monoclonal
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murin humanisé, dont le site de reconnaissance est localisé sur ;. L'eptifibatide est un
heptapeptide cyclique de synthése mimant l'extrémité C-terminale de la chaine y du
fibrinogéne (motif KGD). Le tirofiban est un peptidomimétique de synthése possédant la
séquence RGD, séquence commune aux ligands de l'intégrine, fibrinogéne, facteur

Willebrand, et autres molécules adhésives (Topol 1999).

DCI Nom Date d'obtention  Essais pivots AMM
commercial de 'AMM ATC angor instable
IDM sans onde Q
abciximab ReoPro® 1995 EPIC (1) + -
(c7E3 Fab) EPILOG (2)
CAPTURE (3)
EPISTENT (4)
eptifibatide  Integrilin® 1999 IMPACTII (5) + +
ESPRIT (6)
PURSUIT (7)
tirofiban Agrastat® 1999 RESTORE (8) - +
PRISM (9)

PRISM-plus (10)

DCI : dénomination commune internationale
ATC : angioplastie transluminale percutanée
IDM : infarctus du myocarde

Tableau VI. Les molécules anti-GPIIbllla disponibles et leurs indications en 2004

(1) The EPIC Investigators 1994

(2) The EPILOG Investigators 1997

(3) The CAPTURE Investigators 1997

(4) The EPISTENT Investigators 1998

(5) The IMPACTII Investigators 1997

(6) The ESPRIT Investigators 2000

(7) The PURSUIT Trial Investigators 1998

(8) The RESTORE Investigators 1997

(9) The PRISM Study Investigators 1998

(10) The PRISM-PLUS Study Investigators 1998
(les essais 1-6 et 8 ont été conduits dans l'angioplastie, les essais 7, 9 et 10 dans l'angor
instable)
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Notre expérience des anti-GPIIblIla concerne tout d'abord le ReoPro®, étudié in vitro
et chez des patients traités en salle de cathétérisme. Nous avons quantifié, en cytométrie en
flux, le nombre de récepteurs GPIIbllla libres et totaux, parallelement a l'agrégométrie
(publication 1, "Free and total platelet glycoprotein IIbllla measurement in whole blood by
quantitative flow cytometry during and after infusion of c7E3 Fab in patients undergoing
PTCA" Thromb Haemost 1999; 81: 869-873). Notre expérience de I'eptifibatide et du
tirofiban est documentée dans la deuxieme publication (publication 2 "Unexpected flow
cytometric results with two small GPIIbllla blockers : eptifibatide and tirofiban", Thromb
Haemost 2001; 85: 561-562).Nous rapportons également, chez le méme type de patients, le
monitoring biologique par le PFA-100™ des traitements anti-plaquettaires alloués en salle
d'angioplastie (publication 3,"Use of the PFA-100™ apparatus to assess platelet fonction in
patients undergoing PTCA during and after infusion of c7E3 Fab in the presence of other
antiplatelets agents" Thromb Haemost 2000; 83: 540-544).

Les thiénopyridines sont des antagonistes des récepteurs a I'ADP. Elles sont dans
certaines situations coprescrites avec les molécules précédentes. Les AMM de la ticlopidine et
du clopidogrel sont rapportées dans le tableau suivant (limitées aux indications en

cardiologie) (tableau VII).
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DCI Nom Essais pivots AMM
commercial

ticlopidine Ticlid® ISAR (3) endodoprothése coronaire
FANTASTIC (1)  (stent)
MATTIS (2)
STARS (4)

clopidogrel Plavix® CAPRIE (5) prévention des récidives

apres IDM

CURE (6)
PCI-CURE (7) angor instable
CREDO (8) IDM sans onde Q

DCI : dénomination commune internationale
IDM : infarctus du myocarde

Tableau VII. Les thiénopyridines (indications en 2004)

(1-4) : Curtin 2002

(5): CAPRIE Steering Comitte 1996
(6): Yusuf 2001

(7):Metha 2001

(8) : Steinhubl 2002

Nous avons étudié 1’inhibition d’oupPs induite par une dose de charge de ticlopidine,
administrée en salle de cathétérisme, chez des patients bénéficiant de la mise en place d’une
endoprothése coronaire (publication 4, "PFA-100™ and flow cytometry : can they challenge
aggregometry to assess antiplatelet agents, other than GPIIbllla blockers, in coronary
angioplasty?", Thromb Res 2003; 108: 43-47).

2. Résultats

2.1. Publication 1:

Free and total platelet glycoprotein IIbllla measurement in whole blood by quantitative flow
cytometry during and after infusion of c7E3 Fab in patients undergoing PTCA. Thromb
Haemost 1999; 81: 869-873.
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2.2. Publication 2:

Unexpected flow cytometic results with two small GPIIbllla blockers : eptifibatide and
tirofiban. Thromb Haemost 2001, 85: 561-562.

2.3. Publication 3:

Use of the PFA-100™ apparatus to assess platelet function in patients undergoing PTCA
during and after infusion of c7E3 Fab in the presence of other antiplatelet agents. Thromb
Haemost 2000, 83: 540-544.

2.4. Publication 4:

PFA-100™ and flow cytometry : can they challenge aggregometry to assess antiplatelet
agents, other than GPIIbIlla blockers, in coronary angioplasty ? Thromb Res 2003; 108: 43-
47.
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Principaux résultats
¢ la trousse GPIIbllla Occupancy® (BioCytex) permet de déterminer le pourcentage de
récepteurs GPIIbIlla occupés par l'abciximab, grice a deux anticorps monoclonaux, 1'un

compétitif de 1'abciximab (Mabl ou PY'18), l'autre non compétitif (Mab2 ou 4F8),

e ['occupation des récepteurs et l'inhibition plaquettaire évaluée en agrégométrie persiste

plusieurs jours apres 1'arrét de la perfusion,

e J'abciximab induit une augmentation de la fixation de Mab2 chez les patients. Ce résultat est

confirmé in vitro. Il suggere une activation plaquettaire induite par le médicament,

¢ la trousse GPIIblIla Occupancy® (BioCytex) ne permet pas de déterminer le pourcentage de

récepteurs GPIIblIIa occupés par I'eptifibatide ou par le tirofiban,

e ['anticorps Mabl (PY18) n'est pas compétitif de la liaison de 1'eptifibatide. La compétition

est partielle vis a vis du tirofiban,

¢ ]a liaison de I'anticorps Mab2 (4F8) est diminuée en présence d'eptifibatide et de tirofiban.
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Principaux résultats

¢ les temps d'occlusion du PFA-100™ mesurés par la cartouche collagene-ADP sont, dans ce
contexte, spécifiques de l'abciximab, puisqu'ils ne détectent pas la prise d'acide acétyl

salicylique ou de thiénopyridines,

e l'allongement des temps d'occlusion (cartouche collagéne-ADP) est observé a partir d'un
pourcentage d'occupation de GPIIbllla par 1'abciximab de 60%. Les temps d'occlusion sont

toujours allongés au dela de 75% d'occupation des récepteurs,

¢ l'agrégométrie et le PFA-100™ (cartouche collagene-épinéphrine) montrent que 50% des
patients ont des fonctions plaquettaires non inhibées par l'acide acétyl salicylique, sur le

prélevement réalisé avant l'injection d'abciximab.
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Principaux résultats

¢ en fonction de la méthodologie utilisée (agrégométrie ADP 6 et 4 uM, PFA-100™), 19% a

52% des patients traités au long cours par acide acétyl salicylique sont "mauvais répondeurs",

¢ la concordance entre agrégométrie et PFA-100™, pour le dépistage des "mauvais"

répondeurs, est presque nulle,
¢ |'augmentation de la posologie d'acide acétyl salicylique, administré sous la forme d'un
bolus parentéral de 500 mg chez des patients traités au long cours par voie orale, ne modifie

pas les fonctions plaquettaires,

o |'effet biologique des thiénopyridines est observé moins de 24 heures apres 1'administration

d'une dose de charge,

¢ le PFA-100™ ne détecte pas la prise de thiénopyridines,

e agrégométrie et cytométric en flux (évaluation de l'activation de l'intégrine oumP3)

identifient la prise de thiénopyridines.
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3. Discussion

Nous avons validé en pratique clinique la quantification en cytométrie en flux du
nombre d'intégrines oupPs occupées par le ReoPro®. La liaison du ReoPro® est rapide et
majeure (93% de sites occupés 10 minutes apres le début de la perfusion), et prolongée. La
cinétique de l'inhibition des fonctions plaquettaires, évaluée en agrégométrie, est paralléle a
celle de la liaison de I'abciximab aux plaquettes mesurée en cytométrie en flux. Nous n'avons
pas observé de variation interindividuelle importante dans la réponse au traitement.

L'ensemble de ces résultats est confirmé l'année suivante, par une étude au design
identique en terme de population (patients insuffisants coronariens bénéficiant d'une
angioplastie, avec une prise en charge médicamenteuse par du ReoPro® selon le méme
schéma thérapeutique que dans notre étude, en association avec les traitements anti-
plaquettaires conventionnels). L'étude est réalisée en cytométrie en flux, avec un anticorps
anti-Ig de souris, se fixant directement sur le ReoPro® (Peter 2000).

En revanche, la faible variabilité interindividuelle dans la réponse au traitement, mise
en évidence dans I'¢tude de Peter et la notre, n'est pas confirmée par les tests évaluant les
fonctions plaquettaires (Steinhubl 2001, Ray 2004).

L'aspect unimodal des histogrammes de fluorescence évoque une liaison homogene du
médicament sur toute la population plaquettaire. Cet aspect persiste au cours du temps,
suggérant une redistribution du ReoPro® d'une plaquette a I'autre, notamment aux plaquettes
nouvellement formées (Peter 2000). Le ReoPro® est de plus internalisé trés rapidement dans
les granules «, via le systéme canaliculaire connecté a la surface. Cette diffusion accompagne
le trafficking bidirectionnel naturel d’oypP; (Nurden 1999, Quinn 2001). La redistribution
plaquettaire observée pour l'abciximab est probablement liée au caractére monovalent de la
molécule (fragment Fab), puisqu'elle n'est pas retrouvée pour l'immunoglobuline enti¢re (7E3
IgG) (Sassoli 2001).

Nous avons observé en présence de ReoPro®, une augmentation de la fixation de
l'anticorps Mab2 (anticorps dont la liaison n'est pas inhibée par l'abciximab), a la fois chez les
patients traités et dans les tests réalisés in vitro. A noter qu’il n'en a pas été fait mention dans
I’étude de Quinn et al, alors que la méthodologie était identique (Quinn 1999).
L'augmentation du nombre de GPIIbllla a la surface plaquettaire, mesurée par l'anticorps
Mab2, pourrait étre la conséquence de l'activation de 1'intégrine par le ReoPro®. L'utilisation

des anticorps anti-CD62P et anti-CD63 en cytométrie ne nous avait pas permis de valider
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cette hypothése (résultats non présentés). Il a depuis ét¢ démontré que les anti-GPIIbllla
utilisés en thérapeutique induisent une activation spécifique d'oups, qui ne s'accompagne pas
obligatoirement d’une augmentation d'expression de la P-sélectine (Schwartz 2004). Le
ReoPro® induit une augmentation de la fixation du fibrinogene sur GPIIbllla pour des
concentrations 1 a 10 pg/mL (Peter 1998); ceci est concordant avec nos résultats, puisque
nous avons observé une augmentation de Mab2 pour toutes les concentrations testées (de 0,5
a 2,5 ug/mL). Le ReoPro® bloque I'agrégation plaquettaire aux concentrations
thérapeutiques, mais a un effet proagrégant lorsqu'il est utilisé in vitro a faible concentration
(0,1 pg/mL) (Peter 1998). Les inhibiteurs de la cyclo-oxygénase, dont l'acide acétyl
salicylique, inhibent cet effet proagrégant (Peter 1998). Nous avons observé une
augmentation significative de Mab2 chez les patients malgré un traitement au long cours par
aspirine. Ces résultats ne sont pas a priori contradictoires si l'on évoque la notion de
"mauvais" répondeurs a l'aspirine, comme nous l'avons documenté dans les publications 3 et
4.

L’activation de I’intégrine a été mise en évidence pour les trois anti-GPIIblIla utilisés
en thérapeutique, avec des profils différents selon les molécules (Jennings 2000, Schwartz
2004). Cette activation a également ét¢ démontrée avec des cellules CHO transfectées en
GPIIbllIa, ce qui permet d’éliminer un mécanisme d’activation plaquettaire global, 1i¢, par
exemple, aux conditions de préparation des échantillons, et de conclure a un effet propre sur
I’intégrine (Schwartz 2004). La redistribution rapide des anti-GPIIbllla a I’ensemble d’une
population cellulaire est également démontrée par I’étude de 1’activation de I’intégrine avec
un anticorps anti-LIBS. Les deux pics de fluorescence initiaux, correspondant pour l'un aux
cellules non incubées et pour l'autre aux plaquettes incubées en présence d'anti-GPIIblIla, se
modifient au cours de la coincubation des deux préparations cellulaires, pour aboutir a un pic
unique. Ceci démontre que l'activation plaquettaire induite par les anti-GPIIbIlla est
transférable de plaquette a plaquette, et de plaquettes a des cellules CHO exprimant GPIIblIla
(Schwartz 2004). Les mécanismes de 1’activation de 1’intégrine par ces médicaments ne sont
pas ¢€lucidés. Ils sont probablement différents pour les peptides ou peptidomimétiques, et pour
I’anticorps c7E3 Fab. L'activation induite par 1'abciximab est FcyRII indépendante, puisque
l'abciximab correspond au seul fragment Fab de l'immunoglobuline. Les anticorps anti-
GPIIblIla de type Fab sont capables d'activer l'intégrine; ceci a été démontré avec certains
anticorps anti-LIBS (Frelinger 1991). Leur liaison a l'intégrine entraine une agrégation
plaquettaire, via l'augmentation de la liaison du fibrinogéne et/ou de la fibronectine a

GPIIbllIa (Frelinger 1991).
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L'ensemble de ces observations font que I'anticorps a usage thérapeutique anti-
GPIIbllIa "idéal" serait un anticorps compétitif de la liaison du ligand, non activateur d”ou,3s,
et ne se fixant que sur les intégrines activées, pour permettre 1'adhésion plaquettaire sur le

fibrinogéne immobilisé et minimiser ainsi le risque hémorragique (Peter 1998).

La cytométrie en flux nous a permis de déterminer, de fagon quantitative et spécifique,
le nombre de récepteurs bloqués. En revanche, elle ne permettait pas d’avoir directement
acces a la notion d’inhibition plaquettaire.

Au début de I'utilisation en cardiologie de cette nouvelle classe thérapeutique, le
challenge était de développer de nouveaux outils de surveillance biologique. 11 faut se
souvenir que trés rapidement aprés la validation de 1’administration parentérale en situation
aigue, de nouveaux schémas thérapeutiques ont été évalués. La logique était de pouvoir faire
bénéficier aux patients des résultats spectaculaires obtenus par les molécules administrées par
voie parentérale. De nouvelles modalités d’administration étaient donc envisagées (voie
orale, transdermique, intranasale), pour des traitements au long cours. Il était indispensable de
pouvoir surveiller ces nouveaux traitements, 1’idée étant, sur le méme principe que la
surveillance des AVK par I'INR (international standardized ratio), de définir une zone cible
d'efficacité thérapeutique. Les seuls tests biologiques utilisés dans les premiers essais
cliniques étaient le temps de saignement et 1’agrégation plaquettaire. Aucun de ces deux tests
ne pouvait étre retenu pour un suivi biologique en pratique clinique, pour des raisons de
faisabilité et de défaut de pertinence clinique.

C’est dans ce contexte que nous avons évalué le PFA-100™, qui présentait 1’avantage
d’étre un test simple, standardisé, et potentiellement accessible a tous les laboratoires. De
plus, son principe est totalement différent de celui de ’agrégométrie ou de la cytométrie,
puisqu’il évalue I’hémostase primaire en conditions de flux élevées. Il est plus proche de la
physiologie, les flux dans une artére de petit calibre comme une artére coronaire, a fortiori
sténosée, étant extrémement élevés. Il est dans ces conditions sensible a 1’interaction du
facteur Willebrand et de 1’intégrine, ce qui est pertinent chez ces patients qui ont un taux de
facteur Willebrand élevé, et chez lesquels les molécules anti-GPIIbllla inhibent 1’interaction
de I’intégrine avec tous les ligands ayant une séquence RGD.

Les patients que nous avons étudiés sont tous traités au long cours par aspirine. Ils
recoivent un traitement par ReoPro® avant l'angioplastie, associ¢é a un traitement par
ticlopidine administrée sous forme d’une dose de charge dans le cas de la mise en place d'un

stent. Cette étude nous a montré que le PFA-100™ est spécifique des traitements anti-
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GPIIbllla grace a la cartouche collagene-ADP. Les temps d'occlusion (TO) mesurés avec
cette cartouche sont indépendants de la prise d’aspirine et de ticlopidine. La comparaison avec
le nombre de récepteurs GPIIblIla occupés, mesuré en cytométrie en flux, montre que les TO
sont modifiés dans une fourchette étroite, puisqu’ils sont normaux en dessous de 60%
d’occupation des récepteurs, et allongés au dela de 80%. Le PFA-100™ permet de répondre
de fagon simple et spécifique a I’objectif retenu en terme d’efficacité par les essais cliniques,
soit 80% de sites occupés (Tcheng 1994, Coller 1997). Ce méme seuil de 80% est la valeur
ciblée par un autre test dit "bedside", utilisant comme principe 1’agglutination de billes de
latex recouvertes de fibrinogéne (Smith 1999). La détermination d’une zone cible par le PFA-
100™ est donc facilement envisageable. Son intérét n’est pour 1’instant plus que théorique
dans le contexte précis des anti-GPIIbllla oraux, aucune de ces molécules n’ayant d’AMM
puisque I’ensemble des essais cliniques a conclu a la fois a une moins bonne efficacité et a un

sur-risque hémorragique (Cannon 1998, Cannon 2000, Kereiakes 1998).

Le test de cytométrie en flux, optimisé€ pour la quantification du nombre de récepteurs
occupés par le ReoPro®, n’est pas transposable directement a 1’étude des autres anti-
GPIIbllIIa. L anticorps Mab1 (LYP18), compétitif du ReoPro®, est indifférent a la fixation de
I’Integrilin®. En revanche, sa liaison a GPIIbllla est partiellement diminuée en présence
d’Agrastat®, rendant impossible le calcul du pourcentage de sites occupés. Quant a
I’anticorps Mab2 (4F8), il ne se fixe pas sur l'intégrine en présence d’Integrilin® ou
d’Agrastat®, a ’inverse de ce que nous avions observé pour le ReoPro®. Les résultats
concernant 1’Integrilin® sont en accord avec la littérature (Quinn 1999). En revanche, nous ne
disposons pas d’autres données publiées pour I’ Agrastat®.

La différence de comportement des anticorps Mab1l et Mab2 en réponse a 1'abciximab
et aux petites molécules RGD a été considérée dans la littérature comme un avantage.
L’utilisation de Mabl et Mab2 permet de différencier la liaison du ReoPro® de celle des
autres anti-GPIIbllla, ces traitements pouvant étre administrés chez certains patients de fagon
séquentielle (Quinn 1999, Lev 2000). A cela des limites potentielles, avec tout d’abord
I’augmentation significative de la fixation de I’anticorps Mab2 en présence de ReoPro®,
augmentation persistant apres la fin de la perfusion (publication 1), et pouvant donc modifier
le calcul du nombre de sites occupés par 1’Integrilin®, et par ailleurs la surestimation du
nombre de sites occupés par 1’Integrilin® lorsque les échantillons sanguins sont prélevés sur

citrate (Phillips 1997), ce qui est le cas des études citées précédemment et de la ndtre, et qui
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implique de valider ces résultats avec des échantillons sanguins prélevés sur héparine,
hirudine ou PPACK (Phe-Pro-Arg chloromethyl ketone).

L’inhibition de la fixation de Mab2 ne serait pas liée a un phénoméne de compétition,
mais a une modification conformationnelle de [Dintégrine induite par les deux
peptidomimétiques étudiés. Ainsi, un épitope présent sur ouypP; dans sa conformation non
activée pourrait étre perdu apres activation de I’intégrine, I’anticorps Mab2 (4F8) pouvant
alors €tre considéré comme un anticorps anti-LABS (ligand-attenuated binding site) (Quinn
2002).

Par ailleurs, nous n’avons pas mis en évidence avec Mabl d’augmentation du nombre
total de récepteurs GPIIbllla. Des résultats identiques sont retrouvés pour le xemilofiban,
antiGPIIblIla administré par voie orale (Quinn 2000). L’eptifibatide et le tirofiban pourraient,
comme le xemilofiban, induire une activation conformationnelle de I’intégrine limitée a la
perte d’un épitope (LABS), sans induire ni augmentation de 1’agrégation plaquettaire a faible
concentration d’anti-GPIIbllla, ni augmentation du nombre total d’intégrines exprimées a la

surface plaquettaire (Quinn 2000).

Nous avons constaté dans 1’étude chez les patients traités par ReoPro® (publication 3),
qu’agrégométrie et temps d’occlusion mesurés par la cartouche collagéne-épinéphrine étaient
normaux dans plus de la moiti¢ des cas, malgré un traitement au long cours par de I’aspirine.
Nous avons, a la suite de ces résultats, congu un projet retenu dans le cadre d’un Projet
Hospitalier de Recherche Clinique National ("Etude en cytométrie en flux de l'effet d'une dose
de charge d'acétylsalicylique au cours des angioplasties coronaires sur l'activation plaquettaire
chez des patients traités au long cours par aspirine PO ou dérivés"). Nous avons confirmé la
notion de "mauvais répondeurs" a 1’aspirine, et observé que 1’augmentation de la posologie
d’aspirine sous forme d’un bolus ne modifiait pas ce statut de "mauvais répondeurs". En
revanche, nous avons clairement observé I’inhibition par le clopidogrel de 1’activation
d’ o3 en réponse a I’ ADP, par un test de cytométrie en flux utilisant un anticorps anti-RIBS
et PACI. Les résultats de cytométrie €taient concordants avec 1’agrégométrie. L’ inhibition
plaquettaire était significative moins de 24 heures aprés la prise initiale de clopidogrel sous
forme d’une dose de charge. Nous avons également utilis¢é le PFA-100™, qui, de facon
surprenante, ne s’est pas avéré sensible au clopidogrel avec la cartouche collagéne-ADP. Ces
données sont confirmées dans la littérature, dans ce méme contexte clinique d'angioplastie
(Madan 2002, Van der Planken 2003). Le PFA-100™ pourrait en revanche €tre sensible aux

thiénopyridines dans les traitements au long cours, avec des TO a la limite supérieure de la



110

normale aprés trois mois de traitement, et s'allongeant franchement aprés six mois de
traitement (Ziegler 2002). Une cartouche collagéne-ADP modifiée, avec des concentrations
d'ADP plus faible, pourrait améliorer la sensibilit¢ du test vis a vis des thiénopyridines

(Kottke-Marchant 1995).



111

II1. Modulation de la phosphorylation de VASP par les

thiénopyridines

1. Introduction

L'é¢tude de la modulation de la phosphorylation de VASP, par une technique de
réalisation simple et rapide (cytométrie en flux), a été proposée pour la premicre fois comme
monitoring biologique possible des traitements par thiénopyridines par Schwartz et al
(Schwartz 1999). La protéine VASP est phosphorylée par PGE1 (prostaglandine E1), cette
phosphorylation est inhibée par 'ADP. Le principe du test repose sur la mise en évidence de
l'inhibition par les thiénopyridines de I'effet de 'ADP sur la phosphorylation de VASP. Ceci
permet de détecter spécifiquement la prise de thiénopyridines, chez des patients traités par des
associations d'anti-plaquettaires. Nous ne disposons a l'heure actuelle d'aucun autre test
d'exploration des fonctions plaquettaires, qui soit spécifique des thiénopyridines. A ce jour,
seule 1'équipe de Baragan, en collaboration avec 1'équipe allemande précédemment citée, a
rapporté l'application de cette méthodologie en contexte d'angioplastie (Baragan 2003). Les
résultats de cette étude montrent que les thromboses subaigiies compliquant la mise en place
d'un stent chez des patients traités par ticlopidine ou clopidogrel sont associées a un
"pourcentage de réactivité plaquettaire” élevé (63%), alors que les angioplasties sans
complications ischémiques ont un "pourcentage de réactivité plaquettaire" significativement
plus bas (40%) (Baragan 2003). Ce pourcentage correspond a la capacité d'inhibition par
I'ADP de la phosphorylation de la sérine 239 induite par PGEI. Ces résultats confirment la
notion de variabilit¢ interindividuelle dans la réponse aux thiénopyridines, évoquée
essentiellement pour le clopidogrel, et mise en évidence non seulement chez les patients, mais
aussi chez des témoins sains sous clopidogrel (Schrér 2004, Gurbel 2003, Miiller 2003,
Taubert 2004, Schwartz 1999). Différents mécanismes sont évoqués pour expliquer cette
variabilité (voire résistance) : variabilit¢ de I'absorption digestive, variabilit¢ de la
métabolisation hépatique de la prodrogue en son métabolite actif, polymorphisme des
récepteurs P2Y12 (Taubert 2004, Lau 2004, Fontana 2004). Quelles qu'en soient les
explications physiopathologiques, 1'augmentation de la posologie de clopidogrel pourrait étre
proposée chez certains patients, dans le but de lever cette résistance (Taubert 2004, Seyfart

2002).
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La possibilit¢ d'identifier les patients résistants au clopidogrel pourrait permettre une
prise en charge individuelle en terme de traitement anti-plaquettaire.

C'est pourquoi nous avons développé une technique de cytométrie en flux pour I'étude
de la phosphorylation de VASP en position 239, nous permettant de calculer, sur le principe
proposé par Schwartz et Baragan, un indice de réactivité des récepteurs a I'ADP. 1l s'agit d'une
technique d'immunofluorescence directe (contrairement aux études précédemment citées).
Nous rapportons nos résultats chez le témoin sain (sans clopidogrel) et chez des patients en
salle d'angioplastie, traités par l'association aspirine-clopidogrel. Nous avons comparé les
résultats obtenus en cytométrie en flux a la technique du Western Blot. A ce jour dans la
littérature, la réalisation en paralléle de ces deux techniques est rapportée uniquement par
Schwartz et al, chez 5 témoins sains traités par clopidogrel. En revanche, il n'existe aucune
donnée quant a la comparaison cytométrie en flux / Western Blot chez le patient insuffisant
coronarien traité par clopidogrel.

Parall¢lement a la phosphorylation de VASP 239, il nous semblait important d'étudier
¢galement la phosphorylation de la sérine 157, site préférentiellement impliqué lors de
I'augmentation des concentrations d'AMPc (Horstrup 1994). Nous avons également mis au
point 1'é¢tude de la phosphorylation de ces deux sites sérine en réponse au SNP (sodium
nitroprusside), donneur de NO (monoxyde d'azote) impliquant préférentiellement la voie des
PKG, via 1'augmentation du GMPc (Smolenski 1998). Nous avons fait le choix de tester ce
large panel de conditions expérimentales, afin d'identifier, en fonction des voies de
signalisation impliquées, des profils de phosphorylation de VASP. L’étude en Western Blot a

également été réalisée dans ces conditions expérimentales.

2. Matériel et méthodes

2.1. Population étudiée

2.1.1. Témoins sains

Vingt huit volontaires sains (13 hommes et 15 femmes) ont été¢ prélevés sur tube
citraté 0,129 M pour réalisation des analyses en cytométrie en flux et Western Blot, et sur
tube EDTA pour hémogramme.

L'absence de tout traitement interférant avec les fonctions plaquettaires dans les 10

jours précédents le prélévement est précisé a l'interrogatoire.
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2.1.2. Patients traités par thiénopyridines

Vingt et un patients ont été inclus (15 hommes et 6 femmes). Le clopidogrel est
administré sous forme d'une dose de charge (300 mg en une prise) moins de 72 heures avant
le prélévement et poursuivi a la posologie de 75 mg/jour (n=13), ou a la posologie de 75
mg/jour sans dose de charge initiale, depuis au moins 3 mois (n=8). Tous sont traités par
aspirine au long cours (160 mg/jour).

Les prélévements ont été réalisés en salle d'angioplastie, en début de procédure et
avant l'administration du bolus d'héparine. Ils sont réalisés sur tube citraté 0,129 M
(Vacutainer®, Becton Dickinson) pour les tests de cytométrie en flux, d'agrégation
plaquettaire et de Western Blot, et sur EDTA (Vacutainer®, Becton Dickinson) pour

réalisation de la numération plaquettaire.

2.1.3. Patients co-traités par thiénopyridines et anti-GPIIbIIla

Six patients ayant bénéficié d'une prescription de tirofiban (n=2) ou d'eptifibatide
(n=4) ont été étudiés avant et 30 minutes apres le début du traitement par anti-GPIIbllIa. Ils
sont tous sous aspirine au long cours. Les modalités de leur traitement par clopidogrel sont

listées dans le tableau suivant (tableau VIII):

clopidogrel clopidogrel  clopidogrel

“dose de charge” “long cours” autre™
tirofiban n=1 n=1
eptifibatide n=2 =2

* : clopidogrel 75 mg/j depuis 4 jours

Tableau VIII. Caractéristiques du traitement par clopidogrel chez les

patients bénéficiant d'une coprescription d'anti-GPIIbllla
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2.2. Méthodes

2.2.1. Agrégation plaquettaire en PRP

L'agrégation plaquettaire est réalisée sur PRP, obtenu apres une centrifugation a 200 g
pendant 20 minutes. Les numérations des PRP sont comprises entre 300 et 600.10°
plaquettes/L. L'agrégation est réalisée sur 1'agrégometre Chronolog (Coultronic), en réponse a
I'ADP (10uM). L'enregistrement est réalisé pendant 20 minutes. Les résultats sont exprimés

en pourcentage d'agrégation.

2.2.2. Cytométrie en flux (étude de la phosphorylation de VASP sur les sites
sérines 157 et 239)

La phosphorylation de VASP est étudiée en réponse a deux inducteurs de la
phosphorylation, PGE1 et SNP, qui impliquent préférentiellement la voie de 'AMPc ou du
GMPc, respectivement. En raison du choix de ces deux inducteurs de phosphorylation, il était
impératif de travailler a partir de PRP. En effet, 'némoglobine inhibe le monoxyde d'azote,
VASP n'étant plus phosphorylée dans ces conditions en réponse au SNP (Schwartz 1999).
Nous avons également étudié la capacité d'inhibition par 'ADP de la phosphorylation induite
par PGE1 et SNP.

Nos conditions opératoires sont définies comme suit :

- 50 uL de PRP, obtenu apres centrifugation de 200g pendant 20 minutes, sont incubés
pendant 5 minutes a température ambiante en présence de 50 uL de PBS, d'ADP (20 uM
final), de PGE1 (10 uM final), d'une solution d'ADP (20 uM final) et de PGEl (10 uM
final), de SNP (0,1 mM final), ou d'une solution d'ADP (20 uM final) et de SNP (0,1 mM
final),

- la perméation plaquettaire est réalisée avec les réactifs 1 et 2 de la trousse commerciale
Leucoperm™, selon les recommandations du fabriquant (Serotec). 10uL de la suspension
plaquettaire sont incubés avec 25 uL du réactif 1 (15 minutes a température ambiante, puis
lavés (4 mL de PBS, centrifugation a 2500 g pendant 5 minutes). Le culot plaquettaire est
incubé en présence du réactif 2 (25uL) et des anticorps anti-VASP 157-FITC (5C6,
concentration finale a 2.5 uM) et anti-VASP 239-FITC (16C2, concentration finale a 20 pM)
(Nanotools) pendant 30 minutes, a température ambiante et dans 1'obscurité, puis lavé (4 mL

de PBS, centrifugation a 2500 g pendant 5 minutes),
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- I'analyse cytométrique est effectuée immédiatement, 5000 événements sont analysés dans la
région déterminée sur l'histogramme biparamétrique taille/structure (cytometre Epics,
Logiciel XL2, Coulter). Sur I'histogramme de fluorescence, le curseur est positionné sur
I'ensemble des canaux. Les résultats sont exprimés en intensité moyenne de fluorescence

(moyenne géométrique ou MnX).

2.2.3. Western Blot

L'analyse par Western Blot est réalisée a partir des mémes préparations plaquettaires
(PRP incubé en présence de PBS, ADP, PGE1l, SNP, ADP+PGE1, ADP+SNP) que les
¢chantillons préparés pour l'analyse en cytométrie en flux. Apres cette étape d'incubation, les
plaquettes sont centrifugées pendant 1 minute a 12000 g. Les culots plaquettaires sont lysés
en tampon Laémmli 1X (0,06 M Tris pH 6,8, 2% SDS (m/v), 10% glycérol (p/v)), et en
présence de bleu de bromophénol (0,005%) et d'anti-protéinases (Protease Inhibitors Cocktail
Complete®, Mini, Roche). Les lysats sont congelés a -20°C.

L'¢lectrophorése est réalisée en gel de polyacrylamide (gel de séparation a 11%, gel de
concentration a 4%) contenant 0.1% de SDS. Les échantillons, correspondant a 10°
plaquettes/puits, sont déposés apres dénaturation par la chaleur (4 minutes a 100°C) et
réduction par le 2-mercapto-éthanol (5%). Aprés la migration (2 heures a 15 mA), les
protéines sont transférées sur membrane PVDF (Polyvinylidene Difluoride) (Biorad) pendant
1 heure a 100 volts, a +4°C. La membrane est saturée pendant 1 heure 30 a température
ambiante en agitation dans du tampon TBS (50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl) contenant du
lait écrémé a 5%, puis lavée en tampon TBST (50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,05%
Tween 20 (m/v)).

La membrane est incubée dans une solution de TBST contenant l'anticorps primaire,
anti-VASP total (dilution 1/1000) (Becton Dickinson), anti-VASP 157-5C6 (dilution au
1:1000), et anti-VASP 239-16C2 (dilution au 1:400) (Nanotools), pendant une nuit a +4°C.
Apres trois lavages de 10 minutes dans le tampon TBST, la membrane est mise en présence
de l'anticorps secondaire, anticorps polyclonal de chévre anti-Ig de souris, couplé HRP
(horseradish peroxydase) (dilution 1:20000 ) (Sigma), pendant 1 heure, & température
ambiante. Les anticorps sont dilués dans le tampon TBS lait écrémé a 5%. La membrane est a
nouveau lavée trois fois dans le tampon TBST, puis 1 fois en tampon TBS, avant d'étre

révélée en chimioluminescence (kit ECL Plus, Amersham).
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Un standard de masse moléculaire (Euromedex) est déposé simultanément aux
échantillons lors de I'électrophorése.

L'intensit¢ des bandes obtenues est quantifiée par analyse d'image (Fluor-S™
Multilmager, logiciel QuantityOne-4.1.1, Biorad). Les résultats obtenus sont exprimés en

unités d'intensité par mm* (ODu/mm?, ou uncalibrated optical density/mm?).

2.2.4. Indice de réponse des récepteurs a I'ADP

Cet indice évalue la capacité d'inhibition par I'ADP de la phosphorylation de VASP
induite par PGEI.
Nous proposons les modalités suivantes de calcul de cet indice :
- en cytométrie en flux
(MnX pgEg1 - MnX pasa1) — (MnX pge1+app - MnX App) x 100
(MnX pge1 - MnX pasal)

Pour des raisons explicitées dans la partie résultats, nous rapporterons des indices obtenus
avec d'autres modalités de calcul.
- en Western Blot
(OD pgg1) — (ODpgEg1+app) X 100
(OD pgEe1)

2.2.5. Statistiques

Le type de distribution des données est analysé par le test de Shapiro-Wilk. Les
résultats sont présentés en moyenne + écart-type ou en médiane [interquartiles]. L’analyse
statistique est réalisée avec le test de Wilcoxon (comparaison de données pairées). Les

différences sont considérées comme significatives pour p<0.05.
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3. Résultats

3.1. Témoins sains

3.1.1. Etude de la phosphorylation de VASP en cytométrie en flux

Les résultats obtenus en cytométrie en flux sont illustrés dans les figures 26
(histogrammes biparamétriques) et 27 (histogrammes monoparamétriques). Ces figures
correspondent a 1'é¢tude de la phosphorylation de VASP a partir d'un échantillon prélevé chez
un témoin sain. Les plaquettes sont perméabilisées par les réactifs Leucoperm™, apres
incubation du PRP (PBS, ADP, PGE1, PGE1+ADP, SNP, SNP+ADP), I'immunomarquage
est réalisé par les anticorps anti-VASP 157-FTIC et anti-VASP 239-FITC.

Les plaquettes sont déphosphorylées a I'état basal (figure 27). PGE1 induit une
phosphorylation des deux sites sérines, 239 et 157. Cette phosphorylation induite par PGE1
est totalement inhibée par I'ADP pour la sérine 239, et partiellement pour la sérine 157 (figure
27). Dans cet exemple, la phosphorylation induite par SNP sur les deux sites sérines est
comparable a celle induite par PGE1. L'inhibition par ' ADP de la phosphorylation induite par
SNP est partielle pour la sérine 157. L'ADP n'inhibe pas la phosphorylation induite par SNP
du site sérine 239 (figure 27).

Nous observons une augmentation du signal de fluorescence, en présence d'ADP,
d'environ 50% comparativement a 1'état basal. Ceci est observé pour les deux sites sérines
(figure 27). Cette augmentation du signal de fluorescence est associée a des modifications du
nuage plaquettaire sur les histogrammes biparamétriques taille/structure, et a wune

augmentation des temps d'acquisition (figure 26).
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Figure 26. Phosphorylation de VASP, histogrammes biparamétriques

Perméation a partir de PRP par les réactifs Leucoperm™, immunomarquage
intraplaquettaire par l'anticorps anti-VASP 157-FITC. Sont indiqués pour chaque
histogramme les temps en secondes nécessaires a l'acquisition de 5000 évenements. La
modification de l'aspect du nuage plaquettaire observée en présence d'’ADP (histogrammes de
droite) est également retrouvée pour l'anticorps anti-VASP 239-FITC (histogrammes non
présentés). Les histogrammes de fluorescence correspondant sont présentés dans la figure 27.
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Histogrammes de fluorescence
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Figure 27. Phosphorylation de VASP

Les histogrammes monoparamétriques correspondent a l'anticorps anti-VASP 157-FITC
(colonne de gauche), et anti-VASP 239-FITC (colonne de droite).Cet exemple (témoin sain)
illustre l'augmentation du signal de fluorescence en réponse a l'ADP comparativement a l'état
basal, la phosphorylation induite par PGEI sur les deux sites sérine, la réversion par I'ADP
de la phosphorylation induite par PGEI (totale pour la sérine 239, partielle pour la sérine
157), la phosphorylation en réponse au SNP, et l'inhibition partielle de cette phosphorylation
par l'ADP sur la sérinel57. L'indice de réponse des récepteurs a I'’ADP, calculé pour VASP

239, est de 102%.



120

Les résultats obtenus chez les 28 volontaires sains montrent que PGE1 induit chez tous
les témoins une forte phosphorylation de VASP sur les deux sites sérine étudiés (figure 28).
Cette phosphorylation est inhibée totalement par I'ADP pour la sérine 239, et partiellement
pour la sérine 157 (figure 28). L'inhibition totale par 'ADP de la phosphorylation de VASP
239 induite par PGE1 permet le calcul d'un indice évaluant la fonctionnalité des récepteurs a
I'ADP. Il est présenté dans le tableau IX. La réversion partielle observée pour la sérine 157
explique que cet indice soit différent de 100% chez le sujet sain (54% = 17), rendant
inappropriée la notion de réactivité des récepteurs a 'ADP dans ce cas.

La phosphorylation de VASP en réponse au SNP présente une variabilité
interindividuelle importante, allant d'une absence de réponse, a une phosphorylation
comparable a celle induite par PGE1 (figure 29). L'absence de phosphorylation en réponse au
SNP concerne 50% des témoins; elle est observée simultanément pour les deux sites sérine
(figure 30). Il existe une inhibition partielle par ’ADP de la phosphorylation de VASP 157
induite par SNP (figure 28). En revanche, I’ADP ne diminue pas la phosphorylation du site
sérine 239 (figure 28).

L'intensité¢ de fluorescence est augmentée en réponse a I'ADP, comparativement a
I'état basal, pour les deux sérines (figure 28). Nous présentons dans le tableau IX trois
modalités de calcul de l'indice de réponse des récepteurs a 'ADP, prenant en compte ou non
le bruit de fond généré par les agrégats plaquettaires observés en présence d'ADP. Les indices
diminuent lorsque le bruit de fond lié¢ a la formation d'agrégats n'est pas pris en compte Ces
résultats montrent que les indices de réponse des récepteurs a I'ADP, qui ne sont qu'un simple
calcul a partir des moyennes de fluorescence, sont dépendants des contraintes liées a la

technique de cytométrie en flux (tableau IX)..
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Figure 28. Phosphorylation de VASP chez le volontaire sain (n=28)
(cytométrie en flux)

Les valeurs moyennes de fluorescence (MnX) sont rapportées sous forme de médiane
[interquartiles]. La phosphorylation de la sérine 239 induite par PGEI, est totalement
inhibée par I'ADP, alors que I'ADP n'inhibe pas la phosphorylation induite par SNP. La
phosphorylation de la sérine 157 par I'ADP est partiellement inhibée, quel que soit
l’inducteur de phosphorylation utilisé(PGE1 ou SNP).

L'ADP entraine avec les deux anticorps utilisés (anti-VASP 239 et anti-VASP 157) une
augmentation significative du signal de fluorescence.
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Figure 29. Répartition des valeurs obtenues en réponse a PGEI et a SNP chez le volontaire
sain (cytométrie en flux)

La réponse au SNP présente une variabilité importante. L'absence de phosphorylation en
réponse au SNP (figurée par la ligne pointillée) est observée chez 52% des témoins pour la
serine 239 et pour 55% d'entre eux pour la sérine 157. L'absence de phosphorylation en
réponse a PGEI, quelle que soit la sérine étudiée, n'a jamais été observée.

ence

Moyenne de fuanesc

SNP 157 SMF 233

Figure 30. Phosphorylation des sérines 157 et 239 en réponse au SNP chez le
volontaire sain (cytométrie en flux)

L'absence de phosphorylation des sites sérines 157 (a gauche) et 239 (a droite) en réponse au
SNP est mise en évidence chez les mémes témoins; il n'existe pas de profil de réponse
spécifique d'un site serine particulier en réponse au SNP.
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Indice de réponse des récepteurs a I'ADP VASP 239

(MnX PGE]-MHX basal) - (MHX PGEHADP'MnX ADP) x 100 99% £ 10
(MnX pGE1-MnX basal)

(MnX pgei-MnX pasal) — (MnX pge1+app-MnX pasal) X 100 87%+9
(MnX pgei1-MnX pasar)

(MnX pge1) — (MnX pgei+ape)  x 100 71% + 10%
(MnX pgE1)

Tableau IX. Indice de réponse des récepteurs a I’ADP chez le volontaire sain
(cytométrie en flux)

Le premier indice présenté est calculé tel que défini dans le paragraphe 2.2.4. 1l prend en
compte le bruit de fond observé a l'état basal et en présence d'ADP. D'autres modalités de
calcul peuvent étre utilisées, prenant en compte uniquement le bruit de fond a l'état basal (2¢
indice), ou ne prenant pas en compte ce bruit de fond (3¢ indice).Les résultats obtenus varient
en fonction du mode de calcul utilise.

3.1.2. Etude de la phosphorylation de VASP en Western Blot (témoins sains)

3.1.2.1. Anticorps anti-VASP total

Nous obtenons avec 1’anticorps pan-VASP un signal pour toutes les conditions
expérimentales testées, permettant 1’interprétation de I’absence de signal observée pour les
deux anticorps spécifiques de la phosphorylation des sérines 239 et 157, a I’état basal et en
réponse a I’ADP (figure 31). VASP dans sa forme non phosphorylée a une masse moléculaire
de 46 kDa. La phosphorylation de la protéine s'accompagne d'une modification de sa masse
moléculaire apparente (46 — 50 kDa). La phosphorylation induite par PGEI entraine une
modification compléte de la masse moléculaire apparente (signal observé a 50 kDa). La
modification de la masse moléculaire apparente est partielle en réponse au SNP, conditions

dans lesquelles nous détectons deux bandes, a 46 et a 50 kDa.
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Une modification compléte de la masse moléculaire apparente est toujours observée
avec l'anticorps anti-VASP 157, quel que soit l'inducteur de phosphorylation utilisé. La
phosphorylation sur le site sérine 239 (anticorps anti-VASP 239), s'accompagne d'une

modification totale en réponse a PGE1, et partielle en réponse au SNP (figure 31).

basal ADP PGE1 PGE1 SNP SNP
+ +

ADP ADP

VASP 157 S S S e 50 KDa
50 kDa
VASP 239 - =8

VASP tota] g qu ad & ¥ P

Figure 31. Phosphorylation de VASP ( Western Blot).

Différents profils de phosphorylation sont observés. La phosphorylation de la sérine 157
s'accompagne d'une modification complete de la masse moléculaire apparente de la protéine
(signal détecté a 50 kDa), quel que soit l'inducteur de phosphorylation utilisé. La
phosphorylation de la sérine 239 entraine une modification complete de la masse moléculaire
apparente en réponse a PGEI (50 kDa), partielle en réponse au SNP (46 et 50 kDa).
L'anticorps anti-VASP total reconnait la protéine indépendamment de sa phosphorylation.
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3.1.2.2. Etude de la phosphorylation des sérines 239 et 157 en Western
Blot ( témoins sains)

Les Western Blots ont été réalisés pour 9 témoins.

La phosphorylation de la sérine 239 est toujours observée en réponse a PGEI; cette
phosphorylation est inhibée par 1'ADP, permettant le calcul de l'indice de réponse des
récepteurs a I'ADP (91% £ 8). La phosphorylation de la sérine 239 en réponse au SNP est
variable d’un témoin a I’autre. Elle n’est pas inhibée par I’ADP.

La phosphorylation du site sérine 157 est également toujours observée en réponse a
PGE1l, et comme pour VASP 239, la réponse au SNP est variable. L’ADP inhibe
partiellement la phosphorylation de la sérine 157, quel que soit I’inducteur de phosphorylation
utilisé (PGE1 ou SNP).

Ces résultats sont concordants avec ceux obtenus en cytométrie en flux.

Nous n'observons pas en Western Blot d'augmentation du signal en réponse a I'ADP,
comparativement a I'état basal.

Ces résultats sont présentés dans la figure 32.
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Figure 32. Phosphorylation de VASP chez le volontaire sain
(Western Blot, n=9)

PGE] et SNP induisent la phosphorylation de VASP sur les deux sites sérine étudiés, avec
une variabilité interindividuelle importante pour la réponse au SNP. L'inhibition par I'ADP
de la phosphorylation induite par PGE1 est totale pour VASP 239, partielle pour VASP 157.
L’ADP inhibe partiellement la phosphorylation induite par SNP, uniquement sur le site sérine
157.
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3.2. Patients traités par thiénopyridines

3.2.1. Agrégation plaquettaire

Le clopidogrel inhibe 1’agrégation induite par I’ADP (51% % 12 chez les patients, 100% chez

les témoins).

3.2.2. Phosphorylation de la sérine 239 (VASP 239) : comparaison

témoins/patients

3.2.2.1. Western Blot

Nous observons une absence de signal a 1’état basal et en réponse a ’ADP. La
phosphorylation induite par PGE1 est toujours observée. La réponse au SNP est variable selon
les patients, allant de 1’absence de phosphorylation a une phosphorylation d’intensité
comparable a celle induite par PGEI.

L’inhibition par le clopidogrel de I’inhibition par I’ADP de la phosphorylation induite
par PGE1 est détectée chez les patients. Cette modulation par le clopidogrel est variable d’un
patient a I’autre, avec des indices de réponse des récepteurs a I’ADP compris entre 0 et 80%.
La répartition des valeurs obtenues est rapportée dans la figure 33, et la comparaison des

indices de réponse des récepteurs a I’ADP entre patients et témoins dans le tableau X.
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Figure 33. Phosphorylation de VASP 239 : comparaison patients (n=12) / volontaires
sains (n=9) (Western Blot)

La seule différence statistique (astérisque) entre les deux groupes concerne la modulation par
I'ADP de la phosphorylation induite par PGEI (condition PGE1+ADP). La répartition des
valeurs est également différente, avec une dispersion importante pour le groupe-patient,
évoquant une variabilité interindividuelle importante dans la réponse au clopidogrel.

Au sein du groupe-patient, il existe une différence significative entre les conditions PGE] et
PGEI1+ADP (p=0.003) (non figurée sur le box plot).

La réponse au SNP est variable dans les deux groupes, allant de ['absence de
phosphorylation a une phosphorylation d'intensité comparable a celle obtenue en réponse a
PGE]I. L’ADP ne modifie pas la phosphorylation induite par SNP.
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témoins patients p
n=9 n=12
indice de réponse des récepteurs a I’ADP
moyenne + écart-type 91%+8 37% 25 <0.5
[min-max] [76-127] [0-80]

Tableau X. Indices de réponse des récepteurs a l'"ADP (Western Blot)

Un seul indice a été déterminé en Western Blot, puisque nous n'avons pas obtenu de signal, ni
a l'état basal, ni en réponse a I'ADP (et notamment pas de surestimation du signal en
présence d'ADP).

3.2.2.2 Cytométrie en flux

La seule différence significative entre les groupes patients et témoins, concerne
l'inhibition par I'ADP de la phosphorylation induite par PGE1 (figure 34). En dépit de cette
différence significative, les indices de réactivité des récepteurs a 'ADP sont comparables
entre patients (91% = 16) et témoins (99% = 10). Nous n'avons pas observé de différences
significatives entre patients et témoins pour les autres conditions testées (basal, ADP, PGEI,
SNP, SNP+ADP).

Nous observons chez les patients :

- I’absence d’inhibition par I’ADP de la phosphorylation de VASP 239 en réponse au SNP
(figure 34),

- une augmentation significative du signal de fluorescence en réponse a I’ADP (augmentation
d’environ 50%)

- une variabilité interindividuelle de la phosphorylation de VASP 239 en réponse au SNP,
avec une absence de phosphorylation chez 10 patients (48%) (figure 35).

Nous présentons dans le tableau XI les indices de réponse des récepteurs a I'ADP. Ces
indices, comme précédemment rapporté pour les témoins, varient selon le mode de calcul
utilisé. Si I'on ne prend pas en compte la notion de bruit de fond li¢e a la présence d'agrégats
plaquettaires, l'indice de réponse des récepteurs a I'ADP est sous-estimé, pouvant faire

conclure a une inhibition par le clopidogrel (tableau XI).
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Figure 34. Phosphorylation de VASP 239 (cytométrie en flux).
Comparaison patients / volontaires sains.

La seule différence significative concerne l'inhibition par I'ADP de la phosphorylation induite
parPGEI (p=0.01) (astérisque). Bien que cette différence soit significative, le clopidogrel ne
permet pas d'inhiber l'effet de 'ADP sur la phosphorylation induite par PGEI.
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Figure 35. Phosphorylation de la sérine 239 en réponse a PGE1 et au SNPchez les patients

traités par clopidogrel (n=21)

(cytométrie en flux)

La phosphorylation induite par SNP présente une variabilité importante, avec une absence de
phosphorylation dans 48% des cas. L'absence de phosphorylation en réponse a PGEI n'est

jamais observée.
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VASP 239
Indice de réponse des récepteurs a 'ADP moyenne t écart-type
[min-max]
(MnX pgei-MnX pasal) — (MnX pge1+app-MnX app) x 100 91% + 17
(MI]X pGEl-MnX basal) [76—127]
(MnX pgg1-MnX pasar) — (MnX pge1+app-MnX pasa) X 100 76% + 13
(MHX pGEI-MnX basal) [49'96]
(MnX pger) — (MnX pgei+app)  x 100 63% *+13%
(MnX pgE1) [35-84]

Tableau XI. Indice de réponse des récepteurs a l'ADP chez les patients traités par
clopidogrel (n=21)

Le premier indice présenté prend en compte le bruit de fond spécifique a chaque condition
expérimentale, notamment celui lié a la présence d'agrégats plaquettaires induits par I'ADP.
La cytométrie n'apparait pas sensible a la prise de thiénopyridines.

Cet indice diminue pour les deux autres modalités de calcul. Les valeurs les plus basses sont
obtenues pour le dernier indice présenté dans le tableau, avec des valeurs pour certains
patients pouvant évoquer une inhibition des récepteurs a I'ADP (indice < 50% pour 4

patients).
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Nous avons donc obtenu en Western Blot les résultats attendus, a savoir une inhibition
par le clopidogrel de l'effet de I'ADP sur la phosphorylation de VASP 239 induite par PGEI.
La cytométrie en flux en revanche n'a pas permis de détecter la prise de clopidogrel. Les
différences observées entre les deux techniques sont illustrées dans la figure 36, représentative

de I'ensemble des résultats obtenus chez les patients.
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Figure 36. Comparaison cytométrie en flux et Western Blot (VASP 239)

L'indice de réactivité des récepteurs a I'ADP est égal a 100% en cytométrie en flux. Il est de
0% en Western Blot, chez le méme patient, traité depuis 72 heures par clopidogrel (75
mg/jour apres une dose de charge initiale de 300 mg).

Cet exemple illustre l'inhibition totale par I'ADP de la phosphorylation de VASP 239 induite
par PGEI, observée en cytométrie en flux, malgré le clopidogrel, et l'absence d'inhibition
mise en évidence par le Western Blot.

Nous observons pour des valeurs de MnX identiques en cytométrie en flux (ADP et
ADP+PGEI), des intensités de signaux en Western Blot tres différentes. Les discordances
sont indiquées par les fleches.

L'augmentation du signal de fluorescence obtenu en cytométrie en flux en présence d'’ADP
comparativement a l'état basal n'est pas mis en évidence en Western Blot.

Cet exemple est représentatif de l'ensemble des résultats obtenus chez les patients.
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3.2.3. Phosphorylation de la sérine 157 (VASP 157) : comparaison

témoins/patients

3.2.3.1. Cytométrie en flux

Nous n'avons observé aucune différence significative entre les patients et les témoins
sains, quelles que soient les conditions de préparation des échantillons (basal, ADP, PGEI,
PEG1+ADP, SNP, SNP+ADP) (figure 37).

L'inhibition par 'ADP de la phosphorylation induite par PGE1 est partielle, comme
chez les témoins (figure 37).

La phosphorylation induite par SNP est variable d'un patient a I'autre. Une absence de
phosphorylation est observée dans 47% des cas (10/21) (figure 38). L inhibition par I’ADP de
la phosphorylation induite par SNP est a la limite de la significativité (p=0.51).
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Figure 37. Phosphorylation de VASP 157 (cytométrie en flux).
Comparaison patients (n=21) / volontaires sains (n=28)

1l n'existe pas de différence significative entre patients traités par clopidogrel et volontaires
sains. L'inhibition partielle par I'ADP de la phosphorylation induite par PGEI est identique
entre les deux groupes, indiquant que, par cette technique, nous ne mettons pas en évidence
de modulation des profils de phosphorylation par le clopidogrel.
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Figure 38. Phosphorylation de VASP 157 en réponse a PGE1 et au SNP
(cytométrie en flux)

L’absence de phosphorylation en réponse au SNP est observée chez 10 des 21 patients (47%).
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3.2.3.2. Western Blot
Le Western Blot permet d'identifier la prise de clopidogrel (figure 39). Le clopidogrel
inhibe I’effet de I’ADP sur la phosphorylation induite par PGE1 et SNP : il n’existe pas de
différence significative chez les patients entre les conditions PGE1 et PGE1+ADP, et SNP et
SNP+ADP (alors que I’ADP inhibe de fagon partielle cette phosphorylation chez les témoins
non traités). Ces résultats ne sont pas en accord avec la cytométrie en flux (figure 41). La
variabilité interindividuelle dans la réponse au SNP est retrouvée pour les deux groupes

(figure 39).
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Figure 39. Phosphorylation de VASP 157 : comparaison patients (n=12) / téemoins (n=9)
(Western Blot)

La phosphorylation de VASP 157 est significativement différente entre les deux groupes pour
les conditions PGEI+ADP. Cette différence est liée a l'inhibition par [I'ADP de la
phosphorylation induite par PGEI chez les témoins (inhibition partielle mais significative),
alors que le clopidogrel (groupe patients) inhibe totalement l'effet de I'’ADP.
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3.3. Patients co-traités par thiénopyridines et anti-GPIIbIlla (étude de la
phosphorylation de VASP 239)

L’étude de patients bénéficiant d’une coprescription de clopidogrel et d’anti-GPIIblIla
a pour but d'évaluer I’indice de réponse des récepteurs a ’ADP en tant que surveillance
spécifique des thiénopyridines, dans un contexte d’association d’antiplaquettaires. Nous
avons comparé les profils de phosphorylation de la sérine 239 en réponse a PGEI avant et

apres administration parentérale d’eptifibatide ou de tirofiban.

3.3.1. Cytométrie en flux

L'aspect en taille structure en présence d'ADP est évocateur d'agrégats plaquettaires
pour cinq des six patients (avant I'administration du traitement anti-GPIIbIIIa), associé a une
augmentation significative des moyennes de fluorescence en ADP comparativement a I'état
basal. Trente minutes apres le début de la perfusion d’eptifibatide ou de tirofiban, nous
n'observons plus d'aspect d'agrégats plaquettaires en réponse a I’ADP. Ceci est associé a une
diminution significative des moyennes de fluorescence (figure 40). Le tirofiban et
l'eptifibatide ne modifient pas la réponse a PGEI. L’inhibition de la phosphorylation par
I’ADP est plus élevée apres la perfusion, mais est non significative (p=0.06) (figure 40). Le
calcul de l'indice de réponse des récepteurs a ' ADP n’est pas statistiquement modifié par les
antagonistes des récepteurs GPIIblIla (95% + 16 avant anti-GPIIbllla, 86% * 7 apres). En
revanche, lorsque cet indice est calculé¢ sans soustraction du bruit de fond, il devient
statistiquement plus ¢élevé apres la perfusion d'anti-GPIIbllla (tableau XII). La comparaison
de ces deux indices montre que les agrégats plaquettaires, par la surestimation du signal qu'ils

entrainent, représentent un biais selon le mode de calcul utilisé.
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Figure 40. Phosphorylation de VASP (site sérine 239) chez des patients traités par
clopidogrel, avant et apres administration parentérale d'anti-GPIIbllla
(cytométrie en flux)

La seule différence significative observée concerne le signal de fluorescence en réponse a
l'ADP (indiquée par l'astérisque).

La diminution du signal en réponse a PGE1+ADP apres l'initiation du traitement par anti-
GPIIbllla est a la limite de la significativité (p=0.00).
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avant apres p

(MnX pge1-MnX pasal) — (MnX pgei+app-MnX app) X 100 95%+16  86%+7  0.295
(Ml’lX PGEl'MnX basal)

(MnX pge1) — (MnX pgei+app) X 100
(MnX pge1)

56%*14  64%+10 0.036

Tableau XII. Influence des anti-GPIIbllla sur l'indice de réponse des récepteurs a l'"ADP
évalué en cytométrie en flux

Le calcul tel que nous l'avons retenu (1° indice présenté) n'est pas modifié par le traitement

anti-GPIIbllla, ce calcul prenant en compte la présence des agrégats plaquettaires induits
par I'ADP.

En revanche, le 2e indice est significativement augmenté apres l'administration d'anti-
GPIIbllla ( en raison de la disparition des agrégats plaquettaires).

3.3.2. Western Blot

Les anti-GPIIbIIla ne modifient ni la phosphorylation de VASP 239 induite par PGE1,
ni l'inhibition de cette phosphorylation par I'ADP (figure 41). Les indices de réactivité des

récepteurs a I'ADP ne sont pas significativement différents avant le traitement par anti-
GPIIbllla (40% = 20) et apres (31% + 25).
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Figure 41. Phosphorylation de VASP (site sérine 239) chez des patients traités par
clopidogrel, avant et apres administration parentérale d'anti-GPIIbllla.
(Western Blot)
La coprescription d’anti-GPIIbllla ne modifie pas les profils de phosphorylation de la sérine

239.
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5. Discussion

Il est nécessaire de développer un test permettant d'évaluer spécifiquement I'effet des
thiénopyridines, chez des patients traités simultanément par d'autres antiplaquettaires, ce test
devant étre de réalisation simple et rapide, et potentiellement standardisable. Nous avons
développé un test de cytométrie en flux pour 1'étude de la phosphorylation de VASP en intra-
plaquettaire. Dans ce contexte précis d'évaluation du traitement par clopidogrel, le principe du
test repose sur la capacit¢ du médicament a inhiber ou diminuer l'effet de 1'ADP, via
l'inhibition du récepteur P2Y12, sur la phosphorylation de VASP 239 induite par PGE1
(Schwartz 1999, Baragan 2003). Les résultats sont exprimés sous forme d'un indice de
réponse des récepteurs a I'ADP, calculé a partir des moyennes de fluorescence. Nous avons
comparé les résultats obtenus en cytométrie en flux a ceux obtenus en Western Blot. Un
indice de réponse a également été calculé a partir des résultats du Western Blot, apres
quantification de l'intensité des signaux obtenus. Les conditions de préparation des
échantillons (incubation des plaquettes en présence de PGEl1 et d'ADP+PGE1), et les
anticorps monoclonaux utilisés, sont identiques pour les deux techniques.

La cytométrie en flux ne nous a pas permis de détecter la prise de clopidogrel.
L'inhibition par I'ADP de la phosphorylation de VASP 239 induite par PGE1 est identique
dans les groupes témoins et patients, et donc non modulée par le clopidogrel. Les indices de
réponse des récepteurs a I'ADP ne sont pas différents entre patients et témoins (91% % 17 chez
les patients, 99% % 10 chez les témoins). Ces résultats ne confirment pas ceux de la seule
étude rapportée dans la littérature, qui décrit la cytométrie en flux comme un test sensible aux
thiénopyridines, permettant de classer les patients en mauvais et bons répondeurs (Baragan
2003). Des différences de méthodologie peuvent expliquer ces résultats discordants, Baragan
et al utilisant un test en sang total, une perméation par le triton, un marquage indirect, et des
modalités de calcul de I’indice de réponse plaquettaire probablement différentes. Nous nous
sommes heurtés en cytométrie en flux a la surestimation artéfactuelle du signal de
fluorescence en présence d'ADP, liée a la présence d'agrégats plaquettaires. Cette
surestimation modifie les indices de réponse des récepteurs a I'ADP selon le mode de calcul
utilisé, et donc l'interprétation finale en terme d'inhibition des récepteurs a I'ADP. Il nous
semble important de définir précisément les modalités de calcul de cet indice; le bruit de fond
lié a l'autofluorescence des plaquettes et surtout la sommation des signaux de fluorescence en
cas d'agrégats plaquettaires doivent étre pris en compte. L'étude de patients traités par

clopidogrel et anti-GPIIbllla nous a montré une modification de l'indice de réponse des
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récepteurs a 'ADP lorsque le calcul ne prend pas en compte I'augmentation du signal liée a
I'ADP. Par ailleurs, nous avons observé, lors de I'optimisation de I'é¢tape de perméation, que
le pourcentage de plaquettes dans la fenétre définie sur 1'histogramme taille-structure
(événements CD41a positifs), pouvait varier de 25 a 85%, en sang total, en fonction de la
technique de perméation (cf annexe). L’utilisation de ce test en sang total nécessite un double
marquage.

La comparaison Western Blot / cytométrie en flux met en évidence ’absence de
concordance entre les deux méthodes. Bien qu'étant une méthode semi-quantitative, le
Western Blot permet d’identifier clairement la prise de thiénopyridines, puisque les indices de
réactivité sont de 37% = 25 chez les patients, et de 91% + 8 chez les témoins. La cytométrie
en flux ne nous semble pas applicable a I’heure actuelle en tant que test de surveillance des
traitements par thiénopyridines. Dans ces conditions, seuls les résultats obtenus en Western
Blot peuvent étre discutés. Ils montrent une variabilité inter-patients dans la réponse au
traitement, en accord avec les données de la littérature concernant des critéres de jugement
cliniques ou biologiques (agrégométrie, expression de la P-sélectine) (Gurbel 2003, Miiller
2003). Les profils de phosphorylation obtenus chez les patients testés indiquent que
l'inhibition du récepteur P2Y12 est absente (indice de réactivité de 80%) a totale (indice de
réactivité de 0%). La coprescrition d’anti-GPIIblIla ne modifie pas les résultats, ce qui permet
une utilisation du test chez des patients bénéficiant de ce type d’association d’anti-
plaquettaires. L’évaluation d’un indice de réactivité des récepteurs a I’ADP n’aura de
pertinence clinique qu’avec la détermination d’un seuil permettant de classer les patients en
mauvais ou bons répondeurs, avec idéalement des critéres d’évaluation clinique. Le Western
Blot dans ce contexte est une technique présentant un certain nombre de limites. Il ne peut pas
étre envisagé comme un test de réalisation simple, et son utilisation restera limitée a des
études cliniques spécifiques.

En complément de ce travail, nous avons étudié la phosphorylation de VASP 239 via
la voie du GMPc, et la phosphorylation de la sérine 157. La phosphorylation de VASP sur
ses sites sérine fait intervenir deux voies différentes, initialement décrites comme spécifiques
de certains sites sérine (la voie de I’AMPc pour la sérine 157, la voie du GMPc pour la sérine
239) (Horstrup 1994, Smolenski 1998).

Nos résultats montrent que la phosphorylation de la sérine 239 en réponse au SNP : 1)
présente une variabilité¢ interindividuelle importante dans notre population témoin, 2) cette
variabilité est retrouvée chez les patients, 3) la phosphorylation induite par SNP n’est pas

inhibée par I’ADP, et 4) n’est pas modulée par le clopidogrel.
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La sérine 157 présente des profils de phosphorylation particuliers. Chez les témoins
sans traitement, 1’inhibition par 'ADP de la phosphorylation induite par PGE1 ou SNP est
partielle (partielle par opposition a I’inhibition totale par I’ADP de la phosphorylation induite
par PGEL1, observée pour la sérine 239). Cet effet partiel de ’ADP sur la sérine 157 est un
résultat inattendu, dans le sens ou la phosphorylation de la sérine 157 est rapportée comme
principalement liée aux concentrations d’AMPc (Horstrup 1994). Il n’existe pas a ce jour de
données dans la littérature concernant VASP 157 et le role de I’ADP sur I’inhibition de sa
phosphorylation. En revanche, le clopidogrel module, de fagon attendue, l'inhibition par
I'ADP de la phosphorylation en 157 induite par PGE1 ou SNP. L’effet du clopidogrel sur la
phosphorylation de la sérine 157 n’est pas décrit dans la littérature.

L’étude de la phosphorylation de VASP en réponse au SNP, c’est-a-dire en réponse a
I’augmentation des taux de GMPc, nous semblait importante en raison de la notion de cross-
talk rapportée récemment dans la littérature (Li 2003a). Les résultats que nous avons obtenus
en réponse a PGE1 et SNP sont compatibles avec cette notion de cross-talk, puisque VASP
est phosphorylée sur les deux sites sérines ¢étudiés quel que soit 1’inducteur de
phosphorylation utilisé : 1’¢élévation des concentrations d’AMPc ou de GMPc permet
d’aboutir indifféremment a la phosphorylation de la sérine 239 ou de la sérine 157. La
réponse au SNP nous a montré des profils de phosphorylation trés différents entre individus,
avec une absence de phosphorylation dans 50% des cas, aussi bien chez les témoins que chez
les patients (en cas de non réponse au SNP, I’absence de phosphorylation concerne les deux
sites sérine). Cette notion n’est pas rapportée dans la littérature. Cette importante variabilité
interindividuelle souléve 1’hypothése d’un éventuel polymorphisme génétique des PKG. Par
ailleurs, la protéine VASP a d’autres fonctions que 1’inhibition plaquettaire, puisqu’elle joue
un rdle important sur la relaxation vasculaire. Cette fonction est décrite comme
principalement liée au NO, et donc GMPc dépendante (Walford 2003, Vilahur 2004), méme
si la notion de cross-talk est également évoquée (Schéfer 2002). La variabilité que nous avons
observée en réponse au SNP pourrait jouer un role dans la réponse aux vasodilatateurs utilisés
en thérapeutique humaine (dérivés nitrés essentiellement). En effet, le principe actif de ces
médicaments est un apport exogene de NO, qui permet 1’augmentation des concentrations de
GMPc via la restauration de 1’activation de la guanylate cyclase, inhibée chez 1’insuffisant
coronarien (Vilahur 2004).

La participation de VASP dans I’inhibition plaquettaire est complexe. Nous ne pouvons
a I’heure actuelle n’explorer que deux sites de phosphorylation sur les trois décrits. A notre

connaissance, aucun anticorps reconnaissant la thréonine 278 dans sa forme phosphorylée
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n’est disponible. En raison des différences observées dans les profils de phosphorylation des
sites 157 et 239, il nous semble indispensable de pouvoir apprécier de fagon complete la
phosphorylation de cette protéine. Le choix du seul site sérine 239 comme outil de
surveillance des traitements par antagonistes des récepteurs a I’ADP, comme rapporté dans la
littérature, doit probablement étre ré-évalué.

En conclusion, la cytométrie en flux ne permet pas, a ’heure actuelle, d’identifier des
profils de phosphorylation spécifique des thiénopyridines. Le Western Blot nous a permis
d’identifier une variabilit¢ interindividuelle dans la réponse aux thiénopyridines, et une
absence de phosphorylation en réponse au NO chez 50% des individus. Ce dernier point nous

semble a prendre en considération dans le cadre des traitements par nitrovasodilatateurs.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES



146

La cytométrie en flux nous a permis, d’une part, d’appréhender les fonctions
plaquettaires sur le plan de la physiologie plaquettaire, et d’autre part, d’évaluer 1’effet sur les
plaquettes de différentes thérapeutiques anti-plaquettaires. Cette technique représente une
approche différente de 1’agrégométrie, puisqu’elle permet une quantification des récepteurs, et
une ¢évaluation de la fixation de ligands sur ces récepteurs, en réponse a des agonistes
plaquettaires. Elle est standardisable, réalisable en sang total, et ne nécessite que des
microprélévements.

Nos travaux en pédiatrie ont montré, par rapport a l'adulte, une diminution de
I’activation de I’intégrine o33, un défaut d'internalisation de GPIb en réponse au TRAP, et
une réponse identique en terme de liaison du facteur Willebrand a GPIb en réponse a la
ristocétine. Ce travail sera poursuivi par I'é¢tude de la capacité de fixation de la prothrombine
sur l'intégrine oypPs. Cette analyse, en cytométric en flux, sera comparée a une méthode
d'analyse, en fluorimétrie, de la génération de thrombine en PRP.

L'ensemble de nos études nous a montré que la cytométrie en flux permet de quantifier
les glycoprotéines membranaires, et également d'évaluer l'interaction de ces récepteurs avec
leurs ligands, et ce dans différentes conditions d'activation plaquettaire. La cytométrie en flux
nous semble donc occuper une place privilégiée dans l'arsenal des méthodes d'exploration de
la fonction plaquettaire. Nos études, comparant une méthode fonctionnelle réalisée en
conditions de contraintes de cisaillement élevées (PFA-100™) et la cytométrie en flux, nous
ont montré I'intérét de disposer d'une méthode analytique.

La cytométrie en flux permet également d'évaluer la signalisation intra-plaquettaire.
Notre étude concernant VASP dans le cadre de la surveillance d'un traitement par
thiénopyridines nous a montré les limites de cette technique. Nous souhaitons poursuivre ce
travail en étudiant in vitro la modulation de la phosphorylation de VASP par des antagonistes
solubles des récepteurs a 'ADP. Lors de ce travail, les concentrations d'AMPc et de GMPc
seront mesurées, et nous évaluerons 1'inhibition de 1'intégrine oup3;.

La cytométrie en flux nous a permis d'identifier une variabilit¢ de réponse dans la
réponse au SNP, mise en évidence sur la phosphorylation de VASP. Cette variabilité pourrait
rendre compte d'un polymorphisme des PKG, lequel pourrait conditionner la réponse aux
dérivés nitrés. Nous avons également identifié une variabilit¢ dans la réponse aux
thiénopyridines. Cette variabilit¢ pourrait €tre en relation avec le polymorphisme des

récepteurs P2Y12. Ce travail sera poursuivi.
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Enfin, nous poursuivrons 1'étude de l'effet des anti-GPIIblIla sur la phosphorylation de
VASP en réponse au SNP. En effet, s'il s'avérait que les anti-GPIIbllla modulent la
phosphorylation de VASP par le SNP, cela indiquerait un role de VASP non seulement dans
un processus de signalisation inside-out, mais également dans une régulation de type outside-

n.
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CHOIX DE LA PERMEATION PLAQUETTAIRE

Nous avons testé comparativement quatre méthodologies différentes : une technique
de fixation/perméation utilisant des solutions de paraformaldéhyde (PFA) et de triton
préparées au laboratoire, d'aprés la méthodologie rapportée par Schwartz et al (Schwartz
1999), et trois réactifs préts a l'emploi (IntraPrep™ Permeabilizing Solution, Beckman
Coulter; FACS™ Permeabilizing Solution, Becton Dickinson; Leucoperm™, Serotec)
(Tableau).

Les échantillons sont préparés de la fagon suivante : 1) incubation de 50ul. de PRP
(obtenu apres centrifugation d'un échantillon de sang total, 200 g pendant 20 minutes) en
présence de 25 pL de PBS (état basal) ou de 25uL d'une solution de PGE1 a 10 uM final
(Sigma), pendant 5 min a température ambiante, 2) 20 puL des suspensions précédentes sont
incubées avec 20 pL de Il'anticorps CD4la couplé a la phycoérythrine (CD41a-PE)
(Immunotech Coulter), 3) les étapes de fixation/perméation sont effectuées selon les
recommandations de Schwartz et al (Schwartz Thromb Haemost 1999) et des constructeurs
(tableau annexe I).

L'analyse cytométrique est réalisée sur un cytomeétre Epics® (Coulter) avec le logiciel
System II (Coulter). Sont analysés 5000 évenements dans la fenétre déterminée sur

'histogramme biparamétrique taille/structure.
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PFA-triton IntraPrep™ FACS Leucoperm™
Permeabilizing™
CD41a-PE 10 min 10 min 10 min 10 min
fixation paraformaldéhyde 3% réactif 1 réactif unique ~ réactif 1
5 min (formaldéhyde 5.5%) <15% formaldéhydé )
15 min <50% diéthyléne 15 min
glycol
perméabilisant?
10 min
perméabilisation triton 0.2% réactif 2 ) réactif 2
10 min (saponine et lyse) (?)
5 min
Anti-VASP- 30 min 30 min 30 min 30 min

FITC

Tableau annexe I. Description des étapes de fixation et de de perméation cellulaire, en
fonction des différentes techngiues testées

Les étapes de fixation et perméation sont simultanées pour le FACS Permeabilizing™, de
méme que les étapes de perméabilisation et immunomarquage i ntra-plaquettaire pour le
Leucoperm™

Nous avons analysé les performances de chaque technique de perméation en fonction
de deux criteres :

- le rendement plaquettaire aprés perméation, que nous avons évalué sur le
temps d'acquisition de fluorescence (5000 évenements dans la fenétre définie sur
I'histogramme biparamétrique taille/structure, la vitesse de passage a été prédéfinie en mode
"low"),

- la possibilité de travailler en sang total, prenant en compte I'aspect du nuage
plaquettaire en taille/structure et le pourcentage d'événements CD41a positifs dans la fenétre

"plaquettes".
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Les résultats sont présentés dans les figures suivantes (histogrammes bi et
monoparamétriques), les temps d'acquisition et le pourcentage d'évenements CD41a positifs,
correspondant a ces figures, sont rapportées dans le tableau annexe II. Ces résultats montrent
une perte importante de plaquettes aprés perméation par le triton et par les réactifs FACS
Permeabilizing™. L'aspect en taille-structure obtenu en sang total aprés perméation par les
réactifs IntraPrep™ montre de nombreux débris cellulaires. En sang total, le pourcentage de
plaquettes (CD41a) dans la fenétre "plaquettes" est faible pour le triton et les réactifs
IntraPrep™.

Nous avons fait le choix de la trousse Leucoperm™ , ce réactif répondant a nos deux
criteres de choix : perméation sans perte plaquettaire importante, et pourcentage élevé

d’évenements CD41a dans la fenétre “plaquettes”.
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Perméation plaquettaire

(triton 0.2%)

Sang total PRP

CD41a-PE CD41a-PE

Figure annexe 1. Perméation plaquettaire par le triton (0.2%).

L'acquisition est réalisée sur 5000 évenements dans la fenétre déterminée sur 'histogramme
biparameétrique taille-structure.

Les temps d'acquisition et le pourcentage d'événements positifs en CD41a sont indiqués dans
le tableau annexe 11



189

Perméation plaquettaire

(IntraPrep™ Permeabilizing Solution)

Sang total PRP

FS LOG

CD41a-PE CD41a-PE

Figure annexe 2. Perméation plaquettaire réalisée avec les réactifs IntraPrep™

Permeabilizing Solution (Beckman Coulter).

L'acquisition est réalisée sur 5000 événements dans la fenétre dessinée sur ['histogramme
biparamétrique taille-structure.

Les temps d'acquisition et le pourcentage d'événements positifs en CD41a sont indiqués dans
le tableau annexe I1.
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Perméation plaquettaire

(FACS™ Permeabilizing Solution)

Sang total PRP

FSLOG
FSLOG

n

CD41a-PE CD4l1a-PE

Figure annexe 3. Perméation plaquettaire réalisée avec les réactifs FACS™ Permeabilizing

Solution (Becton Dickinson).

L'acquisition est réalisée sur 5000 événements dans la fenétre dessinée sur ['histogramme

biparamétrique taille-structure.
Les temps d'acquisition et le pourcentage d'évenements positifs en CD41a sont indiqués dans

le tableau annexe 11.
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Perméation plaquettaire

(Leucoperm™)

Sang total PRP

FS LOG
FS LOG

CD41a-PE CD4l1a-PE

Figure annexe 4. Perméation plaquettaire réalisée avec les réactifs Leucoperm™ (Serotec).

L'acquisition est réalisée sur 5000 évenements dans la fenétre dessinée sur l'histogramme
biparamétrique taille-structure.

Les temps d'acquisition et le pourcentage d'évenements positifs en CD41a sont indiqués dans
le tableau annexe I1.
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sang total PRP
temps % temps %

triton 0.2%

basal 30s 26% 250's 80%

PGEI 27s 34% 151s 96%
IntraPrep™

basal 79 s 65% 8s 97%

PGEI1 75s 76% 7s 97%
FACS Permabilizing™

basal 87 s 87% 55s 85%

PGEIl 153s 75% 33s 97%
Leucoperm™

basal 28's 69% 10s 98%

PGE1 I5s 73% 8s 98%

Tableau annexe II. Comparaison des quatres techniques de perméation, appliquées a la
perméation plaquettaire.

Sont rapportés dans ce tableau les temps en secondes nécessaires a l'acquisition de 5000
évenements (colonnes temps), et le pourcentage de plaquettes (événements CD41a positifs)
dans la fenétre "plaquettes"” définie sur I'histogramme biparamétrique (colonnes %).



