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Les plaquettes sanguines sont des cellules anucléées qui jouent un rôle majeur dans 

l’hémostase. Au-delà de cette fonction, elles possèdent une composante inflammatoire 

multifacette ; recouvrant la détection du signal de danger, la libération de cytokines et la 

migration leucocytaire. 

 Dans ce contexte, la première partie de ces travaux met en avant la capacité des 

plaquettes à mettre en place une activation de type inflammatoire en réponse à un pathogène. 

En effet, lors de l’infection à HIV les plaquettes sont dans un état d’hyperéactivité et libèrent 

des facteurs immunomodulateurs pouvant participer à l’inflammation observée chez les 

patients infectées. D’une manière parallèle, les plaquettes présentent une sensibilité aux 

bactéries, faisant intervenir les TLR2 et 4 mais aussi par les exotoxines, voire les bactéries 

entières. Le profil de la réponse inflammatoire induite est assez conséquent et diversifié pour 

participer à la physiopathologie du sepsis. 

 La participation des plaquettes à l’inflammation concerne également leur 

interconnexion avec les neutrophiles. La seconde partie des travaux traite d’ailleurs de cette 

coopération qui ne semble pas s’arrêter à la barrière endothéliale, car lors de leur  

extravasation les neutrophiles transportent avec eux les plaquettes ; qui sont encore capables 

d’entretenir l’inflammation au niveau du site inflammatoire (ici, modèle de l’alvéole 

pulmonaire). 

 La diversité du répertoire moléculaire plaquettaire, mis en avant au cours de cette 

thèse, qui participe à l’inflammation ouvre plusieurs possibilités quant à l’élaboration d’anti-

plaquettaires qui pourraient moduler une réponse inflammatoire exacerbée.  

 
Mots-clés : plaquettes, inflammation, HIV, S.aureus, TLR, NFκB, complexes 

plaquettes/neutrophiles, chimioattraction 
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1. Développement des mégacaryocytes 
dans  la moelle osseuse 

2. Endomitose => noyau polyploïde
3. Maturation cytoplasmique
4. Formation et libération des proplaquettes
5. Interconversion des préplaquettes en 

proplaquettes
6. Libération des plaquettes circulantes

Figure 1 - Du mégacaryocyte à la plaquette 
D’après Machlus et al. [1] 

(1) Les cellules souches hématopoïétiques se différencient en mégacaryocyte (MK) sous l’effet de 
la thrombopoiétine. (2) Les MK subissent des endomitoses successives (2 à 128n). (3) Les MK 
matures développent des invaginations complexes et continues avec la membrane plasmique 
externe. Celles-ci initient la formation des pro-plaquettes. (4) Les MK migrent en direction de la 
niche vasculaire où ils étendent les pro-plaquettes et les libèrent dans les vaisseaux sinusoïdes. 
Le MK entier est converti en pro-plaquettes, son noyau est exsudé et phagocyté. (5) Une fois 
dans la circulation sanguine  il y a interconversion entre pro-plaquettes et pré-plaquettes. (6) Une 
fois la taille optimale atteinte, la fission des pro-plaquettes crée deux plaquettes. 
 

Les plaquettes sanguines sont de petits éléments (2-5 µm) circulants anucléés, 

résultant de la fragmentation de leur précurseur hématopoïétique, résident de la moelle 

osseuse: le mégacaryocyte (MK). La formation des plaquettes est divisée en plusieurs stades 

de maturation (mégacaryocyte, pro-plaquettes, pré-plaquettes, plaquettes), réparties entre la 

niche ostéoblastique de la moelle osseuse et la circulation sanguine (figure 1) [1].  
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Chez l’homme, ce processus dure en moyenne cinq jours [1]. En conditions 

physiologiques, chaque mégacaryocyte produit en moyenne entre 1 000 et 3 000 plaquettes 

[2]. Historiquement, les plaquettes étaient considérées comme des débris cellulaires mais au 

fil des années elles se sont révélées comme essentielles à l’hémostase. Lors d’une lésion 

vasculaire, elles adhèrent au sous-endothélium (via leur glycoprotéine (GP) VI et leur 

complexe GPIb-IX-V) ; s’enchaine ensuite deux vagues d’activation faisant intervenir de 

nombreux récepteurs (GPIIb-IIIa, P2Y12, P2Y1, « platelet-activated receptor » (PAR),…) et 

molécules de signalisation («Phosphoionositide 3-kinase” (PI3K), « mitogen activated 

proteins kinases » (MAPk), « phospholipase C » (PLC), « protéine kinase C » (PKC)) ; 

menant à un réarrangement du cytosquelette, à une agrégation et à la libération du contenu 

granulaire. Cette réponse est très rapide et permet un comblement efficace des brèches 

vasculaires [3]. Pendant longtemps, cette fonction a d’ailleurs été la seule attribuée aux 

plaquettes. 

 

Au milieu des années 2000, plusieurs études sont venues élargir le rôle des plaquettes, 

plaçant celles-ci dans le « continuum immunitaire » et bouleversant ainsi les connaissances 

concernant la  fonction plaquettaire.  

Les plaquettes contiennent dans leurs granules α des facteurs immunomodulateurs de 

type facteurs de croissance, cytokines et chimiokines libérés au cours de leur activation [4]. 

Ces premières observations permettent notamment de faire le lien entre les évènements 

thrombotiques et inflammatoires observés dans nombreuses pathologies cardiovasculaires 

(endocardites, athérosclérose). Parmi tous les facteurs libérés, une attention particulière est 

portée au CD40-Ligand (CD40L), molécule fondamentale dans l’activation des leucocytes 

[5], [6].  

L’implication des plaquettes dans la réponse immunitaire a également été confortée 

par le fait qu’elles expriment des « Toll like Receptors » (TLR) fonctionnels, récepteurs clés 

dans la reconnaissance de motifs conservés à la surface des pathogènes [7]. De par cette 

caractéristique les plaquettes pourraient alors être considérées comme des sentinelles de 

l’immunité innée. 

Les plaquettes interagissent également avec les leucocytes par un contact direct ou 

indirect via le fibrinogène [8], [9]. Dans ce contexte, les microparticules plaquettaires (MPP) 

ont aussi leur importance, elles qui étaient jusqu’à présent reconnues pour leur activité pro-

thrombotique [10].    



Introduction générale 

- 15 - 
 

Paracellulaire

Cellule endothéliale Membrane basale

Capture

Activation

Roulement Roulement
ralenti

Arrêt
Renforcement 
de l’adhésion, 

Etalement Glissement 
intravasculaire

Transcellulaire

Transmigration 
paracellulaire et transcellulaire

L’analyse fine du fonctionnement des plaquettes a même permis de montrer qu’elles 

sont capables de produire de novo des facteurs immunorégulateurs alors qu’elles sont 

anucléées [11].  

L’ensemble des observations concernant l’implication des plaquettes dans l’immunité 

innée ont principalement été faites individuellement. Cependant, elles révèlent que les 

plaquettes possèdent l’arsenal nécessaire pour participer à des mécanismes complexes tel que 

l’inflammation. D’un point de vue moléculaire, l’inflammation implique des molécules 

immunomodulatrices, solubles (chimiokines, cytokines) ou cellulaires (sélectines, intégrines), 

menant à l’extravasation des leucocytes, afin qu’ils puissent exercer leur fonction 

inflammatoire directement au niveau muqueux (figure 2) [12].  

  

 

  

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’implication exacte des plaquettes dans le processus inflammatoire  n’est pas encore 

bien décrite et pose de nombreuses questions. La majorité de ces questions reposent 

principalement sur l’induction de relargage des cytokines plaquettaires et la coopération des 

plaquettes avec les leucocytes. C’est à quoi nous allons en partie tenter de répondre dans ce 

manuscrit, en utilisant aussi bien des modèles d’inflammation aiguës que chroniques. 

Figure 2 - La migration des neutrophiles, un phénomène clé de l'inflammation 
D’après Ley et al. [12] 

Le processus d’extravasation des leucocytes se décompose en plusieurs étapes (1) Attachement des 
leucocytes à l’endothélium, ce qui implique des chimiokines et les sélectines leucocytaire. (2) 
Roulement des leucocytes à la surface de l’endothélium provoqué par l’instabilité des interactions 
impliquant les sélectines. Cette étape permet aux leucocytes de se rapprocher de l’endothélium et de 
s’activer. (3) Les neutrophiles activés expriment des intégrines qui leur permettent d’adhérer 
fermement à l’endothélium. (4) L’adhésion des leucocytes s’accompagne d’un remodellage cellulaire 
facilitant leur migration. (5) La diapédèse peut être paracellulaire (ouverture des jonctions serrées) ou 
transcellulaire (formation de pores transcellulaire).  
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CHAPITRE 1 - REPONSE INFLAMMATOIRE 
PLAQUETTAIRE AU COURS DE L’INFECTION
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Le répertoire moléculaire des plaquettes, spécialisé dans la réparation et, de plus en 

plus dans l’immunité innée [13] font de ces « cellules » des élements sanguins uniques. La 

reconnaissance des plaquettes en tant que cellule est encore controversée, principalement 

de par son absence de noyau. Cependant, la multitude de fonctions qui leur sont 

nouvellement associées et présentées dans ce manuscrit conforte notre choix de les 

considérer comme telles tout au long de ces travaux. La réponse plaquettaire, que l’on 

croyait seulement impliquée dans l’hémostase est en fait extrêmement complexe et 

probablement ajustée au besoin. Dans ce chapitre, nous aborderons le potentiel 

inflammatoire des plaquettes face à une invasion pathogène, plus précisément lorsque 

celle-ci met en jeu des bactéries ou des virus. Nous nous attarderons sur leur capacité à 

déclencher directement une réponse immuniatre, allant de la reconnaissance du pathogène 

à l’orchestration de son élimination.   

 

I - Plaquettes et virus 
 
 

La thrombopénie est un phénomène fréquemment observé durant une infection virale. 

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour l’expliquer [14] :  

1) Destruction par les macrophages des plaquettes opsonisées avec des IgG ou fixées 

à des leucocytes  

2) Séquestration des plaquettes dans la rate  

3) Diminution de la thrombopoïèse 

4) Action directe ou indirecte des virus sur les plaquettes  

Dans la mesure où ce manuscrit se focalise sur l’effet de l’infection sur la fonction 

plaquettaire, et en particulier son rôle inflammatoire, seule les deux dernières hypothèses 

seront discutées dans ce paragraphe. Encore peu explorée, l’adhésion directe des particules 

virales à la surface plaquettaire se présente aujourd’hui comme un phénomène actif. En effet, 

outre l’adhésion des virus au FcR2A par l’intermédiaire d’une IgG, les plaquettes peuvent 

directement fixer les virus par l’intermédiaire de récepteurs spécifiques.  
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A. Récepteurs viraux à la surface des plaquettes 
 

La reconnaissance des virus par les plaquettes peut impliquer des récepteurs 

spécifiques des virus (conservés au cours de la différenciation cellulaire) ou bien des 

glycoprotéines de surface dont la fonction hémostatique initiale est détournée par les virus. La 

figure 3 schématise les différentes interactions possibles ainsi que les molécules plaquettaires 

mises en jeux.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Dans le cadre de ce manuscrit, nous nous focaliserons seulement sur l’interaction entre 

les plaquettes et l’ «Human Immunodeficiency Virus » (HIV).  

En 2006, Boukour et al., mettent en évidence le « dendritic cell-specific ICAM-

grabbing non-integrin » (DC-SIGN) à la surface des plaquettes [15]. Ce récepteur, constitué 

de lectines de type C, est classiquement décrit sur les macrophages et les cellules 

dendritiques, où il lie les hydrates de carbone de type mannose, une classe de « Pathogen-

Associated Molecular Patterns » (PAMP) communément retrouvée sur les bactéries, virus et 

moisissures. Pour les cellules dendritiques, ce récepteur alternatif du HIV internalise le virus 

dans un compartiment résistant à la trypsine. En aval, la dégradation des virions est médiée 

par l’acidification de l’endosome ou sous l’action du protéasome. S’ensuit alors uniquement 

une présentation de type CMH-I. Certains virions échappent à cette dégration et peuvent 

directement être transmis aux lymphotcytes T permissifs.  

Figure 3 - Vue d'ensemble des récepteurs plaquettaires impliqués dans les 
interactions plaquettes-virus 

D’après Flaujac et al.[14] 
Ce schéma représente les différents récepteurs, et leurs ligands associés, impliqués dans les 
interactions entre les plaquettes et les virus 
 



Etat de la littérature – Chapitre 1 

- 20 - 
 

Il a été montré que l’endosome formé à la suite de l’engagement du DC-SIGN permettait de 

conserver le pouvoir infectieux du virus pendant plusieurs jours [16]. Le DC-SIGN est aussi 

important pour le rapprochement des cellules dendritiques aux lymphocytes T car il lie leur 

protéine membranaire ICAM-3 [16].  

La présence du DC-SIGN sur les plaquettes a été démontrée par diverses approches 

techniques (cytométrie en flux, immunomarquages, Western-Blot et RT-PCR). Les résultats 

de cytométrie en flux montrent que 15% des plaquettes sont positives pour le DC-SIGN. Cette 

proportion peut sembler faible, mais elle est équivalente à celle observée pour les cellules 

dendritiques pour lesquelles l’efficacité du récepteur a déjà été prouvée. Les expériences de 

Western-Blot présentent un signal spécifique à 44 KDa, équivalent à celui obtenu avec des 

cellules reportrices [15]. 

Un immunomarquage à l’or montre que la protéine est principalement localisée à la 

membrane plasmique, mais également retrouvée au niveau du système canaliculaire ouvert 

(OCS) et des granules α [15]. 

L’expression du DC-SIGN sur les plaquettes est spécifique et ne résulte pas de 

l’adsorption de la molécule à partir du plasma. En effet, l’acide ribonucléique (ARN) de DC-

SIGN peut être amplifié par RT-PCR à partir d’une culture de mégacaryocyte [15].  

 

Concernant la fonctionnalité de ce récepteur au niveau des plaquettes, elle a été 

déterminée grâce à l’utilisation d’un anticorps bloquant anti-DC-SIGN. Des clichés de 

microscopie électronique montrent que, contrairement aux plaquettes contrôles, les plaquettes 

pré-incubées avec l’anticorps anti-DC-SIGN ne permettent pas de visualiser des virions de 

lentivirus modifié de type HIV à l’intérieur des plaquettes, alors que ces derniers restent 

détectables dans le milieu extracellulaire [15]. Ces résultats supportent donc la fonctionnalité 

du DC-SIGN en tant que récepteur responsable de l’internalisation du HIV au sein des 

plaquettes.  

 

Le « C-type lectin-like receptor 2 » (CLEC-2), autre lectine présente à la surface des 

plaquettes, a également la possibilité de lier le HIV. Bien qu’une fraction substantielle des 

virions se lie au DC-SIGN l’utilisation d’un anticorps bloquant CLEC-2 permet aussi de 

diminuer l’internalisation des particules virales. Ce récepteur vient donc compléter la 

fonctionalité du DC-SIGN dans l’internalisation du HIV. Ces deux lectines sont donc 

nécessaires pour assurer une adhésion optimale de HIV-1 sur les plaquettes [17] .   
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Les plaquettes possèdent le CXCR4, qui malgré l’absence de CD4 sur les plaquettes 

matures, pourrait participer à l’adhésion du virus à la surface des plaquettes. En cytométrie de 

flux, aucun signal n’est observé pour l’autre co-récepteur au HIV, le CCR5 [18].   

 
 

B. Les mégacaryocytes et les virus 
 

Les récepteurs décrits pour l’adhésion des virus aux plaquettes matures peuvent 

également être retrouvés sur leurs précurseurs mégacaryocytaires, leur permettant d’interagir 

avec divers virus tels que les paramyxovirus, virus de la famille herpès et les retrovirus 

incluant HIV-1. Il est cependant intéressant de noter qu’il existe quelques différences entre les 

récepteurs exprimés par les plaquettes et par leurs précurseurs. La plus intéressante dans le 

cadre de ces travaux de thèse concerne les récepteurs au HIV-1. Les MK humains immatures 

expriment le CD4, décrit comme fonctionnel. Effectivement, ce récepteur suffit à HIV-1 pour 

infecter une lignée mégacaryocytaire [19]. L’expression de ce récepteur diminue au cours de 

la maturation mégacaryocytaire et il n’est plus du tout exprimé par les plaquettes, 

contrairement au DC-SIGN dont l’expression  reste constante tout le long de la maturation du 

MK ainsi que pour sa progénie [14].  

Lorsque les MK sont exposés in vitro à une suspension d’HIV-1, ils sont capables 

d’endocyter la particule entière, y compris l’enveloppe [14].  Comme décrit pour les cellules 

dendritiques, les virions internalisés se retrouvent soit dans la lumière du système 

membranaire de démarcation où ils conservent leur intégrité, soit à l’intérieur de petites 

vésicules possédant un environnement acide (activité phosphatase acide) qui conduira à la 

destruction du virion. Ce processus d’endocytose a été confirmé ex vivo sur des MK humains 

isolés de moelle de patients infectés par HIV-1[20] .  

La réplication virale au sein du MK a été observée pour plusieurs types de virus (HIV-

1, HCV (Hepatitis C virus), CMV humain) [14] et pourrait être à l’origine d’une diminution 

de la thrombopoïèse.  

Une étude concernant l’ herpès-virus humain de type 6 a montré que la charge virale 

est corrélée au nombre de transfusions plaquettaires requises lors d’une greffe allogénique, 

signifiant que l’infection virale a un impact sur l’efficacité des précursseurs hématopoïétiques 

à restaurer une numération plaquettaire adéquate [21]. 
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Pour HIV-1, l’analyse de MK isolés à partir de la moelle de patients séropositifs 

thrombopéniques montre  la présense de transcrits viraux ainsi qu’une petite quantité de 

glycoprotéines virales. Ces résultats suggèrent que l’infection directe de MK pourrait 

contribuer à la thrombopénie observée chez ces patients. 

 

La diminution de l’hématopoïèse dans un contexte d’infection virale résulte de deux 

principales possibilités : i) la multiplication virale porte atteinte à la survie du mégacaryocyte 

(exploré avec les HHV-6 et 7) ou ii)  il y a une réduction de la production de thrombopoïétine. 

Cette deuxième hypothèse a été proposée suite aux observations faites au cours de l’infection 

à HCV montrant qu’un agoniste du recepteur de la TPO, l’elthrombopag, améliorait la 

réponse des patients au traitement à l’interféron (IFN) [22].  
 

Bien que l’infection virale induit une thrombopénie, les plaquettes peuvent participer 

en retour à la réponse anti-virale de l’organisme. 

 

C. Rôle des plaquettes dans la défense antivirale  
 
 

Si les molécules plaquettaires anti-bactériennes sont de plus en plus étudiées, les 

données sont pauvres concernant l’activité anti-virale des plaquettes. Cependant, plusieurs 

études portant sur les plaquettes isolées déterminent des mécanismes moléculaires clairement 

impliqués dans l’activité antivirale. Il a été précédemment décrit que l’internalisation des 

lentivirus dans les plaquettes peut avoir deux issues. D’une part, les particules virales 

localisées dans les vésicules d’endocytose conservent leur intégrité et d’autre part, celles 

situées dans le système canaliculaire relié à la surface cellulaire présentent des altérations 

morphologiques [15]. Dans le deuxième cas de figure, il été montré que le compartiment 

canaliculaire ouvert contenant les particules virales a fusionné avec les granules dont le 

contenu peut très probablement dégrader les particules virales. 

 

Quant aux virions non dégradés présents dans les vésicules d’endocytose, ils 

pourraient  être éliminés indirectement lors la phagocytose des plaquettes par les macrophages 

de la rate [15] 
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Les plaquettes constituent une source non négligeable de « Regulated on activation 

normal T cell expressed and secreted » (RANTES) et de « Macrophage inflammatory protein-

1 » (MIP-1), molécules montrés comme deux facteurs majeurs anti-HIV-1 [23]. Ces deux 

molécules agissent sur la réplication virale d’une manière directe par leur propriété anti-HIV 

intrinsèque (blocage du CCR5) ou indirectement via leur propriété chimioattractante. 

Cependant, le recrutement des leucocytes à proximité du site d’infection est à double 

tranchant car ce mécanisme apporte de nouvelles cibles pas encore infectées. En parallèle du 

RANTES et du MIP-1, les plaquettes contiennent aussi dans leurs granules du «Platelet Factor 

4» (PF4) et du SDF-1. En se liant au CXCR4, ces facteurs plaquettaires peuvent participer à 

l’inhibition de la réplication des souches d’HIV à tropisme X4.  

Au-delà de son affinité pour le CXCR4, la molécule PF4, constituant majoritaire des 

granules  des plaquettes, semble également limiter la réplication d’HIV indépendemment du 

tropisme viral. Le PF4 a, en fait, la capacité d’interagir avec la protéine d’enveloppe gp120 de 

HIV-1, à une position proche du site de liaison du CD4. In vitro, cette adhésion diminue 

significativement la fixation du virus et son entrée dans trois lignées de lymphocytes T CD4+ 

différentes (MT-2, PM1 et sup-T1). Il est possible d’envisager un encombrement stérique ou 

le masquage du site de liaison du CD4. Cependant le PF4 ne semble pas avoir d’action 

inhibitrice sur la réplication du HIV-2 ni du SIV [24], [25]. 

 

 L’implication indirecte des plaquettes dans la clairance virale a également été montrée 

dans un modèle murin d’infection par le virus de la chorio-méningite lymphocytaire. Dans 

cette étude, la déplétion des plaquettes résulte en une mauvaise clairance virale due à la 

diminution des réponses T cytotoxiques. Afin d’exercer ce rôle sur les lymphocytes T, les 

plaquettes mettraient en jeu leur intégrine β3 et le CD40L [26]. 

 

Par ailleurs, il a récemment été publié que la présence de plaquettes lavées  dans une 

culture de « peripheral blood mononuclear cells » (PBMC) limitait la réplication de la souche 

NL4-3 de HIV-1, avec à 6 jours, une diminution de la concentration en p24 et de l’activité 

luciférase.  Cette inhibition de la réplication virale est favorisée lorsque les plaquettes sont 

préalablement activées par un analogue de la thrombine, ce qui confirme bien un effet anti-

viral des composés plaquettaires solubles et/ou exprimés à la membrane après activation [24].  

 

 



Etat de la littérature – Chapitre 1 

- 24 - 
 

Enfin, bien que les « neutrophil extracellular trap » (NET) aient principalement été 

étudiés dans la réponse antibactérienne (mécanisme de défense des neutrophiles présenté en 

détails dans la partie Chapitre 1 –III D), il a été constaté que l’incubation, in vitro, de 

particules de HIV-1 avec des NET entraine la dégradation du virus via la myéloperoxidase et 

de défensines α contenues dans ce réseau d’ acide désoxyribonucléique (ADN) [27]. Dans 

cette expérience in vitro, la formation de NET est induite par le PMA. Il est cependant 

possible, qu’in vivo, les NET produits par la présence conjointe de neutrophiles et de 

plaquettes présentent les mêmes propriétés anti-HIV-1.  

C’est ce qu’observe l’équipe de Kubes dans un modèle murin d’infection par le 

poxvirus MYXV [28]. Ces auteurs observent un recrutement des plaquettes associées aux 

neutrophiles au niveau de la vascularisation hépatique et la formation de NET permettant de 

limiter la réplication virale et les atteintes hépatiques.  

 

La réponse anti-infectieuse, notamment antivirale, induit une inflammation systémique 

associée à l’activation des cellules de l’immunité. Nous verrons donc dans la prochaine partie 

comment l’infection virale active les plaquettes et comment ces dernières participent à 

l’inflammation systémique. 

 

D. Activation plaquettaire et inflammation liée aux virus  
 

L’interaction directe des virus avec les plaquettes peut conduire à une activation de 

type inflammatoire des plaquettes. Ainsi, le contact in vitro entre l’adénovirus et les 

plaquettes induit une activation plaquettaire qui se traduit par l’augmentation rapide de 

l’expression du CD62P membranaire [29]. Dans cette même étude, l’infection de souris 

sensibles à ce virus montre, quant à elle, une formation accrue d’agrégats plaquettes-

leucocytes, mettant en jeu les récepteurs CD62P des plaquettes, et le « P-selectin glycoprotein 

ligand-1 » (PSGL-1) des leucocytes (monocyte, neutrophiles), accroissant alors la libération 

de microparticules tant plaquettaires que leucocytaires.  

 

D’autre part, lors d’une infection virale les plaquettes peuvent aussi participer à 

l’activation d’un autre type de cellules impliquées dans la défense immunitaire, les 

lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. Cette hypothèse se base sur des observations obtenues à 

partir d’un modèle murin infecté par l’ Hepatitis B virus (HBV).  
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Le recrutement des lymphocytes cytotoxiques au niveau hépatique ainsi que l’altération 

tissulaire associée à l’activité de ces cellules sont considérablement réduits lorsque les 

animaux sont déplétés en plaquettes. La transfusion de plaquettes permet de restaurer le dépôt 

lymphocytaire au niveau  hépatique et par conséquence, la gravité de la pathologie hépatique 

associée ; alors que ceci est impossible avec la transfusion de plaquettes dont les capacités 

d’activation sont bloquées. Le microenvironnement viral induit donc une activation 

plaquettaire, nécessaire pour le recrutement des lymphocytes T. Pourtant, l’utilisation d’un 

anticoagulant n’a aucun effet, ce qui suggère donc que l’activation plaquettaire mise en jeu 

dans ce mécanisme de recrutement des lymphocytes est indépendant d’une activation 

hémostatique des plaquettes [26]. Ces travaux laissent à penser que ce serait plus la fonction 

inflammatoire des plaquettes qui contribue à la pathogénie de l’infection à HBV. 

 

La dualité des fonctions hémostatiques et inflammatoires des plaquettes est pourtant 

particulièrement mise en avant au cours des infections virales. Les modifications 

endothéliales dues à l’environnement viral vont favoriser l’adhésion et l’activation des 

plaquettes. La thrombine générée lors cette activation va amplifier l’inflammation.  

L’activation endothéliale, par le virus de la dengue par exemple, entraine l’expression 

d’E-selectine. Les plaquettes se lient alors à l’endothélium via le CD62P. Ce dernier étant un 

marqueur d’activation, il devient le témoin d’une activation plaquettaire au cours de 

l’infection par le virus de la dengue [30]. Une autre étude montre que lors d’une infection par 

un adénovirus, le facteur de vonWillebrand » (vWF) est libéré massivement dans les deux 

heures qui suivent l’infection et les cellules endothéliales surexpriment la molécule « vascular 

cell adhesion molecule-1 » (VCAM-1), une autre protéine d’adhésion pour les plaquettes [29]. 

Cette accumulation de plaquettes au niveau des vaisseaux est à l’origine de la formation du 

thrombus et pourrait donc expliquer les évènements athéro-thrombotiques liés à certaines 

infections virales [14]. 

 

L’activation de l’endothélium vasculaire et des plaquettes est une caractéristique de 

l’infection à HIV-1 connue depuis de nombreuses années [31]. Du fait des complications 

cardiovasculaires fréquentes au cours de cette infection, la contribution des cellules 

endothéliales à l’inflammation systémique au cours de l’infection [32] et l’activation 

plaquettaire [33], [34] ont été largement étudiées mais l’étude de la participation des 
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plaquettes à l’inflammation a quelque peu été négligée. C’est cet aspect de l’infection à HIV-1 

qui sera abordé dans la prochaine partie.  

 
 

E.  Les plaquettes dans l’entretien de l’inflammation liée à HIV-1 
 
 

L’origine de l’activation persistante de l’immunité et de l’inflammation systémique 

chronique n’est pas totalement connue. La translocation microbienne due à la déficience 

immunitaire des tissus lymphoïdes associés aux intestins semble être un « bon » candidat  

[35].  

D’autres possibilités sont également proposées comme les co-infections, notamment à CMV, 

et la faible dose de virus échappant au traitement anti-viral « Highly Active Antiretroviral 

Therapy” (HAART). Dans ce paragraphe nous nous intéresserons exclusivement à 

l’implication des plaquettes, en tant que cellules de l’inflammation.  

Comme décrit pour les MK, les plaquettes ont la capacité d’internaliser le HIV. Cette 

observation avait déjà été faite il y a très longtemps mais peu d’intérêt y avait été porté. Les 

expériences in vitro faites avec des plaquettes mises en contact avec un surnageant de PBMC 

infectées montrent que les virions sont internalisés dans les premières 30 minutes. Les 

analyses de microscopie électronique montrent que le virus est internalisé entièrement, 

conservant même son enveloppe et son ultrastructure (figure 4). Le fait que le virus ait 

conservé son intégrité, jusqu’à la conservation de l’enveloppe, montre qu’il n’est pas entré 

dans la plaquette par fusion mais plutôt par endocytose, ce qui va dans le sens de l’implication 

du DC-SIGN. La rapidité d’entrée du virus dans les plaquettes fait que, jusqu’à présent, il est 

techniquement impossible de montrer des clichés de fusion. Les  petites vésicules contenant 

jusqu’à quatre virions, présentant un aspect clair et ne renferment rien d’autre [36]. 

 

Les images de microscopie électronique démontrent qu’il y a également des particules 

virales localisées dans la lumière de l’OCS. Contrairement à l’aspect des virions contenus 

dans les endosomes, les particules virales contenues dans l’OCS apparaissent gonflées avec 

une forme peu délimitée (figure 4). Le marquage de la p24, protéine de capside du HIV, 

colocalise avec celui du collagène et du CD62P qui sont des marqueurs des granules 

. Il y a donc, à un moment donné fusion de l’OCS contenant les virions avec des granules 

α dont le contenu est toxique pour le virus [36].   
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De la même manière que ce qui s’opère dans les mégacaryocytes, i) soit les particules 

virales sont en contact avec des molécules antivirales contenues dans les granules 

plaquettaires, ce qui mène à leur destruction ; ii) soit les plaquettes protègent et transportent 

les virions à l’intérieur de vésicules intraplaquettaires robustes.   

Figure 4 - Internation des particules de HIV-1 dans les plaquettes 
D’après Youssefian et al. [36] 

(A) Internalisation des particules de HIV dans des structures de type endosome. Au stade 
précoce de l’internalisation les particules virales (vi) sont retrouvées dans de petites vacuoles 
caractéristiques des structures endosomales, englobant chacune une à 2 particules et localisées 
proche de la membrane plasmique (pm). (a) indique les granules α. Grossissement X 36 8000; encart 
X 55 200.  
(B) et (C) Les particules virales sont également retrouvées dans le système canaliculaire 
ouvert (OCS). Il est possible que cette étape intervienne dans une phase d’internalisation plus tardive. 
Les plaquettes présentent une morphologie activée : forme sphérique, émission de pseudopodes 
(flèches), OCS dilaté.(mi) indique les mitochondries. Grossissement X 41 850 
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Le mécanisme permettant de distinguer le devenir des virions, s’il existe car il n’est pas 

impossible que les virions se retrouvent dans l’OCS d’une manière passive, n’est pas encore 

connu mais ces observations doivent être prises en compte dans la physiopathologie du HIV.   

 

L’interaction décrite ci-dessus a également un effet biologique à plus large échelle car 

les plaquettes ayant endocyté les virus expriment le CD62P à leur surface, témoignant de leur 

activation. Cependant ce marqueur peut aussi bien servir à la destruction, par les 

macrophages, des plaquettes infectées, qu’à l’activation d’autres cellules inflammatoires 

[14] ; démontrant encore une incertitude dans le but de l’internalisation du HIV à l’intérieur 

des plaquettes.  

 

Les plaquettes activées lors de l’infection sont donc susceptibles de libérer un certain nombre 

de facteurs inflammatoires. Ainsi, il a été montré que le taux plasmatique de CD40L soluble 

(sCD40L) est plus élevé chez les patients HIV-1 ; la thérapie antirétrovirale [37] augmenterait 

même ce taux.  

La libération de sC40L plaquettaire lors d’une infection à HIV implique la protéine 

Tat d’HIV. Cette protéine virale se lie aux plaquettes par le CCR3 et l’intégrine 3. Les 

plaquettes stimulées par Tat sont même capables d’induire, in vitro et in vivo, une activation 

de lymphocytes B allant jusqu’à une réponse anticorps IgG  [38].  

 Le sCD40L plaquettaire nouvellement libéré, en synergie avec la protéine Tat, active 

et recrute les monocytes (expression de molécules d’adhésion) ce qui favorise l’inflammation 

[39]. La forte concentration en sCD40L des patients HIV est notamment impliquée dans le 

recrutement de monocytes au niveau de l’endothélium de la barrière cérébrale entrainant ainsi 

une augmentation de sa perméabilité ; ce qui explique pourquoi les patients HIV qui 

présentent des désordres neurocognitifs ont une concentration plasmatique de sCD40L plus 

élevée que les autres patients HIV [40].  L’utilisation d’acide valproïque, un médicament 

stabilisateur d’humeur, diminuerait la libération de sCD40L en agissant directement sur les 

plaquettes [41].  

Récemment, une augmentation de CD40L a aussi été montrée sur des plaquettes de 

macaques (Macaca nemestrina) préalablement infectés par voie intraveineuse par deux 

souches de SIV [42].  
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Les conséquences de la liaison de Tat sur les plaquettes ne se limitent pas à la 

libération du CD40L mais elle augmente également le PF4 [40]. La protéine Tat est décrite 

pour induire la libération de « Platelet Derived Growth Factor » (PDGF) par les astrocytes, il 

est donc possible d’imaginer que ce mécanisme soit également présent dans les plaquettes 

[43]. La protéine virale a également la particularité d’induire la libération de MPP [38]. Cette 

observation pourrait, en partie, expliquer pourquoi les patients infectés présentent un taux de 

microparticules circulantes plus élevé que des sujets non infectés. 

 

L’IL-18 est une cytokine importante dans la défense contre le HIV-1. Elle induit le 

relargage d’IFN à partir des cellules T et des cellules Natural Killer. De plus, elle augmente 

l’effet cytolytique des lymphophyctes T et la prolifération des lymphocytes T CD4+ Th1. Au 

cours de l’infection à HIV-1, Ahmad et al. on observé que le taux plasmatique de cette 

protéine est  augmenté [50] et ils ont pu montrer que l’origine de l’IL-18 était plaquettaire 

[45].  

 

Les études citées ci-dessus montrent que les plaquettes activées constituent une réelle 

source de facteurs inflammatoires. De ce fait, la communauté scientifique s’est intéressée aux 

plaquettes comme effectrices de l’inflammation chronique chez les patients HIV-1 sous 

« Highly Active Antiretroviral Therapy” (HAART).  

Une étude a suivi l’évolution de l’activation des cellules endothéliales et des plaquettes 

jusqu’à 24 mois après la mise en place de thérapie antirétrovirale. Ces deux types cellulaires 

sont activés chez les patients infectés non traités. La thérapie antirétrovirale s’accompagne 

d’une diminution des marqueurs d’activation de l’endothelium (VCAM-1, « Monocyte 

Chemoattractant Protein 1 » (MCP-1), vWF). En revanche, l’expression du CD62P reste 

élevée sur les plaquettes ce qui traduit un état activé durable des plaquettes [46]. Landro et al.  

montrent de plus que le traitement antirétroviral n’induit pas de diminution des facteurs 

plaquettaires solubles sCD40L, RANTES, « Neutrophil-activating peptide-2” (NAP-2) et 

LIGHT alors que son efficacité est mesurable par une diminution de la quantification de 

l’ARN viral et un recouvrement des cellules T CD4+ [47]. Les plaquettes participent donc 

bien à l’inflammation persistante observée chez les patients sous HAART. Ces facteurs 

pourraient également être associés à l’augmentation du risque cardiovasculaire.  
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La mise en place d’un traitement antirétroviral pourrait en outre augmenter la 

libération de facteurs inflammatoires plaquettaires. Dans l’étude précédente, les auteurs 

montraient une augmentation de NAP-2 après 12 mois d’HAART. D’autres travaux montrent 

qu’il est en de même pour le sCD40L [41], [48]. En fait, il existe une hyperactivité des 

plaquettes chez les patients recevant de l’abacavir, un inhibiteur nucléosidique de la 

transcriptase inverse utilisé dans certains traitements [48]. De ce fait les plaquettes, en plus de 

libérer leurs molécules solubles préstockées, seraient plus sensibles à l’agrégation ; cela 

pourrait expliquer pourquoi l’administration d’abacavir est associée de pathologies 

cardiovasculaires, notion qui reste néanmoins controversée [49], [50]. Au niveau moléculaire, 

l’abacavir agit sur la cascade plaquettaire impliquant l’oxyde nitrique, la guanylate cyclase 

soluble et la guanosine mono-phosphate cyclique (GMPc) en émoussant la capacité inhibitrice 

du NO sur l’activité hémostatique des plaquettes [48]. Les inhibiteurs de la transcriptase 

inverse activent également la « glycogen synthase kinase 3 beta » (GSK3) pour la libération 

de CD40L. L’acide valproique, inhibiteur de la GSK3, s’est révélé efficace pour prévenir la 

libération excessive de CD40L, dans le sang circulant, liée à l’utilisation de combinaisons de 

médicaments antirétroviraux [41], [51].  

 

 

Les inhibiteurs de protéase, autres molécules utilisées dans les traitements 

antirétroviraux  sont décrits pour entrainer la formation de complexes plaquettes-leucocytes 

pouvant également mener à l’activation plaquettaire [52].  

 

En conséquence, il est important de développer des molécules adjuvantes permettant 

de limiter les effets délétères des thérapies antirétrovirales. Les plaquettes développent une 

large réponse inflammatoire, qu’elles conservent pendant le traitement. Elles semblent donc 

être une bonne cible pour limiter l’inflammation chronique associée à l’infection à HIV-1 en 

réduisant plus particulièrement l’agrégation, la libération de molécules inflammatoires et leurs 

molécules d’adhésion.  
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II - Plaquettes et infections bactériennes 
  

A. Les plaquettes à l’interface entre infection bactérienne et 
thrombose 

 

1) Exemple de l’endocardite infectieuse 
 

Bien que de diverses natures, les pathologies cardio-vasculaires peuvent être d’origine 

infectieuse comme décrit par Beynon et al. concernant l’endocardite infectieuse (EI) [53]. Les 

principaux agents bactériens mis en cause dans l’EI sont Staphylococcus aureus (S. aureus), 

Streptococcus sanguinis (S. sanguinis) ou Streptococcus gordonii (S. gordonii). Selon les 

études épidémiologiques, la bactériémie menant au développement cette pathologie peut être 

la conséquence d’une intervention locale mais peut également avoir une origine plus distante 

comme l’administration récurrente de drogue ou une intervention chirurgicale dentaire.  

En créant un environnement inflammatoire les bactéries adhèrent à l’endothélium 

valvulaire, augmentent sa perméabilité menant ainsi à l’exposition de facteur tissulaire (FT) 

* subendothéliaux. Les plaquettes circulantes adhèrent alors au sous-endothélium et 

leur activation hémostatique conduit à la formation d’un thrombus pouvant mener à 

l’ischémie artérielle voire à l’embolie pulmonaire [54]. L’EI constitue alors une pathologie 

liant inflammation et hémostase, dans laquelle il a longtemps été admis que l’activation des 

plaquettes s’effectuait indirectement.  

Dans l’EI, l’analyse d’un thrombus fraîchement formé au niveau du myocarde montre 

la présence de bactéries à l’intérieur du clou plaquettaire [55]. Les premières hypothèses 

suggéraient que cette présence bactérienne venait stabiliser le clou plaquettaire, grâce à 

l’action d’enzymes bactériennes spécialisées dans la coagulation (la coagulase pour S. aureus 

[56] ou le « clumping factor » (Clf) pour les autres staphylococci [57]) ; mais sans pour autant 

participer directement à l’activation des plaquettes.  

 

Au cours du sepsis, on observe la formation de microthrombi au niveau des capillaires 

sanguins [58]. De la même façon que pour l’EI, ce phénomène était imputé à l’environnement 

inflammatoire qui favoriserait l’agrégation plaquettaire. L’étude d’Osterud et al. permet 

d’ailleurs d’appuyer cette hypothèse, car les auteurs montrent que, dans le sepsis sévère, les 

monocytes circulants présentent une augmentation dans l’expression de facteur tissulaire 

favorisant ainsi l’agrégation plaquettaire [59].  
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A partir de 2005, les publications décrivant le rôle des plaquettes dans l’immunité ont 

remis d’actualité d’anciennes observations qui portaient sur l’interaction directe des 

plaquettes et des bactéries [60] ; suggérant alors que la liaison des bactéries sur les plaquettes 

devrait même être prise en compte dans la réponse immunitaire. Aujourd’hui, le nombre 

croissant d’études portant sur le potentiel inflammatoire des plaquettes révèle que ces cellules 

expriment une variété de récepteurs, de molécules solubles, de facteurs de signalisation, aussi 

bien hémostatiques qu’inflammatoires, qui permettent de les positionner comme des 

effecteurs directs de la défense antibactérienne, fonction présentée dans les sections suivantes. 

 

2) Rôle inflammatoire et thrombotique des microparticules plaquettaires 
 

Les plaquettes font également le lien entre thrombose et inflammation  de par la 

production des microparticules. 

Les microparticules plaquettaires (MPP) sont des vésicules phospholipidiques (100-

1000 nanomètre) libérées après bourgeonnement de la membrane plasmatiques des plaquettes. 

De ce fait, les MP expriment les mêmes antigènes que leurs cellules parentales c’est-à-dire la 

GPIIb-IIIa, la GPIb, le CD31, le CD61 et le CD62P ; ce qui leur permet d’être distinguées des 

microparticules dérivées d’autres types cellulaire (globules rouges, leucocytes, monocytes, 

cellules endothéliales). Ainsi, les MPP constituent 70 et 90% des vésicules circulantes. Les 

MPP diffèrent des exosomes par leur taille mais aussi par le fait qu’elles ne résultent pas de 

l’exocytose de corps multivésiculaires [61]. 

 

Les MPP sont libérées par les plaquettes activées, en apoptose ou en sénescence. Le 

détachement de la membrane plasmique du cytosquelette d’actine, principalement induit par 

l’augmentation de la concentration calcique intracellulaire, est un élément central dans la 

l’induction de cet évènement.. Le calcium interagit alors directement avec des protéines 

impliquées dans la protéolyse du cytosquelette telles que la calpaïne [62]. La formation de 

MPP peut également être indépendante du calcium et fait alors intervenir le facteur C5b-9 du 

complément et l’activation de protéines kinases comme la calmoduline [63].    

L’infection bactérienne semble également être à l’origine de la formation de MPP. 

Ceci est déjà bien décrit lors de l’engagement du TLR4 plaquettaire [64]–[66] mais également 

en réponse à la Shiga-toxine [67].  
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La formation des MPP entraine une asymétrie au niveau de la répartition des 

phospholipides membranaires. Les MPP circulantes expriment donc à leur surface les 

phosphatydilsérines, un phospholipide fortement pro-coagulant [68]. Les MPP expriment 

aussi le facteur tissulaire, l’initiateur majeur de la cascade de coagulation [69]. Les MPP sont 

également décrites comme une surface  permettant, in vitro, la génération de plasmine ; 

capacité non retrouvée pour les microparticules isolées à partir de cellules  endothéliales [70]. 

D’autre part, les MPP sont capable de délivrer des facteurs immunomodulateurs tels 

que le RANTES [71], l’IL-1β [64], le sCD40L [72] et peuvent aussi moduler l’activation des 

cellules inflammatoires telles que les neutrophiles [73], [74]. Les MPP semblent même 

pouvoir exercer leur activité pro-inflammatoire hors du compartiment sanguin [75].La 

fonction pro-inflammatoire des MPP est reprise, plus en détail, tout au long de ce manuscrit. 

Enfin, la proportion de MPP dans la circulation  est augmentée dans certaines 

pathologies telles que les maladies cardiovasculaires [69], le sepsis [76] ou l’infection à HIV 

[38], ce qui suggère leur implication dans la physiopathologie de ces maladies.  

 

B. Mécanismes d’interactions entre les plaquettes et les bactéries 
 

A ce jour, trois mécanismes d’interactions entre les bactéries et les plaquettes sont 

décrits : 1) la liaison indirecte d’une bactérie à une protéine plasmatique, elle-même ligand 

d’un récepteur plaquettaire ; 2) la liaison directe d’une bactérie à un récepteur plaquettaire ; 3) 

la liaison de produits bactériens sécrétés, des toxines notamment, aux plaquettes. Les 

mécanismes d’interaction sont complexifiés par la diversité des récepteurs plaquettaires 

impliqués dans la reconnaissance bactérienne.   

1) Rôle de la Glycoprotéine IIb-IIIa 
 

En plus d’assurer leur fonction classique dans l’hémostase, les glycoprotéines 

plaquettaires jouent un rôle dans l’adhésion aux bactéries. Le premier récepteur plaquettaire 

identifié en tant que tel est la GPIIb-IIIa. Cette intégrine, spécifique de la lignée 

mégacaryocytaire, constitue le récepteur au fibrinogène. Son engagement conduit à l’adhésion 

et à l’agréation  plaquettaire [77].  

Les staphylococci expriment des récepteurs de surface spécifiques du fibrinogène et de 

la fibronectine (figure 5). Il s’agit de protéines de surface caractérisées par des domaines 

riches en répétitions sérine-aspartate, appartenant à la famille des récepteurs membranaires 

microbiens reconnaissant des molécules d’adhésion de la matrice , « microbial surface 
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components recognizing adhesive matrix molecules», ou MSCRAMM [78]. Ces molécules 

confèrent aux bactéries la possibilité d’adhérer aux tissus, étape critique dans l’établissement 

de l’infection. Parmi les exemples les plus fréquents de MSCRAMM on retrouve chez 

S.aureus le Clf A [79], le Clf B [80], la protéine liant la fibronectine (« fibronectin binding 

protein » = Fnbp) A et la Fnbp B [81].  

Staphylococcus lugdunensis lui se lie au fibrinogène via sa protéine Fbl, homologue à 

58% avec le « Clumping factor A » (ClfA) [82].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La liaison de Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) quant à elle, est restée plus 

longtemps inconnue même s’il avait déjà été montré que le traitement à la trypsine d’une 

culture de S. epidermidis empêchait son adhésion aux plaquettes [83], suggérant l’implication 

d’un facteur membranaire. C’est Brennan et al. qui, en 2009, ont montré que la protéine 

« serine-aspartate dipeptide repeat » (Sdr) G exprimée à la surface de S. epidermidis est 

suffisante pour supporter l’adhésion de la bactérie aux plaquettes, via le fibrinogène [84]. 

Figure 5 - Implication de la GPIIb-IIIa dans l'adhésion des bactéries aux plaquettes 
Représentation schématique des différents constituants bactériens qui se lient indirectement, via le 
fibrinogène ou la fibronectine (partie gauche du schéma), ou directement (partie droite du 
schéma) à la GPIIb-IIIa plaquettaire  
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Même si ces différents MSCRAM sont des protéines présentant une forte homologie, 

elles se lient au fibrinogène via différents sites de liaison. ClfA et Fbl ainsi que FnbpA et B se 

lient à la région C-terminale de la chaine  du fibrinogène. « Clumping factor B » (ClfB) 

quant à lui trouve son site de liaison sur la région C-terminale de la chaine  du fibrinogène, 

et SdrG sur la chaine D’autres genres bactériens peuvent également se lier au fibrinogène, 

notamment Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) via la protéine M1 et Streptococcus mitis 

via une enzyme, la lysine [85].   



Il a plus récemment été décrit que les bactéries expriment aussi des protéines de 

surface leur permettant de se lier directement à la GPIIb-IIIa, indépendamment du fibrinogène 

(figure 5). C’est le cas de la SdrG de S.epidermidis qui en plus de lier le fibrinogène peut 

aussi directement cibler la glycoprotéine plaquettaire [84].  

 

In vivo, S. aureus doit trouver une source de fer afin de permettre sa croissance  et 

d’assurer sa pathogénicité. Pour ce faire, il exprime les protéines de type « iron-regulated 

surface determinants » (Isd) capables de lier l’hème de l’hémoglobine et de l’internaliser. Or, 

il a été montré qu’IsdB en particulier, peut se lier à la GPIIb-IIIa en absence de protéine 

plasmatique. Cette adhésion est inhibée en présence d’une pré-incubation des plaquettes avec 

un anticorps anti-GPIIb-IIIa et par l’utilisation de souches bactériennes mutées pour IsdB ce 

qui prouve la spécificité de la liaison [86].  

S. gordonii exprime également un facteur d’adhérence aux plaquettes nouvellement 

décrit, le PadA (« Platelet Adherence protein A »), et pour lequel aucune autre fonction n’est 

connue à ce jour [87].  

Le(s) site(s) de liaison mis en jeu sur la GPIIb-IIIa n’ont pas encore été cartographiés, 

cependant l’utilisation de peptides mimant l’enchainement arginine – glycine – aspartate, 

ligand classiquement décrit pour l’engagement de la glycoprotéine en condition hémostatique, 

empêche la fixation directe des bactéries sur la plaquette [85]. Cette observation laisse à 

penser que la liaison serait de même type que celle avec le fibrinogène.    

 Rôle de la Glycoprotéine Ibα
 

La GPIb est une glycoprotéine membranaire, elle aussi exclusivement retrouvée au 

sein de la lignée mégacaryocytaire. Elle appartient à la famille des protéines riches en 

répétitions de leucine.  
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Elle est capable de lier plusieurs ligands et elle est primordiale dans l’hémostase primaire de 

par sa forte affinité avec le facteur de von Willebrand (vWF). Il est important de rappeler que 

la GPIb est retrouvée sous forme de complexe avec la GPIb, la GPIX et la GPV dans un 

ratio de 2 : 2 : 2 : 1 [77].   

Il a été montré que plusieurs espèces de streptocoques pouvaient directement se lier à 

la GPIb(figure 4)Cette interaction fait intervenir une famille de protéines bactériennes 

riche en sérine et fortement glycosylées. Cette famille inclue la « serine-rich protein A » 

(SrpA) de S. sanguinis [88] ainsi que la « glycosylated streptococcal protein B » (GspB) et l’ 

« hemagglutinin salivary antigen » (Hsa) de S. gordonii [89]. Ces protéines bactériennes, 

présentant une forte homologie, vont se lier sur les acides sialiques des récepteurs de l’hôte.  

La protéine « staphylococcal accessory regulator » (Sar) P exprimée par S. aureus permet 

également l’adhésion aux plaquettes [90]. Le fait que SraP et GspB soient moléculairement 

très proches permet d’émettre l’hypothèse que la laison SraP-plaquettes pourrait passer par la 

GPIb    

 

Bien que moins nombreuses que celles liant le fibrinogène, des protéines bactériennes 

sont capables de se lier au vWF (figure 6). Il a été montré que la protéine A de S. aureus est 

capable de se lier au vWF [91] qui, à son tour, interagit avec la GPIB. Il en est de même pour 

une protéine, pas encore totalement caractérisée, présente à la surface d’ Helicobacter pylori. 

Cette étude portant sur l’interaction plaquette-bactérie impliquant le vWF montre que le vWF 

déjà lié à une bactérie n’a pas besoin de force de cisaillement pour adhérer à la GPIB[92]
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3)  Les récepteurs du complément 
 
 

La littérature décrit la capacité des plaquettes à interagir avec le système du 

complément. Ceci est principalement observé pour les plaquettes activées permettant ainsi 

leur clairance, mais aussi pour les plaquettes dans un environnement pathologique (figure 7). 

Par exemple, le C5b-9 est retrouvé à un niveau détectable à la surface des plaquettes chez  

14% des patients atteints d’une pathologie impliquant les artères coronariennes. D’un point de 

vue moléculaire, le complément est capable d’activer les plaquettes en induisant l’expression 

de facteurs pro-coagulants, tel que le complexe pro-thrombinase, à la surface de la cellule 

[93]. 

D’autres part, les protéines du complément interagissent avec les bactéries aussi bien 

par la voie classique que la voie alterne [94]. 

Figure 6 - Implication de la GPIb  dans l'adhésion des bactéries aux plaquettes 
Représentation schématique des différents constituants bactériens qui se lient indirectement, via 
le facteur de von Willebrand (partie gauche du schéma), ou directement (partie droite du 
schéma) à la GPIb α-β plaquettaire . 
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 S. sanguinis, par exemple, induit une agrégation plaquettaire impliquant le 

complément [95]. Les ClfA et B de S. aureus induisent également une agrégation dépendante 

du complément [96].  

Les plaquettes expriment le gC1q-R, le récepteur du premier composant du 

complément C1q et pourrait ainsi servir de récepteur aux bactéries recouvertes de ce facteurs 

du complément. L’expression du gC1q-R à la surface plaquettaire est largement augmentée 

après activation de la plaquette [97]. L’activation des plaquettes se traduit aussi par 

l’augmentation du CD62P à la membrane, décrit pour lier la C3b, une autre protéine du 

complément [98]. 

  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Figure 7 – Les facteurs du complément dans la liaison des bactéries aux plaquettes 

Les bactéries recouvertes du facteur C1q peuvent être reconnues par le  récepteur gC1q (gC1qR) 
présent à la surface plaquettaire. L’expression de ce récepteur est augmentée au cours de l’activation 
plaquettaire. Les granules α contiennent un inhibiteur du C1q qui limite l’interaction entre le C1q et le 
gC1qR. 
Le CD62P exprimé par les plaquettes activées est capable de reconnaitre le C3b du complément   
 
 

Cette interaction des plaquettes avec le complément peut être bivalente. D’un côté les 

plaquettes peuvent aider à la destruction des bactéries en augmentant l’activité du 

complément, mais du fait qu’elles lient les protéines du complément elles peuvent, elles 

mêmes devenir la cible de l’activité lytique du complément. C’est notamment ce qui 

s’observe dans des cas de purpura thrombopénique [93]. Cependant les plaquettes possèdent 

dans leur granule  un inhibiteur de C1, qui lors de la stimulation plaquettaire permettrait de 

moduler l’activation du complément [99].  
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Cette notion de la liaison plaquette-bactérie par les molécules du complément fait 

appel à un mécanisme plus immunologique qu’hémostatique mettant ainsi en avant la double 

fonctionnalité des plaquettes.  

 

4) Le récepteur FcR  
 

L’expression de ce récepteur immunitaire, qui reconnait le domaine Fc des 

immunoglobulines (Ig) de type G (IgG), est classiquement décrite pour les phagocytes tels 

que les neutrophiles et les monocytes. Le FcRIIa permet la liaison et l’internalisation de 

complexes immuns impliquant une IgG, qu’ils soient solubles ou cellulaires. Ce mécanisme 

est régulé par le fait que les IgG complexées ont une forte affinité pour le récepteur alors que 

cette dernière est très faible pour les IgG monomériques [100].  

 

Les plaquettes sanguines expriment également le FcRIIa[101] . A ce jour, c’est le seul 

type de récepteur Fc décrit sur les plaquettes. Une des premières fonctions associée au 

FcRIIa plaquettaire relève de sa contribution dans la physiopathologie d’affections 

autoimmunes. Reilly et al. ont décrit que dans les cas de thrombopénies induites par 

l’héparine, les autoanticorps ayant reconnu les complexes PF4-héparine se lient au FcRIIa 

plaquettaire. L’engament du récepteur conduit alors à une forte activation hémostatique suivie 

de la clairance des plaquettes activées [102].   

Les IgG liées aux bactéries sont également capables d’être prises en charge par ce 

récepteur plaquettaire. Au même titre que pour les leucocytes, les complexes immuns ayant 

liés le FcRIIa peuvent même être internalisés dans les plaquettes [103].  

 

La stimulation d’autres récepteurs plaquettaires par les bactéries nécessite très souvent 

l’engagement simultané du FcRIIa afin d’obtenir une réponse plaquettaire efficiente (voir 

paragraphe traitant de l’activation plaquettaire suite à une stimulation bactérienne : Chapitre 

1- I C). Ceci suggère un lien entre l’engagement du FcRIIa et les mécanismes d’agrégation.  

 

En moyenne, les plaquettes expriment environ 5 000 copies de FcRIIa [85]. Compte 

tenu du nombre important de plaquettes circulantes, celles-là représentent ainsi le plus riche 

réservoir de  FcRIIa et en fait donc une cellule non négligeable dans la réponse plaquettaire 

anti-bactérienne.  
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5) Les toxines bactériennes 
 

Les bactéries peuvent également sécréter des toxines, capables d’activer les plaquettes.  

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) secrète une famille de protéase à cystéines 

appelée les gingipaïnes. Ces toxines sont capables de reconnaître le récepteur « protease-

activated receptor » (PAR) 1 plaquettaire et de le cliver d’une manière analogue à la 

thrombine, ce qui le rend donc fonctionnel [104].  

L’α-toxine, exprimée par les souches de  S. aureus, se lie à la membrane bi-lipidique 

des plaquettes pour y former un pore suivi d’un flux de calcium, semblable à celui induit par 

un ionophore calcique [105]. D’autres toxines capables de former des pores à la surface des 

plaquettes sont également décrites. On recense la streptolysine O pour S. pyogenes [106] et la 

pneumolysine pour Streptococcus pneumoniae [107].    

S. aureus et S. pyogenes produisent une superfamille de toxines dite SSL 

(« staphylococcal superantigen like ») et connue pour avoir un effet superantigène. L’une 

d’entre elles, la SSL5 interagit directement avec la GPIb via les résidus de sialyllactosamine 

qui terminent sa chaîne de glycanes. Cette toxine présente également une affinité directe pour 

la GPIV [85]. 

6) Les Toll Like Receptors 
 

Les plus étonnants des immunorécepteurs décrits chez les plaquettes sont les « Toll 

Like Receptor » (TLR). Cette famille de récepteurs a été mise en évidence pour la première 

fois par  R. Medzhitov en 1997 [108]. Ces molécules, proches de récepteurs de type « Toll » 

précédemment décrits chez la drosophile, sont intégrées dans la catégorie des « Pattern-

Recognition Receptor » (PRR), dont la fonction est de détecter des motifs répétés et 

fonctionnels exprimés par les pathogènes, nommés PAMP. Au début des années 2000, 

l’augmentation du nombre de molécules inclues dans la famille des PRR (les TLR, les 

récepteurs NOD, les récepteurs au mannose, les récepteurs aux lectines,….) a modifié certains 

concepts de l’immunologie, montrant que l’immunité innée possède des récepteurs dédiés, 

senseurs des agressions pathogènes [109].  

A noter également que les TLR possèdent des ligands endogènes pouvant provoquer 

ou accélérer une inflammation : Heat Shock Protein 60 et 70, fibrinogène, produits de cellules 

en apoptose [110]. 

Les TLR sont des protéines transmembranaires de type I possédant : i) des 

ectodomaines riches en leucines repliés en feuillets, permettant l’interaction avec les 
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PAMP ; ii) un domaine transmembranaire ; et iii) un domaine « Toll-Interleukin-1 Receptor » 

(TIR) cytoplasmique, fondamental dans la transduction du signal. A ce jour, 10 TLRs sont 

décrits chez l’homme, contre 13 chez la souris (figure 8). Les TLR 12 et 13 ne sont pas 

décrits chez l’homme [110]. Concernant le TLR11, il a la particularité de posséder une 

séquence reconnue comme un codon stop par la machinerie transcriptionelle humaine. 

Cependant, la profiline de Toxoplasma, ligand du TLR11 murin est reconnu par  l’organisme 

humain. L’existence d’une forme protéique tronquée mais fonctionnelle du TLR11 est alors 

supposée [111].  

Les PAMP reconnus par les TLR peuvent être des lipides, des lipoprotéines, des 

protéines ou des acides nucléiques provenant aussi bien de bactéries, virus, champignons ou 

parasites. De plus, la reconnaissance des PAMP par les TLR peut se faire dans différents 

compartiments cellulaires, dont la membrane plasmique, les endosomes, les lysosomes et les 

endolysosomes [110]. Après engagement, chaque TLR déclenche une réponse biologique qui 

lui est propre et adaptée au PAMP reconnu. Ces différences ont été expliquées par la 

découverte de différentes molécules adaptatrices venant se lier au domaine TIR ; cela inclut le 

« Myeloid differentiation primary response gene (88)” (MyD88), TIRAP, « TIR-domain-

containing adapter-inducing interferon-beta) (TRIF) et TRAM. Ces adaptateurs activent 

diverses voies de signalisation.  

Suivant le TLR mis en jeu, on recense la translocation nucléaire des facteurs de 

transcription comme : le « Nuclear Factor kappa B » (NFB) à un stade précoce et tardif (tous 

les TLR), l’AP-1 (tous sauf TLR 3), l’« Interferon Regulation Factor » (IRF) 3 (TLRs 3 et 4) 

et IRF 7 (TLRs 7/8/9). Ces voies conduisent à la synthèse de cytokines inflammatoires ainsi 

qu’à la production d’interféron de type 1 (IFN I) [110] (figure 8). 

Initialement, l’expression des TLR a été décrite sur les cellules de l’immunité, comme 

les macrophages, les cellules dendritiques, puis pour les lymphocytes B ainsi que certaines 

classes de lymphocytes T. Ces récepteurs sont des molécules clés dans la défense de 

l’organisme car ils sont à l’interface entre la reconnaissance d’un signal de danger (pathogène 

ou endogène) et l’initiation de réponses immunitaires de diverses natures (inflammation, 

libération de molécules impliquées dans l’induction de la réponse adaptative). L’exemple 

soulignant le mieux leur importance est l’activation des TLR présents à la surface des cellules 

dentritiques. Les voies de signalisation mises en jeu menent à la libération de cytokines pro-

inflammatoires ainsi qu’à l’« up-régulation » de molécules qui potentialisent la fonction de 
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présentation antigènique (CMH de classe II, IL-12, CD80) et par conséquence l’activation des 

lymphocytes T [112]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Figure 8 - Reconnaissance des PAMPs par les TLRs  

(membranaires ou intracytoplasmiques) 
D’après Kawai et al. [93]. 
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 (A) Reconnaissance des PAMP par les TLR exprimées à la surface de la membrane plasmique.  
Le lipopolysaccharide (LPS) engage le TLR4 à condition que ce dernier soit complexé avec le MD-2 : 
cinq des six chaines lipidiques du LPS lient le MD-2 et la chaine restante s’associe avec le TLR4.  
La formation d’hétéromères TLR4-MD-2-LPS permet le recrutement des molécules adaptatrices 
TIRAP et MyD88 qui initient alors la transmission du signal menant à l’activation précoce du NFκB et à 
la synthèse de cytokines pro-inflammatoires (voie MyD88).  
Après ce premier signal, le complexe TLR4-MD-2-LPS est alors internalisé sous forme d’endosome et 
déclenche une nouvelle transduction du signal en recrutant les molécules adaptatrices TRAM et TRIF, 
qui conduisent à l’activation tardive du NFκB ainsi qu’à celle d’IRF3 pour la synthèse d’interféron de 
type I (IFN de type I) (voie TRIF).   
Les hétérodimères TLR2-TLR1 et TLR2-TLR6 reconnaissent respectivement les lipopeptides 
bactériens triacétylés et diacétylés. Deux des trois chaines lipidiques des lipopeptides triacétylés 
interagissent avec le TLR2, et la troisième avec le canal hydrophobe du TLR1 (absent pour le TLR6). 
TLR2-TLR1 et TLR2-TLR6  induisent l’activation du NFκB via le recrutement des molécules 
adaptatrices TIRAP et MyD88.  
Le TLR5 reconnait la flagelline et activie le NFκB via le recrutement du MyD88.  
(B) Reconnaissance des PAMP par les TLR intracellulaires (situés au niveau des 
endolylososomes)  
Le TLR3 reconnait les ARN double-brins (ARN db) dérivés des virus ou de cellules infectées par un 
virus. L’ARNdb lie les parties N-terminales et C-terminales , toutes deux situées en position latérale de 
la surface convexe de l’ectodomaine du TLR3; et favorise ainsi la formation d’un homodimère via la 
région C-terminale. Le TLR3 active la voie TRIF qui induit la synthèse d’IFN de type I et de cytokines 
pro-inflammatoires.  
Le TLR7 reconnait les ARN simple-brin (ARN sb) dérivés des virus à ARN sb et libérés dans les 
endolysosomes. Le recrutement du MyD88 permet l’activation du NFκB  ainsi que de l’IRF7 ce qui 
conduit respectivement à la synthèse de cytokines pro-inflammatoires et de d’IFN de type I. De plus, 
l’autophagie est un mécanisme impliqué dans la délivrance d’ARN simple brin  au niveau des 
vésicules exprimant le TLR-7.  
Le TLR9 reconnait l’ADN dérivé aussi bien des virus à ADN que des bactéries. Un clivage 
protéolytique par les enzymes cellulaires est nécessaire pour une transduction en aval. Le TLR9 
engagé recrute le MyD88 qui active le NFκB et l’IRF7.  
A l’état basal, les TLR 3, 7 et 9 sont principalement localisés au niveau du réticulum endoplasmic (RE) 
et trafiquent ensuite en direction des endolysosomes où ils sont engagés par leurs ligands.  
L’interaction d’UNC93B1 (protéine du RE) avec les TLR au niveau du réticulum endoplasmique est 
essentielle pour leur adressage en direction des endolysosomes.  
 

Les TLR sont aussi exprimés par des cellules considérées comme non immunitaires 

mais étant à l’interface entre  le milieu extérieur et le système immunitaire, notamment les 

fibroblastes et les cellules épithéliales [113].  

Les cellules les plus étudiées quant au rôle de leurs TLR sont les cellules dendritiques 

et les macrophages. Des travaux ont montré que la voie de signalisation empruntée par un 

même TLR diffère selon le type cellulaire et le microenvironnement inflammatoire, ce qui 

augmente la spécialisation de la réponse TLR-dépendante. Ainsi, le TLR2 est capable de 

distinguer une stimulation bactérienne d’une stimulation virale, et d’adapter sa réponse. Ceci 

n’est pas valable pour l’ensemble des TLR2 car seuls les monocytes inflammatoires sont 

capables de faire cette distinction [114].   

Les TLR sont essentiels à l’immunité mais des réponses inappropriées peuvent a 

contrario provoquer des inflammations chroniques et aiguës, ainsi que des maladies auto-

immunes (provoquées par la reconnaissance de ligands endogènes) [115].  
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En 2004, l’équipe Japonnaise de Yokoyama montre la présence des TLR 1 et 6 à la 

surface des plaquettes, avec une éventuelle implication de ces derniers dans le processus 

d’athérosclérose [116]. Dans la même année, les travaux menés par notre équipe viennent 

compléter ces observations par la mise en évidence des TLR 2, 4 et 9, aussi bien à leur surface 

plaquettaire, qu’au niveau ctyoplasmique ; et que l’expression de ces TLR pouvait être 

modulée en fonction de l’état d’activation des plaquettes [117] (figure 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’expression des TLR plaquettaires est aussi observée chez les rongeurs [118], qui 

constituent un modèle répandu pour l’étude de ces molécules. La caractérisation de TLR à la 

surface de thrombocytes de poulets vient étendre le champ d’étude [119].  

Figure 9 - Mise en évidence des TLRs plaquettaires 
D’après Cognasse et al. [100] et Shiraki et al. [99] 

(A) Expression des TLR plaquettaires d’après Cognasse et al. Les plaquettes testées sont 
issues de mélanges de concentrés plaquettaires, conservées 5 jours. L’utilisation de plaquettes 
perméabilisées (□) ou non (■) permet d’obtenir les pourcentages d’expression des TLR en position 
intracellulaire et membranaire.  Les pourcentages d’expression sont restreints à la population CD41+  et 
exprimés sous forme de moyenne ± écart-type, avec n=5.   
 (B) Expression des TLR plaquettaires d’après Shiraki et al. Détection des protéines par Western-
Blot. Les PBMC et les cellules THP-1 différenciées en macrophages servent de contrôle positif, les 
cellules THP-1 non différenciées de contrôle négatif. Les cellules Meg-01 ont précédemment été 
cultivées en milieu RPMI 1640 supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal. Les plaquettes sont 
isolées de PRP frais et lavées deux fois en tampon de lavage (100 mM NaCl, 8.5 mM Tris, 8.5 mM 
dextrose et 1mM EDTA). Les protéines des différents lysats cellulaires ont été séparées sur un gel de 
polyacrylamide 10% et immunomarquées avec des anticorps anti-TLR1, anti-TLR6 et un anti- β-actine  
servant de témoin de charge.  
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Le fait que des ARNm codant pour les TLR soient détectés dans le mégacaryocyte 

(MK) indique une expression continue de ces récepteurs au sein de la lignée mégacaryocytaire 

et non une capture de la circulation [116], [118]. De plus, plusieurs travaux montrent 

l’expression des TLRs aussi bien sur une lignée de mégacaryoblastes humains [116] et sur des 

MK murins ou isolés de donneurs humains [118], [120], ce qui confirme l’origine de 

l’expression des TLR plaquettaires. Cependant il n’est pas exclu que les TLR solubles 

retrouvés dans le plasma puissent venir s’ancrer dans la membrane plasmique des plaquettes 

et venir renforcer la défense contre les pathogènes.  

 

L’expression du TLR 4 augmente au cours du processus de maturation des MK. Ce 

récepteur présente même une cinétique d’expression semblable à celle du CD41 [121]. Il en 

est de même pour le TLR9, pour lequel le nombre de transcrits augmente considérablement à 

partir de cinq  jours de différenciation des MK en pro-plaquettes [120]. Comme pour les 

leucocytes, l’expression des TLR plaquettaires devient donc de plus en plus conséquente au 

cours de la thrompoïèse, comme si ces molécules étaient requises pour une fonctionalité 

optimale  des plaquettes matures ; ce qui est encourageant pour supporter leur fonctionalité.  

 

Contrairement au rôle des TLR plaquettaires qui est de plus en plus exploré, et sur 

lequel nous reviendrons dans une partie dédiée (Chapitre 1 – I D), le rôle fonctionnel des 

TLRs sur les mégacaryocytes reste peu étudié. Deux études [121], [122] ont montré que des 

souris TLR4-/- présentent des deficits dans la numération de leurs plaquettes circulantes et 

réticulées comparément aux souris sauvages, suggérant que le TLR4 pouvait jouer un rôle 

dans la thrombopoïèse. De récents travaux, ont montré que l’hématopoïèse n’est pas un 

phénomène stéréotypé mais qu’elle peut être activée par un environnement inflammatoire 

[123]. Le TLR4 des précursseurs hématopoïétiques pourrait être impliqué dans cette 

régulation. Cette hypothèse semble se confirmer avec une étude montrant que des souris 

stimulées par un ligand du TLR4, à une dose non létale, présentent un nombre supérieur de 

plaquettes comparativement aux souris non traitées [122]. On observe également une 

augmentation de transcrits codant pour les TLR 1 et 6 chez des mégacaryocytes cultivés en 

présence d’IFN d’une manière dépendante de la dose et du temps dépendants [123]. Ceci 

pourrait être un mécanisme permettant aux plaquettes nouvellement formées d’être plus 

nombreuses, d’accroître leur nombre de TLR et donc d’être plus actives dans leur rôle anti-

infectieux.  
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L’expression caractéristique des TLR à la surface des plaquettes est un argument de 

poids pour considérer ces cellules comme faisant partie de l’immunité. Tout comme pour le 

FcRIIa, le nombre conséquent de plaquettes circulantes portant des immunorecepteurs 

permet de les considérer comme des sentinelles capables de détecter un danger. 

En général, les récepteurs décrits ci-dessus, qu’ils aient une fonction hémostatique ou 

immunitaire, constituent des points d’ancrage permettant aux bactéries d’adhérer 

spécifiquement aux plaquettes et d’influencer leurs fonctions.  
 
 

C. Effets des bactéries sur la fonction plaquettaire  
 

La plupart des travaux s’intéressant à l’adhésion des bactéries sur les plaquettes 

montrent qu’il s’en suit une agrégation. Dans ce manuscrit nous ne traitons pas la coagulation 

mais seules les caractéristiques relevant de l’agrégation et de l’inflammation après contact 

avec les bactéries sont abordées.  

 

1)  Internalisation des bactéries 
 

Lors d’une infection bactérienne systémique, le pathogène est en général capturé par 

les phagocytes. Dans les années 1970, lorsque Clawson s’est intéressé à l’interaction entre les 

plaquettes et les bactéries, il observait, occasionnellement, l’internalisation de S. aureus dans 

quelques plaquettes [60], [124], [125]. Youssefian et al. [36] ont confirmé ces observations. Ils 

se sont particulièrement intéressés à l’internalisation de S. aureus.  

Les photographies de microscopie électronique montrent bien l’internalisation de S. aureus à 

l’intérieur des plaquettes, au sein de vacuoles indépendantes du sytème canaliculaire ouvert 

(OCS), suggérant une internalisation active (figure 10). 
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Figure 10 - Internalisation de S.aureus dans les plaquettes 

D’après Youssefian et al. [36] 

(A) Immunomarquage à l’or de la GPIIb-IIIa.  Les plaquettes ayant internalisé S.  aureus (b) 
présentent un signal  (flèche) prédominant le long de la membrane plasmique (pm) et de la 
membrane délimitant le système canaliculaire ouvert (OCS). De la même manière que l’OCS, la 
membrane délimitant les vacuoles (v) contenant les bactéries  sont  aussi fortement marquées.  
Grossissement X 23 250. Encart : Pour les plaquettes contrôles, le GPIIb-IIIa est immuno-détectée au 
niveau de la membrane plasmique et de la membrane des granules α; grossissement X 34 100.  
 (B) Immunomarquage à l’or du CD62P. Le marquage (flèche) est régulier au niveau de la 
membrane plasmique (pm) et de l’OCS, caractéristique de l’activation plaquettaire. La membrane des 
vacuoles englobant la bactéries est aussi positive pour le CD62P.  
Grossissement X 23 250. Encart : Pour les plaquettes contrôles, l’expression du CD62P est absente 
de la membrane plasmique et restreinte aux granules α; grossissement X 34 100.  
(C) Immunomarquage à l’or de la GPIb. Le signal spécifique de la protéine (flèche) est détecté au 
niveau de la membrane de l’OCS mais pas sur celle délimitant la vacuole (v) contenant la bactérie; 
montrant ainsi que S. aureus est contenu dans un compartiment distinct de l’OCS. D’une manière 
remarquable, la GPIb est absente de la membrane plasmique (pm) et redistribuée dans l’OCS, profil 
d’expression caractéristique des plaquettes activées.  
Grossissement X 23 250. Encart : Pour les plaquettes contrôles, la GPIb est principalement localisée 
au niveau de la membrane plasmique (pm) ; grossissement X 34 100.  
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La capacité d’internalisation des plaquettes est meilleure lorsque celles-ci sont activées 

par un agoniste classique (adénosine di-phosphate (ADP) ou thrombine) mettant en avant un 

mécanisme commun entre activation et internalisation. Le marquage immuno-histochimique 

des vacuoles contenant S. aureus montrent la présence de CD62P, de GPIIb-IIIa et non de 

GPIb, phénotype correspondant bien à celui d’une membrane plaquettaire activée. La vacuole 

serait donc formée par invagination de la membrane plasmique (endocytose) après activation.  

 

Une équipe japonaise a confirmé l’internalisation de S. aureus au sein des plaquettes, 

mais seulement après activation de ce celles-ci par de l’ADP. Cette même étude montre que 

Porphyromonas gingivivalis (P. gingivalis) peut aussi être internalisée au sein des plaquettes. 

Cependant le mécanisme d’internalisation semble s’opèrer différemment entre les deux 

bactéries. En effet, P. gingivalis est capable d’induire à lui seul, sans ajout d’autre agoniste 

plaquettaire, des agrégats plaquettaires suffisants pour internaliser la bactérie [126].  

 

Où les résultats se rejoignent entre l’internalisation de S. aureus et de P. gingivalis 

c’est que les deux types de bactéries sont internalisés dans des vacuoles indépendantes de 

l’OCS [126]. Même si la finalité est la même, il est donc possible que les mécanismes 

d’internalisation soient différents pour une bactérie à Gram positif et une bactérie à Gram 

négatif, suggérant que l’une ou l’autre possède une molécule supplémentaire favorisant son 

internalisation. A noter que la présence, sur les clichées de l’étude de Li et al., des quelques 

cellules de P. gingivalis observées au niveau de l’OCS pourrait être expliquée par un piégeage 

passif des bactéries au moment de l’agrégation plaquettaire [126]. 

   

Le FcRIIa plaquettaire pourrait aussi initier l’internalisation des complexes IgG-

pathogènes [103]. Une étude montre en effet que les plaquettes sont capables, après 

engagement du FcRIIa, d’internaliser des billes de polystyrène (diamètre 0,5 -1,5µm) 

recouvertes d’IgG. Cette internalisation est inhibée par la cytochalasine D ce qui suggère la 

nécessité d’un remodellage de l’actine plaquettaire  pour que les bactéries puissent être 

internalisées [127].   

 
La question rémanente concerne le devenir des bactéries internalisées. White et al. ont 

revu les arguments en faveur de l’incapacité des plaquettes de dégrader/tuer les bactéries.  
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Leur argument majeur est l’absence de phagolysosome dans les plaquettes [128]. 

L’internalisation des bactéries dans les plaquettes leur permettrait d’échapper au système 

immunitaire.  

Cependant, les plaquettes pourraient utiliser une autre voie pour la destruction des 

bactéries. En effet, l’endosome contenant les pathogènes a la capacité de fusionner avec les 

granules α contenant de nombreuses molécules bactéricides. Enfin, il est  possible pour 

Escherichia coli (E.coli) d’être détruit par les plaquettes, via une internalisation par le 

FcRIIa, à condition que les bactéries aient au préalable été opsonisées par des IgG [127].  

 

Le devenir des bactéries internalisées dans les plaquettes reste donc discuté entre 

défense de l’hôte ou mécanisme d’échappement de la part des bactéries. Cependant, sans aller 

jusqu’à l’internalisation, l’adhésion des bactéries ou des produits bactériens à la surface des 

plaquettes est suffisante pour induire une réponse de défense des plaquettes. Les principales 

réactions sont décrites dans la partie suivante. 

 

2) Activation des plaquettes par les bactéries 
 

(a) Effet sur l’agrégation 
 

 

Du fait que la liaison des bactéries aux plaquettes implique des récepteurs également 

impliqués dans l’hémostase, des données montrent une agrégation dépendante des bactéries.  

 

Les bactéries qui utilisent de manière indirecte la GPIIb-IIIa (via le fibrinogène ou la 

fibronectine) entrainent une agrégation similaire à celle observée avec d’autres surfaces 

revêtues de fibrinogène [85]. En revanche, lorsqu’il s’agit d’une adhésion directe entre la 

bactérie et la GPIIb-IIIa le mécanisme mis en jeu est différent et l’induction de l’agrégation 

est souvent controversée dans la littérature. S. gordonii, par exemple, qui se lie directement à 

la GPIIb-IIIa par sa protéine PadA n’induit pas d’agrégation [87], venant potentiellement 

d’une plus faible affinité pour le récepteur. 

 

Les bactéries s’étant liées à la GPIb via le vWF peuvent (contrairement au vWF 

soluble ou immobilisé) entraîner une agrégation en absence de force de cisaillement.  
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C’est le cas de S. sanguinis et S. gordonii qui se lient aux plaquettes respectivement par leurs 

protéines SrpA et GspB. La délétion de ces deux protéines abolit complètement cette 

l’agrégation [85]. Ces constituants bactériens sont capables de se substituer aux forces de 

cisaillement, notament en assurant eux-mêmes le roulement des plaquettes.  

Pour d’autres bactéries, notamment S. pyogenes et S. aureus, les forces de cisaillement 

ne sont pas nécessaires pour induire la formation d’un thrombus, mais l’agrégation observée 

ferait intervenir d’autres protéines plaquettaires. L’hypothèse émise par Cox et al. est que la 

liaison des bactéries à la GPIb permettrait plutôt de rapprocher les bactéries de récepteurs 

plaquettaires plus fonctionels, tels que le FcRIIa ou la GPIIb-IIIa [85].   

Après une stimulation par S. sanguinis, impliquant la GPIb, les plaquettes libèrent le 

contenu de leurs granules denses qui contiennent des substances vasoactives, incluant les 

nucléotides adénosine ATP (adénosine tri-phosphate) et ADP (adénosine di-phosphate). Une 

fois libéré, l’ATP est pris en charge par les ectoATPases présentes à la surface de S. sanguinis 

et hydrolysé en ADP. L’ADP nouvellement formé ainsi que celui libéré auparavant vont  

pouvoir se lier sur leur récepteur plaquettaire. La voie P2Y est ainsi mise en jeu [85].  

Lors de l’adhésion de S. sanguinis aux plaquettes, l’utilisation de l’aspirine inhibe 

totalement l’agrégation, suggérant aussi un rôle de la cyclo-oxygénase et la production de 

thromboxane (Tx) A2. Les plaquettes exposées à S. sanguinis produisent bien du TxA2 et le 

récepteur TPpermet ensuite d’amplifier l’activation plaquettaire en liant le TxA2 

fraichement libéré.  

L’activation plaquettaire induite par S. sanguinis peut également mettre en jeu la voie 

des MAP kinases. L’équipe de McNicol a récemment montré que les MAP kinases Erk2 et 

p38 subissaient les étapes triphasiques de phosphorylation/déphosphorylation observées pour 

d’autres phosphoprotéines. L’aspirine n’a aucun effet sur la phosphorylation et la 

déphosphorylation d’Erk2 mais est capable d’inhiber sa phase de rephosphorylation [129]. 

 

Peu de données concernant la signalisation plaquettaire liée à l’adhésion de S. aureus 

sont disponibles. L’équipe de Cox a montré que lors de l’interaction de S. aureus avec les 

plaquettes l’agrégation induite est dépendante des voies cyclooxygénase et thromboxane 

[130]. Cette étude s’intéressait principalement aux mécanismes d’interaction, les mécanismes 

intracellulaires n’ont donc pas plus été détaillés. 
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D’autre part, plusieurs études s’intéressant à l’agrégation plaquettaire après adhésion 

bactérienne mettent en avant la nécessité de l’engagement du FcRIIa pour une réponse 

effective [85]. Cependant, le fonctionnement du FcRIIa pourrait être différent de celui 

classiquement décrit car si l’agrégation observée nécessite le FcRIIa, les IgG ne semblent pas 

indispensables [131]. La colocalisation du FcRIIa avec la GPIb lors d’une stimulation 

bactérienne pourrait être la première étape dans la transduction du signal [131], [132].  

Une des hypothèses les plus avancées concernant le rôle alternatif du FcRIIa porte sur 

le remodelage plaquettaire car la séquence de la GPIb qui se lie au FcRII (R542G543R544) 

est la même que celle qui se lie à l’actine durant l’activation plaquettaire [132].  

Le même type d’étude a été mené sur le FcRII et la GPIIb-IIIa. L’équipe de Newman 

a montré que le résidu Src de la GPIIb-IIIa, capable d’assurer un rôle de tyrosine kinase, 

phosphoryle le résidu « Immunoreceptor tyrosine-based activation motif » (ITAM) du FcRII 

et amplifie ainsi les signaux d’activation plaquettaire [133]. La phosphorylation du motif 

ITAM peut se faire dans les 30s suivant la mise en contact, montrant que les voies de 

signalisation secondaires peuvent être mises en place très rapidement.  

L’agrégation induite par une bactérie est différente de celle observée avec des 

agonistes plaquettaires classiques de type ADP, ATP, thrombine. Il s’agit d’une agrégation 

« binaire » c’est-à-dire qu’en dessous d’une certaine densité bactérienne, on n’observe pas 

d’agrégation, et qu’au-dessus l’agrégation est déjà maximale [134].  

Le temps de latence nécessaire avant l’apparition de l’agrégation, ou « lag time », est 

un autre paramètre qui diffère selon que la stimulation des plaquettes est bactérienne ou non. 

Ce temps de latence est généralement plus élevé lors d’une stimulation bactérienne que lors 

d’une activation hémostatique (figure 11). S’il faut compter approximativement 10s avec un 

agoniste hémostatique (ADP), certaines bactéries peuvent avoir un « lag time » très rapide de 

90-120s alors que d’autres peuvent mettre plus de 20 minutes avant d’induire une agrégation 

plaquettaire. L’augmentation de la densité bactérienne peut réduire ce temps, dans une 

certaine limite [134]. Plusieurs hypothèses sont proposées pour expliquer les variations de 

« lag time » selon la bactérie : i) le temps nécessaire aux plaquettes pour lier les bactéries, 

d’autant plus si c’est de manière indirecte ; ii) l’activation du récepteur qui peut être moins 

forte.  
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L’agrégation plaquettaire induite par les bactéries reste néanmoins controversée et 

plusieurs études montrent que la stimulation bactérienne n’entrainerait pas d’agrégation mais 

une réponse inflammatoire plus ciblée (libération de chimiokines, activation des leucocytes, 

formation de NET).  

Au vu des connaissances actuelles, notamment sur les TLR plaquettaires (Chapitre 1 – II B) il 

existe en marge de l’agrégation, d’autres réponses plaquettaires aux bactéries pouvant aller 

jusqu’à la libération de molécules adaptées 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

(b) Effet sur la libération de facteurs immunomodulateurs 
 
 

Les plaquettes possèdent dans leurs granules α de nombreuses molécules bio-actives, 

dont des cytokines/chimiokines, qui sont libérées au cours de leur activation leur permettant 

d’agir au cours de la réponse immunitaire [4], [135].  

 

L’équipe canadienne partenaire de notre laboratoire et qui s’intéresse à la signalisation 

intraplaquettaire après stimulation par S. sanguinis a également réalisé une étude sur la 

Figure 11 - Stimulation bactérienne et agrégation plaquettaire 
D’après Cox et al. [68] 

Le « lag time » se définit par le temps écoulé entre l’addition de l’agoniste plaquettaire et les premiers 
signes de l’agrégation.  Le « lag time » observé  pour une agrégation plaquettaire induite par de l’ADP 
est de 15 secondes alors que s’élève à 4 min lorsque les plaquettes sont en présence de 
Streptococcus sanguinis 
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sécrétion de cytokines plaquettaires. Quatre souches de S. sanguinis et une de S. gordonii ont 

été utilisées pour l’étude.  

L’observation d’une agrégation et de la phosphorylation de molécules de signalisation 

comme PCg2 et Erk confirme le rôle pro-thrombotique des streptocoques et montre aussi la 

libération de RANTES, de PF4, de sCD40L et de PDGF -AB ; le CD62P n’est libéré quant à 

lui qu’en présence d’une souche de S. sanguinis [136]. Une autre étude avait également 

montré que les plaquettes étaient capables de libérer du sCD40L et du RANTES après une 

stimulation avec des complexes billes-IgG, avec une absence d’agrégation et une très faible 

expression de CD62P [127].   

 

L’adrénaline, connue pour stimuler la liaison du fibrinogène et l’agrégation [137],  

provoque un effet inverse sur la libération de cytokines plaquettaire. Le mécanisme 

d’inhibition mis en place n’est pas connu mais pourrait être lié à l’activation de l’oxide 

nitrique synthase (NOS) de type 3 après engagement des adrénorécepteurs 2, ce qui va 

générer de l’oxide nitrique (NO) et du GMPc, déjà décrit pour inhiber l’activation plaquettaire 

[136]. Il apparaît donc clair que l’agrégation des plaquettes et l’exocytose de molécules 

immunomodulatrices sont deux fonctions indépendantes. 

 

Une autre cytokine plaquettaire importante dans la réponse antibactérienne est le PF-4.  

Lors du syndrome de thrombopénie induite par l’héparine (« HIT syndrome »), le PF4, de par 

sa charge positive, se lie à l’héparine et forment à eux deux un néoantigène reconnu par les 

IgG. De la même manière, le PF4 soluble peut se lier aux bactéries et former ainsi un nouveau 

site de reconnaissance pour les IgG et les cellules effectrices de l’immunité [138]. Ceci 

s’observe particulèrement pour les bactéries à Gram negatif car le PF4 présente une affinité 

pour le lipide A bisphosphorylé du lipopolysaccharide (LPS) bactérien. Le complexe 

nouvellement formé va être pris en charge par des cellules phagocytaires. Le PF4 plaquettaire 

faciliterait ainsi la clairance de certaines bactéries. 

 

Enfin, le CD40L est la molécule immunorégulatrice phare des plaquettes. Il s’avère 

que plus de 95% du sCD40L plasmatique provient des plaquettes [5]. En constituant la 

principale source de cette molécule, les plaquettes deviennent un élement immunorégulateur 

indéniable, participant aussi bien à l’activation des cellules effectrices de l’immunité innée, 
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qu’à celle de l’immunité adaptative car le CD40L est impliqué dans la synapse 

immunologique ainsi que dans la commutation isotypique des lymphocytes B.  

Après activation des plaquettes, le CD40L est d’abord exposé à la membrane sous forme 

trimérique (forme biologiquement la plus active), il est ensuite clivé sous l’action de 

protéases ; la « Matrix Metallo-protease » (MMP)-9 étant pour l’instant la meilleure 

candidate.  

A savoir aussi que la forme soluble du CD40L plaquettaire peut également avoir un effet 

autocrine de part la présence du CD40 à la surface des plaquettes [139]. 

L’implication du CD40L dans l’ensemble des fonctions plaquettaires ayant trait à 

l’inflammation est confirmée tout au long de ce manuscrit. Cette molécule est 

particulièrement considérée dans la réponse des plaquettes aux bactéries car l’engagment des 

TLR plaquettaires 2 [140] et 4 [140], [141] par leurs ligands bactériens est capable de moduler, 

spécifiquement, la libération de sCD40L (Chapitre 1 – II D2).  On observe ainsi, comme pour 

les leucocytes, la triade : stimulation bactérienne – plaquette – libération discernée de 

molécules immunorégulatrices. De ce fait, le rôle du sCD40L plaquettaire dans la 

physiopathologie du sepsis représente un champ d’études en expansion (Chapitre 1 – II B2).  

 

Les molécules immunorégulatrices plaquettaires présentées ci-dessus constituent un 

arsenal d’intérêt dans l’activation du système immunitaire menant à l’élimination des 

bactéries.  

Le nombre croissant d’études portant sur l’interaction des bactéries et des plaquettes montrent 

que les plaquettes peuvent aussi influencer directement l’élimination des germes en libérant 

des molécules bactéricides. 

 

(c) Libération de molécules plaquettaires anti-bactériennes  
 
 

Kraemer et al. ont récemment montré que des plaquettes incubées avec S. aureus 

limitent la croissance de ce germe [142] (figure 12).  
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Il est même possible de déterminer la plus petite concentration plaquettaire permettant 

d’obtenir un effet bactériostatique, variable selon l’espèce bactérienne. Une étude menée en 

2013 sur 17 volontaires, a permis de déterminer une concentration plaquettaire critique pour 

des pathogènes issus de la cavité buccale humaine : E. faecalis (résistant ou non à la 

vancomycine), C. albicans, S. agalactiae, S. oralis et Pseudomonas aeruginosa 

(P.aeruginosa) [143]. Celles-là sont reportées dans le tableau 1. Il est à noter que la 

croissance de P. aeruginosa n’est pas inhibée par le plasma riche en plaquettes (PRP).  

Figure 12 - Effet inhibiteur des plaquettes sur la croissance de S. aureus 
D’après Kraemer et al. [125] 

Un inoculum de S. aureus est cultivé pendant 240 minutes en présence ou non de plaquettes. La 
croissance bactérienne a ensuite été déterminée grâce à un dénombrement bactérien. (A) Les 
géloses au sang sont représentatives de quatre expériences indépendantes. (B) Les barres 
d’histogramme représentent les moyennes (± SEM) du facteur d’augmentation de la croissance de S. 
aureus sur 240 min, par rapport à l’inoculum de départ (seuil, ligne horizontale). * augmentation 
significative (p<0.05)  de la croissance de S. aureus par rapport au seuil de départ. ** réduction 
significative (p<0.05) de croissance comparativement à l’auto-génération de S.aureus.  
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Patient n 

Fourchette 
de distribution

Les valeurs sont exprimées sous  forme de moyenne  écart type 
VRE : Enterococcus résistant à la vancomycine
VSE : Enterococcus sensible à la vancomycine

CMI (plaquettes / µl)

 

 
 

Tableau 1 - Concentration minimale inhibitrice (CMI) des plaquettes sur des pathogènes issus de la cavité buccale 
D’après Drago et al. [126] 



Etat de la littérature – Chapitre 1 

- 57 - 
 

Cette étude est très récente ; cependant, la première démonstration du rôle antibactérien des 

plaquettes est très ancienne. En 1887, J. Fodor reportait déjà l’effet  bactéricide de sérums 

chauffés comme le rappelle Michael Yeaman dans sa revue de la littérature sur le sujet [144]. 

La molécule thermostable mise en jeu a ensuite été identifiée et nommée lysine . Son origine 

plaquettaire repose sur le fait qu’elle est libérée dans du plasma coagulé et non retrouvée dans 

les autres éléments sanguins.  
 
 

L’équipe de Yeaman s’est particulièrement intéressée à cette fonction des plaquettes et 

a établi une terminologie classant ces molécules plaquettaires antimicrobiennes en tant que 

« Platelet Microbicidal Proteins » (PMP) [144], également retrouvées sous le terme de 

thrombocidines. Les PMP, au nombre de deux (PMP1 et PMP2), sont libérées sous 

l’induction de la thrombine ou de bactéries et diffèrent des défensines classiquement décrites 

par leur masse moléculaire, leur séquence et l’enchaînement de résidus lysine et arginine qui 

leur confère une charge cationique. Afin d’être fonctionnelles, ces molécules doivent être 

clivées par la thrombine et les deux sous-unités agissent d’une manière autonome mais 

complémentaire,  en altérant la perméabilité de la paroi bactérienne [144].  

 

Les voies de signalisation plaquettaire conduisant à la libération des PMP dépendent  

principalement du couple ATP/ADP et des récepteurs de type P2. Via la libération d’ADP, le 

signal est amplifié et il se produit une activation autocrine des plaquettes, pouvant même 

s’étendre aux plaquettes voisines [145] . 

 

La famille des PMP a été élargie par l’intégration des kinocidines, qui regroupent les 

cytokines plaquettaires possédant un effet bactéricide direct [146]. Elles sont divisées en deux 

sous-groupes selon la nomenclature des cytokines. Les kinocidines α regroupent les cytokines 

de type CXC- (PF4, PBP, CTAP3 et NAP2) alors que les kinocidines β sont de type CC- 

(RANTES). Ces molécules présentent même un effet synergique entre elles. Par exemple, le 

« connective tissue activating peptide » (CTAP) 3 n’a pas d’effet sur la viabilité de d’E. coli ; 

cependant, la présence de PF4 permet de potentialiser son activité et de diminuer ainsi de 2 

log la densité bactérienne alors que ce résultat n’est pas non plus obtenu pour le PF4 seul 

[147]. Des analyses de biochimie structurale ont permis d’identifier, chez PF4, le domaine 

structurel 60-74 en partie C-terminale, comme responsable de l’activité bactéricide [148].  
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Les kinocidines s’intègrent dans les mécanismes de l’immunité innée, dans la mesure où elles 

conservent leur rôle primaire qui est la chimioattraction des leucocytes, permettant une 

coopération entre facteurs plaquettaires et leucocytes dans la clairance bactérienne [149].  

 

Par ailleurs, Kraemer et al. ont montré la présence de  défensine de type 1 humaine 

(hBD-1), à l’état d’ARN messager (ARNm) et de peptide, chez les mégacaryocytes et les 

plaquettes [142]. Ainsi, l’hBD-1 plaquettaire est libérée en réponse à l’α-toxine de S. aureus 

mais pas en réponse à la thrombine, au «Thrombin Receptor Activating Peptide » ou au PAF 

ce qui suggère que la libération d’hBD-1 est indépendante de la dégranulation. L’hBD-1 ne 

serait donc pas dans les granules α  d’autant plus que les auteurs n’observent pas de 

colocalisation des marquages de ces granules et de l’hBD-1 [142].  

 

Alors que Kraemer et al. n’ont pas pu observer l’expression d’ARNm codant les hBD-

2 et 3 dans les plaquettes, d’autres travaux ont pu mettre en évidence leur présence par 

ELISA, Western Blot et immunohistochimie ainsi que leur activité microbicide [150, p. 3], 

[151].  

 

En conséquence il apparaît que les plaquettes sont impliquées dans la réponse 

immunitaire anti-infectieuse, directement en libérant des facteurs anti-microbiens, et 

indirectement en libérant des cytokines permettant de de moduler la réponse des cellules de 

l’immunité. Cette deuxième fonction se fait notamment en réponse à une stimulation 

bactérienne via les récepteurs TLR.   

 

D. Rôle fonctionnel des TLR plaquettaires 
 

Après que les TLR plaquettaires aient été mis en évidence, plusieurs études sont 

venues confirmer leur expression mais aussi, et surtout, leur fonctionnalité. Les premières 

études montraient que l’engagement des TLR plaquettaires 2 et 4, par leurs ligands respectifs, 

n’entrainait pas d’agrégation, pas de surexpression du CD62P membranaire ni d’augmentation 

de Ca2+ intra-plaquettaire, suggérant ainsi que ces récepteurs n’étaient pas fonctionnels chez 

les plaquettes[152]. Or, il s’avère que l’activation plaquettaire résultant de la stimulation d’un 

TLR plaquettaire, particulièrement le TLR4, est différente d’une activation de type 

hémostatique et induit plutôt le relargage des contenus granulaires que l’agrégation [121].  
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De plus, le LPS, ligand du TLR4, provoquerait une forte thrombopénie. L’équipe de 

Kubes a montré, dans un modèle murin, une diminution de la numération plaquettaire de  60% 

4h après un traitement au LPS, contre 20% chez des souris « knock-out » (KO) pour le TLR4 

[121]. Ces résultats témoignent ainsi de la fonctionnalité du TLR4 plaquettaire in vivo. La 

diminution des plaquettes circulantes après liaison du LPS peut avoir deux explications : i) 

une accumulation de celles-là au niveau des poumons (séquestration dépendante des 

neutrophiles) [153] ; et ii) une augmentation de leur phagocytose [154], [155] 
 

1) Le TLR4 plaquettaire 
 
 

Le TLR4 est le plus exprimé des TLR plaquettaires [117]. Plusieurs équipes se sont 

intéressées à sa fonctionnalité chez l’homme et la souris [121], [156], [157].  

Le lipopolysaccharide  (LPS), composant majeur de la membrane des bactéries à Gram 

négatif, est le ligand du TLR4. Sur les cellules eucaryotes, le TLR4 forme un complexe avec 

la molécule MD-2, permettant alors la fixation du LPS. D’autres protéines aident à la fixation 

du LPS, comme la « LPS-Binding Protein » (LBP) et le CD14 [113], [158].  

 

Plusieurs études reportent que l’expression du TLR4 varie selon l’état d’activation de 

la plaquette [157], [159], [160]. Une stimulation des plaquettes par la thrombine entraine une 

augmentation de l’expression du TLR4, qui en synergie avec le CD62P membranaire permet 

une meilleure fixation du LPS [160]. Le fait que les plaquettes possèdent un pool 

intracellulaire de TLRs [117] peut expliquer la translocation du récepteur à la surface durant 

l’activation. Même si le LPS ne semble pas induire d’agrégation plaquettaire, il potentialise 

cependant la réponse déclenchée par de très faibles concentrations de thrombine et de 

collagène. Afin d’expliquer ce phénomène, les auteurs montrent que l’engagement du TLR4 

potentialise l’activation de la GMPc, impliquée dans la signalisation menant à l’agrégation. 

Toutefois, utilisé à forte dose, LPS semble néanmoins capable d’induire une agrégation [9].  

 

Au même titre que dans les cellules eucaryotes, la fonctionnalité du TLR4 plaquettaire 

est favorisée par une ou des molécules plasmatiques. L’ajout de CD14 recombinant ainsi que 

de LBP permet ainsi de restaurer une activation optimale des plaquettes lavées [11], [64], 

[160].  L’apport du CD14 par le plasma a été controversé par Zhang et al. qui montrent une 

expression membranaire de ce facteur chez des plaquettes à l’état basal [9].   
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Cependant ce facteur n’est pas retrouvé au stade mégacaryocytaire, il pourrait donc être capté 

de la circulation et adsorbé à la surface plaquettaire sous sa forme soluble ou 

microparticulaire. La même question se pose pour le MD-2 [161].  

 

Plusieurs études ont investigué l’effet de l’engagement du TLR4 plaquettaire sur le  

relargage des molécules immunomodulatrices. Ainsi, Aslam et al. ont montré que 

l’administration de LPS O111 d’E.coli  entrainait, chez des souris, l’augmentation du taux de 

« Tumor necrosis factor » (TNF)-αsérique, principalement issu des plaquettes [157].  

Notre équipe, a utilisé le même LPS pour stimuler in vitro des plaquettes de donneurs 

de sang sains et constate qu’après l’engagemant du TLR4, les plaquettes ne libèrent pas leurs 

facteurs immunomodulateurs d’une manière binaire. En effet, l’analyse qualitative et 

quantitative des surnageants plaquettaires montre que l’expression de certaines molécules est 

augmentée (sCD40L et PF4) alors que d’autres sont inchangées (sCD62P,  IL-8, EGF et TGF) 

voire diminuées (RANTES, angiogénine et PDGF-AB) [162]. Il existe donc chez les 

plaquettes, du moins suite à l’engagement du TLR4, une régulation dans la libération des 

cytokines.  

 

D’autre part, il a été montré que les plaquettes sont capables de faire la distinction 

entre les deux types de LPS, dits lisses « smooth » ou rugueux « rough » et d’adapter leur 

réponse cytokinique. Ainsi, seul le LPS lisse inhibe significativement la sécrétion de PDGF-

AB[163]. De plus, le LPS rugeux, contrairement au LPS lisse, potentialise la production de 

MPP ainsi que l’agrégation induites par TRAP (« Thrombin Receptor Activating Peptide ») 

[65]. La différence d’activation s’observe aussi sur la capacité des surnageants obtenus à 

activer des PBMC [163].  

 

Shashkin et al. montrent que le LPS d’E. coli provoque chez la plaquette un épissage 

de l’ARNm codant pour l’IL1-β, et ce d’une manière plus forte qu’avec une stimulation par la 

thrombine [11]. Ce phénomène est moins rapide que lors de la stimulation par la thrombine 

mais il est plus important et surtout largement prolongé (figure 13). 
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Après traduction, les protéines d’IL-1sont libérées sous forme de MPP capables 

d'activer des cellules endothéliales [64]. La même équipe observe des résultats similaires 

concernant la cyclooxygénase-2 (COX-2) [11].  

De la même manière, l’engagement du TLR4 plaquettaire par le LPS augmente 

significativement le nombre d’ARNm épissés codant le facteur tissulaire qui sont ensuite 

traduits en protéines fonctionnelles [164]. 

 

Ces travaux confirment l’existence d’une machinerie transcriptionnelle/traductionnelle 

au sein des plaquettes et permettent de mettre l’accent sur la capacité des plaquettes à 

répondre finement à l’engagement du TLR4.  

 

 

 

 

Figure 13- Effet de l'engagement du TLR4 plaquettaire  sur l'épissage d'ARNm IL-1β 
D’après Shaskin et al. [11] 

Courbes de PCR en temps réel obtenues à partir d’ARNm épissés, codant pour l’IL1-β. Les amorces 
permettant d’obtenir les amplicons ont été « designées» dans les exons 1 et 3.  Les tests sont 
réalisés en duplicat à partir d’ARN (8 ng d’ARN total) extraits de plaquetttes non traitées (2 courbes 
de droite), ou stimulées par 0,1 unités de thrombine pendant 30 min, ou par 100 ng/ml de LPS avec 
150 ng/ml de CD14 recombinant et 100 ng/ml de « LPS-binding protein » pendant 3h. Δ Rn 
représente la magnitude du signal normalisé par rapport à l’ARN total. 
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2) Le TLR2 plaquettaire 
 

Le rôle fonctionnel du TLR2 plaquettaire n’a pas été appréhendé aussi largement que 

le TLR4. Le TLR2 est pourtant un récepteur hautement inflammatoire car il a la capacité de 

reconnaitre une très grande quantité de PAMPs.  

Parmi ces ligands se trouvent entres autres les lipopeptides bactériens, le peptidoglycane et 

l’acide lipotechoïque des bactéries à Gram positif, le lipoarabinomannane des mycobactéries, 

le zymosan des champignons,ou encore l’hémagglutinine virale [110]. Le TLR2 forme des 

hétérodimères avec le TLR1 ou le TLR6, le complexe TLR2-1 permettant de reconnaitre les 

lipopeptides triacétylés (bactéries à Gram négatif et mycoplasme) alors que le complexe 

TLR2-TLR6 permet plutôt la reconnaissance de lipopeptides diacétylés (bactéries à Gram 

positif, mycoplasme).  

Des études structurales ont permis de comprendre le mécanisme de cette discrimination, qui 

se fait principalement via le canal hydrophobe présent sur le TLR1 et absent du TLR6 [110].  

 

La première démonstration de fonctionnalité pour le TLR2 plaquettaire a été faite en 

2009 par Blair P. et al, aussi bien in vivo, qu’ex vivo [165]. La stimulation des plaquettes par 

du Pam3CSK4, un ligand de synthèse mimant le lipopeptide bactérien, provoque une 

activation impliquant : un signal « inside-out » de la GPIIb-IIIa, une agrégation, une adhésion 

des plaquettes au collagène, la translocation du CD62P ainsi que la génération de dérivés 

réactifs de l’oxygène. Ces phénomènes sont enrayés par l’utilisation d’un anticorps 

antagoniste du TLR2 ou l’utilisation de souris KO tlr2-/-, prouvant bien l’engagement du 

récepteur. Une autre étude est venue compléter le rôle fonctionnel du TLR2 plaquettaire et 

montre que le Pam3CSK4 contrôle aussi la libération d’ATP, de thromboxane A2 et augmente 

la concentation calcique intracellulaire[166]. Ces observations permettent de classer le TLR2 

plaquettaire comme un récepteur thromboinflammatoire. Même si la finalité  thrombotique 

ressemble à celle d’une stimulation classique (ADP, fibrinogène, collagène,…) les 

mécanismes intracellulaires mis en jeux sont bien distincts, notamment au niveau de la 

phosphorylation des molécules de signalisation (voies PI3K et MAPk) et des intéractions 

protéines-protéines (principalement pour la protéine FXIIIa impliquée dans le remodelage 

plaquettaire). Comparativement à une stimulation hémostatique, il existe aussi des différences 

dans la libération des protéines granulaires (fibrinogène, thrombospondine, PF4) qui peuvent 

être libérées ou séquestrées lors d’une stimulation du TLR2 [167].  
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Chez les macrophages, le TLR2 peut interagir avec d’autres composants de la 

membrane plasmique comme la GPIV (CD36), dont l’absence, chez des souris KO, diminue 

la détection de certains agonistes du complexe TLR2-TLR6 [168] . Ce mécanisme pourrait 

très bien être présent chez les plaquettes qui expriment également la GPIV, mais à ce jour 

aucune donnée bibliographique ne permet de le confirmer.   

 

Il a été rapporté que l’engagement du TLR2 plaquettaire stimule aussi l’épissage des 

ARNm codant l’IL-1β. Ce lipopeptide de synthèse était cependant moins efficace que le 

LPS, mais autant que la thrombine. L’épissage des ARNm codant l’IL-1β pourrait donc être 

régulé différemment selon le TLR mis en jeu.  

 

Outre la fonction thrombotique du TLR2 plaquettaire, ce récepteur peut aussi induire 

une réponse inflammatoire de la part des plaquettes. La stimulation des plaquettes par des 

bactéries, en l’occurrence des périodontopathogènes (Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans et P. gingivalis) a permis de montrer une  libération de sCD40L 

d’une manière dépendante du TLR2. De plus, les patients présentant une périodontie (26 

inclusions contre 19 contrôles)  présentent un taux de sCD40L circulant significativement 

plus élevé que chez les sujets contrôles sains [140]. 

Par ailleurs, il a été observé que des souris infectées par P. gingivalis présentaient une 

proportion de complexes plaquettes-neutrophiles supérieure à celle observé chez des souris 

non infectées ou souris TLR2(-/-), suggérant l’implication du TLR2 plaquettaire dans la 

formation d’agrégats plaquettes-neutrophiles [165].  

Assinger et al. confirment ces observations, et montrent que cet accroissement de 

complexes plaquettes-neutrophiles s’accompagne d’une élévation de la phagocytose des 

périodontopathogènes par les neutrophiles, necessitant que le TLR2 plaquettaire soit 

fonctionnel [169]. Le TLR2 plaquettaire serait nécessaire à l’activation de ces dernières qui 

transmettraient alors un signal activant les neutrophiles, les rendant aptes à la phagocytose.  

Le signal en question pourrait impliquer des couples ligands/récepteur (CD62P/PSGL-1, 

CD40L/CD40, GPIIb-IIIa/CD11b) ou des cytokines plaquettaires. 

De manière similaire, il a récemment été observé que les plaquettes favorisent la 

clairance de S. aureus et Bacillus cereus par les cellules de Kupffer.  



Etat de la littérature – Chapitre 1 

- 64 - 
 

Ces germes pris en charge par ces macrophages du foie seraient rapidement enveloppés d’un 

agrégat plaquettaire favorisant leur destruction. La formation de ces agrégats mettrait en jeu la 

GPIb plaquettaire et le vWF de cellules de Kupffer [170].   

 

La libération d’histone provenant de cellules en apoptose est associée à une thrombose 

de la microvasculature. Dans un PRP citraté, il s’avère que la présence d’histones stimule la 

génération de thrombine, d’une manière dépendante de la dose, avec un effet notable dès 10 

µg/ml [171]. L’utilisation préalable d’un anticorps monoclonal anti-TLR2 avant la stimulation 

par des histones (40 µg/ml) réduit le profil pro-coagulant des plaquettes qui s’observe par la 

diminution de l’expression membranaire des phosphatidylsérines (PS), du CD62P et du 

facteur V de la coagulation. Dans les mêmes conditions, le blocage du TLR2 entraine une 

diminution du relargage de la thrombine d’environ 50% et augmente de 40 min de temps de 

relargage pour les 50% restants.  

Le TLR2 plaquettaire est donc impliqué dans la génération de trombine induite par les 

histones. Ces résultats confortent la place du TLR2 plaquettaire dans la réponse thrombo-

inflammatoire. Dans le sens inverse, il est possible de considérer cette réponse comme 

bénéfique pour l’hôte où l’agent ayant induit l’apoptose cellulaire se retrouverait piégé dans le 

réseau de fibrine. 

 

3) Le TLR9 plaquettaire 
 

Les études portant sur la fonctionnalité des TLR plaquettaires abordent très peu le 

TLR9. Chez les cellules eucaryotes, le TLR9 reconnait les motifs ADN 2’-deoxyribo-

Cytidine-Phosphate-Guanosine) non méthylés, couramment nommés motifs CpG, 

spécifiquement retrouvés chez les bactéries, les parasites et les virus. La localisation du TLR9 

est limitée aux endosomes dans les cellules eucaryotes, lui permettant de reconnaitre des 

constituants internes aux pathogènes, souvent libérés après leur endocytose [172].  

 

Le TLR9 plaquettaire est retrouvé aussi bien au niveau cytosolique que membranaire 

[117]. Les plaquettes activées surexpriment ce récepteur, que ce soit après stimulation  par un 

motif CpG [120],  ou par la thrombine [157]. 
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Une étude récente portant sur des plaquettes humaines et murines a montré que le 

TLR9 intra-plaquettaire est distribué au niveau d’un sous compartiment spécifique nommé 

granule T, non identifié auparavant, et présentant un aspect dense au microscope électronique 

[120]. Cette distribution particulière des molécules TLR9 se ferait durant la formation des pro-

plaquettes. Les granules T contiennent également les protéines VAMP7 et VAMP8, 

impliquées dans l’adressage du TLR9 à la membrane. Les CpG internalisés sont, quant à eux, 

localisés dans des endosomes différents des granules T. Le processus d’internalisation du 

complexe CpG/TLR9 par les plaquettes semble être comparable à celui décrit chez d’autres 

types cellulaires [120].  

 

Le TLR9 plaquettaire a récemment été rapporté pour fixer le carboxyalkylpyrrole, 

produit issu de la combinaison des produits d'oxydation d’acides gras polyinsaturés et de 

protéines, considéré comme un signal de danger en cas de stress oxydatif [173]. Dans la 

plaquette, cette liaison déclenche une agrégation et une dégranulation. Par conséquent, en plus 

d’être des sentinelles pour la réponse immunitaire, les plaquettes seraient des senseurs de 

signaux de danger internes, notamment par le TLR9.  

 

4) Signalisation TLR dans les plaquettes 
 

Comme pour les autres récepteurs tyrosine kinase, le mécanisme de tranduction du signal 

par les TLR commence par la dimérisation ou l’oligomérisation induite par la fixation du 

ligand. Cette dimérisation provoque des changements conformationels de l’éctodomaine et 

permet une interaction protéine-protéine stable. Il s’ensuit un nouvel arrangement des 

domaines TIR formant alors une structure qui peut fixer les différentes protéines adaptatrices. 

L’environnement électrostatique est très important et c’est souvent une opposition de charge 

qui attire la protéine adaptatrice. La nature du couple ligand/récepteur est donc très importante 

dans cette configuration. Quatre protéines adaptatrices ont été décrites pour interagir avec les 

domaines TIR dimérisés : Myd88, TIRAP, TRAM et TRIF [174]. 

 

Au niveau des cellules eucaryotes, le TLR2 utilise le MyD88 pour démarrer sa cascade de 

signalisation. Le TLR4, lui, est capable de transduire le signal aussi bien avec le couple 

MyD88/TIRAP que le couple TRIF/TRAM ; on parle alors de voie MyD88-dépendante ou 

TRIF-dépendante. (figure 14). 
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L’engagement du MyD88 permet à son tour de recruter IRAK4 dont l’activation 

déclenche, via TRAF6, plusieurs cascades de phosphorylation. Ces voies de signalisation 

conduisent à l’activation de trois facteurs de transcription : IRF5, NFB et JNK (voie des 

MAP kinases) [110], [174]. Une fois transloquées dans le noyau, ces protéines vont être 

initiatrices de la synthèse de gènes codant pour des cytokines pro-inflammatoires (figure 14).  

 

La voie TRIF-dépendante a été découverte plus tardivement. TRIF a la capacité de 

recruter directement TRAF6 et ainsi d’activer TAK1, de manière similaire à ce qu’il se passe 

pour la voie MyD88-dépendante, mais d’une manière tardive.  

Figure 14 – Signalisation associée aux TLR dans les cellules eucaryotes 
D’après Takeishi et al.[160] 

La voie de signalisation dépendante du MyD88 fait intervenir les protéines IRAK qui pourront ensuite 
activer TRAF6. TRAF6 mène principalement à l’activation du complexe NFκB et à la synthèse de 
cytokines inflammatoires. D’un manière alternative, TRAF6 peut aussi activer IFR5 et la voie des 
MAP kinases (voies non représentées sur le schéma). La voie dépendente du TRIF active 
directement TRAF6 (indépendament d’IRAK) et rejoint la voie NFκB. La voie TRIF peut aussi activer 
le NFκB par le complexe RIP-1. D’autre part, TRIF cible égalment l’activation du facteur de 
transcription IRF3 pour la synthèse d’interféron de type I.  
 



Etat de la littérature – Chapitre 1 

- 67 - 
 

TRIF est aussi capable d’activer RIP1 qui va venir amplifier l’activité de TAK1. En parallèle, 

TRIF peut également recruter TRAF3. Son activation conduit à la dimérisation d’IFR3 ce qui 

lui donne sa forme activée [110]. 

 

Plusieurs équipes ont montré la présence et la fonctionnalité des TLR 2 et 4 chez les 

plaquettes. Cependant, la signalisation intracellulaire qui permet de transduire le signal, n’est 

pas complètement élucidée. Elle est d’autant plus intéressante du fait que les plaquettes sont 

des cellules anucléées et que la signalisation TLR conduit à l’activation de facteurs de 

transcription dont il serait intéressant de connaître l’utilité et la fonction au niveau des 

plaquettes.   

 

Certaines équipes de recherche sont parties sur le fait que l’engagement des TLR 

plaquettaires permet de potentialiser les voies de signalisation classiquement décrites  dans les 

plaquettes. C’est notamment l’exemple de l’augmentation du GMPc, d’une manière 

dépendante de la dose de LPS [175]. Le cGMP plaquettaire mis en jeu dans l’activation du 

TLR4 est bien celui lié à la signalisation PKG, car l’inhibition de cette molécule bloque la 

réponse plaquettaire dépendante du TLR4 [161].  

 

L’expression du MyD88 a aussi été montrée pour les plaquettes. La mise en évidence de 

cette molécule en Western-Blot permet d’obtenir un signal comparable à celui obtenu avec 

des globules blancs [161]. De plus, l’utilisation de souris déficientes pour le  MyD88 ne 

permet pas d’observer les phénomènes d’agrégation ni de relargague de facteurs 

immunomodulateurs induits par le LPS comme pour les souris sauvages [161]. Comme pour 

les autres types cellulaires, le MyD88 est nécessaire à la transmission du signal émis par le 

TLR4 plaquettaire. Son activation permet soit de faire le lien avec d’autres voies de 

signalisation, soit d’initier la propre voie TLR qui pourrait être présente chez les plaquettes. 

Cette suggestion repose sur le fait que notre équipe a montré qu’au-delà de MyD88, les 

plaquettes expriment la majorité des molécules classiquement impliquées dans la transduction 

du signal telles que TRIF, MyD88, TBK-1, IRAK-1,JNKs, MAPk, TRAF3, TRAF6, IRF-3, 

IKK-i, IB- et NF-B p65 [176]. Pour une même quantité d’extraits protéiques, l’expression 

de certaines molécules est même parfois plus forte dans les plaquettes que dans les  PBMC 

(Figure 15). 
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Comme la plupart des constituants cellulaires, la présence de ces molécules n’est pas 

anodine et cette signalisation pourrait être mise en jeu chez les plaquettes. Ceci expliquerait 

pourquoi Berthet montre une différence dans l’activation des plaquettes en fonction de 

l’utilisation d’un LPS de type lisse ou rugueux. La littérature montre déjà dans les leucocytes 

que le LPS lisse engage seulement la voie MyD88 alors que le LPS rugueux, de par sa forte 

affinité, est capable d’activer les deux voies. Si ce mécanisme de distinction est présent au 

niveau des plaquettes, l’activation de chacune des voies serait associée à une libération 

cytokinique différentielle.  

Figure 15 - Expression des molécules de signalisation de 
 la voie TLR4 dans les plaquettes 

D’après Berthet et al.[162] 
Analyse en Western Blot des molécules de transduction du signal, à partir de 1 µg d’extraits 
protéiques plaquettaires. Les PBMC, cellules pour lesquelles les voies de signalisation du TLR4 sont 
classiquement décrites, servent de témoins positifs. L’α-tubuline est utilisée en tant que témoin de 
charge. L’histone H3, protéine nucléaire représente un témoin négatif des plaquettes, permettant 
d’exclure une contamination des extraits par des protéines issues des leucocytes.  
L’immunomarquage observé sur cette figure est représentatif de 15 expériences indépendantes 
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La protéine TRAF6 a un rôle clé dans la signalisation via le TLR4 des plaquettes,  menant 

à la synthèse de novo d’IL1-. En effet, une stimulation directe de TRAF-6 permet d’obtenir 

un épissage cinq fois supérieur à celui obtenu dans des plaquettes stimulées par du LPS. 

L’activation de TRAF-6 est suivie par la phosphorylation d’Akt et JNK  [64].  

Ces phosphorylations sont suffisantes pour initier l’épissage des ARNm codant l’IL-1β. Il se 

produit donc une dérivation de la voie TLR4 au niveau de TRAF6, permettant au signal de 

passer par la voie Akt et celle des MAP kinases.  

 

Le TLR2 plaquettaire a, lui aussi, la capacité de déclencher l’activation de protéines de 

signalisation normalement impliquées en aval de récepteurs hémostatiques. Lorsqu’elle a 

montré la fonctionnalité du TLR2 plaquettaire, l’équipe de Blair s’est intéressée à la voie 

PI3K/Akt dans la mesure où :  i) cette voie (déjà décrite dans les plaquettes, en aval de la 

GPIIb-IIIa) joue un rôle dans l’agrégation, l’adhésion et la sécrétion plaquettaire [177] ; ii) 

dans les cellules immunitaires, le TLR2 est capable d’interagir avec la sous-unité p85 de PI3K  

[178] suggérant l’implication de cette voie après engagement du TLR2, indépendamment de la 

voie MyD88.  

L’utilisation d’un inhibiteur spécifique de PI3K  (LY294002 ) préalable à une 

stimulation par Pam3CSK4 diminue significativement les effets engendrés par l’engagement 

du TLR2 plaquettaire : l’agrégation, l’adhésion, l’expression membranaire du CD62P, la 

formation de complexes plaquettes-neutrophiles, l’activation de la GPIIb-IIIa ainsi que la 

production de radicaux oxygénés [165]. Concernant la formation d’agrégats plaquettes-

neutrophiles, l’utilisation du LY294002 diminue significativement ce phénomène mais ne 

l’inhibe pas complètement. Le TLR2 plaquettaire pourrait donc utiliser une autre voie 

conduisant à ce phénomène. La même étude montre également une phosphorylation d’Akt 

(Ser473), en aval de PI3K. Cependant les auteurs ne se sont pas intéressés à la libération de 

cytokines. 

 

D’autres travaux montrent que lors de la stimulation de plaquettes par Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans Y4 et P. gingivalis, le relargage de sCD40L résultant de  

l’engagement du TLR2 est bien régulé par le PI3K [140]. La voie PI3K n’est pas la seule à 

intervenir dans la libération de facteurs solubles induite par l’engagement du TLR2. En effet, 

l’utilisation d’un inhibiteur de la PLC, l’U73122, empêche l’adressage du CD40L à la surface 

plaquettaire de la même manière que ce qui est observé lors du blocage de la voie PI3K [140]. 
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La PLC est classiquement décrite dans la plaquette pour intervenir en aval des récepteurs 

PAR et GPVI conduisant à la dégranulation et à génération de thromboxane A2.  

Les voies PLC et P3IK ne sont donc pas seulement activées par une stimulation 

hémostatique mais également suite à l’engagement du TLR2. Cependant, leurs cinétiques de 

phosphorylation diffèrent selon la stimulation [167]. Ainsi, la stimulation par la thrombine 

induit une phosphorylation rapide et importante d’Akt, p38 et Erk. A contrario, la stimulation 

par Pam3CSK4 induit une phosphorylation plus progressive d’Akt et p38, suggérant que les 

mécanismes sont plus longs à mettre en place et que la réponse plaquettaire inflammatoire 

s’opère plus dans la durée que dans l’urgence.  

 

Les études citées ci-dessus ont toutes été effectuées avec une stimulation du TLR2 par du 

Pam3CSK4, ligand triacétylé provoquant la dimérisation du TLR2 avec le TLR1. L’utilisation 

de MALP-2, ligand diacétylé mettant en jeu l’hétérodimère TLR 2 - 6 ne permet pas d’activer 

les plaquettes [166]. De plus, une pré-incubation des plaquettes avec MALP-2 réduit voire 

inhibe l’effet de Pam3CSK4. L’engagement des TLRs 2 et 6 aurait donc plus un effet 

antagoniste sur l’activation plaquettaire et pourrait servir de régulateur dans l’activation 

plaquettaire lors d’une invasion bactérienne rien qu’en bloquant l’accès au TLR2.  

 

5) Le NFκB plaquettaire 
 

Les diverses équipes, dont la nôtre, qui s’intéressent à la signalisation TLR dans les 

plaquettes ont déjà observé la présence du NFB au sein des plaquettes (et des 

mégacaryocytes) [176], [179]. De part l’absence de noyau dans ces cellules, il semblait 

difficile de lui définir un rôle.  

Néanmoins, certains facteurs nucléaires ont déjà été décrits pour avoir une fonction 

« non génomique » dans les plaquettes. Le meilleur exemple est l’œstrogène, connu pour 

réguler des voies de signalisation spécifiques (notamment Hedgehog, un facteur important 

pour la prolifération cellulaire) grâce à son récepteur α qui, dans les plaquettes, agit sur la 

fonction de la GPIV [180].   

En montrant également un rôle fonctionnel non canonique du NFB plaquettaire, 

l’équipe de Schattner suggère alors une autre tentative de réponse quant à la finalité de la voie 

TLR4 [181]. 
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La famille du facteur de transcription NFB comprend 5 membres : p50, p52, p65, 

RelB et c-Rel. Les complexes NFκB sont principalement séquestrés dans le cytoplasme, dans 

un état inactif ; ils sont fixés aux protéines inhibitrices, les IB. De par cette liaison, les IB 

masquent la séquence de localisation nucléaire du NFB. Après phosphorylation d’IB (par le 

complexe IKK), le NFB est libéré et transloqué dans le noyau pour activer la transcription de 

nombreux gènes impliqués dans l’inflammation et l’immunité (Figure 16). L’activation de 

NFB en tant que facteur de transcription se fait par modification post-traductionnelle, 

notamment par phosphorylation et acétylation [182].  
 

 
 
 
 
 
 

 
 

Figure 16 - Cascade d'activation du complexe NFκB 
D’après Ghosh et al. [182] 

Dans le modèle le plus simple d’activation de la voie NFκB, la transduction du signal depuis le 
stimulus inflammatoire entraine l’activation du complexe IKK.  Il en résulte la libération de l’IκB kinase. 
Cette dernière peut alors  venir phosphoryler IκB, la sous-unité inhibitrice du NFκB et provoque la 
dissociation du complexe. IκB  est ubiquitinilé  puis dégradé. Les sous-unités p50 et p65 du complexe 
NFκB sont alors libérées et transloquées dans le noyau.  Elles vont alors reconnnaitre des séquences 
spécifiques, initiatrice de la transcritpion de gènes codant pour des cytokines pro-inflammatoires.  
Après la synthèse d’ARN,  le signal de terminaison engendre la dégradation du NFκB. 
Il existe des mécanismes de rétrocontrôle négatif, non représentés sur ce schméa, permettant de 
réguler ce processus.Le groupement phosphate vert représente une phosphorylation entrainant une 
régulation négative.Le groupement phosphate jaune représente une phosphorylation entrainant en 
une activation.Ub = ubiquitine 
 
 

Spinelli et al. ont décrit un rôle non génomique atypique pour le NFB plaquettaire, 

central dans l’activation hémostatique des plaquettes. L’utilisation de BAY 11-7082, un 

inhibiteur de la phosphorylation d’IB (complexe également présent dans les plaquettes) 

limite l’activation plaquettaire induite par la thrombine, ce qui se traduit par une diminution 

de la formation de lamellipodes, de la stabilité du thrombus et de la rétraction du clou 

plaquettaire.  

D’un point de vue microscopique, ceci s’observe par un retour des plaquettes à une forme 

discoïde alors qu’elles avaient déjà adhéré à une surface de fibrinogène [179] .   
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En plus d’une implication dans la réponse à la thrombine, le NFB serait aussi mis en 

jeu lors de l’activation par l’ADP, l’épinéphrine et le collagène, mais pas par l’acide 

arachidonique, pourtant activateur plaquettaire [181], démontrant alors une certaine spécificité 

de sa fonction. Le NFB serait donc impliqué dans la régulation des évènements précoces de 

l’activation plaquettaire. Les auteurs proposent comme fonction alternative, sa participatation 

dans les réarrangements du cytosquelette menant au remodelage de la plaquette, avec 

notament l’adressage de la sous-unité fonctionnelle directement au niveau des membranes en 

dynamique[179].   

 

L’implication du NFB plaquettaire s’observe encore dans la contraction du clou 

plaquettaire car ce processus passe par Bcl-3 qui est un membre de la famille I-B-, produit 

par les plaquettes en condition inflammatoire [183]. En se liant à la « Fyn-related tyrosine 

kinase », Bcl-3 induit une contraction complète du clou de fibrine, nécessaire à la stabilité du 

thrombus [184].   

  

Des études contradictoires suggèrent que le NFB exerce une rétrocontrôle négatif 

permettant de limiter l’activation plaquettaire [185]. Le complexe I-B/NFB plaquettaire est 

capable de se fixer à la PKA via son unité catabolique, inhibant son activité. Lors d’une 

activation des plaquettes par de la thrombine ou du collagène, I-B est phosphorylé, ce qui 

libère la PKA, laquelle peut exercer son rôle de kinase sur VASP(« vasodilatator-stimulated 

phosphoprotein »). Une fois phosphorylé, VASP diminue les réarrangements du cytosquelette, 

ce qui se traduit par  une diminution de l’agrégation. Ce mécanisme montre que le complexe 

NFB peut être impliqué dans le signal de limitation de l’activation plaquettaire induite par la 

phosphorylation de VASP [186].  

Le NFB peut aussi être impliqué dans le rétrocontrôle négatif de l’activation 

plaquettaire de par sa liaison à PPAR et à RXR. Ces deux facteurs de transcription ont un 

rôle non génomique bien établi dans la plaquette. En effet, PPAR est décrit pour inhiber 

l’activation de la GPVI alors que RXR altère la signalisation des récepteurs couplés aux 

protéines G [185].  

 Il existe donc une dualité du NFB dans l’activation plaquettaire, à la fois mis 

en jeu au cours de la formation du thrombus et régulateur négatif de l’activation. L’activateur 

mis en jeu et sa concentration peut orienter l’engagement du NFB.  
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La cinétique de temps et la sous-unité du NFB impliquée sont également à prendre en 

compte et peuvent ainsi expliquer les divergences de la littérature.  NFB constituerait ainsi 

un facteur subtil impliqué dans la balance entre sur-activation plaquettaire et activation 

plaquettaire « juste » nécessaire pour réparer le préjudice vasculaire.  

 

E. Plaquettes – bactéries : Focus sur l’infection à Staphylococcus 
aureus 

 
Beaucoup d’études portent sur l’interaction des plaquettes avec Streptococcus, 

notamment les streprocoques oraux alors que comparativement peu concernent S. aureus. En 

2005 une étude prospective a été menée dans 39 centres médicaux répartis sur 16 pays, 

incluant 1779 patients atteints d’IE. Il s’est avéré qu’en définitive S. aureus  était le pathogène 

le plus fréquemment mis en cause avec 31,6 % des cas contre 18% pour Streptococcus 

viridans [187]. D’une manière générale, les infections invasives à S. aureus résistant à la 

méthycilline ont tendance se propager dans les centres de soins et  sont responsables de taux 

de mortalité élevés[188]. Il est donc intéressant d’évoquer le rôle de S. aureus sur les 

plaquettes.  

 

L’essentiel des études porte sur les molécules mises en jeu de part et d’autre lors de 

l’adhésion de S. aureus aux plaquettes (figure 17). Nous nous intéresserons dans un premier 

temps aux interactions entre les molecules présentes dans la membrane de S. aureus et les 

plaquettes. 

La protéine A, protéine de surface de S. aureus, est une protéine pouvant être reconnue 

par des anticorps anti-S. aureus. Les complexes immuns formés peuvent se fixer au FCRII 

des plaquettes entrainant la libération de sérotonine et une agrégation plaquettaire. Cette 

réaction est dépendante du temps de stimulation et de la quantité des complexes immuns 

formés. L’activation s’avère optimale à 5 min, à partir de deux bactéries par plaquettes[130]. 

Dans une étude plus récente, il s’est avéré que la protéine A était, à elle seule, incapable 

d’induire l’agrégation mais qu’elle pouvait la maintenir [189] .  

La protéine A de S. aureus peut aussi fixer le vWF, qui se lie la GPIb. L’utilisation 

d’un anticorps bloquant le vWF inhibe partiellement l’activation plaquettaire par S. aureus 

[134]prouvant l'implication de plusieurs voies d'adhésion.  
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Le ClfA de S. aureus est aussi mis en en jeu lors de sa fixation aux plaquettes, via le 

fibrinogène[190]. Cependant, il existe un récepteur alternatif car S. aureus adhère aux 

plaquettes par l’intermédiaire du fibrinogène/fibronectine, ce qui n’implique pas forcément 

GPIIb-IIIa[191]. Ceci a pu être montré par une persistance d’agrégation même si les deux sites 

de liaison au fibrinogène présent sur la  GPIIb-IIIa sont préalablement bloqués. Il n’est pas 

impossible que la bactérie transforme le fibrinogène afin qu’il puisse être reconnu par un autre 

récepteur. Ca serait ainsi une manière pour les bactéries d’accroitre leur pathogénécité.  

 

Le  FCRIIA et la GPIIb-IIIa ont tous deux un rôle fonctionnel dans l’adhésion de S. 

aureus. L’interconnexion entre ces deux récepteurs précédemment décrite dans le manuscrit 

(Chapitre 1 – II B1) explique pourquoi l’agrégation induite par S. aureus est dépendante du 

FcRIIA. Cette hypothèse correspond aussi au fait que l’engagement du FcRII seul ne soit 

pas suffisant pour induire l’agrégation, car son engagement en fait là pour optimiser la 

fonctionalité de la GPIIb-IIIa [134].  

L’obtention de mutants génétiques de S. aureus et l’expression de protéines candidates 

chez L. lactis (bactérie non agrégative), ont montré que le ClfB et la protéine SdrE sont 

également impliquées dans l’agrégation plaquettaire. Les résultats confirment également 

l’implication du ClfA qui d’ailleurs est le premier facteur, avant le ClfB, entrainant 

l’agrégation car c’est la protéine induisant le lag time le plus court. L’agrégation induite par 

ces deux facteurs peut être inhibée par des antagonistes de la GPIIb-IIIa, de l’aspirine ou de la 

prostaglandine E1 [130]. D’autre part, l’agrégation est également observée avec des plaquettes 

filtrées, suggérant une liaison directe entre S. aureus et les plaquettes, indépendamment du 

fibrinogène. Les résultats observés pour la protéine SdrE sont différents. Afin de se fixer à la 

plaquette, la protéine bactérienne nécessite la présence d’une protéine plasmatique, autre que 

le fibrinogène, qui reste à identifier.  

 

Un élément important à prendre en compte est que S. aureus n’exprime pas les mêmes 

facteurs en fonction de son stade croissance, ce qui peut représenter un biais dans les 

manipulations in vitro. Le ClfA est la protéine pro-agrégante dominante en phase stationnaire 

de croissance alors pour la phase exponentielle, la FnBP est majoritairement exprimée [134]. 
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Au vu de ces indications, il devient par exemple difficile d’évaluer les résultats de 

Fitzgerald qui confirment sa modélisation de l’intéraction entre la FnBP et les plaquettes sur 

des bactéries en phase stationnaire [192].  

Le système du complément est important dans l’agrégation plaquettaire induite par S. 

aureus. Il est capable de se substituer au ClfA. Dans ce cas là, le lag time sera plus long (entre 

8 et 20 minutes) mais l’engagement simultané du récepteur Fc reste nécessaire [96]. 

 

La protéine staphylococcique IsdB, quant à elle, pourrait favoriser, l’adhésion et 

l’internalisation des bactéries au sein des plaquettes, en présence de fibronectine [193]. De 

plus, cette protéine, contrairement aux protéines « Iron-regulated surface determinant A” 

(IsdA) et IsdH, induirait l’agrégation des plaquettes [193].  

Les travaux portant sur l’interaction entre les plaquettes et S. aureus ont démarré dans 

les années 1970 et se poursuivent encore aujourd’hui. La protéine d’adhérence EAP, sous 

forme d’oligomère, peut se lier directement aux glycosaminoglycanes des plaquettes [194] ; 

cela va provoquer la stimulation d’une thio-isomérase dans la plaquette, se traduisant par une 

activation plaquettaire allant de la stabilisation de la liaison du fibrinogène à l’expression 

membranaire de molécules d’activation plaquettaire telles que le CD62P, le CD63 et le 

CD40L.  

 

En plus devoir intégrer le rôle alternatif des récepteurs de l’hémostase face à S. aureus, 

il y a aussi les récepteurs plaquettaires nouvellement décrits qui viennent augmenter l’éventail 

des fonctions. C’est notamment le cas du TLR2 qui, en répondant au peptiglycane de 

S.aureus, provoque dès 30 min une activation plaquettaire associée à un processus d’apoptose 

caractérisé par une dépolarisation de la membrane mitochondriale, l’exposition de 

phosphatidylsérines à la membrane plasmique et l’activation de la caspase 3. Les mécansimes 

de cette nouvelle réponse plaquettaire à une stimulation bactérienne sont détaillés dans la 

partie traitant de l’apoptose plaquettaire (Chapitre 1 – III C).   

 

Outre les composants de la membrane et de la paroi bactérienne, les toxines de S. 

aureus  peuvent également moduler la réponse plaquettaire (figure 17).  

Il a été montré, in vitro, que l’α-toxine peut interagir avec la membrane plaquettaire et 

induire la production de protéines microbicides et la lyse des bactéries [144]. De plus, cette 

toxine serait capable de générer l’agrégation des plaquettes, de façon dépendante de la dose 
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[183]. Elle peut également  entrainer chez la plaquette, la synthèse de novo de BCl3 [183], une 

protéine impliquée dans la rétraction du clou plaquettaire. Cette exotoxine est également à 

l’origine de la formation de nombreux complexes plaquettes-neutrophiles, via le CD62P, 

marqueur d’activation exprimé à la surface des plaquettes. La formation des complexes 

augmente l’activation des neutrophiles, mesurable par l’augmentation du CD11b. Ainsi, ces 

agrégats pourraient participer à la destruction des capillaires alvéolaires à l’origine des 

pneumonies hémorrhagiques à S. aureus [195].  

S . aureus libère la staphylocoagulase et la « vWF binding protein ». Ces deux 

molécules se lient à la prothrombine et forme le complexe enzymatique dit staphylothrombine 

[196]. La staphylothrombine n’a pas d’action directe sur l’activation plaquettaire mais en 

transformant le fibrinogène en fibrine, elle va jouer un rôle dans la stabilisation de 

l’agrégation ainsi que dans l’initiation de l’activation secondaire.  

 

On note toutefois que plusieurs molécules de S. aureus semblent a contrario inhiber la 

fonction hémostatique des plaquettes.  

Dans ce contexte, il a été observé que l’entérotoxine B (SEB) provoque au niveau des 

plaquettes une suractivation de la PKC. Cette enzyme essentielle à la réponse plaquettaire ne 

se retrouve donc plus dans des conditions physiologiques et de fait ne peut assurer sa 

fonction. C’est pour cela que des plaquettes incubées avec SEB sont incapables d’assurer une 

agrégation correcte en réponse à de la thrombine [197].  

L’acide lipothecoïque utilise le récepteur au PAF pour augmenter le niveau d’AMPc 

au sein des plaquettes. Ce dernier va alors augmenter son activité de phosphorylation sur 

VASP et inhiber l’agrégation et la formation de thrombus [198].  

Le rôle anti-thrombotique de S. aureus peut également être attribué à l’ « extracellular 

fribrinogen binding protein » (Efb). In vitro, cette protéine est décrite pour venir adhérer aux 

plaquettes (sur un recepteur non caractérisé ou sur le fibrinogène). Une fois adhérée, elle va à 

son tour recruter du fibrinogène mais une forme non conventionelle qui a plutôt tendance à 

inhiber l’activation plaquettaire. L’action inhibitrice de cette molécule a pu être confirmée in 

vivo, où elle est capable de prévenir une thrombose suite à un traitement par des agonistes 

plaquettaires  [199].   

Enfin, la staphylokinase exerce aussi une activité inhibitrice sur les plaquettes mais 

d’une manière différente, indirecte. Cette enzyme dégrade la plasmine et le fibrinogène, et de 

ce fait empêche l’agrégation [200].  
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Plusieurs groupes s’intéressent aussi à l’interaction de S. aureus et des plaquettes dans 

des conditions proches de celles observées in vivo, notamment pour conserver les forces de 

cisaillement. Des souris infectées par S. aureus développent des thrombi par un mécanisme 

dépendant du ClfA [201]. L’utilisation d’une molécule occupant le site de liaison du ClfA sur 

le fibrinogène prévient complètement l’agrégation, montrant la prédominance du ClfA malgré 

la multitude d’autres facteurs présents dans le microenvironnement.  

 

Des chiens infectés par S. aureus vont rapidement développer un sepsis, accompagné 

d’un dysfonctionnement plaquettaire (réduction de la capacité d’étalement en réponse à un 

agoniste du PAR-4). Ce dernier résultat suggère, qu’au-delà de leur rôle dans les IE à S. 

aureus, les plaquettes participent à la physiopathologie du sepsis à S. aureus [202].   

 De plus, on observe bien une dualité dans l’effet de la bactérie S.aureus sur les 

plaquettes, témoignant de la complexité  de l’interaction. L’ensemble des études se base sur la 

capacité pro-agrégante ou non de la bactérie ; cependant, aucune donnée ne porte sur la 

libération des cytokines plaquettaires, composante pourtant très importante dans le cadre 

d’une infection bactérienne.    
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Figure 17 - Interconnexion entre S.aureus et les plaquettes 
S. aureus a la possibilité d’induire différents types d’activation plaquettaire, aussi bien par des exotoxines que de par des protéines  membranaires 
qui vont lier, directement ou indirectement, les plaquettes.  
A contrario, certains facteurs bactériens induisent une inhibition de la fonction plaquettaire (encadrement grisé). 
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III - Rôle des plaquettes dans la physiopathologie du 
sepsis 

 

A. Généralités sur le sepsis 
 

Depuis 2003, le sepsis se définit par un syndrome clinique défini par la présence d’une 

l'infection et d'une réponse inflammatoire systémique [203]. Aux USA, le sepsis est fatal pour 

210 000 personnes/an (données 2007) [204]. Une étude française, réalisée entre octobre 2009 

et septembre 2011, sur 10 941 patients admis en  unité de soins intensifs montre que 13,7% 

d’entre eux présentent les signes d’un choc septique. Parmi ces patients là, la mortalité à 28 

jours était de 42% [205]. Au delà de ce fléau de santé publique, le sepsis a un fort impact 

socio-éconique. Aux USA, le coût annuel de prise en charge des patients s’élève à 24 

milliards de dollars [206]. 

 Plusieurs stades de sepsis ont été définis, avec des signes cliniques qui leurs sont propres 

[204], [206].  

1) Le SIRS « Systemic Inflammatory Response Syndrome », qui est une réponse 

inflammatoire systémique pouvant être déclenchée par des conditions infectieuses ou non-

infectieuses. Le SIRS est associé à quatre variables, décrites dans le tableau 2 :   

Tableau 2- Critères cliniques du diagnostic d’un SIRS 
D’après Iskander et al. [206] 

 
1 – Température > 38,5°C ou < 35°C 

2 – Fréquence cardiaque > 90 battements/min 

3 – Fréquence respiratoire > 20 respirations/min (ou 

PACO2 < 32 mmHg) 

4 – Numération leucocytaire > 12.103 cellules/mm3 ou  

< 4.103 cellules/mm3 (ou > 10% de formes immatures)  

 
Pour répondre au critère SIRS, le patient doit présenter, au minimum, deux des 

critères énumérés dans le tableau. Cependant, il a été constaté grâce à une étude publiée en 

2006, menée dans 198 unités de soins intensifs réparties sur 24 pays européens, que 90% des 

patients admis dans une unité de soins intensifs présentent un SIRS mais que la majorité 

n’évoluera pas vers un sepsis [206], [207]. C’est pour cela que d’autres critères ont été ajoutés 

afin de remplir la condition sepsis.  
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2) Le sepsis, qui est un SIRS accompagné d’une infection documentée.  

 

3) Le sepsis sévère, qui est un sepsis associé à un dysfonctionnement de plusieurs 

organes (MOF = « Multiple Organ failure »), accompagné d’une hypoperfusion et d’une 

hypotension.  

 

4) Le choc septique chez l'adulte se réfère à un état d'insuffisance circulatoire 

aiguë qui se caractérise par une hypotension artérielle persistante inexpliquée par d'autres 

causes. 

  

Dans le sepsis associé à un germe gram-négatif, le principal inducteur de la réponse 

inflammatoire est le LPS. S’ensuit une activation du TLR4 et des voies de signalisation qui en 

découlent, conduisant à la sécretion de cytokines pro-inflammatoires. Plusieurs types 

cellulaires sont alors activés, dont les cellules endothéliales, les monocytes et les neutrophiles. 

Ces cellules ont un rôle clé en libérant de fortes concentrations d’IL-1, de TNF- et d’IL-6. 

Ces cytokines sont relarguées dans les 90 minutes qui suivent l’exposition au LPS. De part 

leur activité pro-inflammatoire, elles amplifient l’activation cellulaire et donnent suite à une 

seconde vague de production de facteurs inflammatoires. Sont alors libérées d’autres 

cytokines/chimiokines (IL-8, MIP-1, IL-12, IL-15, IL-18, « macrophage migration inhibitory 

factor » (MIF), (high mobility group box » (HMGB)-1) ainsi que des médiateurs lipidiques et 

des radicaux oxygénés [208]. La réponse s’amplifie d’elle-même et devient exacerbée ; on 

parle alors « d’orage cytokinique » durant la phase précoce du sepsis [209].  

De plus en plus d’études montrent qu’il est important de considérer l’inflammation 

stérile comme un facteur de risque pour le sepsis. Les récepteurs de type TLR et NOD 

reconnaissent les alarmines dérivées des tissus de l’hôte et qui se retrouvent dans le milieu 

extracellulaire en condition pathologique ou de stress [207]. A titre d’exemple, la protéine 

HMGB1 est libérée durant un préjudice stérile et utilise la signalisation TLR4 d’une manière 

totalement indépendante d’un pathogène [210].  

En parallèle de cette réponse systémique, s’observe une réponse tissulaire. 

L’augmentation de l’expression de molécules d’adhésion à la surface des cellules 

endothéliales provoque une perméabilité vasculaire et le recrutement des cellules 

inflammatoires au niveau tissulaire [211], amplifiant le processus d’inflammation aux niveau 

des organes.  
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 Lors d’un sepsis sévère, de nombreux organes peuvent être endommagés et 

notamment les reins, le foie et les poumons. Des atteintes du système neurologique et du 

système cardiovasculaire sont également observées [206]. 

Le sepsis est la seconde cause d’atteinte pulmonaire aiguë (ALI : Acute Lung Injury)  

et de syndrome de détresse respiratoire aigüe (ARDS : Acute Respiratory Distress Syndrome), 

le second étant la complication du premier. L’ALI se caractérise par un endommagement 

alvéolaire initié par les neutrophiles infiltrants (Chapitre 2 – IV B ). Lors de la diapédèse, les 

neutrophiles libèrent des facteurs inflammatoires ainsi que leur contenu granulaire contenant 

des protéases qui sont à l’origine de l’endommagement de l’épithélium alvéolaire. Les 

échanges gazeux sont alors bloqués, menant à un dysfonctionnement pulmonaire [206].    

 

B. Sepsis et activation plaquettaire 

1) Sepsis et coagulopathie 
 

Des données datant du début des années 2000 montrent qu’entre 30 et 50% des 

patients en sepsis sévère présentent une coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) 

entrainant une hypoxie des organes [212]. 

Lors de la réponse inflammatoire, les neutrophiles libèrent du facteur tissulaire 

permettant le déclenchement de la cascade de coagulation, menant à l’activation plaquettaire. 

L’IL-1 et l’IL-6 sont également de forts inducteurs de la coagulation [208]. Ce phénomène est 

amplifié par une dérégulation de la balance anticoagulante.  Les patients en sepsis présentent 

une forte libération de PAI-1, inhibiteur naturel de la plasmine. On observe également une 

diminution de la protéine C, dont la forme activée est inhibitrice des facteurs de coagulation 

Va et VIIIa [206], [208], [213]. Ces anticoagulants naturels ont en plus de leur rôle dans la 

génération de thrombine, des propriétés anti-inflammatoires en jouant sur le NFB [214].  

 

Les espèces réactives à l’oxygène (ROS) libérées en quantité massive lors de la phase 

aiguë du sepsis sont aussi responsables de la coagulopathie. Ainsi, chez des souris KO pour 

l’oxyde nitrique synthase (enzyme produisant les ROS) et  chez lesquelles un sepsis est induit, 

la vasoconstriction est réduite par rapport aux souris sauvages. En favorisant la 

vasoconstriction,  les ROS participent à l’altération de la circulation au niveau des capillaires 

sanguins. De plus, les ROS ont un effet direct sur l’activation hémostatique des plaquettes 

[213] .  
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Le quatrième élément favorisant une coagulation excessive est l’augmentation des 

facteurs d’adhésion. Dans des modèles d’endotoxémie, l’expression des molécules d’adhésion 

est augmentée aussi bien au niveau des membranes plaquettaires qu’endothéliales. L’adhésion 

des plaquettes à l’endothélium va favoriser une activation mutuelle et une accumulation des 

plaquettes conduisant à l’occlusion du vaisseau [194],[198]. Par ailleurs, lors d’une 

endotoxémie induite dans un modèle murin de souris, il a été observé que la surexpression de 

la molécule endothéliale PAI-1 au niveau pulmonaire limite le recrutement in situ de 

lymphocytes T regulateurs mais favorisait le recutement de neutrophiles [216].  

Les troubles de la coagulation liés au sepsis ont mis en avant le rôle des plaquettes 

dans la physiopathologie du sepsis, plus particulièrement au travers de leur fonction 

hémostatique.Toutefois, il apparaît clairement à présent que les plaquettes possèdent 

également une fonction inflammatoire qui leur permettrait de participer directement à 

l’amplification de l’inflammation associée aux phases précoces du sepsis. En plus de leur 

sensibilité à la thrombine, aux molécules d’adhésion et aux cytokines/chimiokines, 

l’hypothèse de leur implication directe dans le sepsis est aussi renforcée par l’expression des 

TLR à leur surface et le large panel de molécules inflammatoires qu’elles peuvent libérer au 

cours d’une stimulation bactérienne. 

 

2) Sepsis et molécules plaquettaires inflammatoires 
 

Les premiers éléments en faveur d’une participation des plaquettes à l’inflammation 

associée au sepsis proviennent d’études montrant que le taux de sCD40L circulant est plus 

élevé chez des patients en sepsis que chez des individus contrôles (appariés en âge et par 

sexe), mais indépendant de la sévérité du sepsis [217]–[220]. Ce sCD40L libéré au cours du 

sepsis est bien d’origine plaquettaire car des souris ayant subi une déplétion de leur plaquettes 

ne présentent pas cette élévation du taux plasmatique [221]. Une étude récente suggère que la 

« matrix métalloprotéinase-9 », également augmentée au cours du sepsis, serait à l’origine du 

clivage du CD40L plaquettaire [222]. Cette molécule possède d’importantes propriétés 

inflammatoires, sur de nombreuses cellules, de l’immunité ou non, et permettrait d’amplifier 

largement l’inflammation [223].  
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A B C

Souris sauvage non traitée Souris sauvage avec CLP Souris CD40L -/- avec CLP 

Dans le sepsis, le sCD40L participe au recrutement des neutrophiles. Les souris 

C57BL/6 déficientes pour le gène CD40L, et pour lesquelles le sepsis a été induit par « cecal 

ligation puncture » (CLP) ne présentent pas d’activation des neutrophiles, de formation 

d’œdème, ni d’infiltration des neutrophiles au niveau pulmonaire et conservent leur 

microarchitecture alvéolaire [221], [224] (figure 18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le sCD40L permettrait l’expression de la protéine d’adhésion « Macrophage-1 

antigen » (Mac-1) par les neutrophiles, favorisant leur recrutement au niveau muqueux. Le 

mécanisme d’action du sCD40L ferait intervenir la « Macrophage inflammatory protein 2” 

(MIP-2) et son récepteur CXCR2 ; conforté par le fait qu’ in vitro, le sCD40L recombinant ne 

permet pas d’augmenter l’expression de Mac-1 sur des neutrophiles en culture [221].   

 

Le platelet activating factor (PAF) est une molécule synthétisée par diverses cellules, 

et possède une fonction de cytokine. Son récepteur, PAFR, est couplé aux protéines G et est 

exprimé par les cellules participant à la défense immunitaire et à la coagulation, dont les 

plaquettes. L’activation PAFR plaquettaire conduit à la libération de facteurs inflammatoire, à 

la dégranulation et à l’initiation des cascades de coagulation. En condition physiologique, la 

signalisation associée au PAFR est finement régulée afin d’éviter une réponse thrombo-

inflammatoire excessive mais, au cours du sepsis, cette balance régulatrice est bouleversée et 

le PAF est alors mis en jeu dans que l’activation des neutrophiles, des monocytes, des 

plaquettes et la formation des complexes leucocytes-endothélium, leucocytes-plaquettes et 

plaquettes-endothélium [225].  

Figure 18 - Rôle du CD40L dans l’altération de l'architecture pulmonaire lors du sepsis 
D’àprès Rahman et al. [207] 

Coloration à l'hématoxyline et à l'éosine sur des sections de tissus pulmonaires 
 (a) poumons de souris contrôle comparés à des poumons de souris sauvages (b) ou CD40L-/- (c) 24h 
après induction de CLP. Barre d’échelle = 50µM 
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Récemment, une étude a suggéré une association entre la durée de stockage de 

plaquettes d’aphérèse avant transfusion et la survenue de complications chez des patients d’un 

centre de traumatologie.  

Cette étude a été effectuée sur 381 patients admis dans un centre de traumatologie et ayant 

reçu des concentrés plaquettaires d’aphérèse stockés de 3 jours ou moins, 4 jours ou 5 jours. 

Les résultats montrent que la transfusion de plaquettes stockées plus de 3 jours augmenterait 

le risque que le patient présente des complications, en particulier un sepsis [226]. Il a été 

montré qu’au cours du stockage des concentrés plaquettaires, les plaquettes s’activent et les 

facteurs inflammatoires plaquettaires, dont le sCD40L, sont libérés et s’accumulent [227]. 

Ceci suggère que les molécules  inflammatoires accumulées au cours du stockage des 

concentrés plaquettaires, pourraient favoriser l’émergence du sepsis. 

Par ailleurs, il a récemment été montré que l’IL-27 pouvait être une molécule 

prédictive du sepsis de l’enfant [228] et que les plaquettes activées pouvaient constituer une 

source non négligeable de cette cytokine [229]. La thrombine formée au cours du sepsis 

pourrait entrainer cette libération d’IL-27 plaquettaire.  

D’autre part, il est rapporté chez des patients en sepsis, une augmentation du taux de 

microparticules circulantes. Plusieurs types cellulaires peuvent être à l’origine de la formation 

de ces vésicules : granulocytes, monocytes, cellules endothéliales et plaquettes [69]. En 

condition de sepsis, la libération de MP plaquettaires est accompagnée d’une augmentation du 

CD62P à la membrane des plaquettes et d’une augmentation d’agrégats plaquettes-monocytes 

[76]. Le rôle des micropaticules dans le sepsis demande à être exploré. Il a cependant été 

décrit que de par l’expression de facteurs tissulaires elles possèdent une forte pathogénécité 

procoagulante. Des études menées dans d’autres contextes ont permis de montrer que les MPP 

sont riches en CD40L [230] et IL-1[64], [75] qui sont deux molécules pro-inflammatoires 

fortement associées à la physiopathologie du sepsis. Il devient donc important de considérer 

les MPP dans l’expansion de l’inflammation durant le sepsis.  

Le rôle des plaquettes dans la phase inflammatoire du sepsis ne se limiterait pas à la 

production de molécules inflammatoires. En effet, chez des patients présentant un sepsis, il a 

été observé une augmentation du taux de complexes plaquettes-leucocytes circulants, plus 

importante d’ailleurs pour les patients avec un sepsis simple que pour ceux avec sepsis sévère. 

Cette diminution d’agrégats plaquettes-leucocytes peut s’expliquer par une séquestration des 

complexes au niveau des organes endommagés, dans les poumons par exemple [231].  
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Le même type d’observation a été effectué in vitro, où des souches de S. aureus 

isolées de bactériémie entrainent l’agrégation, la formation de complexes plaquettes-

neutrophiles et l’activation des ces neutrophiles [232].  

 

Par ailleurs, du fait que les plaquettes soient capables de se lier aux bactéries, voire de 

les conserver vivantes en position intracellulaire, elles pourraient favoriser leur dissémination 

au sein de l’organisme. Ce mécanisme a été proposé dans un modèle de souris infectées par S. 

pyogenes par voie intrapéritonéale. Les animaux déplétés en plaquettes ne sont pas capables 

d’assurer le transport des bactéries vers le sang, les poumons et la rate, ce qui se caractérise 

par une diminution de la charge bactérienne (par comptage des CFU) dans ces organes après 

sacrifice des animaux [233].  
 

C. Apoptose plaquettaire dans le microenvironnement du sepsis 
 

L’implication des plaquettes dans le sepsis se caractérise également par une 

thrombopénie constante chez les patients [234], [235]. Diverses études ont amené à considérer 

la thrombopénie comme un facteur prédictif du taux de mortalité des patients admis en soins 

intensifs [235], [236]. Plusieurs hypothèses ont été formulées quant à la diminution des 

plaquettes circulantes :  

 

Lors du sepsis, les plaquettes expriment des facteurs d’activation qui favoriseraient 

leur séquestration dans la rate, puis leur destruction [237]. La déplétion plaquettaire peut être 

accélérée si le contact plaquettes-bactéries implique le système du complément [93] ou le 

récepteur Fc- [238]. De plus, le sepsis est un état pathologique qui favoriserait 

l’hémophagocytose des plaquettes par les macrophages est en partie dépendante du 

« macrophage colony stimulating factor » au cours du sepsis [239]. 

 

La défaillance de thrombopoïese est une hypothèse peu probable dans la mesure où les 

taux plasmatiques d’l’IL-6, de TNF- et de thrombopoïétine sont augmentées au cours du 

sepsis [208], [240]. L’engagement des TLR mégacaryocytaires, au contraire, serait plutôt en 

faveur d’une surproduction de plaquettes.  
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Une autre hypothèse incrimine la  coagulopathie induite par le sepsis, qui entraîne une 

CIVD. Des thrombi disséminés immobiliseraient les plaquettes  [215]. Les résultats de Tyml 

et al. le confirment dans un modèle murin de sepsis [213]. 

Plus récemment, la communauté scientifique s’est intéressée à l’apoptose plaquettaire. 

Ce mécanisme de mort cellulaire implique une importante étape de transformation nucléaire 

impliquant une condensation de la chromatine, suivie de la fragmentation de l’ADN. De ce 

fait, ce phénomène a été restreint aux cellules nucléées. Etonnamment, l’apoptose a également 

été décrite au niveau des érythrocytes [241] où la mort cellulaire se produit tout en 

contournant les évènements qui se produisent au niveau du noyau et forme des corps 

apoptotique nommés echinocytes.  

 

Classiquement, l’apoptose dite « mort cellulaire programmée » peut être déclenchée 

par  deux types de stimuli. On parle alors de voie intrinsèque et de voie extrinsèque. 

La voie extrinsèque fait intervenir des récepteurs de mort cellulaire, tel que le 

récepteur «  apoptosis stimulating fragment » (Fas) qui a pour ligand les protéines de la 

famille « tumor necrosis factor » (TNF). L’engagement de Fas provoque une trimérisation du 

récepteur qui devient alors actif, ce qui lui permet de recruter une molécule adaptatrice, « Fas-

associated protein with death domain » (FADD). FADD contient également un domaine de 

liaison à la procaspase-8. La formation de ce complexe entraine le clivage de la caspase-8 qui 

est alors produite sous sa forme dimérique active. La caspase-8 va alors, soit activer la 

cascade séquentielle des différentes caspases, soit la voie mitochondriale décrite ci-dessous. 

La voie intrinsèque se déclenche suite à un stress cellulaire, comme le stress oxydatif. 

En condition physiologique la protéine « B-cell lymphoma-2 » (BCl-2) et d’autres protéines 

homologues maintiennent l’intégrité de la membrane mitochondriale. En condition de stress, 

ces protéines sont dégradées. Il se forme alors des pores de transition à la surface de la 

mitochondrie, conduisant à son gonflement puis son éclatement. Le cytochrome C est alors 

libéré dans le cytoplasme et va pouvoir activer la cascade des caspases [242] .  

Dans les deux cas, les voies vont converger pour activer la caspase 3 qui possède de 

nombreux substrats. Les effets de la caspase 3 se visualisent aussi bien sur des protéines 

nucléaires impliquées dans la réparation de l’ADN que sur des protéines cytoplasmiques 

comme la gélosine qui est un régulateur de cytosquelette. Le clivage de molécules impliquées 

dans la structure et la réparation cellulaire va provoquer la fragmentation de l’ADN et du 

cytosquelette, mais la membrane plasmique reste intacte. Lors de la formation de corps 
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apoptotiques, il se produit une modification dans la répartition des phospholipides, appelée 

« flip flop membranaire », qui expose les phosphatidylsérines (PS) à la surface membranaire. 

Les PS constituent un signal « eat-me » pour les cellules phagocytaires, qui permettent 

l’élimination des corps apoptotiques [242].  

 

Il s’avère que les plaquettes possèdent également la machinerie apoptotique. Les 

plaquettes expriment les caspases 1, 3, 4 et 9. Une expression plus réduite est observée pour 

les caspases 2, 6 et 8 et  aucune expression des caspases 5, 7 et 10 n’a pu être mise en 

évidence. Fas n’est pas exprimé au niveau des plaquettes, mais elles possèdent d’autres 

récepteurs de mort cellulaires tels que DR3, DR5, le TNF-récepteur p55 et RIP. Les 

plaquettes expriment également les protéines de la famille Bcl-2 : Bcl-X, Bfl1, Bad, Bak, Bax 

et Mc1 [243] .  

L’activation des ces molécules apoptotiques a été mise en évidence au cours du 

stockage de concentrés plaquettaires. Après 5 jours de conservation dans les conditions 

standards des banques de sang, la viabilité des plaquettes diminue. Cette mort plaquettaire 

s’accompagne de l’augmentation des PS à la surface cellulaire et d’une augmentation de 

l’activité de la caspase 3. L’activation de la caspase s’effectue d’une manière spécifique car 

l’utilisation d’un inhibiteur (z-VAD-fmt) permet de stopper ce processus. La mort plaquettaire 

est donc bien associée à une l’apoptose spécifique [243].  

Cette première étude a montré l’indépendance de l’apoptose et de l’activation 

plaquettaire car l’exposition des PS était indépendante de l’augmentation de l’expression du 

marqueur d’activation CD63 et l’activation par la thrombine n’avait aucun effet sur l’activité 

de la caspase 3. Cependant, la communauté scientifique n’est pas unanime. Il a même été 

montré qu’une stimulation par la thrombine induisait une dépolarisation de la membrane 

mitochondriale, l’expression de molécules pro-apoptotiques (Bax, Bak), l’activation de la 

caspase-3 et l’exposition des PS à la membrane [244] . L’action de la thrombine ne serait  pas 

directe et nécessiterait la libération de facteurs plaquettaires capables d’induire l’apoptose. 

Lors de leur stockage, les plaquettes libèrent de nombreux facteurs solubles. Parmi eux, le 

TNF- qui est un fort inducteur de l’apoptose, via l’induction des caspases. 

 

La durée de vie des plaquettes pourrait donc être contrôlée par l’apoptose. La caspase-

9 par exemple est requise pour la mort des plaquettes et des mégacaryocytes mais n’intervient 

pas dans leur production, ni leur fonctionnalité [234].  
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La famille Bcl-X a également été mise au cœur de la survie plaquettaire. Ces 

molécules détermineraient même leur durée de vie. Deux mutations  faux-sens de Bcl-X sont 

capables d’accélérer la mort plaquettaire et d’entrainer de profondes thrombopénies [246]. 

 

Par ailleurs, il a été montré qu’une souche d’E. coli isolée chez un patient présentant 

un sepsis était capable d’induire des manifestations apoptotiques des plaquettes, telles qu’une 

condensation de l’actine, une baisse du potentiel mitochondrial et la dégradation de Bcl-X. 

L’utilisation de souches mutante et non pathogènes a permis de montrer que seules les 

souches pathogènes libérant des toxines formant des pores ont la capacité de dégrader Bcl-X. 

Il s’agit de l’α-toxine d’E. coli et de S. aureus. Ces toxines agissent probablement sur la 

calpaïne car cette protéine est à l’origine de la dégradation de Bcl-X. Par contre, l’inhibition 

du protéasome ne parvient à prévenir la dégradation de la protéine pro-apoptotique [247]. 

Cette étude est la première démonstration qu’une bactérie pathogène peut jouer sur le 

déclenchement intrinsèque de l’apoptose plaquettaire. La dégradation de Bcl-X suggère un 

nouveau mécanisme par lequel les bactéries pourraient provoquer la thrombopénie observée 

chez les patients bactériémiques. Ce mécanisme pourrait alors expliquer pourquoi la 

dépolarisation de la membrane mitochondriale (ΔΨm) est augmentée  dans les plaquettes de 

patients SIRS [248]. La diminution du ΔΨm pourrait même être associée à la progression du 

SIRS.   
 

D. Implication des plaquettes dans la NETose liée au sepsis 
 

Un  autre phénomène, la formation de Neutrophil Extracellular Traps (NET), mettant 

en jeu les plaquettes, les neutrophiles et les bactéries, a été mis en évidence ; il pourrait avoir 

un rôle important dans le sepsis. 
 

 Ce phénomène a été décrit pour la première fois en 2004 ; les neutrophiles activés, 

notamment par de l’IL-8, libèrent au niveau des microvaisseaux leurs constituants granulaires 

(peptides et enzymes) et nucléaires (chromatine et histones), qui une fois combinés forment 

un réseau, appelé Neutrophil Extra Cellular Traps (NET) [249] (photo 19). L’utilisation de la 

microscopie électronique à haute résolution a permis de confirmer la structure des NET qui se 

caractérise par des extensions extracellulaires de chromatine auxquelles sont associées des 

protéines globulaire. Il  a également été montré qu’un environnement bactérien, ou mimé par 
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l’injection de LPS, entraînait, in vivo, la libération de NET pouvant piéger les bactéries, et 

donc diminuer leur dissémination au cours d’un sepsis [250].  

Il a été constaté que le piégeage des bactéries au niveau des NET est supérieur en condition  

dynamique, représentative de la circulation sanguine [251]. Les NET peuvent atteindre un 

diamètre de 25 nm ; et une fois associés entre eux, ils forment une structure pouvant atteindre 

plus d’une centaine de nanomètres aussi bien en diamètre qu’en longueur [251].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les NET contiennent, alignés à l’ADN, les histones H1, H2A, H2B et H4 ainsi que 

des protéines granulaires telles que l’élastase, la myélopéroxidase, et la « bactericidal 

permeability increasing protein » (BPI) qui vont permettre la dégradation bactérienne [249]. 

Les NET sont capables d’arrêter aussi bien les bactéries à Gram positif que négatif.  Les 

histones et la BPI ont une action protéolytique sur l’-toxine de S. aureus ainsi que sur l’IpaB 

de S. flexneri [250]. C. albicans, bien que n’étant pas une bactérie, est également sensible aux  

NET mais sa destruction dépendrait seulement des protéines granulaires et non des histones 

[250].  

 

 

Figure 19 – Mécanismes de la NETose 
D’après Mantovani et al. [241] 
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La libération des NET survient dans les 5-10 minutes après la stimulation des 

neutrophiles. Ce laps de temps est trop court pour la mise en place d’un mécanisme 

d’apoptose ou de nécrose, il s’agit donc d’un mécanisme actif et non la conséquence d’une 

désintégration de la membrane plasmique des neutrophiles [249].  

 

D’un point de vue moléculaire la formation des NET fait intervenir [252] :  

- la peptidylarginine deiminase 4 pour la décondensation de la chromatine  

- la formation de ROS, plus particulièrement de l’acide hypochloridrique, 

d’une manière dépendante de la NADPH oxidase pour la désintégration de 

la membrane nucléaire  

- le cytosquelette d’actine et les microtubules pour la libération des NET  

 

Les NET peuvent être libérés selon trois mécanismes [253] : i) un mécanisme rapide (30-60 

min) mettant en jeu des vésicules ; dans ce cas, les neutrophiles restent viables ; ii) un 

mécanisme plus lent (3-4h)  conduisant à la rupture de la membrane plasmique du 

neutrophiles ;iii) directement à partir des mitochondries. A ce jour, le troisième mécanisme et 

l’existence de NET composés d’ADN mitochondrial reste discutée, même si une 

étude montre que les NET seraient majoritairement composés d’ADN 

mitochondrial plutôt que d’ADN nucléaire [254].  

 

D’une façon étonnante, le LPS, classiquement décrit comme un activateur des 

neutrophiles, n’est pas capable d’induire, in vitro, la libération de NET par des neutrophiles.  

En revanche, Clark et al. ont montré en 2007 dans un modèle murin que l’injection 

intraveineuse de LPS provoque la formation de NET dès les 5 premières minutes [251]. Une 

investigation plus précise a permis de montrer que la formation de NET induite par le LPS 

n’est pas directe et nécessite la participation des plaquettes. En effet, la stimulation des 

plaquettes par du LPS en présence des neutrophiles ne provoquerait pas une réponse 

plaquettaire classique mais favoriserait leur adhésion ; les neutrophiles qui seraient alors 

activés et formeraient les NET [251] (figure 20).  

 

Kraemer et al. ont ensuite montré que les -défensines de type 1 libérées par les 

plaquettes après stimulation par des bactéries étaient responsables de la formation des NET  

[142].  
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Kubes présente les plaquettes comme un baromètre permettant de détecter un niveau 

substantiel de bactéries. Les plaquettes sont activées par une concentration en LPS 100 fois 

plus importante que celle induisant l’activation des neutrophiles. Les plaquettes viendraient 

donc en aide aux neutrophiles en leur permettant de former les NET lorsque la charge 

bactérienne est trop forte et que leurs fonctions classiques ne sont pas suffisantes pour 

éliminer correctement les bactéries [250]. Les NET pourraient être la défense innée «  de la 

dernière chance ».  

 

Les NET ont été démontrés pour avoir un effet bénéfique sur la destruction des 

pathogènes lors d’une bactériémie.  

Figure 20 - Implication des plaquettes dans la NETose 
D’après Clark et al. [240] 

(A1)-(A2) Visualisation de NET résultant de l’adhésion de plaquettes (stimulées par du LPS) à la 
surface des neutrophiles. Les neutrophiles sont observées en lumière blanche à travers un filtre 
orange (orange); l’ADN extracellulaire est marqué au Sythox Green (vert). Barre d’échelle = 10 µm.  
(B) Quantification de la formation de NET après exposition des neutrophiles à différentes conditions. 
Les valeurs sont exprimées sous forme de moyennes représentative de 3 expériences idépendantes 
± SEM; *P < 0.05 vs. les plaquettes non stimulées.  
(C) Modèle de piégeage des bactéries dans la microvasculature. Le LPS bactérien active le TLR4 
plaquettaire (C1). Les plaquettes activées adhèrent aux neutrophiles immobilisés au niveau de 
l’endothélium (sous effet du LPS) (C2). Les plaquettes transmettent aux neutrophiles un signal 
initiant la formation de NET (C3) 
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En revanche, ils pourraient altérer la circulation des microvaisseaux en favorisant la formation 

de microthrombi empêchant de surcroît les cellules immunitaires de parvenir jusqu’aux 

bactéries. De plus, leurs constituants peuvent avoir un  effet toxique sur les cellules de l’hôte. 

Cela a été confirmé in vitro sur des cellules endothéliales HUVEC (Human Umbilical Vein 

Endothelial Cell) [251]. In vivo, il a été observé, suite à la libération de NET, une 

hépatotoxicité mesurée par la libération d’alanine aminotransférase et une occlusion des 

sinusoïdes du foie [251].  

D’autre part, les histones libérées dans le milieu extracellulaire possèdent une activité 

pro-thrombotique [171] [255], et sont capables d’activer les plaquettes via leurs TLR 2 et 4 

[171]. Ce phénomène pourrait être extrapolé aux histones des NET ; dans ce cas les NET 

seraient responsables d’une sur-activation plaquettaire, pouvant aboutir à la formation de 

thrombi. Les potentiels effets délétères des NET mettent en perspective une nouvelle façon 

par laquelle la fonction plaquettaire peut être altérée au cours du sepsis. 
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Résumé Chapitre 1 

 

Les plaquettes peuvent être considérées comme des sentinelles du réseau vasculaire, 

de par leur nombre élevé dans la circulation et l’éventail d’immunorécepteurs fonctionnels 

(récepteurs au complément, FcγRII, TLR) ainsi que des intégrines, classiquement décrites 

dans l’hémostase (GPIIb-IIIa, GPIb), qu’elles possèdent. L’engagement de ces récepteurs, 

déclenche, en marge de la réponse hémostatique, la libération de cytokines/chimiokines, 

importantes dans l’amplification de la réponse immunitaire via l’activation des cellules 

immunitaires. Les plaquettes contiennent également des mloécules ayant un effet microbicide. 

Les plaquettes pourraient donc être considérées comme de véritables sentinelles contre les 

agents infectieux, capables d’alerter le système immunitaire et dont l’implication dans les 

pathologies infectieuses à risque comme les infections à HIV, à S. aureus et au cours du 

sepsis est largement reconnue 

Enfin, il est intéressant de noter que l’activation plaquettaire en condition infectieuse 

entraine la formation de complexes plaquettes-leucocytes, mettant en jeu principalement les 

neutrophiles. Cette liaison entraine une activation mutuelle permettant d’accroîte le signal 

(phagocytose, formation de NET,….). Cette coopération avec les neutrophiles n’est pas 

seulement associée aux infections ; en effet, elle est également retrouvée dans les pathologies 

inflammatoires chroniques (pathologies intestinales inflammatoires chroniques, ALI/TRALI, 

allergies respiratoires). Cet aspect sera abordé dans le chapitre 2 qui montre que les plaquettes 

interviennent aussi dans l’entretien de l’inflammation muqueuse.    
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CHAPITRE 2 – COOPERATION DES PLAQUETTES ET DES 
AUTRES CELLULES DE L’INFLAMMATION DANS 
L’INITIATION ET L’ENTRETIEN DE LA REPONSE 

INFLAMMATOIRE  
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Le premier chapitre de ce manuscrit a souligné la participation des plaquettes dans 

l’inflammation aiguë associée à l’infection, aussi bien en tant qu’effecteurs que cibles. Dans 

ce contexte l’activation plaquettaire, classiquement associée à l’agrégation, induisant une 

modification morphologique et une libération de facteurs solubles adaptés est, de plus, 

caractérisée par la formation des complexes plaquettes-neutrophiles ou plaquettes-monocytes 

[256] aboutissant dans le premier cas à la formation de NET. 

 

La biologie vasculaire a été revue depuis une dizaine d’années ; de plus en plus d’études 

in vitro et in vivo montrent que les plaquettes sont capables, en conditions inflammatoires, 

d’adhérer à un endothélium non lésé (ne présentant aucune altération morphologique), ce qui 

relève d’une adhésion « inflammatoire » [257], [258].  

  
Ces constatations n’ont pas seulement créé un nouveau paradigme mais ont aussi ouvert 

un nouveau champ de recherche, actuellement en expansion, concernant les conséquences 

physiologiques et physiopathologiques de l’adhésion des plaquettes aux cellules de 

l’inflammation. La stabilité de la communication entre ces différents types cellulaires, même 

sous de fortes conditions de cisaillement [259], est un argument de plus permettant de 

reconsidérer le rôle des plaquettes dans l’initiation et l’entretien de la réponse inflammatoire.  

 

 L’inflammation tient son importance de la rapidité et l’efficacité du déploiement de la 

réponse face à une agression, infectieuse ou non, et de son association à plusieurs pathologies 

humaines. Le chapitre qui suit aborde la communication établie, en condition inflammatoire, 

entre les plaquettes et les autres cellules de l’inflammation dans le compartiment vasculaire, 

ainsi que les conséquences mécanistiques et cliniques de ces interactions. 
 

I - Les plaquettes dans l’initiation de la réponse 
inflammatoire endothéliale   

 
L’endothélium ne forme pas seulement une barrière physique entre la circulation et les 

tissus adjacents ; les cellules endothéliales sécrètent également des médiateurs qui influencent 

l’hémodynamique vasculaire. Parmi ces facteurs, il y a le NO et les prostacyclines [260], 

[261]. Ces deux facteurs, reconnus spécifiquement par les plaquettes, exercent un effet 

inhibiteur sur leur activation et permettent de prévenir d’une éventuelle agrégation.  
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Les cellules endothéliales produisent également une ecto-ADPase, le CD39 qui dégrade 

l’ADP produit en faible quantité par les globules rouges et les plaquettes à l’état basal et qui 

pourrait initier leur activation [262]. En condition inflammatoire, l’altération du métabolisme 

des cellules endothéliales induit une diminution de la libération de ces modulateurs ; il n’y a 

alors plus d’effet antagoniste de l’activation plaquettaire [258], [262].  

Le second et principal facteur à l’origine de l’adhésion des plaquettes est l’expression 

de molécules d’adhésion à la surface de l’endothélium inflammatoire. Au même titre que pour 

les leucocytes, l’adhésion des plaquettes s’opère en trois étapes, dont les évènements sont 

coordonnés [258], [259], [263]:   

 

1) Adhésion initiale des plaquettes à l’endothélium 

2) Roulement impliquant des successions d’attachement-détachement 

3) Adhésion stable des plaquettes 

 

Alors que les deux premières étapes font intervenir des sélectines, l’adhésion finale 

nécessite l’activation d’intégrines plaquettaires et l’expression de molécules d’adhésion à la 

surface des cellules endothéliales. Les principaux mécanismes moléculaires mis en jeux sont 

décrits ci-dessous :  

 

A. Adhésion initiale et roulement des plaquettes à la surface de 
l’endothélium 

 

Les cellules endothéliales activées expriment le CD62P et le vWF [264]. A l’état basal, 

ces deux molécules sont contenues dans des granules appelées corps de Weibel-Palade. Lors 

de l’activation cellulaire, les mécanismes d’exocytose et les flux calciques permettent,  en 

quelques secondes, l’expression de ces facteurs à la membrane. Ces deux molécules sont des 

ligands de la GPIbα plaquettaire, ce qui permet l’adhésion et le roulement des plaquettes à la 

surface de l’endothélium inflammatoire (figure 21) [262].  

 

L’interaction entre le CD62P et la GPIbα est similaire à celle entre le CD62P et la « P-

selectin glycoprotein ligand-1 » (PSGL-1), principal récepteur leucocytaire du CD62P. En 

effet la GPIbα tout comme la PSGL-1, est un polypeptide fortement allongé et  O-glycosylé, 

avec des régions très anioniques contenant des tyrosine-sulfate.  
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Le roulement des plaquettes sur l’endothélium activé peut aussi bien être inhibé par un 

anticorps anti-GPIbα que par un anti-CD62P ; cela met en avant l’intérêt de cette liaison dans 

l’adhésion des plaquettes aux cellules endothéliales [262], [265]. 

 

Les plaquettes ont été décrites pour exprimer une PSGL-1 fonctionnelle, ce qui 

suggère un mécanisme additionnel par lequel les plaquettes participeraient à l’inflammation 

vasculaire. C’est d’ailleurs ce qui a été montré par la microscopie intravitale, où l’utilisation 

d’un anti-PSGL-1 diminue le roulement des plaquettes au niveau des veinules mésentériques 

[266]. Cependant, cette interaction reste discutable car trois ans plus tard, Sperandio et al., 

contestent l’expression de ce récepteur à la surface plaquettaire [267]. Ces différences peuvent 

s’expliquer par la sensibilité des techniques utilisées pour détecter l’expression du récepteur, 

car elle est 25 à 100 plus faible au niveau des plaquettes que des leucocytes [266]. De plus, 

l’expression du PSGL-1 est favorisée par une pré-activation des plaquettes par la thrombine 

[266]. Pour ce que ce couple ligand récepteur soit impliqué dans l’interaction entre les 

plaquettes et l’endothélium inflammatoire, il y aurait donc besoin d’un environnement très 

inflammatoire.    

Contrairement à celui des cellules endothéliales, le CD62P plaquettaire n’est pas 

nécessaire à l’adhésion primaire entre les plaquettes et l’endothélium. Ceci se confirme par 

l’utilisation de plaquettes de souris déficientes pour le CD62P qui exercent un roulement 

d’une manière aussi efficace que des plaquettes de souris sauvages [268].  

 

Le vWF libéré par les corps de Weibel-Palade est différent de celui retrouvé dans le 

plasma car il est plus large et plus adhérent, ce qui lui permet de rester accroché à la 

membrane plasmique et de retenir ainsi les plaquettes par leur GPIbα. Cependant ces 

différents types de liaisons des plaquettes aux cellules endothéliales ont une cinétique 

d’adhésion relativement courte.  En effet, la liaison entre la GPIbα et le CD62P [265] est 

d’une faible affinité  et le vWF est soumis à une protéolyse sous l’action d’ADAMTS-13 

[269]. Ces interactions réversibles sont donc insuffisantes pour assurer une adhésion stable des 

plaquettes à l’endothélium et permettent donc le phénomène de roulement et  la présence 

d’inhibiteurs naturels ainsi que l’absence de molécules d’adhésion spécifiques de 

l’inflammation, conduisent à la recirculation rapide des plaquettes dans le flux sanguin [262]. 

Toutefois, en condition inflammatoire, la première étape d’adhésion facilite l’interaction des 

plaquettes avec les récepteurs endothéliaux permettant une adhésion plus durable. 
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B. Adhésion stable des plaquettes à l’endothélium inflammatoire 
 
 

L’adhésion définitive des plaquettes à l’endothélium nécessite l’expression de 

nouvelles molécules aussi bien à la surface endothéliale que plaquettaire. Pour le recrutement 

des leucocytes, c’est l’expression d’intégrines qui est à la base de ce type d’interaction [8].  

Ce scénario était donc fortement suspecté pour l’adhésion ferme et irréversible des plaquettes 

à l’endothélium inflammatoire.  

In vitro et en condition statique, l’intégrine plaquettaire β3 (la GPIIb-IIIa) initie une 

adhésion stable entre les plaquettes et des cellules HUVEC en culture. Le blocage de cette 

molécule par un anticorps ou un motif RGD (motif mimant la séquence arginine-glycine-

acide aspartique du fibrinogène reconnue par la GPIIb-IIIa) diminue significativement 

l’adhésion des plaquettes [268], confirmant ainsi l’implication de cette intégrine. Des analyses 

in vivo chez la souris confirment également l’implication de cette intégrine via l’utilisation 

d’un modèle d’ischémie-reperfusion pour lequel l’utilisation d’un motif RGD ou des 

plaquettes provenant de patients atteints de la maladie de Glanzmann (déficience constitutive 

Figure 21 - Adhésion et roulement des plaquettes à la surface de l'endothélium 
l’inflammatoire 

D’après Tabuchi et al. [248] 
Lors d’une stimulation inflammatoire, les cellules endothéliales expriment le CD62P qui favorise 
l’adhésion et le roulement des plaquettes via leur GPIbα et probablement par le PSGL-1. De cette 
première étape, en résulte un changement conformationel  de l’intégrine plaquettaire GPIIb-IIIa qui 
peut alors lier le fibrinogène/la fibronectine; qui à leur tour vont intéragir fermement avec ανβ3 ou 
ICAM-1 à la surface de l’endothélium 
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en GPIIb-IIIa) ne permet pas d’observer une adhérence stable des plaquettes au niveau des 

arterioles et des veinules de l’intestin grêle [270].  

Les observations portant sur le roulement des plaquettes rapportent que celles-là n’ont 

pas besoin d’être activées pour initier de manière transitoire leur adhésion à l’endothélium ; 

en revanche, une adhésion plus forte nécessite l’expression d’une GPIIb-IIIa sous forme 

activée. La plaquette commencerait donc à s’activer lors du roulement. L’engagement de la 

GPIbα au cours du roulement permettrait donc, comme dans le cadre de l’hémostase, 

l’obtention d’un signal de type « inside-out ». 

 

L’ajout de molécules d’adhésion exogènes, telles que le fibrinogène et la fibronectine, 

confère une meilleure adhésion des plaquettes à l’endothélium [268]. Le fibrinogène serait 

donc utilisé comme molécule de liaison entre les plaquettes et les cellules endothéliales, et 

confirme alors pourquoi un motif RGD empêche l’adhésion des plaquettes à l’endothélium. 

Cette notion est étayée par des études in vitro, toujours dans un modèle d’ischémie-

reperfusion, montrant un dépôt de fibrinogène, colocalisé avec les plaquettes adhérentes, au 

niveau des artérioles et des veinules au moment de la reperfusion [270]. De plus, l’utilisation 

d’un anticorps anti-fibrinogène au moment de la reperfusion attenue l’adhésion des 

plaquettes.  

 

Du côté endothélial, l’analyse des récepteurs de cellules HUVEC révèle un 

engagement prédominant des molécules « intercellular  adhesion molecule » (ICAM)-1 et de 

αvβ3. Le blocage de ces deux récepteurs par des anticorps diminue significativement 

l’adhésion des plaquettes, et ce d’une manière équivalente ne montrant donc aucune 

prédominance de l’un ou de l’autre [268]. De plus, ces deux récepteurs peuvent mettre en jeu 

le  fibrinogène lors de la fixation des plaquettes aux cellules endothéliales[270] (figure 21) 

La faible expression d’ αvβ3 et de l’ « InterCellular Adhesion Molecule-1” (ICAM-1) 

par les cellules endothéliales au repos permet de restreindre l’adhésion ferme des plaquettes 

en l’absence d’inflammation. Toutefois, il est à noter que les cellules endothéliales 

pulmonaires expriment constitutivement ces deux facteurs d’adhésion [271], [272]. Ainsi, la 

présence de ces récepteurs, en marge de leur fonction physiologique d’angiogénèse [273], 

prédispose donc les poumons à l’adhésion des plaquettes, ainsi qu’aux complications 

associées pouvant survenir dans un contexte pathologique. 
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Durant les étapes séquentielles du processus d’adhésion, les plaquettes emploient les 

mêmes récepteurs que lors d’une activation plaquettaire classique. Comme décrit ci-dessus, il 

y a engagement de la GPIbα, ce qui permet une réorganisation du cytosquelette et l’activation 

de la GPIIb-IIIa. La première caractéristique est un avantage pour le roulement car elle permet 

aux plaquettes d’accéder plus facilement à de nouveaux récepteurs. Quant au signal « inside 

out », il est primordial pour la stabilisation des plaquettes à l’endothélium et donc une 

activation encore plus forte.  

Lors de la fixation de la GPIIb-IIIa au fibrinogène, les plaquettes continuent à 

s’activer. L’engagement de l’intégrine entraine l’oligomérisation des récepteurs [274] ce qui 

permet à la plaquette d’initier des cascades de signalisation, notamment celle des tyrosines 

kinases via Syk [275], perpétuant le remodelage d’actine, allant même jusqu’à la formation de 

lamellipodes [276].  

L’activation des plaquettes lors de leur association à l’endothélium entraine également 

l’exposition à la membrane et/ou la libération du contenu des granules α et denses. Ces 

marqueurs d’activation plaquettaire, membranaires ou solubles ont une activité biologique. 

Parmi eux, un arsenal de facteurs vasoactifs, mitogéniques, pro-agrégants, pro-coagulants 

mais aussi pro-inflammatoire [258]. C’est ce dernier aspect qui sera détaillé dans la partie 

suivante.  

 

C. Amplification par les plaquettes du phénotype inflammatoire 
endothélial 

 
Plusieurs facteurs plaquettaires sont décrits pour amplifier le signal inflammatoire au 

niveau de l’endothélium (figure 22). Parmi eux, l’IL-1β qui a été identifié comme le facteur 

majoritaire dans l’activation des cellules endothéliales de façon dépendante des plaquettes. La 

mise en contact de plaquettes stimulées par de la thrombine sur des cultures de cellules 

endothéliales humaines de cordon ombilical et de veines saphènes induit, au niveau de la 

cellule endothéliale, la surexpression de molécules d’adhésion telles que ICAM-1. La pré-

incubation des plaquettes avec un anticorps anti-IL-1β inhibe cette réponse endothéliale ce qui 

suggère que cette molécule plaquettaire peut initier et réguler les phases précoces de la 

réponse l'inflammatoire endothéliale [277]. L’expression d’ICAM-1 sur des cellules 

endothéliales cultivées, après contact avec des plaquettes activées, a été confirmée par Gawaz 

et al.[278] ; cette équipe montre également que l’IL-1β plaquettaire augmente l’expression 

fonctionnelle de l’intégrine αvβ3  capable de se lier aux sous-unités de la fibronectine. 
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Concernant l’induction de l’expression d’E sélectine, les résultats divergent en fonction de 

l’origine des cellules car seules les cellules endothéliales de veines saphènes expriment cette 

protéine d’adhésion après contact avec les plaquettes [277].  

L’IL-1β plaquettaire joue également un rôle dans le relarguage de facteurs 

chimioattractants. La co-incubation de plaquettes stimulées par de la thrombine avec des 

cellules endothéliales induit de la libération d’IL-6, d’IL-8 [279], de « granulocyte 

macrophage colony stimulating factor » (GMCSF) [277] et de « monocyte chemoattractant 

protein-1 » (MCP-1) [278]. La préincubation des cellules endothéliales avec un antagoniste du 

récepteur de l’IL-1β récepteur, avant la mise en contact avec les plaquettes entraine une 

diminution de 59% de l’expression de l’IL-8 [277]. Ces résultats illustrent bien l’implication 

de l’IL-1β plaquettaire dans l’induction de la réponse endothéliale  

 

Outre l’IL-1β, le CD40L plaquettaire a été identifié comme un facteur capable de 

moduler le phénotype endothélial. Le CD40L exprimé à la surface des plaquettes activées a la 

capacité de se lier au CD40 de cellules endothéliales. De cette liaison, en résulte la libération 

d’IL-8 et de MCP-1 [280], deux principaux chimioattractants des neutrophiles et des 

monocytes. De la même manière, l’engagement du CD40 endothélial par le CD40L 

plaquettaire induit l’expression de molécules d’adhésion, incluant l’E-sélectine, la « vascular 

cell adhesion protein 1 » (VCAM-1) et ICAM-1, permettant la fixation des neutrophiles, des 

monocytes et des lymphocytes à l’endothélium [280].  

Slupsky et al. ont également rapporté que cette même liaison induit, chez des cellules 

HUVEC, l’expression du facteur tissulaire et une diminution de l’expression de la 

thrombomoduline [281] montrant un rôle supplémentaire des plaquettes dans la réponse 

thrombo-inflammatoire.  

 

La fixation de plaquettes activées sur des cellules endothéliales initie aussi 

l’expression et la libération d’un autre type de molécules, les MMP qui sont des enzymes 

dégradant les protéines de la matrice extracellulaire. Leur activité contribue grandement à la 

destruction et au remodelage  des tissus inflammatoires. Les cellules endothéliales ayant fixé 

des plaquettes activées en culture, libèrent des MMP-2 et des MMP-9. Elles expriment 

également à leur surface un récepteur aux protéases le « urokinase-type plasminogen activator 

receptor » (uPAR) [259]. La libération de MMP-9 est aussi bien dépendante de l’engagement 

de la GPIIb-IIIa que du relarguage du CD40L par les plaquettes car l’inhibition de ces deux 
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Cellule endothéliale

mécanismes réduit significativement l’activité de dégradation de la matrice conférée aux 

cellules endothéliales [282]. Il s’avère que l’engagement de la GPIIb-IIIa est suffisant pour 

induire la libération de CD40L, qui ensuite provoque la libération de MMP.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ces résultats suggèrent que la libération de médiateurs proinflammatoires 

plaquettaires, comme le CD40L, peut être induite par l’engagement de la GPIIb-IIIa lors de 

l’adhésion aux cellules endothéliales, indépendamment de la présence d’un  autre agoniste. Ce 

mécanisme est important dans la compréhension de la physiopathologie de l’inflammation car 

les plaquettes ayant fermement adhéré à l’endothélium peuvent amplifier localement 

l’inflammation.   

Toutefois, le roulement des leucocytes semble être quant à lui dépendant de 

l’expression du CD62P par les plaquettes et donc de l’activation. En effet, il a été montré in 

vivo chez la souris que la perfusion de plaquettes activées induisait la libération du contenu  

des corps de Weibel-Palade au niveau des veines mésentériques aboutissant à l’expression de 

Figure 22 - Conséquence d'une adhésion ferme des plaquettes à la surface de 
l'endothélium 

D’après Gawaz et al. [247] 
L’adhésion des plaquettes à la surface de l’endothélium entraine, selon plusieurs 

mécanismes, une augmentation de son phénotype inflammatoire. i) L’adhésion définitive des 
plaquettes engage ICAM-1 et ανβ3.  ii) Après adhésion, les plaquettes libèrent de l’IL-1β et du 
sCD40L, capables d’activer les cellules endothéliales via leur récepteurs spécifiques. L’activation 
endothéliale se traduit par une libération de cytokines/chimiokines (MCP-1, CD40L), l’expression de 
facteur d’adhésion (VCAM-1, ICAM-1) et le relarguage de protéases (uPA, MMP) 
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CD62P par les cellules endothéliales. L’expression de cette intégrine favoriserait alors le 

roulement des leucocytes via leur récepteur PSGL-1 (leucocytes) [283].  

En outre, la perfusion de plaquettes CD62P-/- ou de plaquettes non activées n’induisaient pas 

le roulement leucocytaire démontrant ainsi l’importance de l’activation plaquettaire, et 

l’expression de cette sélectine en particulier, dans ce phénomène.  

 

La communication entre les plaquettes et l’endothélium n’est pas forcément directe ou 

juxtacrine. Au-delà de leur activité pro-coagulante, on évoque de plus en plus une fonction 

pro-inflammatoire des MPP [68], [284].  

L’IL-1β  contenu dans les MPP, libérées sous l’effet du LPS, est capable d’activer les 

cellules endothéliales de type HUVEC. Ces dernières, après 6h de contact avec des MPP 

purifiées, surexpriment à leur surface l’integrine VCAM-1. L’utilisation d’un antagoniste du 

récepteur de l’IL-1β est capable d’inhiber cette surexpression de VCAM-1, démontrant à 

nouveau l’importance de l’IL-1β plaquettaire dans l’orchestration de la réponse inflammatoire 

[64].  

Les plaquettes sont également capables d’assurer le transfert de matériel génétique 

vers l’endothélium. Ceci a dans un premier temps été montré in vitro, avec des particules 

mimant les plaquettes issues de la lignée Meg-01 stimulée par de la thrombopoïétine. Dans 

cette étude, les particules contiennent des ARNm codant pour la « green fluorescent protein » 

(GFP). Vingt-quatre heures après avoir été mises en contact avec ces microparticules, les 

cellules HUVEC expriment la GFP [285]. Cette expression est diminuée de moitié dans le cas 

où les microparticules avaient été préalablement traitées par de la RNase ; montrant ainsi qu’il 

ne s’agit pas d’un simple transfert de protéines mais aussi d’un échange d’ARNm capable 

d’être traduit par les cellules endothéliales.  

Ce type de mécanisme a été confirmé ex vivo à partir de MPP humaines. Les MPP 

contiennent des microARN. Ces acides nucléiques non codants sont générés par la 

ribonucléase III Dicer et deviennent fonctionnels après s’être complexés avec la protéine 

Ago2. Leur rôle biologique est d’assurer la régulation de l’expression, principalement la 

répression, de gènes ; et près de 60% des gènes sont régulés de cette manière.  Les microARN 

agissent spécifiquement, sur une séquence située dans la partie 3’ non traduite de l’ARNm. 

Laffont et al. ont montré que ce complexe Ago2/miR-223 était contenu dans les MPP. Ces 

dernières sont capables d’être internalisées dans des cellules HUVEC, chez lesquelles la 
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présence de microparticules contenant les microARN permet de diminuer de 47% et 31%, au 

niveau ARNm et protéique, l’expression de deux gènes candidats (FBXW7 et EFNA1) [286].  

Le rôle inflammatoire des microparticules intègre donc leur capacité à participer à 

l’interconnexion avec les cellules endothéliales. Le transfert de matériel génétique via les 

microparticules est quelque chose de plutôt récent. Il est donc fortement possible que des 

fonctions plaquettaires encore non reconnues puissent impacter sur la fonction inflammatoire 

de l’endothélium. 

II - Participation des plaquettes au recrutement des 
leucocytes vers l’endothélium 

 
La capacité des plaquettes à venir adhérer à l’endothélium peut être considérée comme 

une composante supplémentaire de la réponse inflammatoire, principalement grâce à 

l’augmentation du recrutement leucocytaire qui en découle.  

De plus, les plaquettes ayant adhéré stablement à l’endothélium sont activées et 

expriment de nouveaux ligands pour les leucocytes, notamment les monocytes et les 

neutrophiles, leur permettant de les retenir au niveau de l’endothélium.  

A. Les chimiokines plaquettaires 
 

 Au moment de la dégranulation, les plaquettes sont capables de relarguer de 

nombreuses chimiokines initialement contenues dans les granules α. L’évolution des 

techniques de protéomique a permi à l’équipe de von Hundelshausen de faire une mise à jour, 

relativement exhaustive, des chimiokines plaquettaires ; référencées dans le tableau 3 [4]. 

Certaines d’entre elles ont fait l’objet d’études plus approfondies dont le  RANTES. In 

vitro, en condition de circulation laminaire, les plaquettes activées déposent du RANTES à la 

surface de cellules endothéliales humaines issues de la microcirculation, ce qui favorise le 

recrutement des monocytes, mis en évidence par une augmentation de l’activité monocytaire 

au niveau des cellules endothéliales. L’utilisation préalable d’un antagoniste du récepteur du 

RANTES sur les monocytes empêche leur recrutement sur l’endothélium. De plus, la 

perfusion de plaquettes CD62P-/- activées in vivo chez la souris sur  ne permet pas d’observer 

de recrutement monocytaire [287]. Ces résultats montrent l’importance du CD62P plaquettaire 

dans ce mécanisme de chimioattraction associé au RANTES plaquettaire. Ce processus peut 

même être amplifié après que le RANTES ait formé une liaison hétérophylique avec le PF4, 

lui-même d’origine plaquettaire [288]. 
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Chimiokine Gène

Nombre de copies / 
plaquette

(technique protéomique : 
abondance spectrale)

Nombre de molécules / 
plaquettes 

(technique biochimique : 
ELISA)

Récepteur  apparenté Pathologie associée implicant les plaquettes

CXCL4 ("Platelet factor 4") PF4 563 000 132 756 CXCR3
rôle angiostatique, cancer, mégacaryopoïèse, 

thrombocytopénie induite par l'héparine, "Acute Lung 
Injury", malaria, HIV, activité antimicrobienne, 

athérosclérose CXCL7 ("Platelet basic 
protein")

PPBP 479 000 NR CXCR2, DARC néoplasie, mégacaryopoïèse, activité antimicrobienne

CXCL4L1 (PF4alt) PF4V1 352 000 NR CXCR3 rôle angiostatique, cancer
Macrophage Migration 

Inhibitory (MIF)
MIF 22 500 NR CXCR2, CXCR4, CXCR7, CD74 inflammation

CXCL3 (MIP-2β, Gro-γ) CXCL3 6 900 NR CXCR2, DARC ND
CXCL2 (Gro-β, MIP-2α) CXCL2 6 700 NR CXCR2, DARC ND

CCL5 (RANTES) CCL5 4 500 21.754 CCR1, CCR5, CCR3, CCR4 "Acute Lung Injury", HIV, athérosclérose, infarctus du 
myocarde

CXCL12 (SDF-1α) CXCL12 3 900 3.202 CXCR4, CXCR7 remodellage vasculaire, regénération, angiogénèse, 
mégacaryo- et thrombo-poïèse, athérosclérose

CXCL5 (ENA-78) CXCL5 3 500 NR CXCR2, DARC pneumonie
CXCL16 CXCL16 ND NR CXCR6 activation plaquettaire

CXCL8 (IL-8) IL8 ND 134 CXCR1, CXCR2, DARC prolifération et différenciation des progéniteurs 
hématopoïétiques 

CCL4 (MIP-1β) CCL4 ND NR CCR5, CCR10 NR

CCL3 (MIP-1α) CCL3 ND 201 CCR1, CCR5, CCR10 (CCBP2, 
D6)

NR

CXCL6 CXCL6 ND NR CXCR1, CXCR2, DARC NR
CCL21 CCL21 ND NR CCR7, CCR11 (CCRL1) NR

CXCL14 (BRAK) CXCL14 ND NR non décrit NR
CCL20 CCL20 ND NR CCR6 NR

CXCL11 (I-TAC) CXCL11 ND NR CXCR3, CXCR7, DARC NR
CCL18 (PARC) CCL18 ND NR DARC NR
CXCL1 (Gro-α) CXCL1 ND 388.082 CXCR2, DARC athérosclérose
CCL17 (TARC) CCL17 ND 1.029 CCR4, DARC, CCR10 eczema atopique

CCL7 (MCP-3) CCL7 ND 696 CCR1,CCR2,CCR3,CCR5,DAR
C,CCR10

NR

CCL15 CCL15 ND 33 CCR1, CCR3, DARC NR
CCL8 (MCP-2) CCL8 ND 3 CCR2, CCR3 NR

Actine cytoplasmique 1 ACTB 795 000 NR
Intégrine GPIIb (CD41) ITGA2B 83 300 NR
Intégrine GPIIIa (CD61) ITGB3 64 200 NR

CD62P SELP 8 900 NR
ND : Non Détectable NR : Non Renseigné Les molécules grisées sont mentionnées à titre de comparaison

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 3 - Chimiokines plaquettaires 
D’après Karshovska et al. [4] 
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D’abord montré comme un facteur pro-coagulant, le PF4 possède des propriétés 

chimioattractantes (Deuel et al., 1981). Ce facteur plaquettaire est retrouvé dans le sérum à 

une concentration capable d’assurer la chimioattraction des monocytes et des neutrophiles. 

Cette concentration peut être augmentée localement, à l’endroit de la lésion inflammatoire 

[289]. Il a été montré qu’en plus d’assurer la chimioattraction des leukocytes, le PF4 pouvait 

favoriser la différenciation des monocytes en empêchant leur apoptose et favorisant leur 

différenciation en macrophages, avec l’acquisition de marqueurs carboxypeptidase M/MAX1 

et CD71 [290]. Les  auteurs proposent ainsi un rôle supplémentaire du PF4 dans la réponse 

inflammatoire. 

 

Plus récemment, le rôle de la sérotonine a été revisité. Cette molécule est un important 

neurotransmetteur ; la majorité de la sérotonine non neuronale est produite au niveau 

intestinal, dans les cellules chromaffines ; la sérotonine intervient dans la motilité intestinale. 

Lorsque la sérotonine passe dans le compartiment sanguin, elle est exclusivement prise en 

charge par les plaquettes, via les « serotonin transporters » (SERT) [291]. La lignée 

mégacaryocytaire ne semble pas produire de sérotonine ; la sérotonine plaquettaire est donc 

exclusivement captée à partir de la circulation. Elle intervient dans la première phase de 

l’hémostase en provoquant la vasoconstriction [292].  

La sérotonine plaquettaire est également impliquée dans la régulation de la réponse 

inflammatoire. Quatre heures après l’induction de l’inflammation chez des souris Tph1-/-, un 

modèle animal déficient en sérotonine non neuronale, l’extravasation des neutrophiles au 

niveau des poumons, du péritoine et des vaisseaux cutanés est significativement plus faible 

que chez les souris sauvages. Au niveau moléculaire, cela s’explique par le fait que les souris 

Tph1-/- présentent une diminution de 50% du roulement des neutrophiles. La sérotonine 

favoriserait donc l’activité des sélectines endothéliales impliquées dans le roulement des 

cellules à la surface de l’endothélium. La spécificité de ce facteur dans ce mécanisme a pu 

être confirmé par l’injection de sérotonine recombinante chez des souris Tph1-/- ou le blocage 

de l’absorption de la sérotonine par de la fluoxetine chez les souris sauvage [293]. La 

sérotonine représente donc un autre facteur plaquettaire pouvant être impliqué dans le 

recrutement des leucocytes. La fonction inflammatoire de cette molécule est également 

considérée dans la polyarthrite rhumatoïde (PR) (Chapitre 2 – IV C), pathologie dans laquelle 

la molécule plaquettaire maintient un état inflammatoire délétère [294].   
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D’autres facteurs inflammatoires plaquettaires solubles peuvent être impliqués dans le 

recrutement des monocytes et des neutrophiles. Ils sont découverts au fur et à mesure de la 

considération des plaquettes dans les pathologies inflammatoires. C’est l’exemple du sCD40L 

impliqué dans le recrutement des neutrophiles dans le sepsis intestinal [221], mécanisme 

développé dans le Chapitre 1 – III B.   
 

B. Les plaquettes en tant qu’effecteurs du recrutement secondaire 
des leucocytes 

 
Les plaquettes activées expriment des protéines qui leur permettent d’interagir 

directement avec les leucocytes. L’expression de ces ligands à la surface plaquettaire est 

notamment favorisée par un environnement inflammatoire. C’est pour cela qu’il s’observe 

une augmentation du nombre d’agrégats plaquettes-leucocytes dans certaines pathologies 

inflammatoires [256].    

Les plaquettes qui ont adhéré fermement à la surface de l’endothélium ont un 

phénotype activé ; leur surface peut alors retenir les leucocytes de la circulation et favoriser 

leur extravasation. Dans le cas où les plaquettes interviennent physiquement dans le 

recrutement des leucocytes, on parle de « recrutement secondaire des leucocytes ». Cela est 

principalement valable pour les cellules inflammatoires impliquées dans la transmigration 

endothéliale, c’est-à-dire les monocytes et les neutrophiles (ou polynucléaires neutrophiles = 

PMN) [295].  

Ahn et al. rapportent qu’en condition dynamique, les plaquettes semblent se lier plus 

facilement aux monocytes qu’aux neutrophiles [296]. Cependant, il est important de ne pas 

négliger les neutrophiles car ces cellules sont prédominantes dans les infiltrats inflammatoires 

de plusieurs pathologies inflammatoires telles que l’ALI associé au sepsis [224], les infections 

bactériennes [232] ou encore les maladies inflammatoires intestinales (IBD) [297]. De plus, les 

neutrophiles sont capables de migrer dans les principaux organes (rate, foie, poumon) en 

moins de 15 min [298].  

C. Adhésion des plaquettes aux leucocytes  
 

D’un point de vue moléculaire, le contact entre les deux types cellulaires est initié par 

l’exposition du CD62P plaquettaire, reconnu par le PSGL-1 des leucocytes [299].  
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Une étude portant sur les plaquettes et les PMN montre qu’en condition dynamique et pour un 

ratio de 1 :10, les deux types cellulaires se lient dès la première minute. L’ajout de Ca2+, de 

Mg2+ et de Mn2+ favorise cette interaction [300].  

Le fait que le CD62P soit clivé de la surface des plaquettes quelques heures post-activation 

pose toutefois la question de la stabilité dans le temps des complexes plaquettes-leucocytes 

mais il s’avère que les deux phénomènes sont indépendants [301].  

L’engagement du PSGL-1 amorce l’activation leucocytaire. En effet, un signal 

« inside-out » conduit à un changement conformationnel de l’intégrine CD11b/CD18, appelée 

également Mac-1 ou αMβ2 [300], [302]. La cascade moléculaire entrainant l’activation de 

cette intégrine implique les tyrosines kinases de la famille Src qui viennent phosphoryler Naf-

1, le domaine intracytoplasmique de PSGL-1[303]. Les kinases de la voie PI3K, la PLC[304] 

et Rap-1, une GTPase [305] pourraient aussi être impliquées. 

Du côté plaquettaire, la reconnaissance de Mac-1 peut se faire d’une manière directe 

ou indirecte. Dans le premier cas, Mac-1 a la possibilité de se lier à la GPIb [306], à la 

« junctional  adhesion molecule 3 » (JAM-3) [307], ou bien encore à l’«intercellular adhesion 

molecule-2 » (ICAM-2) [308], qui sont trois protéines constitutives des plaquettes. Dans le cas 

où la liaison est indirecte, le fibrinogène ponte Mac-1 et son récepteur de surface plaquettaire, 

la GPIIb-IIIa [309].   

En plus du fibrinogène, Mac-1 lie le kininogène de haut poids moléculaire. Comme 

décrit dans la voie intrinsèque de la coagulation, cette protéine sanguine est à son tour 

reconnue par la GPIb plaquettaire [310].  

Diacovo et al. ont étudié les neutrophiles de patients atteints d’une déficience en β2 

intégrine (patients LAD-I) [311]. Les neutrophiles isolés de ces patients sont capables 

d’assurer le roulement sur une surface plaquettaire activée mais aucune adhésion ferme n’est 

observée. Comme lors du roulement classique à la surface de l’endothélium, l’implication des 

intégrines permet de stabiliser l’adhésion des neutrophiles à la surface des plaquettes. Le 

signal « outside-in » par l’engagement de Mac-1, qui cible la « prolin-rich tyrosine kinase-2 » 

(Pyk2), est nécessaire pour stabiliser l’adhésion de l’intégrine aux plaquettes [312] (figure 

23).  

Bien que le couple PSGL-1 et CD62P ne soit que transitoire dans l’adhésion des 

plaquettes aux leucocytes myéloïdes, il n’en demeure pas moins important. Il a même été 

montré comme essentiel à l’adhésion et à la migration des leucocytes [313]. L’absence de ces 
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deux molécules semble même plus délétère que celle de Mac-1 pouvant surement être 

compensée par d’autres molécules peut être même encore inconnues.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D’une manière similaire, l’engagement du CD40 par le CD40L plaquettaire ainsi que 

la liaison de TREM-1 résultent en une stimulation de l’adhésion des neutrophiles aux 

plaquettes [8]. Ceci s’explique par  deux mécanismes : i) la liaison directe entre ligands et 

récepteurs qui vient agrandir la surface de liaison ; ii) l’engagement du CD40 conduit à une 

augmentation de l’expression de l’intégrine β2 ce qui permet une meilleure adhésion des 

leucocytes [314].  

Le couple CD40L-CD40 favorise également la migration des neutrophiles. Le 

sCD40L plaquettaire va aussi favoriser, via les voies PI3K et NFκB, la réponse oxydative des 

neutrophiles, caractéristique de l’inflammation [315].   

D’autre part, la thrombospondine libérée par les plaquettes activées se lie la molécule 

CD36 (GPIV), répartie aussi bien sur les plaquettes que les leucocytes. La molécule sert ainsi 

de lien et représente un autre moyen d’assurer l’interconnexion des deux entités cellulaires 

[316] (figure 24). 

Figure 23 - Modélisation de l'activation de Mac-1 au cours de l'adhésion plaquette-
neutrophile 

D’après Evangelista et al. [303] 
L’activation du Mac-1 fait intervenir 3 étapes: i) activation initiale induite par la liaison plaquette-
leucocyte et liaison de son ligand; ii) génération d’un signal “outside-in” implicant SFK et Pyk2; iii) 
stabilisation de liaison de l’intégrine  
 



Etat de la littérature – Chapitre 2 

- 110 - 
 

Formation complexes plaquette –

neutrophile/monocyte

Mac-1

Mac-1

Mac-1

CD40

CD36

TREM-1

CD15

PSGL-1

Activation intégrine

Expression intégrine

GPIIb-IIIa

GPIb

JAM-C

CD40L

CD36

TREM-1 ligand

CD62P

CD62P

Monocyte/NeutrophilePlaquette

thrombospondine

fibrinogène

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

D. Rôle des plaquettes dans l’activation tardive des  leucocytes 
 

L’activation des leucocytes par les plaquettes ne se limite pas à l’induction d’une 

surexpression  des intégrines membranaires. Les plaquettes induisent également une 

activation plus tardive, conséquence de l’engagement de nombreux récepteurs (figure 25).  

Dans un premier temps, les plaquettes induisent l’activation de la voie NFκB 

leucocytaire. C’est plus particulièrement le CD62P soluble, le RANTES et le PF4 libérés par 

les plaquettes qui agissent en concert afin d’activer le facteur de transcription. L’engagement 

de cette cascade de signalisation renforce alors le phénotype inflammatoire des leucocytes, ce 

qui se traduit par la synthèse de facteurs pro-inflammatoires tels que l’IL-8, le TNF-α le 

MCP-1, ou le MIP-1α aussi bien au niveau transcriptionnel que protéique [317], [318][9]. 

Dixon et al. ont montré que l’adhésion prolongée des plaquettes à la surface des 

monocytes active le promoteur de COX-2 ce qui permet la synthèse d’eicosanoïdes, 

Figure 24 - Répertoire moléculaire de l'intéraction plaquette-monocyte/neutrophile 
D’après van Gils et al. [8] 

La liaison CD62P/PSGL-1 initie le contact entre les plaquettes et les leucocytes. Cette intéraction 
permet l’activation de Mac-1, qui vient consolider l’interaction en se liant à plusieurs récepteurs 
plaquettaires.   D’autres couples ligand/récepteur sont eux impliqués dans l’augmentation de 
l’expression de Mac-1 
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molécules pro-inflammatoire [319]. Les ARNm de COX-2 sont rapidement dégradés mais  

l’IL-1β précédement synthétisé (sous l’action des plaquettes), vient stabiliser ces acides 

nucléiques. Dans cette étude, les signaux dérivés des plaquettes peuvent aussi bien agir au 

stade transcriptionel que post-transcriptionel au niveau des monocytes. 

L’engagement de PSGL-1 favorise l’expression de protéines impliquées dans la 

protéolyse associée à l’inflammation : le couple urokinase (uPA)/uPAR et les MMP. Au-delà 

de ses activités de protéolyse péricellulaire, l’implication d’uPAR dans la migration des 

leucocytes a aussi été montrée. Ainsi, ce récepteur régulerait leur adhésion en modulant 

l’activité des intégrines [320]. De plus, il a été montré pour les cellules HEK293 et CHO que 

la liaison directe entre leur récepteur uPAR et la vitronectine entraine une  modification 

morphologique des cellules, favorisant ainsi leur migration [321]. Il est tout à fait envisageable 

que ce mécanisme soit valable pour les leucocytes.  

 

Les leucocytes activés par les plaquettes génèrent des ROS, libèrent des 

sérinoprotéases, de la myéloperoxidase et de la pentaxine-3 [322], ainsi que le facteur 

tissulaire [323]. Toutes ces molécules sont à leur tour capable de cibler l’activation 

plaquettaire ainsi que celle des cellules endothéliales. 

Les ROS produits après une stimulation plaquettaire ont également un effet sur la 

perméabilité endothéliale. Ce mécanisme est détaillé dans la partie Chapitre 2 – II E. 
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E. Rôle des plaquettes dans la migration des leucocytes 
 

Les plaquettes sont également impliquées dans le franchissement de la barrière 

endothéliale par les leucocytes. En effet, les neutrophiles complexés aux plaquettes présentent 

un meilleur recrutement vers l’intima que les neutrophiles seuls. Ces observations sont 

étayées par deux mécanismes :  

i) L’engagement des récepteurs aux chimiokines, récepteurs couplés aux 

protéines G, par les chimiokines plaquettaires provoque une seconde vague d’activation chez 

les leucocytes ayant préalablement adhéré aux plaquettes.  

Figure 25 - Effet de l'adhésion des plaquettes sur l'activation tardive des 
monocytes/neutrophiles 
D’après Gawaz et al. [249] 

Les plaquettes qui ont adhéré à la surface des monocytes/neutrophiles (via le CD62P et des 
intégrines plaquettaires) amplifient leur phénotype inflammatoire d’une manière précoce (activation 
de facteurs d’adhésion, induction de la protéolyse) ou tardive, principalement dépendante de 
l’activation du NFκB (libération de cytokines/chimiokines, différenciation cellulaire,…) 
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Ceci peut conduire à une surexpression de Mac-1 et d’autres intégrines dont l’α4β1 (VLA-4) 

[8] et l’ α L β 2 (LFA-1) [302].   

Simultanément, les plaquettes continuent aussi d’activer l’endothélium et entrainent 

l’expression de contre-récepteurs pour les intégrines nouvelles exprimées par les leucocytes. 

Parmi ces ligands, ICAM-1 et VCAM-1 reconnaissent respectivement LFA-1 ou Mac-1 et 

VLA-4 [278], [280]. Ce mécanisme bidirectionnel mis en place par les plaquettes contribue à 

consolider l’adhésion des leucocytes à l’endothélium.  

 

ii) En favorisant l’activation leucocytaire, les plaquettes induisent une 

surproduction de ROS par les leucocytes. Une étude portant chez le rat montre que les ROS 

produits par les neutrophiles déclenchent une augmentation de la concentration en Ca2+ au 

niveau de l’endothélium mésentérique. Cette modification de la concentration intracellulaire 

en calcium est corrélée à une augmentation de la perméabilité de l’endothélium ; ce 

phénomène est mesuré par une augmentation de la conductivité hydraulique (mesure physique 

proportionnelle à la perméabilité de la barrière endothéliale des animaux utilisés). 

L’utilisation d’agents antioxydants réduit cette conductivité, ce qui permet de conclure sur la 

spécificité des ROS dans ce phénomène de perméabilité [324].  

Les plaquettes peuvent aussi être directement impliquées dans l’augmentation de la 

perméabilité vasculaire. Cloutier et al. ont développé cette idée à partir d’un modèle murin 

d’arthrite autoimmune, pathologie inflammatoire présentant des oedèmes tissulaires associés à 

une augmentation de la perméabilité de la microvaisseaux synoviaux. Les espaces inter-

endothéliaux sont visualisés en microscopie électronique, ainsi que par l’utilisation de 

micropshères de polystyrène injectées par voie intraveineuse et visualisées par microscopie 

intravitale à fluorescence au niveau des articulations des membres inférieurs. Lorsque ces 

souris arthritiques sont déplétées en plaquettes, via l’utilisation d’un anticorps anti-CD42, la 

perméabilité endothéliale au niveau des articulations inflammatoires est abolie (figure 26). Ce 

résultat est contraire au rôle primaire des plaquettes qui est de préserver l’intégrité de 

l’endothélium. C’est en fait la sérotonine plaquettaire, libérée après engagement de la GPVI 

qui est à l’origine de ces interstices. La sérotonine fraîchement libérée agit seule, 

indépendement des neutrophiles [294].  
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Figure 26 - Implication des plaquettes dans la perméabilité endothéliale associée à la 
polyarthrite rhumatoïde 

D’après Cloutier et al. [285] 
(A) Souris observées sous microscopie intravitale à fluorescence. La dépletion plaquettaire est induite 
par un anticorps monoclonal dirigé contre la GPIb. L’arthrite est induite par l’injection de sérum 
K/BxN, décrit pour contenir des autoanticorps induisant le développement de la polyarthrite 
rhumatoïde. Les microsphères (0,45 µm) fluorescentes sont injectées par voie intraveineuse 4 jours 
après l’induction de la polyarthrite rhumatoïde et la fluorescence est déterminée 5 minutes plus tard 
au niveau de l’articulation de la cheville. Les souris non arthritiques sont utilisées comme contrôles.  

(B) La mesure de l’efficacité rayonnante,valeur normalisée de l’émission de fluorescence donne un 
un aspect quantitatif de la perméabilité endothélial. Les valeurs correspondent à la moyenne des 
valeurs obtenues pour 8 souris ± SEM. La triple astérisque indique une réduction significative 
(p<0.001) de l’efficacité rayonnante comparativement aux souris arthritiques avec plaquettes  
 



Etat de la littérature – Chapitre 2 

- 115 - 
 

III - Impact du microenvironnement inflammatoire 
sur l’interconnexion plaquette –leucocyte 

 
 

Plusieurs études rapportent que la participation des plaquettes dans la migration des 

leucocytes est favorisée par un microenvironnement inflammatoire, comme la diminution du 

pH. En effet, Etulain et al. ont montré que l’expression du CD62P plaquettaire est favorisée 

par une acidose extracellulaire [325]. En plus de promouvoir la formation d’agrégats 

plaquettes-leucocytes, cette acidité facilite aussi la migration des neutrophiles.  

Certaines caractéristiques associées au statut inflammatoire telles que les nombreuses  

cytokiniques libérées, la présence de produits bactériens comme le LPS, le faible pH retarde 

la mort des neutrophiles. Même si les mécanismes mis en jeu par les plaquettes pour assurer la 

survie leucocytaire ne sont pas élucidés, le contact direct entre les deux types cellulaires aussi 

bien que la libération de facteurs plaquettaires semble impliquée dans ce processus [326]. On 

note que les plaquettes et un pH faible peuvent être synergiques dans la prévention de 

l’apoptose des neutrophiles [325]. Cette observation renforce la notion que le milieu 

inflammatoire favorise l’activité des plaquettes dans l’entretien de l’inflammation. 

D’une manière similaire, la température du microenvironnement apparait aussi comme 

un modulateur de l’activation plaquettaire. L’exposition des plaquettes à une forte 

température (à partir de 40°C) diminue significativement l’expression du CD62P à la surface 

des plaquettes, leur capacité d’agrégation ainsi que la libération de facteurs tels que l’ATP ou 

le thromboxane A2. Ces résultats suggèrent alors que l’hyperthermie limite l’activité 

hémostatique des plaquettes mais ne permet pas de conclure sur leur activité inflammatoire 

dans la mesure où peu de facteurs inflammatoires ont été évalués [327]. 

Il serait intéressant de considérer d’autres facteurs physiques associés à l’inflammation 

comme la tuméfaction locale entrainant une force de compression et d’autres formes de stress 

mécanique afin de comprendre comment un environnement inflammatoire peut influencer 

l’activation de ces nouvelles cellules inflammatoires.  

L’ensemble des données synthétisées dans les deux précédentes sections  insistent sur 

le fait, qu’au niveau du site inflammatoire, les plaquettes, les leucocytes et les cellules 

endothéliales sont en constante interconnexion et forment ainsi des boucles d’activation. Les 

plaquettes sont au centre de l’activation et de la communication des cellules inflammatoires 

en amorçant aussi bien l’activation de l’endothélium que celle des monocytes et neutrophiles.  
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La participation des plaquettes dans la migration des leucocytes ne fait plus de doute, ce qui 

tend à revoir le schéma classique de l’extravasation des leucocytes. Inversement, les 

leucocytes activés libèrent un certain nombre de molécules qui sont à leur tour capable de 

suractiver les plaquettes. C’est notamment le cas de du NO, des protéases, des facteurs 

tissulaires et de l’acide arachidonique (synthétisé via la synthèse de COX-2). Ces molécules 

vont également influencer la réponse hémostatique expliquant alors la pathogénèse des 

pathologies thromboinflammatoires comme l’athérosclérose, les endocardites ainsi que 

d’autres atteintes cardiovasculaires.   

Au-delà de la réponse inflammatoire, il est également important de considérer la 

participation des plaquettes, relativement ubiquitaire, dans la réponse immunitaire adaptative 

via l’activation d’autres leucocytes. Il a été montré une forte collaboration entre les 

lymphocytes et les plaquettes, grâce à laquelle ces dernières viennent renforcer leur activité 

cellulaire et humorale des lymphocytes [328]. Comme le montre la figure 27, l’influence des 

plaquettes sur toutes les sous-populations lymphocytaires est multiple.  

 

Les plaquettes peuvent influencer la fonction lymphocytaire via une interaction 

cellule-cellule et/ou par des médiateurs solubles. Le couple CD40-CD40L est classiquement 

décrit comme un signal de co-stimulation dans l’activation des lymphocytes [329], [330].  Un 

intérêt particulier a donc été porté au CD40L plaquettaire. Les études effectuées par l’équipe 

de Ratliff montrent que cette molécule a en fait un rôle majeur dans le lien entre immunité 

innée et adaptative.  

L’utilisation de souris KO pour le CD40L a permis de montrer que le CD40L 

plaquettaire est capable d’augmenter l’activité cytolytique des lymphocytes T CD8+ en 

réponse à une stimulation par un adénovirus [331]. Cette réponse due au signal CD40L des 

plaquettes est brève et pourrait donc ne pas être effective à long terme. Cependant, les 

plaquettes sont très rapidement mobilisées et très riche en CD40L ; elles pourraient donc être 

utilisées comme un outil venant rapidement initier la réponse adaptative.  
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Concernant l’activation des lymphocytes B, le CD40L plaquettaire est important. La 

co-culture de lymphocytes B avec des plaquettes conduit à une activation mutuelle des deux 

types cellulaire, avec notamment une surproduction de sCD40L. Au niveau des lymphocytes 

B, cette activation s’accompagne d’une maturation cellulaire,  manifestée par la production 

d’Ig. Les Ig produites sont principalement de type G, il est donc possible d’en déduire qu’en 

plus de favoriser la synthèse d’immunoglobulines les plaquettes favorisent la commutation 

isotypique [332]. Cette notion est confirmée par une étude menée chez la souris  montrant une 

inhibition de la production d’IgG chez les souris CD154-/-, phénomène restauré par l’injection 

de plaquettes isolées de  souris sauvages [333]. 

 

Figure 27 - Impact des plaquettes sur la physiologie lymphocytaire 
D’après Li et al. [319] 
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Le CD40L plaquettaire est également impliqué dans l’interaction avec d’autres 

cellules de l’immunité. Les interconnexions possibles via le CD40L plaquettaire sont 

représentées dans la figure 28.   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le CD40L délivré sous forme de MPP est capable d’induire une production d’ARNm 

(codant MCP-1) par les lymphocytes B ainsi qu’une augmentation de la production d’IgG 

alors que l’ajout de CD40L soluble « classique » ne l’est pas. Le CD40L contenu dans les 

microparticules est alors conservé sous une forme très active pouvant être bénéfique dans le 

cadre de la réponse immunitaire [334]. 

 

Au-delà des protéines membranaires et du CD40L il reste encore de nombreux 

facteurs plaquettaires à découvrir ou redécouvrir comme ayant un effet biologique sur les 

cellules de l’immunité. Un des exemples illustrant cette perspective concerne les nucléotides. 

Très bien décrits dans l’activation secondaire de l’hémostase, les nucléotides plaquettaires 

semblent aussi être impliqués dans la maturation des cellules dendritiques, et ce d’une 

manière prédominante par rapport au CD40L et au CD62P [335].  

Figure 28 - Le CD40L dans les interconnexions plaquette-leucocyte 
D’après Garraud et al. [325] 
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Comme déjà mentionné dans la partie traitant de l’activation des cellules endothéliales 

par les plaquettes, les microARN plaquettaires forment actuellement un sujet en vogue. Ils 

sont d’autant plus intéressants dans la fonction inflammatoire des plaquettes car ils sont 

décrits pour réguler la fonction des cellules immunitaires dans l’athérosclérogénèse [336]. Les 

microARN plaquettaires semblent donc constituer un element de plus dans leur capacité de 

commucation avec les leucocytes.  

 

IV - Coopération plaquettes- autres cellules de 
l’inflammation : application aux pathologies 
inflammatoires  

 
L’interconnexion qu’il existe entre les plaquettes et les autres cellules de 

l’inflammation favorise la défense de l’organisme contre les agressions. Cependant un 

dérèglement des fonctions cellulaires peut conduire à une inflammation exacerbée. Dans ce 

cas là, les plaquettes contribuent donc à la physiopathologie de plusieurs maladies 

inflammatoires comme l’athérosclérose, l’inflammation pulmonaire, la polyarthrite 

rhumatoïde (PR) ou bien encore les maladies inflammatoires cryptogénétiques de l’intestin 

(MICI).  

A. L’athérosclérose 
 
 L’athérosclérose est une pathologie du réseau vasculaire, restreinte aux moyennes et 

grandes artères, caractérisée par l’accumulation de lipides, de lipoprotéines, ainsi que 

d’éléments cellulaires et fibreux au niveau de l’intima endothéliale. Tous ces compasants 

s’associent avec les protéines matricielles et forment alors la plaque d’athérome. 

Au début des années 2000, l’athérosclérose représentait déjà 50% des causes de décès 

dans les sociétés occidentales. Ce fort taux de mortalité est en fait associé aux effets 

secondaires de l’athérosclérose. En effet, l’instabilité de la plaque d’athérome peut conduire à 

sa rupture, provoquant ainsi la dénudation de l’endothélium. Il s’en suit alors, selon les 

mécanismes classiques de l’hémostase, une thrombose du vaisseau pouvant conduire jusqu’à 

une obstruction complète de ce dernier [337].  

 

Pendant très longtemps, les dépôts de cholestérol, sous forme de lipoprotéines, ont été 

considérés comme les responsables uniques de la formation de la plaque d’athérome. 
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Aujourd’hui, il est évidement que le développement de cette pathologie résulte d’un 

mécanisme plus complexe, associé à une inflammation chronique. En effet, les cellules 

spumeuses (macrophages ayant internalisé des lipoprotéines)  retrouvées dans la plaque 

d’athérome ne résultent pas seulement d’une différenciation des cellules musculaires lisses en 

« macrophage-like cells » [338] mais bien d’un recrutement actif des monocytes circulants.  

 

Une fois recrutés, les monocytes différenciés en macrophages continuent d’exercer 

leur fonction inflammatoire, ce qui favorise l’athérosclérogénèse :  i) libération de cytokines 

(IL-1, TNF-) et de facteurs de croissance (M-CSF)  favorisant la migration et la prolifération 

des éléments cellulaires dans la plaque d’athérome ; ii) libération de protéases (collagénases, 

gélatinases, stromolysine et cathepsines) qui participent à l’instabilité de la plaque [337].  

 

L’augmentation croissante du nombre d’études concernant la composante 

inflammatoire de l’athérosclérose a aussi montré l’implication d’autres cellules de 

l’inflammation. L’intervention des neutrophiles était considéré comme négligeable, mais 

quelques publications récentes montrent que ce type cellulaire participe aussi à la formation 

des lésions athérosclérotiques telles que la formation de cellules spumeuses, la déstabilisation 

de la plaquette d’athérome, l’érosion endothéliale et le recrutement d’autres types cellulaires 

au niveau de plaque d’athérome [339]. Quelques études portent également sur les 

lymphocytes T et des mastocytes [340].  

 

Outre leur participation aux évènements thrombotiques, les plaquettes semblent 

également participer à la formation des lésions athérosclérotiques (figure 29). Cette 

hypothèse est soutenue par les résultats encourageants d’études cliniques testant des 

molécules anti-plaquettaires dans la prévention de l’athérosclérogénèse. En effet, au-delà de 

l’aspirine qui à plus son rôle dans la phase secondaire de la pathologie (l’instabilité de la 

plaque) [341], l’utilisation d’anti-plaquettaires semblent réduire les signes inflammatoires 

associés à la formation de la lésion arthérosclérotique. La prescription de clopidogrel, 

inhibiteur du récepteur du P2Y12, chez des patients athérosclérotiques entraine une diminution 

des biomarqueurs inflammatoires plaquettaires comme le sCD40L, la CRP et les complexes 

plaquettes/leucocytes, ce qui se traduit par un effet bénéfique sur les pathologies 

athérothrombotiques [342].  
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D’autre part, les statines sont devenues des molécules largement utilisées dans la prévention 

de l’athérosclérose car en favorisant les efflux de cholestérol, elles limitent 

l’hypercholestérolémie. Leur efficacité a été prouvée par une étude mondiale, menée par le 

« Heart protection group », qui montre que un traitement par les statines (simvastatin) 

diminue significativement le taux d’infarctus pour plus de 20 000 patients à haut risque [343]. 

En 2009, une étude montre que ces statines inhibent aussi l’activation plaquettaire, en jouant 

sur la PKC [344]. La prévention athérosclérotique liée à la prise de stastines peut donc être 

aussi la conséquence d’une inhibition de l’activation plaquettaire.      

L’utilisation de souris ApoE-/- (modèle murin développant spontanément des lésions 

athérosclérotiques) montre, contrairement aux souris sauvages servant de contrôle, une 

adhésion ferme des plaquettes au niveau de l’endothélium carotidien. Ce phénomène est 

indépendant de la rupture de plaque car il s’opère dès 8 semaines de vie de l’animal. Cette 

interaction implique la GPIIb-IIIa plaquettaire et le blocage de cette intégrine permet de 

limiter, chez les souris ApoE-/-, l’extension des stries lipidiques et l’aire de la plaque 

d’athérome [345]. Ces résultats montrent donc un rôle majeur des plaquettes dans 

l’athérosclérogénèse.  

La présence des plaquettes à la surface des lésions athérosclérotiques favorise le 

recrutement des monocytes au niveau de l’intima via l’expression du CD62P et la libération 

de RANTES et de PF4 [346]. De plus, l’expression de la molécule CX(3)CR1, récepteur de la 

fractalkine, est particulièrement élevée pour les plaquettes de souris hyperlipidémiques et 

favorise  la formation des complexes plaquettes-monocytes [347]. L’enzyme plaquettaire 

COX-1 semble également participer à l’adhésion des plaquettes à l’endothélium [348].  

 

Toutefois, le rôle des plaquettes dans l’athérogénèse ne semble pas se limiter à 

l’accroissement de la migration des monocytes. En effet, les plaquettes pourraient participer à 

la différenciation des progéniteurs CD34+ en cellules spumeuses, processus qui semble 

dépendant d’un contact direct entre les deux types cellulaires (via le couple CD62P/PSGL-1) 

et la libération de MMP-9 plaquettaire [349].  

Le couple CD40-CD40L participe également à l’athérogénèse dans la mesure où le 

blocage de cette interaction chez la souris permet de diminuer les événements précoces de la 

pathologie ainsi que leur progression [350], [351]. Toutefois, son inhibition ne suffit pas à 

stopper l’inflammation systémique associée à l’athéroslérose [343].  
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L’observation de NET au niveau des lésions athérosclérotiques pourrait aussi résulter 

d’une suractivation plaquettaire [353].  

 

Bien que la plupart des études évaluant l’implication des plaquettes dans 

l’athérogénèse soient effectuées chez la souris, de plus en plus d’éléments tendent à extrapoler  

à l’homme les mécanismes décrits : activation plaquettaire systémique chez les patients 

athérosclérotiques [354], présence de facteurs plaquettaire [355], ou de NET [353] dans les 

plaques d’athérome.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 - Représentation schématique de l’implication des plaquettes dans le 
processus inflammatoire associé au développement de l’athérosclérose 

Le RANTES et le PF4 plaquettaires participent à la chimioattraction qui précède l’extravasion des 
leucocytes, déjà activés grâce à l’adhésion des plaquettes à leur surface.  
Grâce à la GPIIb-IIIa et Cox-1, les plaquettes favorisent le phénotype inflammatoire de l’endothélium 
athérosclérotique. Les MMP-9 plaquettaires participent à la différenciation des monocytes 
chimioattractés au niveau du sub-endothélium en cellules spumeuses.Le sCD40L mis en évidence 
dans la plaque d’athérome peut être issu des plaquettes. Il en est de même pour les NET présents 
dans la plaque d’athérome. 
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B. Pathologies pulmonaires 
 
 

Dans la plupart des pathologies pulmonaires, l’altération des tissus est la conséquence 

d’une accumulation des neutrophiles au niveau alvéolaire. D’autre part, la fonction 

inflammatoire des plaquettes à la capacité de favoriser ce mécanisme de recrutement des 

neutrophiles. Afin d’évaluer l’implication des plaquettes dans les atteitntes pulmonaires, deux 

pathologies pulmonaires inflammatoires ont fait l’objet d’études plus approfondies : l’ALI et 

les allergies pulmonaires. 

 

1) Acute Lung Injury (ALI)  
 

L'atteinte pulmonaire aiguë ou« Acute Lung Ingury »  (ALI) est une insuffisance 

respiratoire hypoxique dont une forme plus grave est le syndrome de détresse respiratoire 

aiguë ou « Acute Respiratory Distress Syndrome » (ARDS) est une complication remplissant 

les caractères présentés dans le tableau 4. 

 

Tableau 4 - Critères cliniques d'identification d'un Acute Lung Injury (ALI) 

d’après Ware et al.[356] 

Radiographie aux rayons X : Infiltration pulmonnaire bilatérale  
(indépendante d'une insuffisance cardiaque) 

Pression artérielle pulmonaire : ≤ 18 mm Hg 
PaO2 :FiO2  : ≤  300 

 

La réévaluation permanente des définitions tend à abandonner le terme ALI et de le 

remplacer par « ARDS modéré ». Ceci a été suggéré, en 2012, par la classification de Berlin 

[357] ; mais ce terme n’est pas encore communément reconnu. 

    

Des données de 2010 montrent une incidence d’ALI de 86,2 personnes pour 100 000, 

par an. Bien que la mortalité ait diminué au cours des vingt dernières années, un taux de 29 à 

42 % (variable selon la cause invoquée) fait que cette affection reste une préoccupation des 

services de soins intensifs [358].  
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Il est communément admis que la pathogénèse des ALI est associée à une réaction 

inflammatoire, qui résulte du dysfonctionnement de plusieurs types cellulaires. Ainsi, on 

observe, au niveau alvéolaire, une augmentation de la perméabilité de l’endothélium et de 

l’épithélium qui conduit à la formation d’un œdème. Ce phénomène favorise un influx de 

protéines en direction de la lumière alvéolaire menant à des dépôts de fibrine et à une à 

inactivation des surfactants. Les neutrophiles inflitrent également l’œdème, principalement 

sous l’effet de l’IL-8. Une fois recrutés au niveau alvéolaire les neutrophiles continuent 

d’exercer leur activité inflammatoire  en libérant des cytokines, des protéases et des ROS 

[356]. L’implication des plaquettes dans les mécanismes décrits ci-dessus reste à éclaircir ; 

mais plusieurs observations sont en faveur de la participation des plaquettes dans le 

développement de l’ALI :  

 

 En 1986, il avait déjà été montré par George et al. que les plaquettes circulent 

sous forme activée chez les patients présentant une détresse respiratoire. Ceci était caractérisé 

par l’expression membranaire de CD62P par les plaquettes mais également par la libération de 

thrombospondine . La dégranulation plaquettaire associée à l’ALI peut donc également 

être à l’origine de la libération de  thromboxane, de ROS et de PAF et de 

cytokines/chimiokine qui sont des facteurs plaquettaires  capables d’amplifier l’inflammation 

en jouant sur les fonctions leucocytaires.  

 

 L’augmentation des complexes plaquettes-leucocytes circulants est observée dans 

un modèle murin d’ALI induit par acidose [360]. Le blocage de l’interaction entre les 

plaquettes et neutrophiles améliore les échanges gazeux, diminue le recrutement pulmonaire 

des neutrophiles ainsi que la perméabilité de améliorant la survie des souris.  

 

 Le CD62P plaquettaire, responsable de la liaison plaquettes-leucocytes, est au 

cœur du développement de l’ALI, et des phénomènes inflammatoires associés. L’engagement 

de son ligand est aussi bien impliqué dans l’activation pro-inflammatoire de l’endothélium  

via l’induction de l’expression d’ICAM-1 [360] que dans celle des leucocytes au travers d’une 

surexpression du CD11b et de VLA-4 [361].  
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 Les cytokines désécretées par les plaquettes, et notamment RANTES et PF4, 

ont une place importante dans l’orchestration de l’inflammation pulmonaire car l’utilisation 

d’anticorps bloquant ces deux molécules est capable de diminuer l’œdème pulmonaire et les 

dommages tissulaires associés en réduisant l’influx de neutrophiles et sur la perméabilité de 

l’endothélium [362].  

 
 Les microparticules plaquettaires, au même titre que celles dérivées d’autres 

types cellulaires, sont considérées comme des biomarqueurs de l’ALI. A plus petite échelle 

que les plaquettes, elles sont capables de jouer directement sur la perméabilité de 

l’endothélium via leur contenu en TxA2 [363]. Les MPP sont aussi riches en IL-1, et, vont 

via cette molécule, pouvoir jouer un rôle pro-inflammatoire sur les cellules endothéliales 

[364]. Parallèlement, l’adhésion  des microparticules à la surface des leucocytes induit  

l’activation de ces derniers et favorisent ainsi la libération d’IL-8, le «burst oxydatif », leur 

dégranulation et leur roulement [365], [366] .  

 

Il semble donc que le CD62P et les cytokines plaquettaires, agissent comme un 

« starter » dans l’initiation de l’inflammation pulmonaire médiée par les neutrophile ; à 

laquelle peut s’ajouter les complications hémostatiques telles que les embolies pour lesquels 

la contribution des plaquettes évidente.  

2) Transfusion Related Acute Lung Injury (TRALI)  
 

Les causes d’ALI sont multiples : sepsis, pneumonie bactérienne, aspiration de 

contenu gastrique, virus épidémiques respiratoires comme ceux de la grippe ou SARS. Il 

existe aussi le TRALI pour «Transfusion Related Acute Lung Injury ». Afin des remplir les 

critètres du TRALI, l’atteinte pulmonaire aiguë doivent apparaitre, au maximum, dans les 72h 

qui suivent la transfusion sanguine [368]. 

 

Concernant la pathogénèse du TRALI, il a été proposé une hypothèse dite « two-hit » 

ou double frappe (figure 30). C’est-à-dire que l’atteinte pulmonaire se développerait en deux 

temps, avec l’intervention de deux types de médiateurs. i) Premièrement, une intervention de 

facteurs liés au receveur, capables de sensibiliser les cellules de l’inflammation, notamment 

en  mobilisant les neutrophiles au niveau pulmonaire. ii) L’amplification de l’inflammation 



Etat de la littérature – Chapitre 2 

- 126 - 
 

Fibroblaste

Capillaire

Interstice

Fibroblaste Neutrophile

Cellule épithéliale
(endommagée et 
gonflée)

Neutrophile

Plaquettes

Leucotriènes

e

Neutrophile
activé

Surfactant inactivé

Débris
cellulaires

è

Macrophage 
alvéolaire

Cellule de type II

Couche de surfactant

Espace alvéolaire 
aérien

Cellule de type I

Membrane 
basale 
épithéliale

Interstice

Cellule
endothéliale

Membrane 
basale 
endothéliale

Globule rouge

Interstitium
élargi et 

oedémateux

Protéases
Neutrophile en migration

Membrane hyaline

Membrane basale 
dénudée

Cellule de type I intacte

Globule rouge

Epithélium bronchique en desquamation 

Cellule de type I nécrotique 
ou apoptotique

Liquide pulmonaire riche en protéines

Alvéole normale
Alvéole endommagée durant la phase aigüe du 

TRALI

pulmonaire par les facteurs contenus dans les produits sanguins labiles transfusés. La seconde 

frappe ne serait possible qu’après l’étape i) qui sensibilise le receveur [369].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 - Physiopathologie du TRALI selon le modèle double frappe 
D’après Vlaar et al. [360] 

La partie gauche de l’alvéole correspond à une alvéole saine, sans trace d’inflammation. 
Pour l’induction du TRALI, la première frappe du syndrome, correspond à une pré-activation et à 
un recrutement  des cellules immunitaires, principalement les neutrophiles, au niveau de la 
microvasculature pulmonaire,. Cette première frappe souligne, dans la plupart des cas, un 
désorde pulmonaire systémique du patient (sepsis, pneumonie). La seconde frappe, dont la 
plupart des mécanismes sont représentés dans l’alvéole droite, est causée par des médiateurs 
contenus dans le produit sanguin transfusé. Les neutrophiles pré-actvivés et recrutés au niveau 
de l’endothélium lors de la première frappe, migrent alors au niveau des alvéoles où ils 
continuent d’exercer leur fonction inflammatoire et empirent les conditions respiratoires, 
notamment à cause de l’oedème qu’ils forment.  
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Le risque de développer un TRALI est plus élevé avec la transfusion de produits riches 

en plasma (concentrés plaquettaires, plasma) qu’avec des concentrés de globules rouge. Ceci 

s’explique par le fait que les facteurs du donneur impliqués dans le développement du TRALI 

proviennent principalement de cette fraction du sang. En effet, le développement du TRALI 

peut être imputé, par ordre d’incidence, à la transfusion passive d’anticorps anti-HLA (Human 

Leucocyte Antigen) I, anti-HLA II ou anti-HNA (Human Neutrophil Antigen) dirigés contre 

les antigènes du receveur. La liaison de ces anticorps à la surface des neutrophiles (anticorps 

HNA), des cellules endothéliales (anticorps HLA de classe I) ou bien des monocytes 

(anticorps HLA de classe II)  exacerbe la réponse inflammatoire déjà pré-activée.  

Bien que le rôle de ces anticorps soit bien décrit dans le développement du TRALI, il 

existe des cas de TRALI où ces anticorps ne sont pas détectables. Une hypothèse alternative a 

alors été émise quant à l’induction de cette pathologie. Le TRALI peut être induit par une 

accumulation de médiateurs proinflammatoires (lipides bioactifs ou cytokines/chimiokines) 

libérés par les cellules elles-mêmes lors du stockage de la poche [368]. 

Aussi, il est possible que les plaquettes transfusées participent à la pathogénèse du 

TRALI par leurs fonctions inflammatoires déjà citées pour l’ALI (Chapitre 2 – IV B). Au 

cours de leur conservation, les plaquettes s’activent et relarguent un certain nombre de 

facteurs pro-inflammatoires pouvant être l’origine d’un TRALI [227]. L’induction d’un 

TRALI suite à une transfusion plaquettaire a pu être confirmée dans un modèle murin (rat). 

Dans cette étude,  le TRALI peut être induit aussi bien par du plasma riche en plaquettes que 

par des concentrés plaquettaires d’aphérèse ; en revanche seules les plaquettes qui ont été 

conservées cinq jours sont à l’origine du TRALI alors que la transfusion de plaquettes 

fraîches n’a aucune incidence sur la fonction respiratoire des rats [370]. Ces résultats 

démontrent alors l’incrimination de facteurs plaquettaires libérés au cours du stockage des 

produits plaquettaires.   

Le sCD40L, dont la concentration augmente au cours du stockage des concentrés 

plaquettaires [371], [372], a été montré comme délétère dans cette pathologie. En effet, cette 

molécule a été retrouvée à une concentration significativement plus élevée dans les concentrés 

plaquettaires ayant entrainé un TRALI par rapport aux transfusions n’ayant pas induit 

d’incident/accident (Tableau 5).  
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Non impliqués 
dans le TRALI

Impliqués dans 
le TRALI

Plasma frais 0,01 ± 0,003 non applicable
Plasma frais congelé 1,3 ± 0,013* non applicable
Mélange de plasmas riches en plaquettes 7,9 ± 1,1* 14,0 ± 3,0*¥

Concentré plaquettaire d'aphérèse 11,8 ± 0,82* 44,7 ± 4,5*¥

[CD40Ls] ng/ml
Type de produit sanguin

Tableau 5 - Concentration en sCD40L contenue dans les produits plaquettaires 
transfusés et associés à survenue d’un TRALI 

D’après Khan et al.[371] 

 

 

 

 
 

 

Plasma frais n=5 ; plasma frais congelé n= 10 ; mélange de PRP sans TRALI n= 59 ; mélange de 
PRP sans TRALI n= 62 ;  aphérèse sans TRALI n= 5 ; aphérèse avec TRALI n= 29 
* p < 0,05 vs. plasma frais; ¥ p < 0,05 vs. produits plaquettaires n’ayant pas induit de réaction 

 

Il est important de préciser que les résultats reportés dans ce tableau sont valables pour 

les Etats-Unis. Les concentrés plaquettaires (et tous les produits sanguins labiles) trasfusés en 

France, à la différence des Etats-Unis subissent une leucoréduction drastique, dès les 

premières étapes de leur préparation et au non au lit du malade c’est-à-dire après conservation 

(et activité métabolique des leucocytes dans la poche) ; de plus, malgré l’existence de critères 

spécifiques déterminés lors de conférences de consensus, la politique de déclaration n’est pas 

toujours appliquée de la même manière.    

 

Le sCD40L recombinant, utilisé à la concentration retrouvée dans les poches de 

plaquettes ayant induit un TRALI, est capable d’activer les polynucléaires via le CD40. Cette 

activation est caractérisée par une activité oxydase qui a un effet cytotoxique sur la lignée de 

cellules endothéliales HMVEC [371]. De plus, Kaufman et al. ont  testé sur des fibroblastes 

de poumon, un surnageant de concentré plaquettaire déplété en sCD40L et l’ont comparé à un 

surnageant contrôle. Le surnageant dépourvu de sCD40L n’induit ni la libération d’IL-6, ni 

l’expression de cyclooxygenase-2 ni la production de prostaglandine E2 [373]. Le CD40L 

dérivé des plaquettes est donc capable d’instaurer une réponse inflammatoire sur des cellules 

pulmonaires. 

 

Cependant, l’implication majeure du CD40L a été remise en cause par l’équipe de 

Juffermans qui ne parvient pas à démontrer l’implication du sCD40L sur un modèle de 

TRALI murin. Leur étude montre que l’utilisation de ciglitazone, inhibiteur de l’expression 

du CD40L plaquettaire, ou d’un anticorps antagoniste de la liaison CD40-CD40L n’a aucun 

effet sur l’inflammation et l’aboutissement du TRALI [374]. L’étude cas-cotrôles menées par 



Etat de la littérature – Chapitre 2 

- 129 - 
 

Toy et al. sur 89 cas de TRALI, répartis sur deux centres médicaux, ne permet d’associer les 

substances bio-actives telles que le sCD40L à un facteur de risque mais confirme 

l’implication majeure des anticorps anti-HLA dans le développement des TRALI [375].  

Ce point reste donc débattu car il est possible que pour certains modèles animaux 

d’induction de TRALI n’impliquent peu ou pas le CD40L. De plus, Toy et al. reconnaissent 

l’absence de données (data non retournées) concernant ces facteurs d’intérêt. Du côté opposé, 

les études in vitro menées avec des molécules recombinantes sont à considérer avec 

précaution. Il est également envisageable que d’autres molécules plaquettaires, pas encore 

identifiées, soit impliquées dans la physiopathologie du TRALI ; comme c’est actuellement le 

cas pour les réactions transfusionnelles fébriles non hémolytiques et/ou les allergies avec 

l’OX40L soluble et l’IL-27 [376]. Par conséquent, des études cliniques humaines, associées 

aux travaux expérimentaux chez l’animal, demeurent indispensables afin de préciser les 

molécules plaquettaires mises en jeu au cours du TRALI.  

 

La formation de NET a également été mise en évidence dans les poumons  de souris 

après induction d’un TRALI [377]. Dans cette pathologie, c’est n’est pas leur rôle 

antibactérien qui est évalué, mais plus leurs conséquences délétères car ils augmentent la 

perméabilité de l’endothélium pulmonaire. Le ciblage des NET par un anticorps anti-histone 

diminue significativement le développement du TRALI en diminuant cette perméabilité 

endothéliale ainsi qu’en abaissant le flux liquidien conduisant à l’œdème. Cette étude montre 

que ce sont les plaquettes activées qui sont à l’origine de la formation des NET (figure 31) et 

qu’il est possible de prévenir leur formation en inhibant l’activation plaquettaire par de 

l’aspirine ou du tirofiban (inhibiteur de la GPIIb-IIIa) ; confirmant ainsi l’implication 

spécifique des plaquettes dans ce mécanisme. . 

 

L’ensemble des observations synthétisées ci-dessus montrent que les plaquettes 

possèdent un répertoire inflammatoire assez diversifié pour être essentielles au 

développement des TRALI. Bien que leur participation soit indéniable, elles ne constituent 

qu’ « une pièce du puzzle » au milieu de la triade donneur-produit-receveur [378].  
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3) Les allergies respiratoires – Asthme  
 

L’allergie respiratoire est une autre déclinaison de l’inflammation pulmonaire, qui 

contrairement à l’ALI, alterne entre phase aiguë (crise d’asthme) et forme chronique. Cette 

inflammation des bronches empêche le passage de l’air et provoque les symptômes de la crise 

d’asthme.  

 

Figure 31 - Présence de NET dans les poumons de souris TRALI ,  
Implication des  plaquettes   
D’après Caudrillier et al.[368] 

(A) Photos de microscopie à immunofluorescnece représentatives de la formation de NET dans 
la microvasculature pulmonaire d’un modèle TRALI. Le TRALI est induit par l’injection de LPS 
(première frappe) et de l’anticorps H2Kd, anti-HLA (seconde frappe). L’ADN, les histones et la 
myéloperoxide (MPO) sont des constituants des NET retrouvés dans le milieu extracellulaire lors de 
la NETose. Les NET associés au TRALI colocalisent avec des plaquettes, suggérant l’implication 
des plaquettes dans ce processus. L’utuilisation d’asoirine inhibe la formation des NET observés 
dans les cas de TRALI. Barre d’échelle = 5 µm.  
(B)   La formation de NET est quantifiée (ELISA MPO-ADN) dans le plasma des différentes 
souris. Le TRALI est induit  de la manière que décrite ci-dessus. Les résultats sont exprimées sous 
forme de moyenne ± écart type (n<4). **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. les plaquettes qui ne reçoivent 
aucun traitement; ††P < 0.01 vs. le groupe TRALI plus DMSO. 
 



Etat de la littérature – Chapitre 2 

- 131 - 
 

D’un point de vue mécanistique cette réaction est provoquée par des 

immunoglobulines, le plus souvent de type E, qui reconnaissent des allergènes le plus souvent 

environnementaux. La réaction allergène/immunoglobuline déclenche l’activation de 

plusieurs types cellulaires tels que les éosinophiles, les neutrophiles, les mastocytes et les 

lymphocytes T, mais aussi des plaquettes car ces dernières expriment également le FcεR, 

récepeteur aux Ig de type E. L’activation de ces différentes cellules inflammatoires provoque 

une infiltration leucocytaire au sein de la muqueuse pulmonaire ainsi que dommages de 

l’épithélium [379].  

 

En 1985, Morley et al., montraient un recrutement rapide des plaquettes au niveau des 

vaisseaux pulmonaires suite à l’exposition de l’antigène [380]. Cette mobilisation localisée 

laissait à penser qu’elle n’est pas anodine et que les plaquettes pouvaient participer à la 

physiopathologie des allergies respiratoires. Cette hypothèse a seulement été confirmée dans 

les années 2000. Les évolutions techniques ont permis de mettre au point un modèle murin 

d’allergie respiratoire. Pour ce faire, les souris sont sensibilisées à l’ovalbumine d’une 

manière intrapéritonéale. Quinze jours plus tard, ces mêmes souris sont soumises 3 fois à de 

l’ovalbumine en aérosol ce qui permet d’induire une inflammation localisée au niveau de 

niveau des poumons, caractérisée par un épaississement de l’épithélium et des muscles lisses 

ainsi que par un dépôt de fibres de collagène au niveau subendothélial. Lorsque ce modèle 

murin est rendu thrombopénique par l’utilisation d’un antisérum ou l’administration de 

busulfan, il y se produit une diminution significative de l’altération de l’architecture des voies 

aériennes [381]. Ces données confirment ainsi l’implication des plaquettes dans ce type 

d’inflammation pulmonaire.  

 

D’un point de vue mécanistique, l’intervention des plaquettes passe par la formation 

de complexes plaquettes-leucocytes, dépendante du CD62P plaquettaire. L’adhésion des 

plaquettes à la surface des leucocytes entraine une augmentation de l’expression des 

intégrines CD11b et VLA-4 [361], ce qui favorise leur attachement à l’endothélium et donc 

leur migration. Ce phénomène est bien décrit pour les éosinophiles qui sont les principales 

cellules d’allergie (figure 32). Les mêmes observations sont faites pour les neutrophiles, qui 

en l’absence de plaquettes n’expriment pas le CD11b aussi fortement [382]. Le blocage du 

CD62P inhibe l’infiltration des leucocytes dans la muqueuse pulmonaire.  
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L’implication de cette molécule plaquettaire est une fois de plus confirmée suite à la 

transfusion de plaquettes issues de souris sauvages à des souris mutées pour l’expression de 

cette intégrine qui permet de restaurer le recrutement des leucocytes [382]. Les plaquettes 

sont donc bien responsables de l’activation des leucocytes impliquées dans inflammation 

pulmonnaire, ce qui facilite leur recrutement. L’application d’un modèle mathématique de 

corrélation a même permis de montrer une corrélation entre l’activation des plaquettes et celle 

des éosinophiles [383].   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’utilisation du même modèle murin montre que l’inactivation des plaquettes a des 

plus fortes conséquences sur le développement de la pathologique que le blocage du 

recrutement des leucocytes [381]. Ce résultat suggère que les plaquettes peuvent intervenir 

dans la pathogène de l’allergie pulmonaire par d’autres mécanismes que l’initiation du 

recrutement leucocytaire. Parmi ces mécanismes alternatifs, un rôle est imputé aux deux 

récepteurs du fragment Fc des IgE présent à la surface des plaquettes, le FcɛRI et le FcɛRII. 

Les FcɛR sont initialement exprimés à hauteur de 20% sur les plaquettes et atteignent 50% 

pour les plaquettes isolées de patients présentant des IgE circulantes [384]. Leur 

Figure 32 - Identification des complexes plaquette-éosinophile dans les 
vaisseaux de poumons de souris exposées à un allergène aérosolisé 

D’après Pitchford et al. [353] 
Les modèles murins sont sacrifiés 30 heures après la première exposition de 

l’allergène.  Les poumons sont recupérés et les coupes de ceux-ci sont analysées en 
microscopie à immunofluorescence. La protéine MBP, spécifique des éosinophiles est 
marquée en vert et le CD41 plauquettaire en rouge.  (A) champ microscopique observé à 
travers le filtre laissant seulement passer la fluorescence vert (protéine MBP). Grossissement 
X 40. (B) Superposition d’images obtenues avec le filtre vert (MBP) et rouge (CD41). 
Grossissement X 40. Les éosinophiles sont complexés avec les plaquettes. (C) 
Grossissement X 100; permet de montrer l’attachement de plaquettes individualisées à la 
surface des éosinophiles.   
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fonctionnalité dans les allergies respiratoires a été démontrée et son activation permet, d’une 

manière spécifique, la libération de RANTES et de sérotonine [385], deux molécules déjà 

décrites dans le processus  allergique.  

 

C. Polyarthrite rhumatoïde 
 

La polyarthrite rhumatoïde (PR) est un rhumatisme inflammatoire chronique, qui 

affecte approximativement 1% de la population adulte mondiale. Elle se caractérise par une 

inflammation de la synoviale (tissu qui tapisse l’intérieur de la cavité articulaire), au niveau 

des petites et moyennes articulations des bras (coudes, mains) et des jambes (genoux, pieds) 

[386]. La destruction progressive de l’articulation provoque un handicap qui diminue la 

qualité de vie. La PR influencerait également l’espérance de vie par des épisodes 

inflammatoires aigus plus complexes et par une accélération du processus athérosclérotique 

[387]. 

 

Comme plusieurs pathologies inflammatoires, l’étiologie exacte de la PR n’est pas 

encore totalement élucidée. Des facteurs génétiques et environnementaux  sont  clairement 

mis en cause [386]. L’implication d’autoanticorps est également très possible [388].  

Certains facteurs solubles libérés par les cellules mises en jeux dans la PR sont 

également responsables de la destruction osseuse. Un exemple bien décrit est la libération de 

MMP par les lymphocytes B et par les « fibroblast-like synovocytes »  (FLS) stimulés par de 

l’IL-1 et du TNF-. De plus, l’IL-17 libéré par les lymphocytes T, présente un effet 

potentialisateur sur la réponse des FLS stimulées par de l’IL-1 [389]. D’autres protéases 

comme les cathepsines et les aggrecanases semblent impliquées dans la destruction osseuse 

[386]. L’activation du système RANK/RANK Ligand (RANKL) par les lymphocytes T est 

également impliqué dans l’érosion osseuse associée à la PR [390].  

 

Le phénomène érosif observé dans la PR ne se limite pas au tissu osseux car des 

interstices sont aussi présents au niveau de l’endothélium associé à la membrane synoviale ; 

phénomène favorisant ainsi la formation de l’œdème caractéristique de la PR [391]. Dans 

cette étude de 1975, la présence de plaquettes à proximité de ces espaces avait déjà été 

observée.  
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C’est seulement en 2012 que Cloutier et al. confirment ces résultats (figure 33) et montrent 

que c’est la sérotonine dérivée des plaquettes qui est à l’origine de la formation de ces 

interstices [294], d’où leur localisation. Le mécanisme décrit dans cette étude représente une 

façon par laquelle les plaquettes peuvent prendre part à l’inflammation des articulations.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D’autres constatations témoignent de l’activation des plaquettes dans la PR. En effet, 

l’observation, au microscope électronique, de biopsies  de synovie révèle la présence de 

thrombi qui obturent la lumière des vaisseaux synoviaux [391].  

 

Dans la PR, l’activation plaquettaire ne concerne pas seulement leur fonction 

hémostatique ni la libération du contenu des granules denses, et notamment de sérotonine, car 

leur versant inflammatoire est également mis jeu. L’expression de CD62P sur les plaquettes 

est plus élevée pour les patients en PR aiguë que pour les patients en rémission ou les sujets 

non atteints de PR [392]. Ces patients présentent également un taux plus élevée de sCD40L 

sérique [393].  

Figure 33 - Présence des plaquettes à proximité des fenestrations 
endothéliales observées dans la polyarthrite rhumatoïde 

D’après Cloutier et al. [285] 
Le synovium de patient atteint de polyarthrite rhumatoïde a été analysé par microscopie 
électronique. Les flèches noires indiquent un interstice entre les cellules endothéliales. E indique 
cellules endothéliales; PL, plaquettes; L, lymphocytes; RBC, globules rouges. Grossissement X 
48 400 
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L’expression de ces deux molécules par les plaquettes favorise leur adhésion aux autres 

cellules de l’inflammation ; c’est pour cela que les analyses de cytométrie en flux portant sur 

du sang circulant de patients PR révèlent la présence de complexes plaquettes-neutrophiles et 

plaquettes-monocytes [393], [394]. La formation des ces complexes cellulaires est également 

favorisé par une augmentation de l’expression du CD11b à la surface des monocytes et 

neutrophiles de patients PR [395]. Comme décrit au début du chapitre 2, la formation de ces 

complexes favorise le recrutement des leucocytes au niveau de l’endothélium 

 

Outre le recrutement des neutrophiles, les plaquettes peuvent participer à 

l’inflammation de la PR par leur activité de COX-1 qui favorise la libération de 

prostaglandine H (PGH). Il est possible que l’excès de PGH plaquettaire puisse, par 

diffusion, atteindre les FLS. Ces derniers contiennent une prostacycline synthase qui 

métabolise le PGHen prostacycline, protéine hautement pro-inflammatoire [396]. Ceci 

expliquerait alors pourquoi la prostacycline est retrouvée en plus forte concentration chez les 

patients PR [397].   

 

Enfin, la participation la plus originale des plaquettes dans la PR se fait via leurs 

microparticules. L’équipe de Boilard a mis en évidence ce mécanisme, dans lequel les MPP 

exercent un rôle inflammatoire direct au-delà du compartiment sanguin. Il avait déjà été 

montré que les patients PR présentaient un taux sanguin de microparticules  significativement 

plus élevé que les sujets non atteints de PR [398]. L’altération endothéliale observée au 

niveau de la synovie dans les cas de PR  fait que les plaquettes rentrent en contact avec le 

collagène de la matrice extracellulaire soutenant la membrane synoviale. Il s’ensuit alors 

l’activation de la GPVI plaquettaire, conduisant à la formation de microparticules (figure 34). 

Ces microparticules ont la possibilité de quitter le compartiment sanguin selon deux voies : i) 

passage passif à travers les fenestrations endothéliales dont la taille concorde avec celles des 

MPP. ii) transport par les leucocytes en cours d’extravasation. La présence des MPP dans le 

liquide synovial a pu être confirmée par cytométrie en flux et en microscopie à 

immunofluorescence. Les images de microscopie montrent que les neutrophiles contenus dans 

le liquide synovial présentent un signal CD41+, mais dont la taille ne correspond pas à des 

plaquettes entières mais à des microparticules. Ces résultats favoriseraient ainsi la seconde 

hypothèse pour le recrutement des microparticules.  



Etat de la littérature – Chapitre 2 

- 136 - 
 

Articulation du genou humain

Fémur

Cartilage

Capsule

Espace 
articulaire 
- membrane
synoviale

Fibula

Menisque

Tibia
Synovium 
inflammatoire 
hypertrophique

Polyarthrite rhumatoïde

Synoviocyte Membrane 
synoviale

Fenestration 
endothéliale

Collagène
stromal

MicroparticulesLiquide
synovial

Les MPP sont riches en IL-1 et sont alors capables d’induire l’activation des FLS se 

traduisant par une réponse cytokinique incluant la libération d’IL-8 [75].  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’ensemble de données rapportées ci-dessus montrent bien que les plaquettes sont 

impliquées dans la physiopathologie de la PR, d’autant plus qu’une déplétion plaquettaire  

attenue fortement le développement de la PR chez un modèle murin [75]. Ces études sont les 

premières à montrer que les MPP sont capables d’exercer leur activité inflammatoire en 

dehors de leur lieu de production. 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 - Libération de microparticules plaquettaires dans le liquide synovial de 
patients atteints de polyarthrite rhumatoïde 

D’après Zimmermann et al. [390] 
Durant la polyarthrite rhumatoïde, les articulations deviennent inflammatoires; avec une dilation 
de l’endothelium de la sinovie et une accumulation de neutrophiles, de cytokines/chimiokines et 
d’autres médiateurs de l’inflammation dans le liquide synovial. Une activation locale des 
plaquettes par le collagène induit la libération de microparticules plaquettaires. Ces 
microparticules peuvent alors s’insérer dans le synovium et amplifier sur place l’inflammation en 
produisant de l’IL-1β. Cette molécule peut activer les synovocytes et supporter ainsi un cycle de 
l’inflammation.  
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D. Les maladies inflammatoires cryptogénétiques de l’intestin 
(MICI)  

 

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) se caractérisent par une 

inflammation sévère du tube digestif qui conduit à des diarrhées et des douleurs abdominales. 

Elles sont très invalidantes en raison de la fatigue associée aux symptômes inflammatoires et 

de l’état de douleur chronique dans lequel se trouvent les patients.  

Les MICI affectent la qualité de vie mais pas sa durée : le taux de mortalité des patients n’est 

pas différent de celui de la population normale [399].  

Les deux principales formes de MICI sont la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite 

hémorragique (RCH). La MC et la RCH diffèrent par la localisation de l’inflammation dans le 

tractus gastro- intestinal et par la nature des atteintes immunologiques et histologiques (figure 

35).  

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figure 35 - Caractéristiques de différenciation entre la rectocolite hémorragique 
(RCH) et la maladie Crohn (MC) 

D’après  Baumgart et al. [392] 
Endoscopie : RCH surface irrégulière due à des ulcérations et des pseudopolypes (A) .MC surface 
diffusément inflammatoire avec perte de ramification (C) ; Biopsie, marquage hématoxyline et éosine. 
RCH avec  déformation glandulaire importante avec infiltration cellulaire du chorion intestinal (B). MC : 
présence de granulomes composés de cellule épithélioIdes et de leucocytes (D). 
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L’étiologie des MICI est encore discutée mais les données épidémiologiques sont en faveur 

d’une sensibilité génétique (hétérogénéité géographique et existence de formes familiales), 

d’une contribution environnementale (incidence qui reflète des différences dans l’hygiène et 

l’alimentation) ainsi que d’une dysbiose [399].  

 

Concernant l’immunobiologie de ces pathologies, les défaillances s’observent à deux 

niveaux : une déstabilisation de la barrière épithéliale combinée à une altération de la réponse 

immunitaire.  

 Déstabilisation de la barrière épithéliale 
 

Dans les MICI, on observe une diminution de l’expression des mucines, protéines 

constituant le mucus protecteur de l’épithélium intestinal [400]. Parallèlement, les protéines 

formant les jonctions serrées des entérocytes (occludine, cadhérines et caténines) se 

retrouvent en quantité réduite dans les MICI [401].  

L’altération du rôle protecteur de l’épithélium s’observe également au niveau 

moléculaire car, pour la MC, il existe un défaut de synthèse pour plusieursdéfensines. Ceci 

pourrait résulter d’un défaut du fonctionnement des cellules de Paneth causé par une mutation 

de NOD2, gène suspecté pour l’étiologie génétique des MICI (détection d’un variant pour 

17% des cas de MC) [402].  
 

 Dérégulation de la réponse immunitaire innée  
 

La perméabilisation de l’épithélium intestinal a pour conséquence l’augmentation des 

contacts entre les bactéries de la flore commensale et le système immunitaire muqueux [403].  

L’excès de telles interactions est à l’origine d’une perte de tolérance à la flore 

commensale ; cela entraine une augmentation de l’activation des cellules dendritiques qui se 

traduit par une inflammation locale persistante [404].  

Les autres cellules sentinelles de la muqueuse sont aussi affectées. Les macrophages 

de souris MC présentent une suractivation de la voie NFB et une augmentation de la 

production d’IL-1 [405].  

En 1997, Natsui et al., montraient qu’une déplétion en neutrophiles suffit pour 

supprimer l’induction d’une RCH murine [406].  
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En plus d’amplifier l’inflammation par la biration de chimiokies, les neutrophiles libèrent des 

ROS qui sont, en partie, responsables de la lésion tissulaire intestinale [407].  

 

Les plaquettes forment un autre type cellulaire qui pourrait également intervenir dans 

la physiopathologie  des MICI. En effet, le développement de la pathologie est associé à un 

état d’hypercoagulation.  

En effet, on observe dans les MICI une augmentation de l’expression des facteurs 

procoagulants comme les facteurs V, VII, VIII, les lipoprotéines et le fibrinogène et une 

diminution des anticoagulants naturels tels que l’antithrombine III, la protéine C, la protéine S 

et l’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI) [408]. De plus, les MPP pouvant aussi 

intervenir dans la coagulation, sont retrouvées en quantité significativement plus élevée dans 

le sérum de patients atteints de MICI [409].  

Cette élévation de la formation de microparticules circulantes représente aussi un 

moyen pour les plaquettes d’exercer leur fonction inflammatoire. Cependant, Pamuk et al. 

montrent que pour les MICI, les microparticules ne sont finalement pas les meilleurs 

marqueurs plaquettaires de l’inflammation, car ce n’est la variante le plus significative entre 

les patient de RCH versus les sujets sains. En revanche, les plaquettes de patients RCH 

expriment plus fortement le marqueur CD62P,  et présentent unr volume plaquettaire moyen 

plus élevé [410]. De plus, dans cette même étude, les auteurs montrent que le taux 

plasmatique de sCD40L est plus élevé chez les patients en colite ulcéreuse active. Ainsi, dans 

les MICI (2 types de pathologies confondues), les plaquettes seraient la principale source de 

sCD40L et les quantités libérées seraient suffisante pour induire, in vitro, l’activation d’une 

lignée de cellules endothéliales de la microcirculation intestinale (cellules HIMEC : « Human 

Intestinal Microvasculature Endothelial Cells)  [411]. Comme dans le sepsis, l’obtention de la 

forme soluble du sCD40L plaquettaire dans la MC serait aussi soumise à l’activité des MMP 

[412]. Concernant le sCD62P, sa détection dans les RCH est corrélée à celle de L’IL-6 et 

pourrait constituer un biomarqueur fiable de la pathologie [410]. 

 L’expression des ces molécules, et notamment du CD62P à la surface des plaquettes 

activées, favorise la formation des complexes plaquettes-monocytes et plaquettes-neutrophiles 

observés chez les patients atteints de MICI [413] et les conséquences inflammatoires qui en 

découlent. Ceci se confirme par le fait que les souris MICI (type RCH) rendues 

thrombocytopéniques présentent un phénomène de roulement des leucocytes 

considérablement reduit.  
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Le CD62P plaquettaire est impliqué dans ce mécanisme et son interaction est même favorisée 

dans la RCH par une augmentation de l’expression du PSGL-1 leucocytaire [414]. Le CD40L 

prend également part à ce phénomène car des souris CD40L-/- ne présentent pas tous les 

dommages histologiques liés à la pathologie, notamment grâce à la prévention d’un 

recrutement excessif de leucocytes [415].   

Dans l’inflammation intestinale, la surexpression de CD40L permet aussi aux 

plaquettes d’assurer une interconnexion avec l’endothelium. La co-culture  de plaquettes 

exprimant fortement le CD40L avec une lignée de cellules endothéliales de la 

microvascularisation intestinale (HIMEC) entraine chez ces dernières une augmentation de 

l’expression d’ICAM-1 et de la synthèse d’IL-8 [416].  

Cette interaction a aussi avoir un effet sur les plaquettes car elle va entrainer une 

surexpression du CD40L membranaire [411] ainsi que la libération de RANTES [416].  

L’intervention des plaquettes favorise aussi d’autres processus inflammatoires. 

L’interaction entre les plaquettes et les cellules endothéliales entraine, de la part des 

plaquettes, la libération de VEGF et CD40L, deux facteurs qui favorisent l’angiogenèse, une 

caractéristique inflammatoire. La formation de « nouveaux vaisseaux » dans ces conditions a 

pu être confirmée in vitro sur un modèle de matrigel [417]. 

D’autre part, les plaquettes isolées de patients  RCH sont capables de potentialiser la 

production de ROS par les neutrophiles alors qu’aucun effet est observé pour des plaquettes 

de donneurs volontaires non malades [418]. Les plaquettes participent donc aussi à 

l’activation secondaire des neutrophiles observée dans l’entretien de l’inflammation 

intestinale.   

 

Dans les cas de MICI, la coopération entre les plaquettes et les neutrophiles ne semble 

pas s’arrêter à la barrière endothéliale. Un modèle in vitro construit à partir d’une lignée de 

cellules épithéliales intestinales (T84) montre que la chimioattraction des PMNs à travers 

cette couche cellulaire favorise le recrutement des plaquettes au niveau de la muqueuse. 

L’extravasation des plaquettes dans les cas de MICI a pu être confirmée ex vivo à partir de 

quelques coupes intestinales de patients présentant une MICI, pour lesquelles il est possible 

d’observer un marquage spécifique des plaquettes au niveau des cryptes intestinales. Une fois 

recrutées au niveau de la lumière épithéliale, les plaquettes libèrent de l’ATP en forte quantité 

qui est alors métabolisé en adénosine par des enzymes exclusivement présentes au niveau de 

la lumières intestinales.  
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En favorisant la sécrétion d’ions chlorure, l’adénosine altère les échanges fluidiques (figure 

37), ce qui peut induire les épisodes de diarrhée observés dans les MICI [419].  

Cette étude originale propose, dans le même esprit que les travaux de l’équipe de Boilard, 

qu’en condition inflammatoire, le rôle des plaquettes ne s’arrête pas à la barrière endothéliale. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 - Modèle de recrutement des plaquettes dans la muqueuse intestinale des 
MICI : activation et sécrétion électrogénique 

D’après Weissmüller et al. [412] 
Présence de complexes plaquettes/neutrophiles après cotransmigration au niveau des cryptes 
intestinales de patients atteints de MICI.  La microscopie à immunofluorescence permet de 
montrer une colocalisation (flèche blanche) des neutrophiles en vert (anti-MPO) et des plaquettes 
en rouge (anti-CD41). Les noyaux sont marqués en bleu (DAPI) (A1). La photo (A2) représente un 
contrôle testant la specificité de l’anticorps secondaire. Une section adjacente colorée à 
l’hématoxyline et à l’éosine confirmant  que les coupes se localisent au niveau d’une crypte 
intestinale (A3). Barre d’échelle = 10 µm. (B) Représentation schématique des différentes étapes 
menant à l’extravasation des plaquettes au niveau intestinal. Durant le phase aiguë de 
l’inflammation, les plaquettes restent accrochées à la surface des neutrophiles ce qui menè à la 
translocation des plaquettes en direction de la  face apicale  des cellules épithéliales de la 
muqueuse intestinale (GI). Au niveau muqueux, l’ATP dérivé des plaquettes et des neutrophiles 
(II) est métabolisé en AMP puis en adénosine sous l’action succesive  de l’apirase et de l’ecto-
nucleotidase (CD73) (III). L’adénosine nouvellement formée se lie au récepteur A2B (A2BR) (IV) 
ce qui résulte à une activation des sécretions électrogéniques de Cl- (V) et en un movement 
paracellulaire de l’eau (VI). 
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Résumé chapitre 2 

 

Plusieurs mécanismes décrivent une forte coopération entre les plaquettes et les 

neutrophiles, qu’elle soit directe ou indirecte (via l’endothélium). En favorisant l’expression 

d’intégrines, les plaquettes contribuent à des caractéristiques principales de la réponse 

inflammatoire : le recrutement des leucocytes (en l’occurence au niveau de la muqueuse). 

L’implication des plaquettes dans ce processus semble très importante car plusieurs études 

montrent que l’induction d’une thrombopénie est suffisante pour prévenir l’extravasation des 

neutrophiles et des monocytes. Le CD62P plaquettaire est la molécule phare dans les 

interactions plaquettes-leucocytes.     

L’interconnexion entre les plaquettes et les leucocytes s’avère essentielle au 

développement de nombreuses pathologies inflammatoires chroniques : l’athérosclérose, les 

inflammations pulmonaires (ALI/TRALI ou allergie), la polyarthrite rhumatoïde ou bien les 

MICI. Bien qu’étant étroitement lié à l’ALI, le sepsis fait également partie de ces pathologies 

inflammatoires où les plaquettes accroissent l’inflammation en favorisant l’activité des 

neutrophiles. Des données récentes montrent aussi l’implication des plaquettes dans 

l’inflammation cérébrale [413]. 

Depuis 2-3 ans, s’observe un nouveau concept, dans lequel la coopération entre les 

neutrophiles et les plaquettes/microparticules plaquettaires ne s’arrêterait pas à la barrière 

endothéliale ; les élements plaquettaires se serviraient même de cette intéraction pour quitter 

le compartiment sanguin. Ceci à dans un premier temps été décrit dans la polyarthride 

rhumatoïde dans laquelle à la migration des neutrophiles favorise le passage des 

microparticules plaquettaires dans la synovie où elles continuent d’exercer leur activité po-

inflammatoire (libération d’IL-1β). La migration des plaquettes, au sens propre, a été mise en 

évidence au niveau de la muqueuse intestinale, où les plaquettes sont capables d’augmenter 

les sécrétions fluidiques. Ceci permet d’éliminer certains pathogène de la muqueuse 

intestinale, mais rien n’est connu quant à l’éventuelle libération in situ de facteurs 

plaquettaires immunomodulateurs. Concernant le rôle inflammatoire des plaquettes dans les 

alvéoles pulmonaires, aucune publication ne traite du sujet à ce jour.    
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A ce jour, il existe un nombre conséquent d’études permettant de témoigner du rôle 

des plaquettes dans l’inflammation ; cependant leur implication exacte n’est pas encore 

totalement décrite. Bien qu’essentielle dans la défense de l’organisme contre les agressions, la 

réponse inflammatoire peut lorsqu’elle est disproportionnée, être à l’origine de pathologies 

chroniques. Il est donc important de mieux comprendre l’implication des plaquettes dans la 

physiopathologie inflammatoire afin de définir de nouvelles stratégies thérapeutiques. Dans le 

but d’analyser le rôle inflammatoire des plaquettes dans différents contextes cellulaires, nous 

nous sommes intéressés aux plaquettes aussi bien dans le compartiment vasculaire que 

tissulaire.   

 

Concernant le compartiment vasculaire, nous nous sommes focalisés sur la réponse 

plaquettaire en termes de libération de cytokines/chimiokines après une stimulation 

inflammatoire aiguë, de nature pathogène. Ces travaux ont pour but de montrer comment les 

plaquettes sont capables de participer à la réponse inflammatoire liée à une invasion virale ou 

bactérienne du compartiment sanguin.  

Ainsi, nos travaux visent à évaluer,  dans une cohorte de patients HIV+, la 

contribution des plaquettes à l’inflammation systémique associée à l’infection et au traitement 

anti-rétroviral.  

Dans un second temps, nous avons analysé la réponse inflammatoire plaquettaire à 

différents composés bactériens (peptides antigéniques, toxines) et bactéries entières afin de  

déterminer si les plaquettes pouvaient potentiellement participer à l’inflammation observée 

dans la phase précoce du sepsis.   

 

Enfin, la littérature décrit une forte coopération entre les plaquettes et les neutrophiles, 

allant jusqu’à faciliter l’extravasion de ces derniers en conditions inflammatoires. Nous avons 

émis l’hypothèse que cette coopération ne s’arrête pas à la barrière endothéliale et que les 

plaquettes, au même titre que les leucocytes, peuvent participer à la réponse inflammatoire au 

niveau des tissus. Nous avons donc cherché à « modéliser » l’activation des plaquettes au-delà 

du compartiment sanguin : dans la muqueuse pulmonaire, car dans le cadre de l’« Acute Lung 

Injury » les plaquettes sont retrouvées dans le tissu inflammatoire, et dans la muqueuse 

intestinale pour laquelle très peu de données sont disponibles dans la littérature concernant les 

plaquettes.  
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A ce jour, les traitements antirétroviraux ont fait leur preuve dans la maitrise de la 

réplication d’HIV. Cependant, les patients HIV+ présentent une inflammation  récurrente dont 

l’origine n’est pas encore totalement expliquée. De plus en plus de données de la littérature 

montrent, qu’au délà de leur fonction hémostatique, les plaquettes ont une réelle composante 

inflammatoire, ainsi qu’une senbilité aux pathogènes. Le but de cette étude est d’évaluer la 

participation des plaquettes à la réponse inflammatoire liée à l’infection par HIV. 

La validation du projet par l’Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des 

Produits de Santé a permis de disposer de prélèvements sanguins de patients HIV+ traités par 

HAART (n=41) et de patients HIV+ non traités (n=30). Des donneurs sains (n=40) ont été 

inclus comme contrôles. L’activation inflammatoire des plaquettes a été évaluée par la 

détection  de RANTES, GRO-α, sCD62P et de sCD40L dans le plasma.  

Les résultats de cette étude montrent une augmentation significative des cytokines 

plaquettaires dans le plasma de patients HIV+ (traités ou non) une cours de l’infection à HIV 

ce qui traduit l’implacation de ces cellules dans l’infection à HIV. D’une manière suprenante, 

la mise en place d’un traitement antirétroviral impacte la capacité des plaquettes à répondre à 

une stimulation de type thrombine (TRAP). En effet, lorsques que les plaquettes isolées de 

patients traités sont soumises à une stimulation par TRAP elles libèrent une quantité de 

cytokines significativement plus faible que les plaquettes de patient non traités. Pour ces 

même patients, il même possible d’observer aucune activation plaquettaire (sCD62P) pour ces 

patients là, comme si leurs plaquettes étaient déjà épuisées de leur contenu inflammatoire. 

Cette étude positionne donc les plaquettes dans l’infection à HIV, et leur capacité 

maintenir l’inflammation soulignant l’infection. La mise place d’un traitement anti-rétroviral 

ne permet pas de diminuer l’inflammation liée aux plaquettes, voire même un effet un 

contraire. Ces résultats ouvrent donc une discussion concernant la considération d’anti-

plaquettaires en complément de la thérapie antirétrovirale.  
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La mise en évidence de Toll-like Receptor fonctionnels à la surface des plaquettes 

confirme l’implication de ces cellules dans la détection du danger infectieux. Ces récepteurs 

sont très bien décrits pour les cellules inflammatoires ; cependant l’absence dans les 

plaquettes d’éléments nécessaires à la transduction du signal faitt que les mécanismes d’action 

mis en jeu après l’engagement des TLR plaquettaires ne sont pas encore totalement identifiés. 

C’est notamment le cas du CD14, molécules venant stabiliser l’adhésion du LPS au TLR4, 

qui est absent de la lignée mégacaryocytaire.  

L’environnement inflammatoire favorise le clivage du CD14 et sa forme soluble peut 

alors être considérée comme un biomarqueur de l’inflammation notamment dans le sepsis 

[420]. Ainsi, au cours du sepsis, le sCD14 augmente la réponse inflammatoire en 

potentialisant l’action du LPS sur les cellules épithéliales qui n’expriment pas le CD14 [421]. 

Nous avons donc posé l’hypothèse que le sCD14 plasmatique pouvait être capturé de la 

circulation par les plaquettes  assurant ainsi une fonctionnalité optimale du TLR4. Cette 

hypothèse expliquerait par ailleurs l’expression inattendue de CD14 à la surface des 

plaquettes, décrite précédemment dans l’étude de Zhang et al. [422].   

Dans le but d’évaluer l’implication du CD14 soluble plasmatique dans la réponse 

plaquettaire dépendante de l’engagement du TLR4 nous avons travaillé sur du plasma  riche 

en plaquettes versus des plaquettes lavées, dépourvues de molécules plasmatiques absorbées.  

 L’absence de molécules plasmatiques ne permet pas d’observer une réponse 

plaquettaire (expression du CD63) après stimulation par du LPS d’E. coli. Cette première 

observation concorde alors avec notre hypothèse du CD14 soluble plasmatique. Afin de 

prouver que c’est l’absence du CD14 qui empêche l’activation plaquettaire, nous avons testé, 

dans ces mêmes conditions l’ajout de CD14 recombinant. Ce dernier permet de restaurer, de 

manière dose-dépendante, la réponse au LPS ; cela prouve que le CD14 contenu dans le 

plasma est nécessaire à l’activation plaquettaire. En condition plasmatique, le blocage du 
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CD14 par un anticorps permet de montrer qu’il participe également est dans le relarguage du 

CD40L induit après stimulation du TLR4 plaquettaire.   

 Ces résultats témoignent de la capacité des plaquettes à capter le sCD14 plasmatique 

afin d’assurer leur fonction inflammatoire. Cette étude permet donc de considérer le sCD14 

comme une éventuelle cible thérapeutique liée à une activation inflammatoire des plaquettes, 

notamment dans les cas de sepsis.  
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Summary 

  

Beyond haemostasis, platelets are helpful/active cells in innate immunity and inflammation. 

Platelets express TLRs to sense microbial infection and initiate inflammatory responses. 

Previous data demonstrate that platelets have the capacity to sense external signals 

differentially through a single type of pathogen recognition receptor and to adjust the innate 

immune response appropriately for pathogens exhibiting different types of 'danger' signals. 

Here, we show that human platelets absorb soluble CD14 from the plasma to complete 

LPS/TLR4 functional binding. This work places platelets as important mediators of innate 

immune responses and in the first-line defence against invading microorganisms. 
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 Platelets are primarily devoted to primary haemostasis. Physiologically, they patrol 

along the large vascular system, detect endothelium insults and repair vascular damage to 

prevent leaking.1 To this end, platelets are equipped with molecular sensors that can sense 

molecules that are abnormally exposed in the vessels, indicating alterations, i.e., danger.2 

Platelets have been shown for many decades to be able to engulf infectious pathogens, though 

the nature of this binding and endocytosis as well as the outcome of the pathogen within the 

platelet were largely unknown. 

There was an increasing body of evidence showing that platelets are linked with infection in 

many ways, as evidenced in clinical observations in bacteraemia and sepsis, and as 

demonstrated in animal models. Numerous factors have been considered, outlining the 

complexity of this physiopathology. The first regain of interest came with the report that 

despite being non-nucleated, platelets are capable of secreting enormous amounts of cytokines 

and biological response modifiers,1, 2 depending on the nature of the stimuli applied to the 

cells.3 A call for a complete revisit of the interrelations between platelets and bacteria resulted 

from reports that platelets exhibit several types of pathogen recognition receptors, including 

Toll-like receptors (TLRs), both in human and mouse systems.2, 4, 5 Furthermore, a 

signalosome was described in platelets, with distinct signalling pathways, through using a 

prevailing NF-B activation.6 However, there may be phenotypic and fundamental functional 

differences between the expression of TLRs in mouse versus human platelets. In humans, 

platelets bind different types of Gram-negative bacteria LPS via membrane-expressed TLR4, 

and can sense them differentially and secrete discrete profiles of cytokines.3, 7 In mice, 

although there is clear evidence of LPS/TLR4 binding, subsequent platelet activation and 

cytokine secretion is debated. In a recent editorial, S. Panzer questioned whether LPS/TLR4 

binding can lead to ubiquitous responses regarding one of the leading secretion factors, 
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sCD40L, which is the master secreted cytokine of platelets, and suggested different 

possibilities such as genetics and polymorphism, pertaining variations in affinity or 

colligation with physiologically relevant molecules.8 Contrary to monocytes, which are also 

extremely responsive to LPS in both mouse and human systems, platelets do not express 

CD14,9 which is known to strongly stabilize LPS (along with LPB). Here, we tested the 

hypothesis that human platelets could “borrow” soluble CD14 from the plasma environment 

to activate the signalling of membrane TLR4 when exposed to LPS.   

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 The level of CD63 on the surface of non-activated platelets increased by 7-fold upon 

addition of TRAP (50 µg/ml; 30 min), which was used as an activation control (Fig. 1A), and 

by 5.5-fold upon exposure to E. coli LPS for 30 min (3 µg/ml and above; Fig. 1B; P < 0.05). 

This activation was observed in the presence of an autologous plasma rich medium (sCD14 

concentration 24.90 ± 7.2 ng/ml), and was lost after platelet washing (sCD14 concentration 

2.79 ± 1.47 ng/ml). The activation was restored, though only partially, upon addition of 

exogenous recombinant CD14 (1 µg/ml; Fig. 1B), suggesting that CD14 is required on 

platelet membranes to achieve activation by LPS (and TLR4). 

 

 Exposure to TRAP (50 µg/ml; 30 min) increased the sCD40L secretion level measured 

in the supernatant by 2.7-fold (Fig. 2A). Stimulation of platelets in their plasma environment 

with 2, 3 or 10 µg/ml LPS caused an increase in sCD40L secretion of 1.62, 1.82 and 2.63-

fold, respectively (Fig. 2B; P < 0.05). To test the hypothesis that plasma originating, 

membrane-bound CD14 is involved in the LPS/TLR4-induced signalling, leading to cytokine 

secretion, we used anti-CD14 neutralizing antibody to block CD14 on platelet membranes. 

Anti-CD14 antibody (20 μg/ml) significantly inhibited the augmentation of platelet sCD40L 
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secretion upon LPS stimulation (Fig. 2B). As additional controls and to confirm the role of 

plasma sCD14, we attempted to deplete the plasma from sCD14 before reusing it with 

autologous platelets for LPS stimulation. To this end, we used anti-CD14-coated plates (R&D 

systems Europe, Lille, France) or immunomagnetic anti-CD14 beads (Miltenyi Biotec SAS, 

Paris, France). However, none of these techniques yielded sufficient depletion of sCD14 in 

the plasma to inhibit LPS activation of platelets. 

  

 In a previous study, we proposed that to achieve activation by LPS, CD14 is necessary 

on platelet membranes, associated with platelet TLR4, in relation to CD63 expression.3 The 

present work completes that study by showing that sCD14 is necessary for platelet responses 

to LPS, particularly for CD40L release. Platelets sense infections and metabolic danger and 

respond by secreting biological response modifier molecules, chiefly cytokines, chemokines 

and receptors to bioactive factors, in a manner that parallels their sensing of lesion-associated 

danger on vessel endothelium and the discerned secretion of repairing molecules along with 

haemostatic or prothrombotic factors.1, 2 Both actions, i.e., intervention in primary 

haemostasis and in innate immunity, have a strong link, which is inflammation. Platelets are 

the main purveyors of sCD40L in the body,10 which is a master inflammatory cytokine in 

many systems, in particular in the constitution of the atheroma plaque and the inflammatory 

part of cardiovascular disease.1  

  

 Sensing danger of infections, in particular bacterial, by platelets is linked with vessel 

physiology and pathology. There are several lines of evidence that platelets activated by 

bacterial products increase local inflammation at the sites of infection, as well as systemic 

inflammation, best evidenced in sepsis,11 with cardiovascular consequences (i.e., thrombosis 
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via the accelerated release of prothrombotic factors and microparticles, and via interrelations 

with neutrophils, prone to emit NETs,12 which contribute to the endothelium insult).  

  

 Dissecting the pathways of platelet physiology (primary haemostasis), but also of 

physiopathology (sepsis, cardiovascular diseases, systemic inflammation, autoimmunity, 

transfusion and transplantation pathology) 1, 2, 13 is valuable for developing new drugs or 

treatment lines, taking advantage of the benefits of platelets while getting rid of their 

deleterious effects, especially in patients with severe conditions. This indication of the 

contribution of absorbed CD14 on platelets to complement the LPS/TLR4 signalling and the 

subsequent production of proinflammatory products closes a gap in the understanding of 

platelet activation by bacterial products, and may provide a new direction for handling 

patients with bacteraemia/sepsis. Controlling LPS-induced responses by circulating platelets, 

as well as leukocytes, could thus decline systemic LPS toxicity and inflammation related to 

microbial invasion. 

 

METHODS 

 

 Platelet Preparation and Stimulation 

 Peripheral blood was collected from healthy donors in endotoxin-free tubes with 3.2% 

sodium citrate (Vacutainer®, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Platelet-rich plasma 

(PRP) was prepared by centrifugation at 150g for 12 min at 22°C. It was almost platelet pure 

as no contamination of CD3-T cells, CD19-B cells or CD14-monocytes was detected by flow 

cytometry.3  
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Flow Cytometry 

 CD63 expression, characterising activated platelets, was measured by flow cytometry 

gating of CD41-positive events (CD41 is strictly expressed by platelets). PE-conjugated 

monoclonal anti-human antibodies against CD63, and APC-conjugated monoclonal anti-

human antibodies against CD41 were from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France). 

Positive events were recorded on a FACSCalibur (BD Biosciences) and analysed with 

CELLQUEST PRO (BD Biosciences).3 

 

 Platelet stimulation 

 Platelets (3 × 108) were stimulated for 30 min at room temperature (RT) with ultrapure 

S-LPS from Escherichia coli 0111: B4 (1–10 µg/ml; Cayla-Invivogen, Toulouse, France) and 

recombinant CD14 (5 µg/ml; R&D Systems Europe Ltd, Lille, France). Thrombin receptor 

activator peptide (TRAP; 50 µg/ml; Sigma-Aldrich, Saint Quentin-Fallavier, France) was 

used as a positive control. Platelets were exposed to LPS for 30 min in the presence or 

absence of mouse anti-human CD14 [clone 18D11; F(ab′)2; 20 μg/ml; LifeSpan Biosciences, 

Inc., Seattle, WA, USA] or the isotype control F(ab′)2 (clone 15H6; 20 μg/ml; LifeSpan 

Biosciences). 

 

 Stimulation readout: platelet secretion of soluble CD40 ligand 

 The levels of sCD40L were measured in triplicate in aliquots of unstimulated 

(control), TRAP- or TLR4 ligand-stimulated platelet supernatants by ELISA (Abcys, Paris, 

France).3, 14 Absorbance at 450 nm was measured on an ELISA reader (Multiskan EX; 

Labsystem, Helsinki, Finland).  
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Statistical analysis 

 The Wilcoxon paired test was used for comparison of percentages of activated cells 

and of sCD40L secretion in the different setups. Values are expressed as mean ± SD. A P 

value of <0.05 was considered statistically significant. 
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Figure legends 

Figure 1.  

Flow cytometry analysis of CD63 expression on CD41+ platelets (CD41 characterises 

platelets, and CD63 is an early and sustainable marker of activated platelets). (A) Platelets 

were unstimulated or stimulated with TRAP (TRAP, 50 μg/ml, 30 min at RT). (B) Platelets 

from platelet-rich plasma (PRP; black bars), washed (PBS condition) platelet suspensions 

(grey bars) or washed (PBS condition) platelet suspensions with added recombinant, soluble 

CD14 (white bars) were tested. Platelets were unstimulated or stimulated with E. coli LPS (1–

10 µg/ml; 30 min at RT). Data are expressed as fold increase in CD63 expression relative to 

unstimulated control (% of baseline; mean fold increase relative to unstimulated ± SD; n = 10 

experiments). *P < 0.05 (Wilcoxon paired test; stimulated vs. non-stimulated). 

 

Figure 2 

Platelet sCD40L production/release. (A) Platelets were unstimulated or stimulated with TRAP 

(TRAP, 50 μg/ml, 30 min at RT). (B) Platelets from platelet-rich plasma (PRP; black bars), or 

from platelet suspensions with added anti-human CD14 (clone 18D11 20 μg/ml; grey bars) or 

the isotype control (clone 15H6; white bars) were tested. Platelets were unstimulated or 

stimulated with E. coli LPS (1–10 µg/ml; 30 min at RT). Data are expressed as fold increase 

in sCD40L production/release relative to unstimulated control (% of baseline; mean fold 

increase relative to unstimulated ± SD; n = 10 experiments). *P < 0.05 (Wilcoxon paired test; 

stimulated vs. non-stimulated). 
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Le fonction sentinelle des plaquettes a largement été étudié via la fonctionnalité de leur TLR4.  

Concernant le TLR2 plaquettaire, son engagement provoque une réponse hémostatique et permet, en 

partie, d’expliquer les évènements thrombotiques observés au cours des infections bactériennes. Le but 

de cette étude, est d’évaluer l’implication du TLR2 plaquettaire dans la modulation de la réponse 

inflammatoire via la libération de facteurs plaquettaires immunomodulateurs.  

Les plasmas riches en plaquettes ont été stimulés avec un ligand du TLR2, le Pam3CSK4 et 

les résultats obtenus ont été comparés à une stimulation par un analogue de la thrombine, le TRAP. 

Les résultats concernant la libration de facteurs solubles montrent que le TRAP entraine aussi 

bien une libération des facteurs contenus dans les granules denses (sérotonine) que dans les granules α 

(sCD62P, RANTES, PF4 et sCD40L). L’engagement du TLR2 a la particularité de restreindre 

l’activation des plaquettes à la libération de facteurs inflammatoires, initialement contenus dans les 

granules α. Cette discrimination suggère que l’engagement du TLR2 met en place un mécanisme 

d’activation plaquettaire finement régulé.  

Le NFκB, facteur terminal de la transduction du signal TLR2 dans les cellules eucaryotes, est 

également mis en évidence dans l’activation des plaquettes bien qu’elles soient anucléées. Nous 

montrons que  le  NFκB plaquettaire est modulé lors de l’activation par du TLR2. Cependant, ce 

facteur- là est également activé en réponse au TRAP. L’analyse de sa cinétique de phosphorylation 

suggère cependant que son mode d’activation diffère en fonction de la stimulation ; montrant une fois 

de plus la spécificité de la réponse plaquettaire dépendante du TLR2.  

Ces résultats montrent que les plaquettes sont capables de libérer des cytokines d’une manière 

dépendante de l’activation du TLR2 et du NFκB. De part la finesse des mécanismes mis en jeu, cette 

réponse semble adaptée à la stimulation infectieuse. Les plaquettes possèdent un répertoire 

moléculaire suffisant pour participer à la reconnaissance du danger à l’éviction de celui-ci. Ces travaux 

sont les premiers à montrer la voie TLR2- NFκB-cytokines dans les plaquettes, et posent alors la 

question du rôle non-canonique du NFκB permettant la libération des cytokines plaquettaires.  



Maniscrit III – NF-kappaB links TLR2 and PAR1 to cytokine secretion in human platelets 

- 169 - 
 

  

NF-kappaB links TLR2 and PAR1 to cytokine secretion in human platelets 

 

Running Title: Platelet TLR2 activation and signaling pathway 

 

Pauline Damien1; Fabrice Cognasse1, 2; Bernard Payrastre3; Sherry L. Spinelli4; Neil 

Blumberg4; Richard P. Phipps4; Archibald McNicol5; Bruno Pozzetto1; Olivier Garraud1, 2 and 

Hind Hamzeh-Cognasse1 

 

1 GIMAP-EA3064, Université de Lyon, 42023 Saint-Étienne, France;  

2 EFS Auvergne-Loire, Saint-Etienne, France;  

3 Inserm, U1048 and Université Toulouse 3, I2MC, CHU de Toulouse, Laboratoire 

d’Hématologie, Toulouse, France;  

4 Department of Pathology and Laboratory Medicine, University of Rochester School of 

Medicine and Dentistry, Rochester, NY 14642, USA. 

5 Department of Oral Biology, University of Manitoba, Winnipeg, Canada 

 

Address for correspondence and reprint requests to Dr. H. Hamzeh-Cognasse (PhD), 

GIMAP-EA 3064, Université de Saint-Etienne, Faculté de Médecine, 15 rue Ambroise Paré, 

42023 Saint-Etienne cedex 2, France. Tel.: +33 4 77 42 14 67; Fax: +33 4 77 42 14 86; E-mail 

address: hind.hamzeh@univ-st-etienne.fr  



Maniscrit III – NF-kappaB links TLR2 and PAR1 to cytokine secretion in human platelets 

- 170 - 
 

 

What is known about this topic? 

 Platelets are currently acknowledged as cells of innate immunity and inflammation 

and play a complex role during an active infection. 

 Platelets express a plethora of membrane and cytoplasmic molecules with 

immunomodulatory or inflammatory activity (e.g. TLR). 

What does this paper add? 

 We examine whether TLR2 ligand effects on platelet release of soluble 

signalling/effective molecules. 

 Our results indicate that platelets express functional TLR2 surface molecules and 

provide evidence that platelets release a number of cytokines/chemokines after 

engagement of TLR2 by its ligand Pam3CSK4. 

 Our observations support the concept that NF-κB proteins are important both in the 

pro- thrombotic and immune-modulatory functions of platelets. 
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Summary  

 In immune cells the engagement of TLR2 initiates signaling through the transcription 

factor nuclear factor kappa B (NF-κB) after its release from an inhibitor kappa B (I-κB) and 

translocation into the nucleus. Although platelets are anucleate, they express the NF-κB 

machinery, whose role remains poorly understood in platelets. Here, we investigated the 

contribution of NF-κB in the release of cytokines and serotonin by human platelets following 

selective stimulation of TLR2 and PAR1.  

 Using a specific ELISA test we demonstrated that platelet PAR1 activation drives 

oscillations of NF-κB phosphorylation, in contrast to TLR2 activation which induces a slower 

phosphorylation process. Moreover, we found that engagement of the platelet TLR2 with its 

ligand, Pam3CSK4, significantly increases the release of sCD62P, RANTES and sCD40L, an 

effect attenuated by pre-incubation with a blocking anti-TLR2 MoAb. This effect appeared 

selective since no modulation of serotonin secretion was observed following platelet TLR2 

activation. Platelet release of sCD62P, RANTES and sCD40L following TLR2 or PAR1 

triggering was no longer observed in the presence of the NF-κB inhibitor Bay11-7082, while 

serotonin release following PAR1 activation was significantly dampened.  

 These data support the concept that, in addition to its reported role in platelet 

aggregation, NF-κB is an important player in platelet inflammatory functions. 

 

 

Keywords: Platelets, NF-κB, TLR2, cytokine/chemokine, inflammation
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Introduction 

 Besides their central role in haemostasis, blood platelets also play important roles in 

the regulation of several aspects of both the innate immune system (including inflammation) 

and the adaptive immune system (1-5). Thus, these anucleate cells participate in inflammation 

and produce and/or release numerous factors with known immunomodulatory functions (3, 6-

8). First series of studies reported the first evidence of the presence of several toll-like 

receptors (TLRs) on human platelets and showed that their level significantly increases 

following activation (9, 10). We also found that stored platelets contain molecules with 

known immunomodulatory roles and differentially secrete them upon storage in blood 

banking conditions (11-14). Several independent studies have described a functional role for 

TLR4 in platelets (15-18). TLR2 is also expressed in platelets and recognizes components of 

Gram positive bacteria. In cooperation with TLR1 and TLR6, TLR2 recognizes bacterial 

lipoproteins and contributes to the formation of thrombi (19). Several recent studies have 

shown that TLR2 is involved in platelet signal transduction, platelet aggregation, adherence to 

collagen, and formation of platelet–neutrophil heterotypic aggregates (19-23). Moreover, a 

procoagulant phenotype of extracellular histone-activated platelets driving plasma thrombin 

generation has been recently reported by Semeraro et al who suggested potential roles for 

TLR2 and TLR4 (24). 

Recent studies by our group (Berthet et al, in press Clinical Immunology) and others 

(25, 26) strongly suggest that platelets are able to distinguish between membrane signaling 

molecules and can for instance, adapt their secretion to specific signals sensed via TLR4. As 

platelets are anucleated, the role of transcription factors downstream of their surface receptors 

remains unclear. The NF-κB signaling machinery is present in platelets (27-29) but its role 

downstream of TLR2 and TLR4 remains poorly characterized. Recent data suggest that NF-

κB has unexpected roles in regulating non-genomic processes involved in platelet functions 
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(25-28, 30). A NF-κB/ IκB/PKA complex has been described to play a negative feedback 

pathway that limits platelet activation (29). Indeed, once in complex with NF-κB and IκB, 

PKA activity is blocked, independently of cAMP, and activation of NF-κB following IκB 

phosphorylation results in the releases of an active PKA. However, other groups have shown 

that NF-κB inhibitors affect platelet functions suggesting different effects of the NF-κB 

machinery in platelets (28, 30).  

The aim of this study was to compare the effects of a stimulation of TLR2 and PAR1, 

a known inducer of platelet secretion and aggregation, on NF-κB phosphorylation and to link 

these effects to platelet cytokines and serotonin release. 

 

Materials and Methods 

Platelet Preparation and Stimulation 

 Peripheral blood was collected from healthy donors in endotoxin-free 3.2% sodium 

citrate tubes (Vacutainer®, Becton Dickinson, San Jose, California) within the French 

National Blood Establishment fulfilling the national principles of ethics and the regulatory 

requirements. Platelet-rich plasma (PRP) was prepared by centrifuging the blood at 150×g for 

10 minutes at 22°C. Residual mononuclear cell counts were determined by flow cytometry. 

Contamination of platelets with mononuclear cells (CD3-T cells, CD19-B cells, and CD14-

monocytes) was undetectable (Supplemental Figure 1 - available online at www.thrombosis-

online.com). Platelets (3x108) were incubated for 30 minutes at room temperature (RT) with 

the anti-human FcγRII monoclonal antibody (MoAb) IV.3 (100 µg/ml; StemCell 

Technologies, Grenoble, France) in order to saturate free FcγRII sites and block any FcγRII 

engagement (18, 31). Next, platelets were stimulated with the TLR2 ligand Pam3CSK4 

(Cayla-Invivogen, Toulouse, France; 1-100 µg/ml, 120 minutes, RT) in the absence or 

presence of either one or two anti-human TLR2 blocking MoAbs, clone TL2.1 (8 µg/ml, 30 
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minutes, RT; Imgenex, San Diego, CA, USA), clone B4H2 (8 µg/ml, 30 minutes, RT; Cayla-

Invivogen) or irrelevant specificity MoAbs IgG2a (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) 

(19). Thrombin receptor activator peptide (TRAP; 50 µg/ml - (Sigma-Aldrich, Saint Quentin 

Fallavier, France), and agonist of PAR1, was used as a positive control. 

 

Nuclear factor kappa B transcription ELISA 

 pNF-κB (phosphorylated NF-κB at S536 and S468 on p65 subunit) and total p65 

subunit levels in extracts from stimulated versus non-stimulated platelets were determined by 

ELISA. pNF-κB (assay sensitivity = 0.5 μg nuclear extract/well) was detected using a 

transcription factor ELISA kit (Active Motif) as described previously (32). Briefly, 2.5 μg of 

each platelet extract was incubated in 96-well plates containing a consensus (5'-

GGGACTTTCC-3') binding site for the p65 subunit of pNF-κB. pNF-κB binding to the target 

oligonucleotide was detected by incubation with a primary antibody specific for the activated 

form of p65, and then visualized by incubation with anti-IgG horseradish peroxidase 

conjugate at optimal concentrations and a developing solution as described by the 

manufacturer, and quantified at 450 nm with a reference wavelength of 655 nm (Multiskan 

EX, Labsystem, VWR International, Strasbourg, France). 

 

Flow cytometry and western blot 

 Expression of TLR2 on the platelet surface was determined by flow cytometry 

analysis of all events positive for CD41, a characteristic platelet surface marker. Platelets 

were labeled with a PE-conjugated anti-human TLR2 MoAb (Imgenex) or CD62P MoAb (BD 

Biosciences). Positive events were recorded with a FACSCalibur (BD Biosciences) flow 

cytometer and analyzed with CELL QUEST PRO software from BD Biosciences. 
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Platelet extracts (1 μg per well) were separated on a 10% acrylamide gel (Sigma-

Aldrich) and transferred to a 0.45 μm nitrocellulose membrane (Amersham Pharmacia, Orsay, 

France) by electroblotting using transfer buffer supplemented with 20% methanol (Sigma-

Aldrich). Blots were blocked overnight at 4°C in PBS containing 0.1% Tween 20 and 1% 

BSA (I.D. Bio, Limoges, France). The blots were then incubated with a primary antibody for 

TLR2 (3 μg/ml; Imgenex), NFκB p65 (1 μg/ml; Santa Cruz Biotechnology), or α-tubulin (200 

ng/ml; Santa Cruz Biotechnology) for 60 minutes at RT. A histone H3 antibody (diluted 

1/1,000; Abcam) was used as the negative control for the platelet protein extract. The blots 

were washed three times for 10 minutes with blocking buffer and incubated for another 60 

minutes with the secondary horseradish peroxidase-linked goat anti-rabbit or anti-mouse 

antibody diluted 1:100,000 (Santa Cruz Biotechnology). Next, the blots were incubated with a 

chemiluminescent substrate according to the manufacturer's instructions (ECL; Amersham 

Pharmacia) and exposed to radiographic film (Sigma-Aldrich).  

 

Enzyme-linked immunosorbent assay for soluble factors in platelet supernatants 

 The levels of soluble cytokines sCD62P, RANTES, PF4, and sCD40L were measured 

in triplicate from aliquots of unstimulated (control) and TLR2 ligand-stimulated platelets 

using specific enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) (R&D Systems Europe Ltd., 

Lille, France or Abcyss, Paris, France). The serotonin levels were measured by competitive 

ELISA according to the manufacturer's instructions (IBL Immuno-Biological Laboratories, 

Hamburg, Germany) as described (33). 

 

Analysis of signaling pathway activation 

 Platelets were pre-incubated with various concentrations of the non-reversible 

inhibitor of NF-κB, Bay 11-7082 (2 ) (Sigma-Aldrich), for 60 minutes at 37°C (28). 
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Platelets were then stimulated with Pam3CSK4 or thrombin receptor-activating peptide 

(TRAP) in the presence or absence of an anti-human TLR2 blocking MoAb to detect NF-κB 

signal modulation. Platelet supernatants were collected to determine soluble factors levels 

using specific ELISAs.  

 

Statistical analysis 

 All values are reported as mean ± SD. Since almost all measurements were non-

normally distributed, the Wilcoxon rank sum test was used with the null hypothesis that there 

was no difference compared for group comparisons. Inter-experiment comparisons of 

cytokine/serotonin concentrations for the different culture conditions were analyzed using 

Wilcoxon’s paired test. In all cases, P<0.05 was considered significant.  

 

Results 

Platelets express components of the TLR2 signaling complex 

 We first tested the expression of TLR2 on the surface of human blood platelets and the 

presence of its potential downstream signaling machinery in these cells (Figure 1). As shown 

by flow cytometry, TLR2 was indeed expressed on the surface of human platelets (Figure 1A, 

B). Consistent with the relatively low fluorescence intensity, the percentage of resting 

platelets expressing detectable TLR2 was 30.1 ± 3.76%. Western-blotting analysis (Figure 

1C) confirmed not only the expression of TLR2 but also of both MyD88 and NF-κB in human 

platelets, as previously shown by our group and others (16, 19, 22, 27, 28, 30). The 

mononuclear cell level in platelet preparations was consistently undetectable as determined by 

flow cytometry (Supplemental Figure 1). Consistent with the absence of nuclear factors 

originating from potential contaminating nucleated cells, the nuclear marker histone H3 was 

undetectable in our platelet preparation. These data support that a significant population of 
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resting platelets express TLR2 on their surface and have the potential downstream effectors to 

mediate a TLR2 signaling. 

 

Effect of TLR2 and PAR1 stimulation on NF-κB phosphorylation 

 In addition to nuclear translocation, the phosphorylation of the p65 subunit of NF-κB 

on specific serine residues impacts its activity. Particularly, the phosphorylation of serine 468 

(S468) and serine 536 (S536) are important for p65-dependent cellular responses (34). We 

first tested whether platelet activation by TRAP, the PAR1 activator, would induce the 

phosphorylation of the p65 subunit on S468 and S536 (over time 0-120 minutes) using a 

specific ELISA test. As shown in figure 2, while the amount of the p65 subunit of NF-B 

remained stable, a rapid and significant increase in S468 and S536 phosphorylation was 

observed following the addition of TRAP. The phosphorylation was dose dependent, 

becoming detectable between between 50 to 250 ng/mL of TRAP (data not shown). The 

maximal phosphorylation of both S536 (Figure 2A) and S468 (Figure 2B) was observed at 45 

minutes of stimulation. Thereafter, the phosphorylation decreased to almost basal levels at 90 

minutes after the addition of TRAP and increased again suggesting the existence of a second 

wave of phosphorylation (Figure 2A, B). Oscillatory dynamics of NF-κB nuclear 

translocation and phosphorylation has been described in nucleated eukaryotic cells (35), but, 

to our knowledge, never before in anucleate cells such as platelets. Interestingly, when human 

platelets were stimulated with the TLR2 agonist Pam3CSK4, the level of S536 (Figure 2C) 

and S468 phosphorylation (Figure 2D) remained low during 60 minutes and then increased 

significantly until the end of the time course (120 minutes). Overall, these results indicate a 

highly regulated NF-κB phosphorylation/dephosphorylation process in human platelets 

stimulated by TRAP or Pam3CSK4.  
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Platelet soluble immunomodulatory factors release after TLR2 or PAR1 engagement 

 Previous studies have shown that, following the addition of conventional platelet 

agonists such as thrombin or collagen, cytokines/chemokines release occurs between 5 to 30 

minutes (36). A titration and time course was first required to achieve maximal performed in 

platelets from 10 controls to determine the optimal concentration of Pam3CSK4 platelet 

activation, using sCD62P and RANTES release as an end point (Supplemental Figure 2 - 

available online at www.thrombosis-online.com). In further experiments, we monitored 

platelet cytokines/chemokines secretion for 2 hours during TLR2 stimulation by Pam3CSK4 

at the concentration of 100 µg/ml. TRAP (50 µg/ml) was also used as it is known to induce a 

significant platelet release of cytokines/chemokines. In contrast to stimulation by TRAP, 

TLR2 engagement had no significant effect on serotonin release (Figure 3A). Moreover, 

incubation of platelets with Pam3CSK4 had no significant effect on PF4 release (Figure 3 B). 

Conversely, Pam3CSK4 stimulation significantly increased the production of sCD62P (Figure 

3C).  

As shown in Supplemental Figure 2, the optimal secretion of sCD62P was observed after 2 

hours of TLR2 stimulation with 100 µg/ml Pam3CSK4. RANTES, and sCD40L were also 

significantly secreted following Pam3CSK4 stimulation (Figure 3 D and E). Reciprocally, the 

production of each of these mediators was significantly attenuated when platelets were pre-

incubated for 30 minutes at room temperature with an anti-TLR2 MoAb (Figure 3 C, D and 

E).  

 Importantly, to avoid any potential effect of the Fc portion of the anti-TLR2 antibody 

on FcRIIA, the IV.3 blocking antibody was used in our experiments. As shown in 

supplemental the Figure 3 - available online at www.thrombosis-online.com, the addition of 

IV.3 antibody had no effect on platelet secretion. Moreover, there was no significant 

modification of sCD62P, sCD40L, RANTES and serotonin release after stimulation in the 
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presence of isotype-matched, irrelevant specificity MoAbs IgG2a (Supplemental figure 4 - 

available online at www.thrombosis-online.com). Overall, these results demonstrate that 

TLR2 triggering results in the secretion of a set of platelets cytokines/chemokines 

independently of FcRIIA. 

 

Relationship between specific TLR2 stimulation and NF-κB transducer molecules 

 In nucleated cells NF-κB p65 is an important downstream effector of TLR2 that, 

through the adapter protein MyD88 and then NF-κB, triggers the production of inflammatory 

cytokines. To determine whether NF-κB is involved in the effects of TLR2 in platelets, we 

used an inhibitor of NF-κB suitable for in vitro studies (Figure 4). The BAY-11-7082 

compound is a highly selective and widely used irreversible inhibitor of NF-κB that impairs 

IκB phosphorylation (28, 37). Interestingly, the release of sCD62p, RANTES, and sCD40L 

following TLR2 engagement by Pam3CSK4 was decreased to almost background levels in 

the presence of the NF-κB inhibitor (Figure 4 A, C, E and G). Similar results were obtained 

following stimulation with TRAP (Figure 4 B, D, F and H), suggesting that NF-κB is not 

exclusively required downstream of TLR2 to mediate cytokine secretion, but is also important 

downstream of PAR1. In contrast to TRAP, which induced platelet serotonin release, as 

expected, Pam3CSK4 stimulation did not (Figure 4 G). Although NF-κB inhibition by BAY-

11-7082 decreased both the basal level of serotonin and the amount of serotonin secreted 

upon TRAP activation, it did not significantly affect the ability of TRAP to stimulate 

serotonin secretion (4.45 fold increase in the absence of BAY-11-7082 versus 5.35 fold 

increase in the presence of BAY-11-7082) (Figure 4 H). 
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Discussion 

 TLR molecules expressed by various cell types are now well recognized as sentinels 

of the innate immune system, keeping vigilance against invading pathogens (38). We and 

others have described the presence of certain TLRs on human platelets. The role of the 

platelet TLR4 has recently started to be characterized (15-18, 23, 39-41). We proposed that, 

after TLR4 engagement with LPS, platelets can secrete differential cytokine patterns based on 

the nature of the stimulus (18). Although the presence of TLR2 in mouse and human platelets 

has been suggested, this receptor has received significantly less attention than TLR4 (9, 19, 

23). However, some data suggest a possible role for this receptor in platelet activation by 

bacteria. A recent report (19) has shown that a live bacterium, Porphyromonas gingivalis, 

induces a pro-inflammatory TLR2-dependent response in mouse platelets. This work 

substantiates the functional nature of platelet TLRs and highlights the importance of platelets 

in immune and inflammatory responses. Further studies are needed to fully characterize the 

platelet TLR/microorganism interactions and determine their roles in the human response to 

infection, particularly with respect to microorganisms.  

In the present study, we have confirmed the presence of TLR2 on the surface of 

human platelets and initiated new studies to further characterize the role of NF-B proteins in 

platelets. In particular, we have demonstrated the differential mobilization of a NF-B 

pathway following exposure of platelets to ligands of innate immunity receptors (Pam3CSK4 

for TLR2) compared to ligands of the thrombotic stimulation (TRAP for PAR1). 

Interestingly, oscillations in platelet NF-κB phosphorylation following TRAP stimulation 

were observed. In eukaryotic cells, NF-κB regulation of IκBα transcription represents a 

delayed negative feedback loop that drives oscillations in NF-κB translocation. Transcription 

of target genes depends on oscillation persistence, involving cycles of RelA (p65) 

phosphorylation and dephosphorylation (35). Recent reports demonstrate that, despite being 
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anucleate, platelets express transcription factors, including retinoic X receptor and 

peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR and /) (42, 43). 

In platelets, NF-κB /I-κB proteins have been described to function independently of 

gene regulation; and after activation, IκB is phosphorylated and degraded (27). Recent new 

evidence suggests a potential novel pathway of platelet regulation by NF-κB, linked to key 

platelet responses (e.g platelet spreading, aggregation, clot retraction) (28, 30). 

Our data confirm that platelets express functional TLR surface molecules and provide 

evidence that platelets release a number of cytokines/chemokines after engagement of TLR2 

by its ligand Pam3CSK4. The incompletely attenuation with anti-TLR2 blocking antibodies 

suggests that the ligand may not be specific for TLR2 and may bind other TLR receptors, 

moreover most TLR ligands are promiscuous (44). Our work further expands upon an 

interesting study by Blair et al. (19) in which platelets were incubated in the presence of high 

concentrations (25 µg/ml) of a TLR2-blocking antibody. The low-affinity Fc IgG receptor 

(FcγRII; CD32) is a single-chain sialoglycoprotein which interacts with the Fc domain of IgG 

antibodies; when cross-linked, CD32 fully activates platelets for secretion and aggregation. 

Here, to avoid any implication of FcγRII, we blocked it with the specific MoAb IV.3 and used 

a minimal concentration of TLR2-blocking by specific antibody (8 µg/ml). The partial 

inhibitory effect observed upon TLR2 blocking in platelets stimulated with Pam3CSK4 

suggests a potential direct or indirect synergistic role of other TLRs. Indeed, a potential 

synergistic role of platelet danger receptors other than TLR2 cannot be excluded. Further 

studies are required to fully elucidate the systems by which platelets sense external dangers. 

Here, we also investigated pathways considered essential for inflammatory cytokine 

production downstream of TLR2 stimulation (45) and found an important contribution of NF-

κB in human platelets. During haemostasis, thrombin generated at the site of injury, via 

interactions with the proteinase-activated receptors (PAR1 and PAR4) (46), along with locally 
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expressed or produced mediators such as collagen, vWF, ADP, thromboxane A2, activate 

platelets leading to their aggregation (47). In addition, thrombin cleaves fibrinogen to form 

fibrin that further stabilizes clot adhesion at the site of injury. This process is followed by the 

release of mediators of inflammation such as sCD40L that contributes to chronic 

inflammation (as shown pathologically in atherosclerosis disease (48)). Our observations 

support the concept that NF-κB proteins are important both in the pro- thrombotic and 

immune-modulatory functions of platelets. Indeed, NF-B inhibition significantly decreased 

the secretion of serotonin, cytokines and chemokines from platelets stimulated either by 

Pam3CSK4 or by TRAP, a PAR1 agonist. This is consistent with studies by Malaver et al 

(37) who showed that BAY-11-7082 inhibited platelet aggregation and by Spinelli et al (28) 

who demonstrated that inhibition of I-B- phosphorylation by BAY-11-7082 caused 

reversal of fully spread platelets to their original spheroid morphology (28). 

In eukaryotic cells, NF-κB is an ubiquitous transcription factor and an essential 

mediator of gene expression during activation of immune and inflammatory responses (35). 

Our work and other recent studies (28, 30) propose an emerging non-genomic function of NF-

κB machinery in platelets. As for nucleated cells, our results suggest that phosphorylation of 

the p65 subunit is regulated by cell surface receptors in anucleated platelets. Depending on the 

source of platelet stimulation different multicomplexes may associate with NF-κB subunits 

and further impact on platelet signaling and responses, including the secretion of certain 

soluble factors.  

Our data also highlight the functional role of the TLR signaling pathway. This is 

important as platelets interact primarily with the vessel endothelium, a tissue that can be 

inflamed and is reactive to pro-inflammatory products originating from platelet (49). We 

recently proposed (18, 50) that platelets employ adaptive responses to danger signals, which 
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involves a polarized secretion for soluble immunomodulatory factors; NF-B could orientate 

this polarisation.  
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Legends: 

 

Figure 1. TLR2 expression in human platelets (A) . The surface expression of TLR2 was 

detected by antibody labeling and flow cytometry analysis after gating for CD41+. One 

representative experiment out of 10 is shown (B). Summary of the flow cytometry analysis of 

TLR2 expression on CD41+ platelets. The mean percentage of CD41+ platelets positive for 

TLR2 expression is shown (mean ± SD from ten independent experiments). (C) Western Blot 

analysis showing the expression of TLR2, MyD88, NF-κB, Histone H3 and α-tubulin proteins 

in human platelets. One representative experiment out of five is shown. α-tubulin was used as 

the loading control. 

 

Figure 2. ELISA analysis of total p65 subunit of NF-κB and phosphorylated S536 (A, C) and 

S468 (B, D) of p65 subunit in platelet extracts from TRAP or Pam3CSK4 stimulated versus 

non-stimulated platelets. The analysis was performed at different times from 0 to 120 minutes 

of stimulation by TRAP (50 µg/mL) (A, B) or Pam3CSK4 (100 g/mL) (C, B). Data are 

mean (± SD) of five independent experiments (measured in triplicate). Statistical significance 

(Wilcoxon paired test; P<0.05) was represented by an asterisk (* - Total NF-κB versus 

phospho NF-κB S536 or S468). 

 

Figure 3. Platelet serotonin, sCD62P, RANTES and sCD40L released by platelets stimulated 

by TRAP or Pam3CSK4 with (w) or without (w/o) anti-human TLR2 blocking MoAb. 

Platelets were pre-treated (20 minutes, RT) with anti-human FcγRII MoAb IV.3 and 

incubated with TRAP or Pam3CSK4 during 120 minutes. The levels of serotonin (A), PF4 

(B), sCD62P (C), RANTES (D), and sCD40L (E) were quantified by ELISA (measured in 

triplicate). Background levels were subtracted from the values shown. Data are mean ± SD (n 
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= 5 experiments, measured in triplicate) and are expressed as pg/ml (3x108 unit - sCD62P, 

RANTES and sCD40L) or as µg/ml (3x108 unit – serotonin). The soluble factors values 

shown are deduced from background levels. *P<0.05 (Wilcoxon paired test; stimuli versus 

unstimulated). Anti-human TLR2 blocking MoAb (α-TLR2) was used at a concentration of 8 

µg/ml. #P<0.05 (Wilcoxon paired test; stimuli w anti-TLR2 block versus stimuli w/o anti-

TLR2 block).  

 

Figure 4. Serotonin, sCD62P, RANTES and sCD40L secretion levels from platelets 

stimulated by Pam3CSK4 (A, C, E and G) or TRAP (B, D, F and H) with (w) or without 

(w/o) the inhibitor of NF-κB (BAY 11-7082). Platelets were pre-treated (20 minutes, RT) 

with anti-human FcγRII MoAb IV.3 and incubated with inhibitor and stimulators as described 

in Materials and Methods. Levels of sCD62P (A, B), RANTES (C, D), sCD40L (E, F) and 

serotonin (G, H) were quantified by ELISA (measured in triplicate). Background levels have 

been subtracted and the data (mean ± SD; n = 10 experiments, measured in triplicate) are 

expressed in pg/ml. *P<0.05; Wilcoxon paired test, stimulated versus unstimulated without 

inhibitor (BAY 11-7082) or stimulated versus unstimulated in the presence of inhibitor (BAY 

11-7082, 2 . BAY 11-7082 was used at a concentration of 2 .  
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Les bactériémies à S. aureus sont de plus en plus fréquentes et représentent le premier 

facteur de risque d’infection nosocomiale. De par une fonction détournée de certaines 

intégrines plaquettaires (GPIIb-IIIa, GPIb) et la présence d’immunorécepteurs (TLR, FcR) les 

plaquettes sont impliquées dans la reconnaissance bactérienne.  Les toxines bactériennes sont 

aussi décrites pour avoir un rôle sur les plaquettes. La majorité des études portant sur ce sujet 

concernent la fonction hémostatique des plaquettes. Dans le but de nous placer dans un cadre 

inflammatoire, qui peut être associé à l’orage cytokinique du sepsis, nous avons testé la 

capacité de toxines purifiées de S. aureus à induire la libération de facteurs 

immunomodulateurs plaquettaires.   

Nous avons testé, sur des plaquettes de type PRP, la capacité de l’α toxine, de 

l’hémolysine γ, de la PVL et  de TSST-1 à induire la libération de sCD62P, de sCD40L, de 

RANTES et SDF-1. 

 Le profil de sécrétion des facteurs solubles s’est avéré différent selon le type 

d’exotoxine. Aucune toxine n’a la capacité d’induire la libération de SDF-1, suggérant que les 

toxines ne fonctionnent pas forcément par une lyse de la cellule cible mais via des 

mécanismes plus complexes. D’autre part, certaines toxines n’ont aucune action à elles seules 

mais elles agissent en synergie lorsqu’elles sont combinées.  

Cette étude suggère que les plaquettes sont capables d’adapter leur réponse 

inflammatoire en fonction des différents signaux de danger provenant pourtant d’un même 

genre bactérien. L’action synergique des toxines sur les plaquettes replace cette étude dans le 

contexte physiopathologique du sepsis, dans lequel les bactéries vivantes libèrent un ensemble 

de facteur de virulence.   
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Summary 

Background: Sepsis is accompanied by several biological phenomena including acute 

generalized inflammation. Platelets are involved in the pathophysiology of sepsis, as deduced 

from the frequent occurrence of thrombocytopenia in sepsis, although the mechanisms for 

platelet depletion are not completely elucidated. Platelets react to bacterial components and 

secrete copious amounts of proinflammatory molecules. Staphylococcus aureus is one of the 

most frequent bacteria causing sepsis in Europe. S. aureus and its components can bind to and 

activate platelets, leading to their aggregation.  

Objectives: To investigate the effects of S. aureus exotoxins on the capacity of platelets to 

release inflammatory cytokines/chemokines. 

Methods: Platelets were exposed to prolonged contact with staphylococcal exotoxins α-and γ-

hemolysin, Panton-Valentine leukocidin and toxic shock syndrome toxin-1 to investigate 

whether exposure induces the release of soluble immunomodulator factors, such as soluble 

CD62P, soluble CD40L, regulated on activation, normal T cell expressed and secreted 

(RANTES) and stromal cell-derived factor-1α (SDF-1α).  

Results: Profiles of secreted immunomodulators appeared dependent on the staphylococcal 

exotoxin used for stimulation, with differential release of sCD62P, sCD40L and RANTES by 

platelets. SDF-1α release was not elicited by staphylococcal toxins. Stimulation of platelets 

with combinations of exotoxins used at suboptimal concentrations resulted in contrasting 

releases of sCD40L and RANTES compared with each exotoxin alone. 

Conclusions: The results suggest that platelets discriminate between staphylococcal toxins 

and adapt their inflammatory response to perceived specific “danger” signals. This is of 

particular importance in the context the inflammatory phase of sepsis. 

 Keywords: Cytokines, Exotoxins, Inflammation, Platelet, Staphylococcus aureus. 
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Introduction 

Staphylococcus aureus is not only a major cause of mucosal and skin infections but also a 

prominent contributor to bloodstream, respiratory and other invasive diseases [1, 2]. Along 

with Pseudomonas species, S. aureus is the most frequent agent causing sepsis in European 

intensive care units [3]. S. aureus strains express a variety of exotoxins, including cytotoxins 

such as Panton–Valentine leukocidin (PVL) and α-toxin which induce leukocyte activation [4, 

5] and cell death [1, 6], and super antigens such as toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1) 

which induces T cell polyclonal proliferation and a burst of cytokine release [7]. This is of 

particular importance in sepsis since recent studies suggest that antibodies for S. aureus 

exotoxins might protect against S. aureus-related sepsis [8]. 

S. aureus interacts with platelets and alters their hemostatic function, and interactions 

between platelets and bacteria have been extensively reviewed [9-11]. S. aureus activates 

platelets indirectly by mechanisms that depend on IgG and its associated platelet receptor 

FcγRIIA, fibrinogen and its receptor αIIbß3, von Willebrand factor and its receptor 

GPIb/IX/V, and complement and its receptors [12]. Staphylococcal super antigen-like 5 

activates and aggregates platelets in a GPIb alpha-dependent manner, which has been 

hypothesized as the mechanism by which S. aureus is able to colonize the vascular bed and 

evade the immune system [13]. Mutants defective in IsdB, but in not IsdA or IsdH, were 

found unable to adhere to or aggregate platelets [14]. Other S. aureus components, such as 

fibrinogen binding proteins, clumping factor A, staphylothrombin, protein A, serine-aspartate 

repeat protein SdrE and extracellular adherence protein, have also been reported to activate 

platelets either directly or indirectly and to promote aggregation [15-19]. Recent studies on 

the effects of S. aureus α-hemolysin on platelets have reported that this toxin induces platelet 

aggregation and Bcl3 synthesis [20], and alters platelet viability [21], but also activates 

platelets and prompts them to aggregate with neutrophils [22]. 
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Some S. aureus components inhibit the hemostatic functions of platelets, for example, 

lipoteichoic acid [23], extracellular fibrinogen binding protein [24], staphylokinase [25], and 

enterotoxin B [26].  

Increasing evidence suggests that platelets, besides having a key role in primary 

haemostasis, mediate inflammation during infection by various mechanisms that are not yet 

completely understood [27]. During HIV infection, platelets have been reported to release 

inflammatory molecules, including neutrophil activating peptide 2, soluble CD62P (sCD62P), 

regulated on activation, normal T cell expressed and secreted (RANTES), and soluble CD40-

ligand (sCD40L) [28, 29]. In the same way, bacterial stimulation of platelets results in the 

release of many immunomodulatory molecules, particularly sCD40L [30, 31], in associations 

that depend on the stimulus and receptors involved [32-35]. 

As most studies investigating the effects of toxins on platelets focused on their 

hemostatic function and not the immunoregulatory role of platelets, in particular, the potential 

of the secreted inflammatory molecules [9, 36], it is essential to consider the other side of the 

platelet response. In the current study, we examined the in vitro response of platelets to 

several S. aureus exotoxins to investigate the capacity of platelets to release inflammatory 

molecules in response to different danger signals harbored by these exotoxins.  

 

Materials and Methods 

Exotoxin production and purification 

PVL, α-hemolysin, γ-hemolysin and TSST-1 were produced in Escherichia coli M15 as His-

tagged recombinant toxins and purified by affinity chromatography on a nickel affinity 

column according to the supplier’s instructions (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) 

as previously described [37, 38]. Protein purity was verified by SDS-PAGE. 

Lipopolysaccharides were removed from toxin solutions by affinity chromatography (Detoxi-
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GEL endotoxin Gel®, Pierce, Rockford, IL, USA). The QCL-1000 Limulus amebocyte lysate 

assay® (Cambrex-BioWhittaker, Walkersville, MD, USA) showed that the endotoxin content 

of the recombinant SAg solutions was less than 0.005 units/mL. 

 

Platelet preparation and stimulation 

Platelet-rich plasma was prepared as previously described [39]. Briefly, peripheral blood was 

collected from healthy donors in endotoxin-free tubes with 3.2% sodium citrate (Becton 

Dickinson, San Jose, CA, USA) and centrifuged at 150 × g for 12 min at 22°C. There was no 

detectable contamination of platelets by residual mononuclear cells as assessed by flow 

cytometry (CD3-T cells, CD19-B cells, or CD14-monocytes) [33]. Platelets (1.5×109/mL) 

were stimulated for 30 min at room temperature with 50 µg/mL thrombin receptor activator 

peptide (TRAP, Sigma-Aldrich, Saint Quentin-Fallavier, France) as a positive control, or with 

staphylococcal exotoxins: α- and γ-hemolysin, PVL or TSST-1, either alone in a 

concentration ranging between 0.01 and 100 μg/mL, or in a two-exotoxin combination. 

 

Enzyme-linked immunosorbent and Luminex® assay for cytokine assessment in platelet 

supernatants 

Release of sCD62P, RANTES, stromal cell-derived factor-1α (SDF-1α) and sCD40L from 

platelets was measured in duplicate in supernatants of unstimulated (negative control) or 

TRAP-stimulated (positive control) platelets and in supernatants of platelets stimulated by 

staphylococcal exotoxins used alone or in combination. Soluble cytokine ELISA kits 

(sCD62P) were obtained from R&D Systems Europe Ltd. (Lille, France). Absorbance at 450 

nm was measured on an ELISA reader (Magellan software, Sunrise™, Tecan Group Ltd., 

Lyon, France) as described previously [33, 40]. sCD40L, RANTES and SDF-1α were 

quantified using a Multiplexed Detection Technique (Merck Millipore, Guyancourt, France) 
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according to the manufacturer’s instructions. Results were read on a Bioplex 200 system 

(Bioplex Manager™ software, Biorad, Marnes-la-Coquette, France). 

 

Measurement of endotoxin levels in platelet-rich plasma 

To ensure that no bacterial contamination could influence any in vitro observation, platelet-

rich plasma were examined for bacterial growth by inoculation of 1 mL of platelet-rich 

plasma in conventional blood culture medium and incubated in a BD Bactec™ automated 

system (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France). Absence of endotoxins was confirmed 

by QCL-1000 Limulus amebocyte lysate assay® (Lonza/Ozyme, Montigny-Le-Bretonneux, 

France). 

 

Statistical analysis 

The student’s t test was used for inter-experimental comparisons of cytokine/chemokine 

concentrations under various culture conditions. All values are reported as mean ± SD. A P 

value of <0.05 was considered statistically significant. 

 

Results 

S. aureus exotoxins influence the release of cytokines/chemokines from platelets 

Stimulation of platelets by a thrombin agonist, i.e. TRAP, validated their ability to respond to 

specific triggering by releasing large amounts of several cytokines including sCD62P, 

sCD40L, RANTES and SDF-1α (Figure 1). In contrast, none of the S. aureus exotoxins tested 

were able to induce the release of SDF-1α from platelets, regardless of the concentration used 

(Figures 1, 2, 3 and 4). Release of the other three inflammatory molecules assayed was 

observed upon stimulation with all tested exotoxins, though with differing profiles. 

Stimulation of platelets with TSST-1, α-hemolysin or PVL did not cause a significant release 
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of sCD62P compared with the control (Figures 1, 2 and 4, respectively); however, γ-

hemolysin induced the release of significant (P<0.05) amounts of sCD62P ranging from 

10807 ± 3420 pg/mL for the weakest concentration (0.01 µg/mL) to 18747 ± 5088 pg/mL for 

the highest concentration (100 µg/mL) (Figure 3). 

Stimulation of platelets with all S. aureus exotoxins tested caused significant releases 

of RANTES (Figures 1, 2, 3 and 4) when used at 10 µg/mL and higher concentrations; except 

for PVL, which required a concentration of 100 µg/mL to induce a significant RANTES 

release (Figure 4). Stimulation of platelets with TSST-1, α-hemolysin, γ-hemolysin and PVL 

resulted in the significant (P<0.05) release of 8076 ± 2122 pg/mL, 20636 ± 8354 pg/mL, 

23734 ± 7393 pg/mL and 10461 ± 3544 pg/mL of RANTES, respectively, compared with 

unstimulated platelets (4598 ± 3882 pg/mL). 

The minimal concentrations of exotoxins inducing significant releases of sCD40L 

were 100 µg/mL for TSST-1, 1 µg/mL for α-hemolysin, and 10 µg/mL for γ-hemolysin 

(Figures 1, 2 and 3). PVL failed to induce sCD40L release at all concentrations tested (Figure 

4). sCD40L levels rose significantly from 40 ± 27 pg/mL (in the absence of stimulation) to 90 

± 28 pg/mL with TSST-1 at 100 µg/mL (P<0.05) (Figure 1), to 147 ± 75 pg/mL with α-

hemolysin at 1 µg/mL (P<0.05) (Figure 2), and to 169 ± 88 pg/mL with γ-hemolysin at 10 

µg/mL (P<0.05) (Figure 3) exposure. 

 

Platelet cytokine/chemokine release after combined staphylococcal exotoxin activation 

The apparent low sensitivity of platelets to the S. aureus toxins tested prompted us to test for 

the effects of pairwise combinations of TSST-1, α-hemolysin, γ-hemolysin and PVL at 

concentrations for which they showed no effect when used alone. For this purpose, we 

assessed the release of sCD62P, RANTES, sCD40L and SDF-1α after having defined the 

combination of suboptimal S. aureus exotoxin concentrations which were the maximal 
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concentrations of exotoxin that did not induce a significant release of cytokines/chemokines, 

i.e. 1, 0.001, 1 and 10 µg/mL for TSST-1, α- and γ-hemolysin, and PVL, respectively. No 

significant modulation of sCD62P and SDF-1α release (Figure 5) was observed when platelets 

were stimulated with any combination of suboptimal concentrations of S. aureus exotoxin. 

Interestingly, all combinations of toxins were able to induce platelets to differentially release 

significant amounts of RANTES and sCD40L (Figure 5). The levels of RANTES and 

sCD40L were lower but comparable with the levels observed with exotoxins used alone at 

higher levels. For instance, RANTES levels ranged between 15926 ± 2628 and 20973 ± 4038 

pg/mL, and sCD40L levels ranged between 115 ± 28 and 215 ± 40 pg/mL for combinations of 

exotoxins at suboptimal concentrations, while the maximum release upon individual exotoxin 

stimulation was 31158 ± 2222 pg/mL for RANTES and 330 ± 110 pg/mL for sCD40L, 

respectively (Figure 3). 

 

 

 

Discussion 

In this study, we investigated whether exposure of normal platelets to various staphylococcal 

exotoxins, such as TSST-1, α- and γ-hemolysin, and PVL, could signal platelets to release 

soluble immunomodulator factors. We were particularly interested in molecules that have 

been reported as playing a role in the inflammatory phase of sepsis and which platelets can 

potentially secrete, i.e. sCD62P, sCD40L, RANTES and SDF-1α [31, 41-46]. We observed 

differential production levels of sCD62P, sCD40L and RANTES, but not SDF-1α, after 

staphylococcal exotoxin stimulation; and a combination of exotoxins at suboptimal 

concentrations resulted in a significant release sCD40L and RANTES, but not sCD62P or 

SDF-1α, compared with each exotoxin alone. 
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Innate immune cells display shared characteristics in response to pathogens; for 

example, release of a large range of soluble immunomodulatory factors. Platelets secrete a 

plethora of cytokines, chemokines, and biological response modifiers, and express Toll-like 

receptor (TLR) and other pattern recognition receptors [32, 47]. Recently, interest in platelets 

has increased because of their rapid accumulation, aggregation, and activation in response to 

infectious pathogens [48]. This has caused researchers to consider whether they might 

function as sentinels and transfer information to peripheral immune cells in the early stages of 

infection. For example, platelet TLR4 was reported to be important in the induction of 

neutrophils in contact with bacteria to release a sticky “net” of DNA and histones, which traps 

and kills pathogens even after the neutrophil no longer exists [49]. As platelets may recognize 

danger-associated molecular patterns to further perpetuate the inflammatory response [27, 50-

53], it has been proposed that a complex network of inflammatory cytokines/chemokines, 

some derived from platelets and others derived from platelet partners (i.e. leukocytes), play a 

major part in facilitating, augmenting, and propagating inflammation [54, 55]. 

S. aureus is a significant human pathogen that causes multiple illnesses [56], and its 

exotoxins stimulate massive cytokine production by several types of immune cells [1, 6, 57-

61]. However, very few studies have examined the effects of staphylococcal components on 

platelet inflammatory responses. The vast majority of studies examining platelets and sepsis 

have researched the molecular mechanisms by which S. aureus and platelets interact, either 

directly or indirectly, and analyzed the influences of these interactions on platelet aggregation 

[12-17, 19, 20, 62, 63]. Few have examined the inflammatory components of the platelet 

response. 

In model used in the current study, all exotoxins tested strongly stimulated platelet 

cytokine/chemokine production, not in a binary way but rather with different patterns of 

production. This reinforces the notion that platelets discriminate among triggering signals and 
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adapt their inflammatory response to the specific trigger, as previously reported for S. 

sanguinis strains [35] and lipopolysaccharide isoforms [33]. It appears that α- and γ-

hemolysin induce a higher and wider platelet inflammatory response than TSST-1 and PVL, 

suggesting that these toxins, by stimulating platelets, could further contribute to the 

inflammatory response associated with infection. This observation is of particular importance 

for sepsis, and especially for its early proinflammatory phase. 

Because some strains of S. aureus display several exotoxins, it was important to assess 

whether the exotoxins that do not strongly activate platelets were more effective in 

combination, even at suboptimal concentrations. The results show that combined 

staphylococcal exotoxins at suboptimal concentrations induced significant platelet 

cytokine/chemokine production, close to that of exotoxins alone, suggesting a cumulative 

effect.  

In cases of severe sepsis, considering the results of the present and recent studies [8], it 

may be possible to promote a humoral response simultaneously targeting several exotoxins 

since their combination induces, even at suboptimal concentrations, a significant 

inflammatory response in platelets. The platelet inflammatory response could be targeted and 

reduced through anti-platelet drugs.  

In conclusion, it appears to be of particular importance not to underestimate the 

participation of platelet inflammatory responses to staphylococcal infection, especially in 

sepsis where the inflammatory phase has to be controlled. 
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Figure legends 

 

Figure 1. sCD62P, RANTES, sCD40L, and SDF-1α release by platelets upon S. aureus 

TSST-1 stimulation 

The levels of sCD62P, RANTES, sCD40L, and SDF-1α were quantified by ELISA or 

Luminex® assays. Platelets were stimulated with TRAP as a positive control. Background 

levels have been subtracted from the values shown. Data (mean ± SD; n = 12 experiments) are 

expressed in pg/mL. * P<0.05 (student’s t test; stimuli vs. unstimulated, NS).  

 

Figure 2. sCD62P, RANTES, sCD40L, and SDF-1α release by platelets upon S. aureus α-

hemolysin stimulation 

The levels of sCD62P, RANTES, sCD40L, and SDF-1α were quantified by ELISA or 

Luminex® assays. Platelets were stimulated with TRAP as a positive control. Background 

levels have been subtracted from the values shown. Data (mean ± SD; n = 12 experiments) are 

expressed in pg/mL. * P<0.05 (student’s t test; stimuli vs. unstimulated, NS).  

 

Figure 3. sCD62P, RANTES, sCD40L, and SDF-1α release by platelets upon S. aureus γ-

hemolysin stimulation 

The levels of sCD62P, RANTES, sCD40L, and SDF-1α were quantified by ELISA or 

Luminex® assays. Platelets were stimulated with TRAP as a positive control. Background 

levels have been subtracted from values shown. Data (mean ± SD; n = 12 experiments) are 

expressed in pg/mL. * P<0.05 (student’s t test; stimuli vs. unstimulated, NS).  

 

Figure 4. sCD62P, RANTES, sCD40L, and SDF-1α release by platelets upon S. aureus 

PVL stimulation 
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The levels of sCD62P, RANTES, sCD40L, and SDF-1α were quantified by ELISA or 

Luminex® assays. Platelets were stimulated with TRAP as a positive control. Background 

levels have been subtracted from the values shown. Data (mean ± SD; n = 12 experiments) are 

expressed in pg/mL. * P<0.05 (student’s t test; stimuli vs. unstimulated, NS). 

 

Figure 5. sCD62P, RANTES, sCD40L, and SDF-1α release by platelets upon stimulation 

with a combination of two S. aureus exotoxins 

Platelets were stimulated simultaneously with two exotoxins at suboptimal concentrations 

defined in the previous single toxin stimulation assays (i.e. 1, 0.001, 1 and 10 µg/mL for 

TSST-1, α- and γ-hemolysin, and PVL, respectively). The levels of sCD62P, RANTES, 

sCD40L, and SDF-1α were quantified by ELISA or Luminex® assays. Platelets were 

stimulated with TRAP as a positive control. Background levels have been subtracted from the 

values shown. Data (mean ± SD; n = 5 experiments) are expressed in pg/mL. * P<0.05 

(student’s t test; stimuli vs. unstimulated, NS).  
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Figure 1 
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Figure 4 
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Figure 5 
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La littérature décrit de plus en plus l’implication des plaquettes dans les pathologies 

inflammatoires pulmonaires telles que les allergies respiratoires de type asthmatique ou 

d’ateintes de type ALI au cours d’un sepsis ou d’un TRALI. Le rôle des plaquettes dans ces 

manifestations cliniques découle principalement de leur interconnexion avec les neutrophiles, 

favorisant leur recrutement au niveau de l’œdème pulmonaire. Zarbock et al. [360] 

s’intéressent particulièrement à l’importance de la coopération plaquettes/neutrophiles dans la 

physiopathologie de l’ALI, allant même jusqu’à montrer que l’inhibition de cette interaction a 

la capacité de prévenir l’apparition des signes cliniques associé à un ALI expérimental. 

Boilard et al. [75] et Weissmüller et al [419] ont, quant à eux, montré que grâce à cette 

coopération avec les neutrophiles les plaquettes(ou microparticules plaquettaires) sont 

capables de quitter le compartiment sanguin et de migrer en direction du site inflammatoire. 

Nous avons donc émis l’hypothèse que les plaquettes pouvaient, grâce aux neutrophiles, 

migrer en direction des alvéoles où elles pourraient continuer d’exercer leur fonction pro-

inflammatoire.     

Le but  de cette étude a été de développer un modèle in vitro permettant de visualiser 

la chimioattraction des complexes plaquettes-neutrophiles dans un contexte d’inflammation 

pulmonaire. La chambre de migration présentée ci-dessous a permis de modéliser in vitro la 

chimioattraction des cellules inflammatoires. 
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Nous avons choisi de former des complexes neutrophiles-plaquettes au ratio 1:30, 

proche du ratio physiologique ce ratio permet de tenir compte d’une éventuelle 

hyperleucocytose associée  à la réaction inflammatoire et des limites techniques du modèle. 

La seconde étape du travail avait pour but de détecter (après 120 min) la présence des 

plaquettes dans le compartiment basal  et de les caractériser.  

Le surnageant de cellules inflammatoires utilisé a pu être validé par ses capacités de 

chimioattraction des neutrophiles, comparable à celles d’un cocktail de chimiokines. Les 

neutrophiles recrutés par cet environnement inflammatoire possèdent toujours les plaquettes à 

leur surface, qui sont davantage activées que lorsqu’elles se situaient dans le compartiment 

apical avant leur migration. Cette activation  se traduit par une augmentation de sC62P à la 

surface mais aussi par la libération, au niveau du compartiment basal, de facteurs 

immunomodulateurs plaquettaires.  

Grâce au développement de ce modèle, il possible de montrer que les neutrophiles 

recrutés par un environnement pulmonaire inflammatoire transportent des plaquettes à leur 

surface. Les plaquettes recrutées semblent encore activables, ce qui leur permettrait, via la 

libération de facteur solubles, de participer à l’entretien de l’inflammation alvéolaire.  
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Abstract 

Platelets are instrumental in hemostasis-and thus, beneficial. Besides, they play deleterious roles in 

several serious pathological states such as sepsis and acute lung injury (ALI), etc. Platelets have been 

acknowledged to engage partnerships with neutrophils in those pathological states; however, their 

mutual interaction and capacity of co-migration deserved to be investigated in further detail.  

The aim of the present work was thus to examine the conditions under which platelets bind to 

neutrophils, tether them under migration conditions, and how the platelet-neutrophil cell complexes 

obey chemoattraction signals in a transwell assay. Because our main interest resides in the lung 

pathology in two aspects, the infection-associated ALI and the transfusion related ALI (TRALI), we 

sought to create a conditioned medium for neutrophil attraction based on the induction of 

inflammation in a lung cancer cell line, A549. We examined the cell surface and secretion parameters 

of either cell in real time during migration, and observed that the platelet-neutrophil tethering was 

independent of platelet activation, but that the migration of the platelet-neutrophil cell complex 

induced platelet activation, that created an inflammatory state additional to the chemoattractive 

medium. In addition, this data strongly suggest that neutrophils cargo platelets to inflammatory sites in 

the lung and that their mutual interaction exacerbates the inflammation: the dissection of the cellular 

interaction engaged may allow preventive (transfusion) or curative (infection) measures.  
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Introduction 

Both neutrophils and platelets are revisited in terms of their functions in physiology and 

pathology, beyond their primary functions, i.e. pathogen phagocytosis ad primary hemostasis, 

respectively, that-because of the strength of their main role-obscured their integrated behavior in blood 

and other tissues. It then appeared that those two cell types-if one accepts that platelets deserve the 

naming of “cells” despite they are anucleate, on the basis of their amazing functioning upon signaling, 

are frequently linked in physiology and in pathology. In physiology, it is now clear that, if primary 

hemostasis is initiated by the adherence of platelets on the injured vascular endothelium, the 

consecutive clot made up of platelets, fibrin and other clotting factors, is covered by a shell of 

neutrophils that play an instrumental role in the stability of this clot (1). In pathology, close 

interactions between neutrophils and platelets have been evidenced in sepsis (2), in arthritis (3), and 

also in certain Acute Lung Injuries (ALI) and Acute Respiratory Distress Syndromes (ARDS), among 

which the Transfusion Associated ALI (TRALI), which is infrequent because transfusion has become 

extremely safe, but represents one of the major causes of transfusion severe hazards (0.01%), 

especially after platelet component transfusion according to the French Hemovigilance (AFSSAPS) 

2011 report. In TRALI, the precise role of platelets remains poorly understood among the intricate 

causes of the lesions, besides toxic antibodies (Abs) directed at neutrophil (HLA class I, II, HNA) 

and/or platelet (HLA class I) antigens, Biological Response Modifiers (BRMs)-among which 

cytokines and chemokines and the like, reactive oxygen species and oxygenated membrane lipid 

moieties, the possible intervention of bacterial LPS etc. Besides, there are some contradictions 

between ex vivo observations and experimental models that make this pathology still extremely 

complex. However, neutrophils are central in this ALI, as they accumulate in the lung, suffer stresses 

and in turn stress the lung epithelia, favoring leakage and leukocyte extravasation (4).  

Infection or transfusion-associated ALI and ARDS are thus characterized by an increased 

permeability of the alveolar-capillary barrier resulting in lung edema with protein-rich fluid (5-7). 
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Lung edema, endothelial and epithelial injury are supplemented by a transmigration of neutrophils into 

the interstitium and bronchoalveolar compartment.  

Neutrophils play indeed a central role in the development of ALI, which may be further 

amplified by platelets. It has been shown that platelet-derived sCD40L, CCL5 and CXCL4 support 

neutrophil extravasation to the lung and participate to the induction of lung edema in ALI (8, 9). 

Targeting the secretion of these molecules by platelets reduces the damage to the pulmonary 

epithelium. Therefore, platelets can be considered as a major partner of neutrophils in the initiation of 

ALI. Platelets have been also detected in lungs in a model of allergic asthma in the mouse (10); 

platelets associate to neutrophils in Neutrophil Extracellular Traps, in the lungs of mice suffering from 

experimental TRALI (11). This demonstrates that, in addition to activating neutrophils, platelets can 

exert their inflammatory role in situ. Since most studies were conducted in mice, it is difficult to 

dissect precisely, step by step, the mechanisms of interaction between neutrophils and platelets in ALI 

and to assess the direct involvement of platelets.  

In the current study, we aimed at developing a methodology, using in vitro human cell models, 

to study the concomitant recruitment of neutrophils and platelets and platelet capacity to play their 

inflammatory role during neutrophil accumulation and extravasation following a lung inflammation. 

Materials and methods 

Platelet Preparation and Stimulation 

Blood donors are volunteer healthy adults presenting at the National Blood Service (EFS), the 

Auvergne-Loire Regional Blood Establishment, receiving information and giving authorization of the 

use of their blood for research purposes. Peripheral blood was collected in endotoxin-free tubes with 

3.2% sodium citrate (12). Platelet-rich plasma (PRP) was prepared by centrifuging the blood at 150 g 

for 12 min at 22°C. Residual mononuclear cells were counted by flow cytometry. There was no 

detectable contamination of platelet suspensions by mononuclear cells (CD3-T cells, CD19-B cells, or 

CD14-monocytes) (13). The level of CD62P on the surface of resting, non-deliberately activated 

platelets was 6.23 ± 2.31 % (supplemental data 1A), meaning that only 6.23% of platelets were 

apparently pre-activated. 
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Measurement of endotoxin levels in platelet concentrates 

To ensure that no bacterial contamination could influence any in vitro observation, PRP were 

examined for bacterial growth by conventional hemoculture. In addition, endotoxin levels were 

measured with a limulus amoebocyte lysate kit (QCL-1000) according to the manufacturer’s 

instructions. Briefly, PRP were incubated (70°C, 10 min), diluted in pyrogen-free water (1:20), and 

incubated with limulus amoebocyte lysate (37°C, 10 min); after adding chromogen, samples were 

incubated for 6 min, and absorbance was read at 405 nm. No endotoxin levels in PRP were observed. 

 

Isolation of primary human neutrophil 

Neutrophils were isolated from heparinized blood using EasySepTM human neutrophil enrichment kit 

(StemCell Technologies, Grenoble, France). The antibody cocktail (composed of Abs to CD2, CD3, 

CD9, CD19, CD36, CD56, glycophorin A, and dextran), enabled the removal of lymphocytes, 

monocytes, erythrocytes, platelets, NK cells, and dendritic cells. Purified fresh neutrophils were 

washed extensively to offload bound platelets. Purity of neutrophil fractions were >95% and devoid of 

any expression of CD41 platelet marker as assessed double staining with by allophycocyanin (APC)-

conjugated monoclonal antibody (MoAb) against CD41 and fluorescein isothiocyanate (FITC) MoAb 

against CD15 and flow cytometry analysis (Supplemental data 1B). Purified neutrophils were 

cultured immediately in Iscove's Modified Dulbecco's Media (PAA, Velizy-Villacoublay, France), 

supplemented with 10% fetal bovine serum and penicillin (100 U/ml)/streptomycin (0.1 

mg/ml)/amphotericin (25 µg/ml) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). 

 

Cell line 
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The human lung cancer cell line A549 was cultured in Iscove's Modified Dulbecco's Media 

supplemented with 10% fetal bovine serum and penicillin (100 U/ml)/streptomycin (0.1 mg/ml) 

(Sigma-Aldrich). Cells were maintained under the atmosphere of 5% CO2 with humidity at 37 °C.  

 

Preparation of Conditioned Medium 

For Conditioned Media (CM) preparation, A549 cells were plated at 1.7x105 cells/ml and cultured 

until two days of post-confluence. Cells were then stimulated, or not, for 48h with IL-1β (100 ng/ml) 

and TNF-α (100 ng/ml). Culture supernatants were centrifuged at 300 g for 5 min to eliminate cell 

fragments and were stored in aliquots at −80 °C until use. Culture supernatant from un-stimulated 

A549 cells is referred to as CM-A and IL-1β +TNF-α stimulated A549 supernatant is referred to as 

CM-B. CM-A and B were characterized-although non-exhaustively-for their content in factors known 

to display chemoattraction capacity, by ELISA (according to the manufacturer's instructions, R&D 

System, Lille, France). The chemokines that were evaluated were: CCL20, RANTES, SDF-1α, ENA-

78, IL-8; the cytokine IL-6 was also tested. CM-B proved to contain more elevated amounts of all 

molecules (except IL-8) than CM-A (P<0.05); of note, CM-A contained neither detectable levels of 

RANTES nor IL-6, and minimal content of CCL20 (Supplemental data 2). 

 

Transmigration assay 
 

Fluorescence Blocking (FluoroBlok™) transwell polyethylene terephthalate membrane inserts 

(6.5 mm diameter, 3 μm pore size; BD Biosciences) were placed in 24-well culture plates so that the 

insert separated the upper and lower compartments. Those inserts enable the assessment of the 

fluorescence independently in each of the two compartments. Purified neutrophil were labeled with 

20µM calcein AM (Molecular probes, Life technologies, Saint-Aubin, France) for 60 minutes at room 

temperature, washed twice with PBS, and they were numbered; they were then re-suspended with (in a 

1:30 ratio, as described (8)) or without platelets, for 60 min. To assess any migration, 1.107 neutrophils 
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with or w/o platelets under a final and total volume of 500 μl in IMDM were placed in the upper plate 

compartments, whereas either 1 ml of IMDM (negative control), or a chemottractant cocktail-under 

the same volume-was placed in the lower compartments. The chemottractant cocktails comprised of 

either of three media: -i) a chemokine/cytokine mixture mimicking the content of activated A459 cells, 

including CCL20 (125 ng/ml), RANTES (300 ng/ml), SDF-1α (500 ng/ml), ENA-78 (20 ng/ml), IL-8 

(250 ng/ml), IL-6 (50 ng/ml); -ii) CM-A; or -iii) CM-B. The chemotaxis chambers were placed in a 

multi-well fluorescent plate reader (Fluoroskan Ascent - Lab Systems, Thermo Fisher Scientific, Saint 

Herblain, France). The fluorescent plate reader was configured so that the probe was in a bottom-read 

position, which allowed for the detection of fluorescence in the lower compartment of each 

chemotaxis chamber (excitation, 480 nm; emission, 510 nm). The cells that migrated to the lower 

compartment were detected in real-time by measuring the calcein Mean Fluorescence Intensity (MFI) 

in this compartment while the fluorescence of the upper compartment was blocked thanks to the 

Fluoroblock inserts. Migration kinetics was measured during 120 min. Non-migrating and migrating 

cell populations were separated by lifting the inserts (upper compartment) out of the well (lower 

compartment). Emigrated neutrophils and neutrophil-platelet complexes having migrated to the lower 

compartment of the migration chamber were collected. Cell populations and their respective 

supernatants were collected after a centrifugation of cell culture suspensions at 300 × g for 10 min. 

Neutrophils were numerated; platelet activation was assessed by flow cytometry to measure the level 

of expression of activation markers; the cytokines and other soluble immunomodulatory factors 

secreted by the platelets during their cocultures with neutrophils were measured by a Luminex® assay. 

 

Flow cytometry 

Platelet binding to leukocytes in whole blood from healthy volunteers was assessed by double 

labeling using a phycoerythrin (PE)-conjugated monoclonal antibody (MoAb) against CD41 platelet 

marker and APC-conjugated MoAbs against CD14, CD3, CD19 and CD15 markers for monocytes, T 

cells, B cells and neutrophils, respectively (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). Blood was 
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diluted 1/200 in PBS and cells were incubated with appropriate MoAbs for 30 minutes at 4°C in the 

dark.  

Prior to the incubation with neutrophils, platelets were stained with an APC-conjugated MoAb 

against CD41 (BD Biosciences), which is consistently expressed by activated as well as non-activated 

platelets (14) and a PE-conjugated MoAb against the platelet activation marker CD62P (BD 

Biosciences). Platelet adhesion to calcein-labeled neutrophils was evaluated by gating on CD41-

APC/calcein double positive populations. Flow cytometry analysis was performed on a FACSCalibur 

flow cytometer with its accompanying software (CellQuest-Pro, BD Biosciences). 

 

Measurement of Cytokines in Supernatants of Emigrated Platelet  

The levels of sCD62P, PF4 and sCD40L were measured in duplicate in the lower 

compartment of the Transwell corresponding to migrated neutrophils alone or associated to platelet in 

CM-A or CM-B conditions. Soluble (s)CD62P, PF4 and sCD40L were quantified by using 

Multiplexed Detection technique (Luminex®,  Merck Millipore Guyancourt France) strictly according 

to the manufacturer’s instructions. Results were read on Bioplex 200 system (Bioplex ManagerTM 

software – Biorad, Marnes-la-Coquette, France). 

 

Statistical Analysis 

 The Student t test was used for inter-experimental comparisons of neutrophils migration, 

membrane molecule expression, and cytokine/chemokine concentrations under various culture 

conditions. All values were reported as mean ± SEM and P < 0.05 was considered statistically 

significant. 

 

Results 

Evaluation of platelet-leukocyte crosstalk ex vivo and in vitro 

Platelets, monocytes, T cells, B cells and neutrophils were identified by specific CD41, CD14, 

CD3, CD19 and CD15 staining, respectively; platelet-leukocyte complexes were defined as double-
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positive populations. In the circulation, platelet-T and B lymphocyte double positives were relatively 

few: 4.68 ± 1.9 % and 0.77 ± 1.04 % for CD3+/CD41+ and CD19+/CD41+ populations, respectively 

(Fig 1). Platelet-monocyte double positives were more frequent (17.14 ± 8.16 %), while and platelet-

neutrophil double positives were the most abundant (54.75 ± 13.30 %): neutrophils stand for the 

preferred leukocyte partners of platelets (Fig 1).  

We aimed at questioning the issue of whether neutrophils that are recruited vehicle, or are free, 

of bound platelets. Primary neutrophils were purified from peripheral blood and washed extensively to 

get rid of contaminating platelets. Purity was routinely more than 95% and no CD41+ positive cells 

were observed on the purified neutrophils population (Supplemental data 1B). Purified neutrophils 

were labeled with calcein, then washed and incubated with homologous platelets in order to 

reconstitute, in vitro, CD15+/CD41+ platelet-neutrophil complexes in a proportion comparable to that 

observed in whole blood (Fig. 1). We obtained experimentally a double positive population of 37.22 ± 

2.21 % of neutrophils with bound platelets, not significantly different from physiological platelet-

neutrophil complexes (Fig 2).  

 

Platelet-neutrophil complexes are actively recruited by a chemokine/cytokine cocktail 

In order to validate the in vitro model and to evaluate platelet-neutrophil complexes having 

transmigrated, platelet-neutrophil complexes were placed onto the apical surface of the transwell insert 

(the upper compartment), and the chemokine/cytokine cocktail was placed at the bottom of the well 

(the lower compartment). The appearance of calcein-fluorescence was measured in real-time in the 

lower compartment, for 120min (i.e the total duration of the migration kinetics). A significantly 

(P<0.05) positive fluorescent signal began to be detectable in the lower compartment from the 20th 

minute of migration (Fig 3A); this demonstrates an efficient neutrophil recruitment by the 

chemokine/cytokine cocktail (compared to the control medium: 2,037 ± 200 vs. 659 ± 62 calcein MFI, 

respectively). After 120 min of migration, the calcein MFI reached 7,018 ± 1,163 in the lower 

compartment containing the chemokine/cytokine cocktail whereas it remained stable in the 

compartment containing the control medium (1,016 ± 217, P<0.05) (Fig 3A). Migrated neutrophils 
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were then numerated and 10 times more neutrophils were found in the lower compartment that 

contained the chemokine/cytokine cocktail compared to the control condition, i.e. 57.51 ± 6.53 ×104 

vs. 5.53 ± 0.95 ×104 neutrophils (P<0.05), respectively (Fig 3B). Fluorescent microscopy analysis of 

the transmigrated neutrophils confirmed that platelets were still bound to neutrophil membranes and 

that platelet-neutrophil complexes can be efficiently recruited by the chemokine/cytokine cocktail, 

with no dissociation (Fig 3C). The flow cytometry study confirmed this observation (supplemental 

data 3A); the issue that transmigration induced neutrophils to express CD41 was disregarded, since 

transmigrated neutrophils in the absence of platelets did not express CD41 after migration 

(supplemental data 3B). 

 

Transmigration of platelet-neutrophil complexes upon the attractiveness of an inflammatory 

pulmonary conditioned medium 

We then evaluated the capacity of platelet-neutrophil complexes to transmigrate towards the 

inflammatory CM-B vs. the control CM-A (Fig 4). We found that CM-B, unlike CM-A, induced a 

significant recruitment of platelet-neutrophil complexes after 40 min of exposure (with 5593.96 ± 

233.67 vs 1229.64 ± 259.52 calcein MFI, respectively; P<0.05); the kinetics of migration exceeded 

9,000 calcein MFI after one hour and remained stable thereafter (Fig 4A). Neutrophils associated to 

platelets were numerated after transmigration to the lower compartment of the migration chamber: 10 

times more neutrophils transmigrated in response to the CM-B vs. the CM-A (45.17 ± 3.7 × 104 vs. 

4.96 ± 0.51 × 104 neutrophils with bound platelets, respectively; P<0.05, Fig 4B).  

 

Characterization of platelets after migration  

To investigate the platelet phenotype after migration, we analyzed by flow cytometry the 

CD62P expression on platelets bound to transmigrated neutrophils and present in the lower 

compartment of the migration chamber. The level of CD62P on the surface of platelets after binding to 

neutrophils but before transmigration  (i.e in the upper compartment) was 34.19 ± 11.48 %; it 

moderately increased, though not significantly, to 49.08 ± 4.86% after 120 min of migration in 
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response to CM-A. In contrast, the platelet-neutrophil complex migration in response to CM-B 

induced a significant increase of platelet activation with 76.40 ± 4.49% expression of CD62P (P<0.05; 

Fig 5A). 

CD62P is a major component of the alpha granule membranes in non-activated platelets. It is 

mobilized onto the platelet surface in response to platelet activation (15), and it is subsequently 

cleaved into a soluble form (sCD62P). We sought to confirm the platelet activation data in focusing on 

products that are known to be secreted by platelets upon activation, whatever the stimulus is (16-18). 

We thus measured the release of sCD62P, sCD40L and PF4, as can be found in the lower 

compartment of the migration chamber after 120 min of migration in response to CM-A vs. CM-B. 

The level of sCD62P proved significantly higher in the lower compartment after migration of platelet-

neutrophil complexes in response to CM-B than to CM-A: 13.37 ± 3.06 ng/ml vs 7.11 ± 1.13 ng/ml, 

respectively (P< 0.05, Fig 5B). Despite there were elevated levels of the master inflammatory product 

of platelets, i.e. sCD40L (1,026.61 ± 507.75 ng/ml vs. 438.09±105.32, Fig 5C), and of PF4 (137 ± 

69.59 ng/ml vs. 31.11± 22, Fig 5D), in the lower compartments of the transwell, after migration in 

response to CM-B compared to CM-A, those levels were not significantly different. However, the 

amounts of sCD62P, sCD40L and PF4 could be totally credited to platelets since neither neutrophils 

nor A549 cells were able to significantly release or secrete these molecules (Supplemental data 4). 

 

Discussion 

Platelets are essential for hemostasis, thrombosis, and wound healing. Probably as a 

counterpart of their physiological roles in sensing danger (19), platelets exacerbate their secondary 

effects in certain circumstances and lead to inflammation and tissue injury (20-24). In this context, 

recent studies have described that platelets support a major role in the recruitment of leukocytes into 

inflamed tissue particularly in the lung (25, 26). Therefore, in certain disease states such as in ongoing 

infection, depletion of platelets has been shown to reduce (i) the number of circulating platelet-

neutrophil complexes, (ii) lung vascular permeability (27) and (iii) neutrophil extravasation in 

inflammation tissue models (e.g lung and liver (28-31)). In addition, platelet-derived components and 
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molecules may also increase platelet-neutrophil recruitment to the lung under inflammatory 

conditions. For instance, platelet microparticles can activate neutrophils within the pulmonary 

circulation which then bind to endothelial cells and promote platelet-neutrophil adhesion that 

contributes to inflammatory diseases such as ALI (6). Platelet serotonin further enhances neutrophil 

extravasation by regulating endothelial selectin expression (32-34) and causes the formation of 

endothelial gaps in inflamed synovium, leading to an enhanced vascular permeability in a murine 

model of arthritis (35). Therefore, to figure out prevention and therapeutic measures, there is a real 

interest to investigate the involvement of platelets in neutrophil recruitment to the inflammatory site 

and to develop new and reproducible in vitro tools that reproduce as well as possible inflammatory 

conditions observed in vivo. 

In the present study, we developed an original in vitro methodology to investigate in real-time 

that will be useful to examine the inflammatory role of platelets during neutrophils accumulation and 

extravasation following lung inflammation; to achieve this goal, we used a human lung cancer 

A549cell line. We confirm here (36-38) that leukocytes engage bilateral relationship with platelets and 

make complexes. This is weakly harbored by lymphocytes, in contrast to monocytes and noticeably 

neutrophils; neutrophils prove to be the preferential leukocyte partners of platelets in the circulation. 

Van Gils et al (39) showed that adhesion of platelet-monocyte complexes to the activated endothelium 

leads to the cell complex dissociation. The present work, along with observations made at other 

anatomical sites (22), confirms that concerning neutrophils, this tethering is sufficient to retain 

platelets on their surface throughout an experimental transmigration process; this is strongly 

suggestive that neutrophils cargo bound platelets to lungs. 

Several reports (27, 29, 37, 38, 40-42) indicate that platelet binding to neutrophils is dependent 

on the functional expression of platelet CD62P and that platelet depletion significantly inhibits 

neutrophil recruitment to lungs (8, 24, 43). On the opposite, Kornerup et al (38) described that only the 

CD62P receptor i.e. the P-Selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1), is essential for neutrophil 

recruitment in mouse models of zymosan-induced peritonitis and LPS-induced lung inflammation. 

These observations suggest that distinct mechanisms are involved in platelet-neutrophil binding and 
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subsequent recruitment of either neutrophils or platelet-neutrophil complexes upon a chemoattracting 

signal.  

In our present model (using human cells and not mouse ones-which may explain some 

discrepancies), platelets did not display an activated phenotype or at least a significant CD62P 

expression, prior to being associated to neutrophils in complexes and before being induced to 

transmigration. This suggests that platelet-CD62P is indeed not essential for tethering firmly to 

neutrophils (at least in vitro), and that other adhesion molecule partners are involved. We monitored, 

in real-time, in a transwell migration assay, the recruitment of platelet-neutrophil complexes through a 

gradient of chemoattractant mediators mimicked by a conditioned medium. Because we addressed the 

issue of platelet-neutrophil complex migration to the lung, we sought to use a conditioned medium 

resulting from the creation of an inflammatory state on pulmonary epithelium cell line, referred to as 

CM-B. Platelet-neutrophil complex transmigration was successful as soon as 40min of migration, 

comparable to what is observed with control i.e. a recombinant chemokine/cytokine cocktail. There, 

platelets increased CD62P expression on their membrane when chemoattracted by the inflammatory 

CM-B, compared to control CM-A. This data suggests that an inflammatory microenvironment of 

platelets drives their activation. In aggregate, platelet activation is not needed to the formation of 

complexes with neutrophils, but occurs during their transmigration to inflammatory sites. After 

transmigration, platelets release sCD62P, PF4 and sCD40L (all three being noticeable inflammatory 

factors). This observation provides strong evidence that platelets accompanying neutrophil 

transmigration to the inflammatory site contribute effectively to the maintenance of inflammation. 

This is in line with our (and others’) previous reports showing that stimulation of platelets with LPS 

either from E. coli O111 or S. Minnesota through the TLR4/MyD88/NFκB pathway led to the platelet 

of a large number of pro-inflammatory molecules which themselves induced PBMCs to secrete IL-6, 

TNFα and IL-8, that are either inflammatory or chemoattractant (13, 44). We propose that lung 

infection/inflammation may create an environment that attracts neutrophils and enables the formation 

of platelet-neutrophil complexes, and then activation of platelets which amplifies the local 

inflammation and favor the occurrence of ALI/ARDS. 
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Similarly, local recruitment of platelet-neutrophil complexes in non infectious lung pathology 

such as created by an Ab-mediated lesion of the neutrophils lining the lung epithelium may exacerbate 

the local inflammation and result, in certain circumstances, in ALI  or TRALI, after an aged blood 

component transfusion (a condition which seems to elicit the alteration of lipid moieties, the emission 

of blood cell microparticles, and the increased overtime secretion of inflammatory BRMs). of note, we 

recently shown that stressed red blood cells could signal themselves as pro-inflammatory to leukocytes 

in an in vitro model and create an in inflammatory environment for lung epithelial cells (45-48).  

To conclude, it is now admitted that platelets are elements of an integrated inflammatory 

response (49, 50). Platelets seem to drive some ways in the recruitment of neutrophils in response to 

various stimuli. Platelets promote neutrophil extravasation in atherosclerosis (51), kidney failure (21), 

arthritis (3, 52), ALI (23, 24) and TRALI (37, 46, 48, 53). However, the specific role of platelet in 

neutrophil recruitment to inflamed tissues, e.g. lung, is not fully understood and seems to be context-

dependent. Hence, our in vitro model of monitoring platelet-neutrophil complex transmigration 

provides new tools to dissect the mechanisms of such recruitment and enables the testing of strategies 

to reduce it.  
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Legend  

Figure 1: Platelet association to leukocytes in whole blood. Platelet adhesion to blood leukocyte 

was assessed by flow cytometry after staining for lineage markers: CD41 for platlets, CD14 for 

monocytes, CD3 for T Lymphocytes, CD19 for B lymphocytes and CD15 for neutrophils. Gating was 

performed on double-labeled CD41+/CD14+, CD41+/CD3+, CD41+/CD19+ and CD41+/CD15+ 

cells. Data are expressed as the mean +/- SEM of 5 experiments.  

 

Figure 2: In vitro binding of platelets to primary neutrophils. Platelet adhesion to primary 

neutrophils, either in whole blood or after in vitro reconstitution of platelet-neutrophil complexes was 

assessed by flow cytometry after staining CD41+/CD15+. Gating was performed on double-labeled 

cells. Data are expressed as the mean +/- SEM of 5 experiments.  

 

Figure 3: Migration kinetics of platelet-neutrophil complexes in response to a 

chemokine/cytokine cocktail. (A) Platelet-neutrophil complexes containing calcein-stained 

neutrophils were placed in the upper compartment of a migration chamber and a chemokine/cytokine 

cocktail or a control medium was placed in the lower compartment. Migration was monitored in real-

time during a 2 hour kinetic by measuring the calcein fluorescence in the lower compartment. Data are 

expressed as the mean +/- SEM of 10 experiments. *P < 0.05 compared to control medium. (B) After 

migration, migrated neutrophils were recovered from the lower compartment and numerated. Data are 

expressed as the mean +/- SEM of 10 experiments. *P < 0.05 compared to medium. (C) 

Representative transmigrated platelet-neutrophil complexes were visualized by fluorescence 

microscopy after double staining with FITC-labeled anti-CD15 MoAb and PE labeled anti-CD41 

MoAb.  

 

Figure 4: Migration kinetics of neutrophils in response conditioned media from A549 cells. (A) 

Platelet-neutrophil complexes containing calcein-stained neutrophils were placed in the upper 
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compartment of a migration chamber and several media were placed in the lower compartment: 

control medium, conditioned media from unstimulated A549 cells (CM-A) or IL-1β and TNF-α 

stimulated A549 (CM-B) Migration was monitored in real-time during a 2 hour kinetic by measuring 

the calcein fluorescence in the lower compartment. Data are expressed as the mean +/- SEM of 5 

experiments. *P < 0.05 compared to medium. (B) After migration, migrated neutrophils were 

recovered from the lower compartment and numerated. Data are expressed as the mean +/- SEM of 5 

experiments. *P < 0.05 compared to medium. 

 

Figure 5: Platelet activation after migration. (A) CD62p was detected by flow cytometry after 

gating CD41+/CD15+ double positive cells before and after migration towards CM-A and CM-B. 

Data shown are percentage of CD62P expression on CD41+/CD15+ cells for (mean ± SEM from 5 

independent experiments). *P < 0.05 compared to CD62P expression before migration. (B-D) the 

release of sCD62P (B), sCD40L (C), and PF-4 (D) by platelets from transmigrated platelet-neutrophil 

complexes was assessed by Luminex ® technology Background has been subtracted from values 

shown. Data shown are mean ± SEM expressed in ng/mL; n = 5 experiments. *P < 0.05 compared to 

CM-A.  

 

Supplemental data 1: Phenotype of freshly isolated platelets and neutrophils. (A) Activation of 

freshly prepared platelet was assessed by double staining with APC-labeled anti-CD41 MoAb for the 

lineage marker and PE-labeled anti-CD62P MoAb for the activation marker. (B) Adhesion of platelets 

on freshly isolated, washed neutrophils was assessed by double staining with APC-labeled anti-CD41 

MoAb for platelet marker and FITC-labeled anti-CD15 MoAb for neutrophil marker. Data shown are 

representative of 5 experiments. 

Supplemental data 2: Chemokine/cytokine content of A549 conditioned media. The levels of 

RANTES (A), ENA78 (B), IL-8 (C), IL-6 (D), CCL20 (E) in CM-A and CM-B were quantified by 

ELISA as described in Material and Methods section. Background has been subtracted from values 

shown. Data (mean ± SEM; n = 5 experiments) are expressed in pg/mL. *P < 0.05 compared to CM-A. 



Manuscrit V – Neutrophil chemoattraction promotes platelet extravasation and inflammatory factor 
release 

 - 244 - 

 

Supplemental data 3: Platelet binding to neutrophils during platelet-neutrophil aggregate 

transmigration. (A) APC-labeled anti-CD 41 MoAb was used to stain platelets throughout the 

different steps of  the preparation of  platelet-neutrophil complexes, before and after trans-migration 

towards CM-B. (B) APC-labeled anti-CD 41 MoAb was used to stain neutrophils alone or platelet-

neutrophil complexes, before and after trans-migration towards CM-B. Data shown are representative 

of 10 experiments. 

 

Supplemental data 4: Assessment of sCD62P, sCD40L and PF4 content in CM-A and CM-B. 

sCD62P, sCD40L and PF4 were measured by Luminex® technology in CM-A, CM-B and in the 

lower compartment of the migration chamber after the migration of neutrophils alone towards CM-B. 

Data (mean ± SEM; n = 5 experiments) are expressed in pg/mL. 
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Link between platelet apoptosis and their inflammatory role in 
staphylococcal sepsis 

 

 En 2004, une étude française répartie sur 31 centres hospitaliers montre, qu’en étant à 

l’origine de 15% des bactériémies, S. aureus est le second type bactérien le plus impliqué 

(derrière E. coli) dans ce type d’atteinte vasculaire. Cette étude montre même que S. aureus 

arrive en première position si l’analyse se cantonne aux cas d’infections nosocomiales [1]. La 

forte implication de S. aureus dans les bactériémies se confirme avec des études plus récentes 

menées en Europe et aux Etats-Unis [2]. Dans les cas les plus sévères, la bactériémie entraine 

un sepsis ; le sepsis à S.aureus semble même présenter, après 30 jours d’hospitalisation, une 

mortalité supérieure à celle qui peut observée lors d’un sepsis à E. coli [3].  

 La thrombopénie est un phénomène fréquent dans les cas de bactériémies [4], mettant 

ainsi en avant la sensibilité des plaquettes au microenvironnement septique. Une étude a 

montré que celle-ci est corrélée au taux de mortalité du sepsis [5]. L’origine de cette 

diminution des plaquettes circulantes est notamment expliquée par le phénomène de 

coagulation intravasculaire disséminé (CIVD) associé à la physiopathologie du sepsis [6] . 

Cependant, le nombre croissant d’études montrant une certaine spécificité dans l’interaction 

entre les plaquettes et les bactéries, notamment S. aureus, suggère que la réponse plaquettaire 

au cours d’une bactériémie pourrait être plus complexe [7].  

 

 Les travaux présentés dans cette thèse ont déjà abordé l’induction d’une réponse 

inflammatoire plaquettaire en réponse à une stimulation par des composés de S. aureus 

(lipopeptide de synthèse Pam3CSK4, exotoxines de S. aureus). Dans le but de se rapprocher 

au maximum des conditions observées in vivo, il est important de prendre en compte 

l’ensemble des facteurs bactériens pouvant interagir avec les plaquettes et donc de considérer 

la bactérie dans son intégralité. Nous avons donc évalué la réponse inflammatoire plaquettaire 

à différentes souches vivantes de Staphylococci.  
 
 
 Ce travail a été initié en collaboration avec le service de bactériologie du CHU de 

Saint-Etienne (Pr. B. POZZETTO), qui a fourni 17 souches de staphylocoques :  

 
- Staphylococcus aureus issus de bactériémie (souches isolées de façon  primaire 

chez des patients hospitalisés au CHU de Saint-Etienne): SAB19,  SAB24,  SAB31,  SAB32 

 



Travaux en cours  

 - 259 - 

- Souches de référence de Staphylococcus aureus: souche ATCC 43866, souche 

Géraldine 

- Souche de Staphylococcus aureus issue de portage nasal intermittent: 

Staphylococcus aureus 28A1 

 

- Staphylococcus autres que aureus : 

• Staphylococcus condimenti, espèce non pathogène pour l’homme 

principalement isolée dans l’industrie agro-alimentaire 

• 3 souches de Staphylococcus epidermidis : S.epidermidis ATCC 12228 

(souche de référence), patient, patient 2 (les deux dernières étant des souches cliniques) 

• 3 souches de Staphylococcus schleiferi (3 souches d’origine clinique): 

S. schleiferi, screen staph, souche AR,  

• 3 souches de Staphylococcus lugdunensis (3 souches d’origine 

clinique): S. lugdunensis, screen staph, patient  
 
Toujours dans le but de conserver les conditions les plus proches de la réalité, les plaquettes 

utilisées ont été isolées de PRP. Les bactéries sont cultivées en milieu Muller-Hinton, milieu 

plutôt pauvre, afin de stimuler la synthèse de facteurs de virulence et d’adhésion. Au moment 

de la stimulation, les bactéries se situent dans leur phase exponentielle de croissance, là aussi 

dans le but d’avoir un pouvoir d’infectiosité maximal. Pour chaque expérience le nombre de 

plaquettes et de bactéries est normalisé afin d’obtenir une multiplicité d’infection de 0,1 soit 

une bactérie pour dix plaquettes, proportion observée lors du sepsis.  

La stimulation des plaquettes par les bactéries s’est faite sur 30 minutes et les facteurs 

plaquettes immunomodulateurs recherchés dans les surnageants plaquettaires sont l’IL-6, 

l’IL-8, l’éotaxine, le TNF-α, l’IL1-β, le vWF, le sCD40L, le PF4, le GRO et le RANTES.  

  
 
 Les premiers résultats de cette étude montrent que tous les staphylocoques n’induisent 

pas la même réponse plaquettaire, notamment en termes de libération de facteurs 

immunomodulateurs. Ainsi, des molécules comme l’IL-6, l’IL-8, l’éotaxine, le TNF-α,     

l’IL1-β et le vWF ne sont pas libérées par les plaquettes, quelle que soit la souche de 

staphylocoque employée. En revanche, des facteurs inflammatoires tels que le sCD40L, le 

PF4, le GRO et le RANTES, particulièrement importants dans la phase aiguë du sepsis, sont 

libérés de manière différentielle selon les différentes souches (figure 1). La figure 1 présente 
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les profils de libération de facteurs inflammatoires observés pour une souche représentative de 

chaque espèce étudiée. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Parmi toutes les souches testées, seul S. condimenti n’induit pas la libération de facteurs 

immunomodulateurs (sauf  le GRO). Il apparaît donc que toutes les espèces de 

staphylocoques n’induisent pas la réponse inflammatoire des plaquettes et que ces dernières 

sont capables de faire une distinction relativement fine entre ces espèces. De plus, les facteurs 

plaquettaires significativement libérés en réponse à S. aureus, le sont en plus faible quantité 

qu’après une stimulation par l’analogue de la thrombine TRAP.  

Cette observation confirme que les plaquettes sont capables de moduler leur réponse en 

fonction du type de stimulus. Il serait intéressant de voir au niveau bactérien d’éventuels 

facteurs d’adhérence ou de virulence pouvant être corrélés avec un relargage plaquettaire 

ciblé.  
 
 
 

Figure 1 - Platelet inflammatory factor release after live Staphylococcus strain 
stimulation 

Assay performed by LuminexTM  (GRO, PF4 and sCD40L) or ELISA (RANTES)technology for platelets 
supernatant ; n=8 ; platelet stimulation = 30 min ; MOI 0,1; * p < 0,05, ** p < 0,001, ***p < 0,0001 vs. 
unstimulated platelets 
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Contrairement à la libération des facteurs solubles, aucun staphylocoque n’a eu d’impact sur 

l’agrégation plaquettaire (figure 2). Les plaquettes conservent cependant leur propriété 

d’agrégation car elles sont encore capables d’agréger à 100 % en réponse au TRAP, même 

après 1h de contact avec les bactéries.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cette constatation démontre que les fonctions inflammatoires et d’agrégation des plaquettes 

sont indépendantes, et que même si les deux types de réponses peuvent être liés dans certains 

cas, la stimulation par S. aureus cible plutôt une réponse inflammatoire. Ainsi la participation 

des plaquettes à l’orage cytokinique lié au sepsis ne doit pas être négligée.  

 
 Enfin, nous nous sommes intéressés au devenir des plaquettes après leur stimulation 

par les staphylocoques et nous avons pu observer une diminution significative du nombre de 

plaquettes détectable suite à la stimulation bactérienne (figure 3). Cette diminution n’est 

cependant pas identique pour toutes les espèces de staphylocoques et, à nouveau, S. 

condimenti ne cause pas de diminution significative du nombre de plaquettes à la différence 

des autres souches.  

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2- Platelet aggregation after live Staphylococcus strain stimulation 
Aggregometer graphic representative of 5 independant experiments ; platelet stimulation = 30 min ; 

MOI 0,1 
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 Ces résultats pourraient potentiellement expliquer les thrombopénies associées aux 

bactériémies  décrites dans la littérature. Cependant, du fait que nous n’observons pas 

d’agrégation, cette diminution du nombre des plaquettes semble faire intervenir un autre 

mécanisme que nous investiguons actuellement. Un des hypothèses envisagées est l’apoptose 

des plaquettes induite par les souches bactériennes testées. 

Malgré l’absence de noyau, l’apoptose est un processus de mort cellulaire décrit pour les 

plaquettes, notamment en rapport avec le vieillissement cellulaire. En 2012, Kraemer et al., 

ont montré que ce mécanisme pouvait aussi être mis en jeu dans un contexte pathogène, dans 

lequel les exotoxines bactériennes entrainent la destruction de la protéine de survie 

plaquettaire, Bcl-x [8]. Dans cette étude, les auteurs utilisent des mutants d’E. coli 

transformés afin d’exprimer l’α toxine de S. aureus. Nous souhaitons donc développer cette 

observation dans la mesure où l’utilisation de S. aureus permet d’évaluer l’effet conjoint de 

plusieurs facteurs exprimés. En effet, comme nous l’avons montré pour l’étude sur les 

exotoxines de S. aureus, (i) l’α toxine n’est pas l’exotoxine la plus efficace dans l’induction 

de la réponse inflammatoire plaquettaire et (ii) les exotoxines peuvent avoir un effet 

synergique sur la libération de facteurs inflammatoires par les plaquettes.  

Figure 3 - Platelet count after live Staphylococcus strain stimulation 
Platelet stimulation = 30 min ; MOI 0,1 
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Ainsi, en utilisant des souches de staphylocoques exprimant conjointement plusieurs facteurs 

de virulence et/ou d’adhésion, nous pourrons évaluer l’apoptose des plaquettes mais aussi 

investiguer la ou même les voies apoptotiques empruntées. 

 Ces résultats préliminaires sont encourageants car ils montrent que les plaquettes 

présentent une diminution du potentiel mitochondrial après contact avec S. aureus. Cet 

évènement précoce de la voie intrinsèque doit être confirmé avec l’expression d’autres 

molécules. Les évènements tardifs de l’apoptose et l’engagement de la voie extrinsèque 

demandent également à être approfondis. La formation de microparticules est également une 

conséquence de l’apoptose plaquettaire à prendre en compte car les microparticules peuvent 

avoir un réel impact dans  la physiopathologie du sepsis [9].  

 
 En conclusion, l’apoptose plaquettaire pourrait avoir plusieurs types de conséquences : 

(i) la formation de microparticules contenant des facteurs immunomodulateurs participant à la 

phase inflammatoire du sepsis ; (ii) la thrombopénie constituant une complication du sepsis ; 

et (iii) la réduction de la formation des NET, impliqués dans le ralentissement de la 

progression de l’infection. Cette étude suggère ainsi que la dégranulation et/ou l’apoptose 

plaquettaire peuvent représenter deux nouvelles cibles éventuelles dans les approches 

thérapeutiques du sepsis, la première pour limiter l’inflammation précoce et la seconde pour 

favoriser la réponse anti-infectieuse.  
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Platelet participation in intestinal mucosal inflammatory response 
 
 

Les deux formes majeures de maladies inflammatoires cryptogénétiques de l’intestin 

(MICI) sont la maladie de Cronh (MC) et la rectocolite hémorragique (RH). D’un point de 

vue clinique, anatomique et histologique il est tout à fait possible de distinguer ces deux 

pathologies [1]. Au niveau moléculaire, elles se rejoignent du fait que tous les patients 

présentent, au niveau muqueux, un important infiltrat inflammatoire composé majoritairement 

de neutrophiles et de monocytes [2].    

L’extravasation des leucocytes en direction des tissus correspond à l’étape finale 

d’une succession d’évènements survenus dans le compartiment sanguin (activation des 

leucocytes, libération de chimiokines, chimioattraction des leucocytes) [3]. A ce jour, de plus 

en plus d’études confirment l’implication des plaquettes dans le recrutement des 

neutrophiles/monocytes au niveau de l’endothélium. En conditions inflammatoires, les 

plaquettes forment des complexes avec les leucocytes, activant ces derniers [4]. D’autre part, 

l’adhésion des plaquettes à l’endothélium créée un environnement chimiotactique pour les 

leucocytes [5]. Ces mécanismes observés in vitro, pourraient également se retrouver in vivo 

chez les patients atteints de MICI dans la mesure où ces derniers présentent (i) une 

augmentation des complexes circulant associant plaquettes et neutrophiles [6] et (ii) une forte 

interaction entre les plaquettes de ces patients et l’endothélium inflammatoire [7].   

 En 2008, Weissmüller et al. utilisent un modèle in vitro de MICI pour montrer que 

durant leur migration vers l’épithélium intestinal, les neutrophiles conservent les plaquettes à 

leur surface [8]. Il s’agit de la première étude traitant d’une activation plaquettaire au-delà du 

compartiment  sanguin. En effet, les auteurs montrent que les plaquettes sont capables de 

libérer de l’ATP au niveau des cryptes intestinales, et participent alors à l’altération des 

échanges de fluides caractéristique des MICI.  En se basant sur cette étude princeps et sur 

notre étude portant sur la migration et l’activation des plaquettes lors d’une inflammation 

pulmonaire (manuscrit V de la thèse), nous avons émis l’hypothèse que les plaquettes 

pouvaient, à l’aide des neutrophiles, exercer leur rôle inflammatoire au niveau de la muqueuse 

intestinale.  

 
Pour ce faire, nous avons utilisé le modèle de chambre de migration en insert décrit 

dans le manuscrit V. Le milieu conditionné permettant de mimer l’environnement d’une 

muqueuse inflammatoire intestinale est à présent un surnageant de cellules Caco2 (lignée de 

cellule épithéliales intestinales) stimulées par les cytokines pro-inflammatoires IL1-β, TNF-α.  
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Nous observons qu’après 120 minutes de migration, les neutrophiles retrouvés au 

niveau du compartiment basal de la chambre de migration expriment tous un signal CD41+, 

témoignant la présence de plaquettes à leur surface même après chimioattraction (figure 1). 

 

L’analyse de l’expression du marqueur CD62P sur les cellules CD15+/CD41+ 

recrutées montre que les plaquettes sont plus activées après recrutement par un environnement 

inflammatoire. Cette activation plaquettaire s’accompagne de la libération de facteurs solubles 

comme le PF4,  le sCD62P et le sCD40L qui sont exclusivement plaquettaires. En effet, ces 

facteurs ne sont pas retrouvés dans le compartiment basal de la chambre de migration  lors de 

la migration de neutrophiles seuls (figure 2). Nous pouvons donc supposer que, dans un 

contexte d’inflammation  intestinale, les neutrophiles transportent les plaquettes vers la 

muqueuse, au niveau de laquelle les plaquettes peuvent amplifier l’inflammation. 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 – Chemoattraction of Neutrophil/Platelet complexes chemoattraction in 
response to intestinal inflammatory conditioned media 

Neutrophils/Platelets 1:30 ; calcein staining neutrophils ; n=5 
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Afin de confirmer cette hypothèse, nous avons analysé des biopsies intestinales (sur 

des zones inflammatoires et saines) de patients atteints de RH dans le cadre d’une 

collaboration avec les services de gastroentérologie et d’anatomopathologie et du CHU de 

Saint-Etienne (Prs X. ROBLIN et M. PEOCH’). Nous avons mis au point les marquages 

permettant de détecter un signal CD41 sur des coupes de muqueuses très inflammatoires 

(figure 3).  

Le marquage spécifique des plaquettes est localisé au niveau de la zone stromale. Le 

signal semble plus élevé dans une biopsie très inflammatoire, cependant il n’est pas exclu que 

quelques plaquettes soient déjà présentes, en plus faibles quantité et non activées, dans des 

zones non inflammatoires, de la même manière que des macrophages résidents de la 

muqueuse. D’autres marquages sur des zones non-inflammatoires sont actuellement en cours 

et il sera maintenant important de montrer l’état d’activation des plaquettes ainsi qu’une 

éventuelle colocalisation des plaquettes avec les neutrophiles, ce qui conforterait notre 

modèle.  
 
 
 

Figure 2 - Inflammatory platelet activation after extravasion 
Assay performed by LuminexTM technology for supernatant of cells present in lower compartment after 

migration (120 min); n=5; ** p <0,01 vs. neutrophils; # p < 0,05 vs. unstimulated Caco2 cells supernatant  
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Cette étude « modélise » donc le recrutement des plaquettes, associées aux 

neutrophiles, au sein de la muqueuse intestinale inflammatoire, dans laquelle elles peuvent 

participer à l’amplification de l’inflammation en libérant des cytokines/chimiokines. Le but 

initiale de cette étude était de montrer ex vivo et in vitro la présence des plaquettes dans la 

muqueuse intestinale.  

Il faut à présent évaluer, en marge de leur rôle pro-inflammatoire, la reconnaissance 

bactérienne par les plaquettes au niveau muqueux, notamment par les TLR,  ainsi que leur 

réponse antibactérienne, déjà abordée ici avec la libération de PF4.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   

Figure 3 - Platelet detection in intestinal inflammatory mucosa of ulcerative colitis 
patients 

n=3 ; red = IP (nucleus), green = CD41 (platelets) 
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Les plaquettes sanguines sont essentielles à l’hémostase primaire. Cette fonction est 

étudiée depuis que de Giulio Bizzozero, « le père de la plaquette », a décrit, en 1862, un 

nouvel élément morphologique du sang, aussi bien impliqué dans l’hémorragie que la 

thrombose. Bien que très rapide, ce processus implique néanmoins de nombreux récepteurs et 

voies de signalisation, ce qui confère déjà une certaine complexité aux plaquettes [13].  

 

Depuis une dizaine d’années le spectre d’action des plaquettes a été élargi et les 

différentes études menées à ce sujet ont permis de les placer dans le « continuum 

immunitaire ». En effet, ces éléments cellulaires anucléés expriment et libèrent après 

activation de nombreuses cytokines, chimiokines et facteurs de croissance initialement 

contenus dans les granules α. En plus de favoriser la réparation tissulaire, ces facteurs ont 

également la capacité de contribuer à l’orchestration de la réponse immunitaire [9], [13]. Les 

plaquettes ne sont pas « des éponges à cytokines » comme cela a été longtemps pensé et bien 

qu’anucléées, elles possèdent des mécanismes alternatifs capables de réguler et moduler la 

libération de ces facteurs solubles.  

L’activation plaquettaire est très variable selon le type d’agoniste, sa concentration, le temps 

de stimulation, la température ainsi que les forces de cisaillement. De plus, les plaquettes 

expriment plusieurs molécules de surface leur permettant d’interagir avec les 

microorganismes, toutefois, la plupart des études se cantonnent principalement à l’agrégation 

plaquettaire [85]. Une partie de ce travail de thèse vise à évaluer l’implication des plaquettes à 

la réponse anti-infectieuse via des facteurs immunomodulateurs d’origine plaquettaire.  

 

Les données épidémiologiques rapportent un état inflammatoire chronique au cours de 

l’infection à HIV-1, même chez les patients sous trithérapie antirétrovirale [35], lesquelles 

peuvent accroître le risque de complications notamment cardiovasculaires. Il est donc 

important de limiter l’inflammation autant que possible en ciblant les cellules qui participent à 

ce phénomène. Nous montrons dans le premier article présenté dans ce manuscrit, que les 

cytokines plaquettaires jouent un rôle dans l’entretien de l’inflammation au cours de 

l’infection à HIV-1. Cette étude porte sur 71 patients infectés par HIV-1, suivis au CHU de 

Saint-Etienne.  
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Les données cliniques montrant une thrombopénie chez ces patients sont en accord avec ce 

qui a déjà été observé dans la littérature. Cette thrombopénie peut directement être liée à 

l’infection par HIV, deux scénarios sont évoquées [423] : i) une accélération de la destruction 

des plaquettes en conséquence de leur contact avec HIV et/ou de sont internalisation d’HIV 

[36] ; ii) une déficience numéraire qui résulte d’un défaut de production au niveau des 

mégacaryocytes car l’infection virale (exemple avec HCV) impacte sur la production de 

thrombopiétine [22]. De manière cohérente avec ces suppositions Hyms et al., ont montré que 

l’administration d’azidothymidine (AZT), agent antirétroviral, permet de restaurer la 

numération plaquettaire dans un délai de deux semaines [424].  L’utilisation de thérapies 

combinées de type HAART présente des résultats similaires, avec réaugmentation des 

plaquettes dès trois mois d’HAART [425].  

 Cependant ces constations n’expliquent pas tout et sont discutables car les patients sous 

HAART inclus dans notre étude, demeurent thrombopéniques. Le traitement anti-rétroviral 

peut aussi avoir un effet myélosuppresseur ; la thrombopénie serait alors secondaire à un effet 

iatrogène [423]. Dans notre étude, bien que significativement diminué, le taux de  plaquettes 

est légèrement  plus élevé chez les patients traités. Il est possible que, sous HAART, le taux 

de plaquettes ne soit pas restauré d’une manière optimale de par l’effet de certaines molécules 

contenues dans les trithérapies, comme les inhibiteurs de la transcriptase inverse qui ont 

tendance à activer les plaquettes. 

 

Outre la thrombopénie, notre étude montre que l’infection par HIV est associée à une 

augmentation de la concentration plasmatique des cytokines plaquettaires, notamment du 

sCD40L et du sCD62P. Ces résultats s’inscrivent alors dans la même lignée que d’autres 

études qui  ont déjà montré une augmentation du sCD40L chez les patients HIV+. D’après 

Wang et al., la libération de ce facteur s’explique notamment par l’engagement du CCR3 

plaquettaire et de l’intégrine β3 par la protéine virale Tat [14]. Le mécanisme mis en jeu 

pourrait être comparable à celui observé pour les cellules dendritiques infectées par HIV-1 à 

savoir une activation de la kinase Raf-1, qui à son tour acétyle la sous-unité p65 du NFκB ce 

qui entraine sa translocation dans le noyau [15]. En effet, l’ensemble des molécules mises en 

jeu sont présentes dans les plaquettes ; de plus, l’inhibition du NFκB prévient l’activation 

plaquettaire [179]. L’infection à HIV-1 activerait donc les plaquettes et favoriserait la 

libération de facteurs inflammatoires tels que le RANTES, le GRO-α, le sCD40L et le 

sCD62P, ce qui est en faveur de l’implication des plaquettes dans l’inflammation chronique 
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associée à l’infection par HIV [35]. La surproduction de RANTES suggère aussi que les 

plaquettes prennent part dans la défense anti-virale (HIV) [23]. 

Par ailleurs, la mise en place d’une thérapie anti-rétrovirale semble amplifier 

l’activation plaquettaire qui se traduit par la libération de facteurs inflammatoires [47]. 

Certaines molécules antivirales comme l’abacavir, favoriseraient la libération de sCD40L 

plaquettaire via un effet sur l’oxide nitrique [48]. 

Nos travaux complètent les études précédentes dans la mesure où nous montrons que 

l’infection à HIV-1 et la thérapie anti-rétrovirale altèrent la capacité des plaquettes à répondre 

à une stimulation par un analogue de la thrombine (TRAP). En effet, les plaquettes de patients 

infectés et non traités par HAART, mais surtout celles de patients infectés et sous traitement 

HAART, libèrent moins de facteurs inflammatoires après stimulation. Deux mécanismes 

peuvent alors être proposés quand à l’effet de l’HAART sur la libération des cytokines 

plaquettaires :  

i) La capacité des molécules anti-rétrovirales à empêcher, ou du moins limiter, la 

réponse des plaquettes à TRAP en inhibant le récepteur PAR, qui n’est fonctionnel qu’après 

clivage de sa partie N-terminale par une protéase. Or, les anti-rétroviraux de la famille des 

inhibiteurs de protéase pourraient empêcher le récepteur PAR (« protease activated 

receptor ») d’être fonctionnel et donc les plaquettes de répondre au TRAP. Toutefois, les taux 

plasmatiques significativement plus élevés pour ces facteurs chez les patients sous anti-

rétroviraux, témoins que les plaquettes peuvent libérer leur contenu cytokinique,  ne sont pas 

en faveur de cette hypothèse. Il serait donc intéressant de poursuivre notre étude en 

différenciant les patients qui reçoivent un inhibiteur de protéase de ceux qui n’en reçoivent 

pas mais également d’évaluer si d’autres agonistes des plaquettes, ne mettant pas en jeu le 

récepteur PAR, ont le même effet sur les plaquettes de patients HIV+ sous traitement. 

ii) La propension des molécules antirétrovirales à activer les plaquettes, associée à 

la surproduction de thrombine au cours de l’infection par HIV [427]. Ces deux éléments 

induiraient la libération de facteurs inflammatoires de manière continue par les plaquettes au 

cours du traitement. Le contenu plaquettaire serait alors « épuisé » et les plaquettes ne seraient 

plus en mesure de répondre à une stimulation par TRAP. Toutefois, nous avons constaté que 

cet « épuisement » plaquettaire n’était pas comparable pour toutes les molécules analysées ce 

qui serait en faveur d’une hétérogénéité des granules α plaquettaires [428].  
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Ce travail permet de montrer que l’infection à HIV-1 mais également le traitement 

anti-rétroviral par HAART ont une incidence sur la réponse inflammatoire plaquettaire et que 

ces dernières participent à l’entretien de l’inflammation associée à cette pathologie .Il est donc 

important de ne pas négliger les plaquettes en tant que cibles dans des stratégies visant à 

réduire cette inflammation. Aussi,  il serait intéressant d’évaluer l’action de molécules anti-

plaquettaires en combinaison avec les combinaisons de HAART ; ciblant la dégranulation 

(aspirine, inhibiteurs de flux calcique, clopidogrel,…) plus que l’agrégation (inhibiteur de la 

GIIb-IIIa …). 

 

Outre HIV-1, les plaquettes sont également capables d’interagir avec les bactéries. 

Ceci  avait déjà été mis en évidence dans les années 1970 par Clawson [125]. Les bactéries 

peuvent utiliser les récepteurs de l’hémostase afin d’entrer en contact avec les plaquettes, 

cependant l’activation qui en résulte demeure controversée. Alors que certains réfutent 

l’activation des plaquettes (agrégation, expression du CD62P) par les bactéries, d’autres 

suggèrent que les bactéries induiraient exclusivement une réponse inflammatoire de la part 

des plaquettes [121]. L’hétérogénéité des données disponibles dans la littérature s’explique 

par plusieurs facteurs tels que la concentration bactérienne, la phase de croissance des 

bactéries utilisées, la présence de molécules plasmatiques, le temps de stimulation,… Aussi, 

dans le but de nous rapprocher au maximum les conditions physiologiques de la circulation 

sanguine que nos études portant sur les interactions plaquettes-bactéries sont réalisées en 

plasma riche en plaquettes (PRP).  

 

En 2004-2005, notre équipe et celle de Yokoyama au Japon sont les premières à mettre 

en évidence les « Toll-like receptors » à la surface des plaquettes [116], [117]. Peu de temps 

après, les travaux de plusieurs équipes ont montré un caractère fonctionnel de ces récepteurs 

aussi bien pour les plaquettes humaines que murines [156], [157], [429]. Ces découvertes 

constituent un élément primordial dans la définition du rôle plaquettaire dans le « continuum 

immunitaire ». En exprimant des récepteurs de l’immunité innée, capables de détecter des 

motifs conservés à la surface des pathogènes, les plaquettes présentent un arsenal de détection 

remarquable, inattendu pour une cellule anucléée. Comme pour la sensibilité des plaquettes 

aux bactéries, la fonctionnalité des TLR plaquettaires ne fait pas l’unanimité, principalement 

du fait que l’expression du marqueur CD62P n’est pas augmentée lors l’engagement du TLR4 

[430].  
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Nos observations précédentes concordent avec cette constatation, cependant, nous avons pu 

mettre en évidence la libération des protéines granulaires, incluant les facteurs 

immunomodulateurs, après engagement des TLR plaquettaires [163]. Ainsi l’activation des 

plaquettes par les bactéries est concrète mais ne se traduit pas par la surexpression du 

marqueur CD62P à la surface des plaquettes. Ces dernières semblent donc en mesure 

d’adapter leur réponse selon que le  stimulus soit l’engagement des récepteurs de l’hémostase 

ou celui des PRR détectant des signaux délivrés par des agents infectieux. Il existe donc dans 

la plaquette, des mécanismes de régulation permettant une réponse adaptée et non pas binaire.  

  

Notre équipe s’est particulièrement intéressée au rôle fonctionnel du TLR4 et nous 

avons montré que l’engagement de ce récepteur induit la libération de facteurs 

immunomudulateurs tels que le sCD40L, le PF4 et diminue la libération de molécules comme 

le RANTES et le PDGF-AB [162].  

Dans ces travaux de thèse, nous avons cherché à préciser les mécanismes mis en jeu et nous 

nous sommes intéressés à la molécule CD14 qui,  au même titre que le MD-2 et la LBP, est 

une molécule accessoire nécessaire à l’activation du TLR4 (second article). Concernant le 

TLR4 plaquettaire, l’implication du CD14 n’est pas claire. Zhang et al. montrent une 

expression membranaire du CD14 sur les plaquettes mais cette expression n’est pas retrouvée 

au stade mégacaryocytaire [422]. Nous avons donc émis l’hypothèse que pour les plaquettes, 

les molécules CD14 plasmatiques sont capturées par les plaquettes dans la mesure où les 

travaux de notre équipe montrent l’absence d’activation plaquettaire par un ligand du TLR4 

lorsque la stimulation s’effectue avec des plaquettes lavées, dépourvues de leur 

environnement plasmatique [163]. Les résultats présentés dans le deuxième manuscrit de cette 

thèse confirment cette hypothèse. Nous avons pu voir que l’absence de plasma empêche 

l’activation des plaquettes par le LPS via le TLR4 mais pas celle qui s’opère via le récepteur 

PAR et son ligand TRAP. L’addition de CD14 soluble recombinant permet de restaurer de 

manière dose-dépendante l’activation des plaquettes par le LPS.  De plus, il a été constaté que 

la présence massive de LPS dans le compartiment sanguin était associée à une augmentation 

du clivage du CD14 [431] ce qui favoriserait alors la réponse plaquettaire. Au cours de 

l’inflammation, l’interconnexion entre les leucocytes et les plaquettes serait donc amplifiée 

via le CD14 ; où ce dernier permettrait de former une boucle entre l’activation des leucocytes 

et celle des plaquettes.  
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En s’intéressant à la signalisation moléculaire faisant le lien entre la stimulation du  

TLR4 et la libération de molécules inflammatoires, Berthet et al. ont montré que les 

plaquettes expriment les molécules de la cascade TLR, classiquement décrites pour les 

cellules eucaryotes comme le MyD88, TRIF, IRAK1, TRAF3, TRAF6, IKK-i, IκB-α,… 

[176]. Le MyD88 qui intervient en premier est montré comme indispensable dans l’activation 

plaquettaire TLR-4 dépendante [422]. Dans la mesure où le TLR2 est également exprimé par 

les plaquettes nous avons investigué les voies de signalisations associées à ce récepteur.  

Les études portant sur ce récepteur plaquettaire ont été initiées par Blair et al. qui ont montré 

une activation plaquettaire de type thrombo-inflammatoire avec l’implication de la voie PI3K 

[429]. Assinger et al. quant à eux montrent que la réponse plaquettaire inflammatoire TLR 2-

dépendante s’accompagne aussi de la libération de sCD40L [140]. Les travaux présentés dans 

le troisième article, confirment la libération de sCD40L après engagement du TLR2 par le 

Pam3CSK, peptide de synthèse mimant le lipopeptide triacétylé des bactéries, identique à 

celui utilisé dans les travaux de Blair et al. Cette étude montre aussi la libération d’autres 

facteurs inflammatoires, RANTES, sCD62P et PF4, qui n’ont jusqu’à présent jamais été 

associés à la stimulation du TLR2 plaquettaire et qui peuvent contribuer à la formation des 

complexes plaquettes-neutrophiles observés après activation du TLR2 [429].  

Nos observations, associées à celles de l’étude de Blair et al., montrent que suite à 

l’engagement du TLR2 les plaquettes peuvent agréger rapidement (6 min), ce qui représente 

une première réponse [429] ; et qu’elles peuvent libérer plus tardivement (deux heures) des 

facteurs immunomodulateurs, ce qui constitue une deuxième réponse anti-infectieuse, 

complétant la première. 

Les informations apportées par cette étude montrent également une différence dans  le 

profil cytokinique entre la stimulation du TLR2 et celle du TLR4, principalement pour le 

RANTES et le CD62P. Ces derniers, non détectés après stimulation des plaquettes par du LPS 

[163], sont bien présents sous forme membranaire et/ou soluble lorsqu’il s’agit de 

l’engagement du TLR2. A contrario l’engagement  du TLR2 ne permet pas un épissage des 

ARNm de l’IL-1β aussi fort qu’après engagement du TLR4 [11]. Même si les TLR 2 et 4 se 

ressemblent dans leur fonction de reconnaissance des signaux de danger pathogènes, les 

différences observées au niveau de l’activation plaquettaire suggèrent pourtant des 

fonctionnalités bien distinctes entre ces deux récepteurs.    

Nous montrons aussi que, contrairement à la stimulation de type hémostatique forte (TRAP), 

la stimulation des plaquettes via le TLR2 induit uniquement la libération du contenu des 
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granules α car nous n’observons pas de libération accrue de sérotonine. Ce résultat vient 

conforter l’hypothèse, émise au vu de nos observations concernant le TLR4, que  la réponse 

plaquettaire s’adapte au type de stimulus.  

 

Les études de Blair et al. et d’Assinger et al. montrent l’implication des voies PI3K et 

PLC [140], [429] dans la signalisation du TLR2 chez la plaquette. Déjà décrites pour d’autres 

fonctions plaquettaires comme le signal « inside-out », la mobilisation calcique ou le 

remodelage cellulaire, ces voies sont également mises en jeu pour des fonctions annexes. 

Nous montrons que c’est aussi le cas pour une signalisation plus atypique des plaquettes, la 

voie NFκB. L’utilisation d’un inhibiteur du NFκB empêche la libération du contenu 

granulaire autant lors de l’engagement du PAR-1 que celui du TLR2. Cependant, nous 

montrons que le « timing » de son implication semble différent si l’on se réfère à la cinétique 

de phosphorylation de deux sérines de la sous-unité p65 (Ser468 et Ser536). Ces résultats 

concordent avec  ceux de Rex et al. qui montrent que même si les réponses plaquettaires à un 

agent infectieux ou à une stimulation hémostatique peuvent être similaires, les voies de 

signalisation cellulaire ne se superposent pas [167]. 

 

La réponse des plaquettes aux bactéries peut également se faire indépendamment de 

ses récepteurs spécialisés. Nous montrons ainsi dans le quatrième manuscrit que les plaquettes 

sont capables de libérer des cytokines selon un profil adapté en réponse à des exotoxines de S. 

aureus. Les exotoxines testées sont TSST-1, l’α-toxine, l’hémolysine γ  et la PVL. Aucune 

n’induit la libération de SDF-1α, ce qui confirme le fait que les cytokines plaquettaires ne sont 

pas toutes libérées simultanément mais selon un mécanisme régulé.  

Puisqu’en condition physiopathologique S. aureus exprime simultanément plusieurs 

exotoxines, elles ont également été testées selon différentes combinaisons. Ainsi, nous avons 

notamment observé que la PVL et la TSST-1, qui prises individuellement n'induisent peu ou 

pas de  libération significative de sCD40L, sont capables lorsqu’elles sont combinées, même à 

des concentrations sub-optimales, de provoquer une libération de sCD40L à un taux 

comparable à celui observé pour les toxines les plus actives sur la libération de cette 

molécule. Cette observation ne résulte pas d’un effet « de masse » mais d’une libération 

ciblée car même combinées les concentrations sub-optimales de toxines ne parviennent pas 

toutes à induire la libération de sCD62P, ni de SDF-1α. Les exotoxines de S. aureus agiraient 

donc de manière synergique sur la réponse inflammatoire des plaquettes. Cette observation 
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incite à reconsidérer l’interprétation de certaines études où les toxines utilisées 

individuellement n’ont aucun effet sur les plaquettes, voire un effet inhibiteur [197], [200].  

 De par leurs propriétés chimiques, les toxines vont principalement désorganiser les 

membranes des cellules cibles. Au delà de cette lyse cellulaire, une réponse inflammatoire se 

met en place ; les mécanismes de déclenchement sont encore imprécis. Ce n’est que très 

récemment que l’équipe de Torres a montré que la toxine lukED de S. aureus se lie aux 

cellules cibles par le CCR5, le CXCR-1 ou le CXCR-2, en fonction des cellules incriminées 

[432], [433]. L’engagement simultané de ces récepteurs, également présents sur les plaquettes 

[18], pourrait expliquer comment les différentes toxines sont capables d’activer 

spécifiquement  les cellules cibles et d’obtenir ainsi un relarguage de cytokines suffisant pour 

induire l’inflammation. 

 

Dans le travail décrit dans le quatrième article nous avons poursuivi nos efforts pour 

nous rapprocher des conditions physiologiques de l’infection en évaluant la réponse 

inflammatoire des plaquettes à des souches bactériennes vivantes. En effet, outre les facteurs 

de virulence tels que les toxines, S. aureus possède des facteurs d’adhésion pouvant aussi agir 

sur les plaquettes et amplifier l’effet synergique observé pour les exotoxines. 

Les résultats de nos travaux montrent, une fois de plus, la capacité des plaquettes à moduler 

leur réponse en fonction du stimulus. Ces résultats sont remarquables en ce sens qu’ils ne 

traitent pas seulement d’une distinction entre un stimulus hémostatique vs. un stimulus 

infectieux mais ils pointent également la capacité, très fine, des plaquettes à adapter leur 

réponse face à différentes souches de Staphylococci. Les plaquettes sont comme « éduquées » 

pour la réponse immunitaire ; elles ne répondent, par exemple, pas à S. condimenti qui est une 

souche non pathogène pour l’homme, alors qu’elles sont sensibles à des souches isolées à 

partir de bactériémie à S. aureus.  

Dans cette étude nous nous sommes focalisés sur la réponse inflammatoire des plaquettes et 

parmi plusieurs facteurs testés, nous observons une libération de RANTES, PF4, GRO et de 

sCD40L. En traitant de la libération de cytokines, nos résultats apportent des éléments encore 

non explorés alors que la communauté scientifique s’oppose à l’effet pro-agrégeant de S. 

aureus. En effet, dans la littérature l’impact de S. aureus sur les plaquettes est controversé car 

certaines équipes mettent en avant son pouvoir pro-agrégant [191], [434]  alors que d’autres 

n’observent aucune réponse, voire une inhibition de l’activation plaquettaire [197]–[199]. 

Dans ce genre d’étude, traitant de la physiologie plaquettaire en réponse à un nouveau type de 
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stimulus,  il est important, avant de conclure, de bien prendre en compte plusieurs types de 

réponse allant de l’agrégation à  libération du contenu des granules denses et α ; et de tenir 

compte aussi de l’aspect technique qui peut apporter un biais important (présence de 

molécules plasmatiques, concentration bactérienne).  

Bien qu’en cours d’interprétation, les résultats de cette étude soulèvent également un 

mécanisme encore peu exploré pour les plaquettes, surtout en réponse à une stimulation 

bactérienne ; il s’agit de l’apoptose. Au-delà des observations, le but est aujourd’hui 

d’éclaircir la relation de cause à effet qui existe entre S. aureus et ce mécanisme plaquettaire, 

toujours en gardant à l’esprit l’implication des plaquettes dans la réponse aux pathogènes. 

Towhid et al. ont montré en 2012 que l’activation du TLR2 par une souche de    S. aureus 

provoque l’apoptose des plaquettes [435]. Ce mécanisme pourrait impliquer le NFκB car il a 

été montré qu’il interviendrait dans l’augmentation de la production des protéines 

proapoptotiques Bcl-x(S) et Bax et donc dans la libération du cytochrome c [436]. Le NFκB 

pourrait aussi être impliqué lors de la dégradation de la protéine de survie cellulaire Bcl-x(L) 

par l’α toxine de S. aureus [247]. Le processus d’apoptose plaquettaire ne serait donc pas 

nécessairement néfaste dans la réponse aux bactéries car les microparticules dérivées des 

plaquettes en apoptose sont décrites pour être pro-inflammatoires. En effet, elles sont 

impliquées dans la différenciation des macrophages [437], ainsi que dans le dialogue des 

plaquettes avec les neutrophiles. L’implication du NFκB dans ce mécanisme d’apoptose 

plaquettaire serait donc une manière d’élargir sa fonction pro-inflammatoire, en plus de 

l’initiation de la libération de cytokines pro-inflammatoires. 

 

Les observations obtenues dans la première partie de thèse sont particulièrement 

intéressantes dans le cadre du sepsis car elles permettent d’envisager une participation des 

plaquettes à la physiopathologie du sepsis, en marge de leur rôle thrombotique. Les plaquettes 

semblent jouer un rôle dans la phase inflammatoire du sepsis. En effet, plusieurs études 

menées chez la souris ont montré que le sCD40L plaquettaire était à l’origine du recrutement 

des neutrophiles au niveau pulmonaire et donc des complications de type ALI observées au 

cours du sepsis [221]. L’utilisation d’une molécule anti-plaquettaire dans un modèle de sepsis 

murin permet même de limiter ce phénomène [438]. L’implication des plaquettes au cours du 

sepsis est aussi associée à la formation de NET par les neutrophiles, phénomène autant 

bénéfique (défense antibactérienne) que néfaste (toxicité des histones pour l’endothélium et 

altération de la circulation microvasculaire) [251]. De plus les plaquettes forment 
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essentiellement  des complexes avec les neutrophiles au cours du sepsis murin [233]. Il 

apparait donc que l’interaction des plaquettes avec les neutrophiles soit de première 

importance dans l’inflammation et les complications associées au sepsis et particulièrement 

dans l’ALI. Nous avons donc émis l’hypothèse qu’en condition inflammatoire :  

i) les complexes neutrophiles-plaquettes ne s’arrêtent pas à la barrière 

endothéliale et que, lors de l’extravasation, les leucocytes conservent les plaquettes à leur 

surface ;   

ii) une fois recrutées au niveau de la muqueuse (pulmonaire en l’occurence) les 

plaquettes continuent d’exercer leur fonction pro-inflammatoire. 

 

Dans le cinquième article, nous proposons un modèle in vitro d’inflammation 

pulmonaire. Cette dernière s’inscrit à la fois dans les complications du sepsis, l’ALI, et dans 

une forme extrême de réaction post-transfusionnelle, le TRALI. 

Nos résultats montrent qu’une stimulation inflammatoire de cellules épithéliales pulmonaires 

induit le recrutement des complexes neutrophiles-plaquettes et que les plaquettes demeurent 

actives et capables de libérer leur contenu cytokinique après la migration. Ces résultats 

renforcent l’étude de Boilard et al. qui décrit un mécanisme similaire dans le cadre de la 

polyarthrite rhumatoïde. Au cours de leur migration en direction du synovium, les 

neutrophiles transporteraient à leur surface des microparticules plaquettaires. Les auteurs 

affirment que le signal CD41 observé dans le synovium (par microscopie à 

immunofluorescence et cytométrie) correspond seulement à la taille des microparticules [75]. 

Nos résultats de microscopie montrent aussi une hétérogénéité dans la taille des plaquettes, 

avec des éléments de taille comparable à celle des plaquettes. De plus,  les plaquettes utilisées 

avant migration ne sont pas activées et ne produisent donc pas de microparticules ou peu (à 

cause des différentes étapes de manipulation). Toutefois il est également envisageable qu’une 

fois dans le compartiment inflammatoire, les plaquettes s’activent et produisent des 

microparticules qui viennent se fixer directement sur les neutrophiles qui ont déjà migré. 

Nos résultats sont en revanche en désaccord avec  les observations de van Gils et al. 

qui montrent  que la polarisation des plaquettes à la surface des monocytes au cours de leur 

migration, associée au stress mécanique de la migration, entraine une dissociation des 

complexes plaquettes-monocytes avant le franchissement de la barrière endothéliale et que les 

plaquettes restent localisées au niveau de l’endothélium [439]. La comparaison de cette étude 

avec la nôtre a ses limites car elles n’impliquent pas les mêmes leucocytes, la détection des 
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complexes plaquettes-leucocytes après migration ne se fait pas avec les mêmes marqueurs et 

les plaquettes de l’étude de van Gils et al. sont lavées préalablement à leur association aux 

monocytes, ce qui peut avoir comme effet d’éliminer les molécules plasmatiques telles que le 

fibrinogène, pouvant renforcer la liaison des plaquettes aux neutrophiles. 

Concernant la chimioattraction des plaquettes seules, la taille des pores des inserts (3 µm)  

utilisés dans notre modèle ne permet pas de distinguer une diffusion passive d’une 

chimioattraction. C’est pourquoi les travaux  de Czapiga et al. montrant une chiomattraction 

des plaquettes par le « N-formyl peptide » peuvent être remis en cause [440], d’autant plus 

que leurs travaux, contrairement aux nôtres,  utilisent des plaquettes pré-activées par de la 

thrombine. 

 

Dans notre modèle, l’activation des plaquettes est croissante durant les différentes 

étapes du recrutement (plaquettes seules, adhésion aux neutrophiles, migration, activation par 

l’environnement inflammatoire après migration). L’augmentation du CD62P soluble ou 

membranaire pourrait, in vivo, faciliter les contacts avec l’endothélium. Les travaux de 

Boilard et al. montrent que les microparticules plaquettaires libèrent de l’IL-1β capable 

d’amplifier l’inflammation au niveau de la synovie [75]. La mise en évidence très récente du 

récepteur à l’IL-1β à la surface des plaquettes suggère une possible boucle d’autoactivation et 

par conséquent une autre manière d’amplifier l’inflammation associée aux plaquettes [441] 

L’activation plaquettaire  au-delà des vaisseaux sanguins est aussi décrite par Weissmüler et 

al. qui montrent une migration des complexes plaquette-neutrophiles au niveau des cryptes 

intestinales et la libération d’ATP plaquettaire in situ, ce qui favorise les échanges de fluides 

[419]. Cependant, dans cette dernière étude, les auteurs ne s’intéressent pas à la composante 

inflammatoire des plaquettes au niveau de la muqueuse. Dans notre étude, les plaquettes qui 

ont migré dans un environnement inflammatoire libèrent des facteurs immunomodulateurs. Si 

nous transposons cette observation à la muqueuse, les plaquettes exerceraient alors leur 

activité pro-inflammatoire au niveau tissulaire. Le sCD40L et le sCD62P libérés pourraient 

continuer à activer in situ les cellules de l’inflammation. Il en est de même pour le PF4, qui de 

plus pourrait exercer son rôle antibactérien directement au niveau du site de l’infection [148]. 

Cette dégranulation observée après migration montre  que les plaquettes sont encore 

fonctionnelles. Il serait donc important d’évaluer le rôle fonctionnel de leurs TLR afin de 

vérifier si leur  activité sentinelle peut aussi être exercée au niveau muqueux. Enfin, les 



Discussion et persectives 

 - 282 - 

muqueuses inflammatoires ont un pH acide, condition qui favorise le rôle inflammatoire des 

plaquettes, au détriment de leur fonction hémostatique [325].  

Le modèle utilisé dans cette étude est en cours d’être complexifié notamment par l’addition de 

cellules endothéliales (type HUVEC) au niveau de l’insert afin d’observer l’action des 

complexes plaquettes-neutrophiles sur celles-ci. Cloutier et al. ont déjà montré l’effet de la 

sérotonine plaquettaire dans l’augmentation de la perméabilité de la barrière endothéliale 

[442]. Enfin, l’objectif à cours terme serait aussi d’évaluer le potentiel des surnageants de 

plaquettes ayant migré sur l’activation leucocytaire mais aussi sur la croissance bactérienne.  

 

L’implication des plaquettes dans la réponse inflammatoire constituent un réel 

tournant dans la compréhension de la physiologie plaquettaire et ouvrent de nouveaux champs 

d’investigation qui sont encore quelque peu négligés. Pourtant, dans ce contexte les plaquettes 

peuvent représenter un véritable objet d’étude ; et permettraient notamment d’élucider 

certains évènements observés in vitro et/ou in vivo jusque là inexpliqués.  

Un des exemples le plus représentatif, concerne la polyarthrite rhumatoïde. En 1996, Pelegri 

et al.  montrent, dans un modèle murin, que le développement d’arthrite persiste en dépit de la 

déplétion des lymphocytes T γ/δ [443] ; ce qui suggère la participation d’autres acteurs qui 

pourraient être les plaquettes. Aujourd’hui, les travaux de l’équipe de Boilard confirment 

l’importance des plaquettes dans cette pathologie inflammatoire, notamment par les 

microparticules plaquettaires riches en IL-1β [75].  

Cela semble aussi valable pour l’ensemble des pathologies impliquant le sCD40L, d’autant 

plus qu’il est maintenant prouvé que 95% du sCD40L plasmatique provient des plaquettes [5] 

 

L’activation plaquettaire et les manifestations inflammatoires sont étroitement liées. 

Une étude réalisée chez des patients athérosclérotiques montre que l’utilisation d’aspirine ou 

de clopidogrel diminue l’expression des marqueurs inflammatoires comme le NFκB, la « C 

reactive-protein » (CRP), le sCD40L, le CD62P et les agrégats plaquettes-monocytes. Ces 

antiplaquettaires pourraient donc être utilisés à des fins anti-inflammatoires.  

Cependant, ceci n’est pas valable pour les tous les inhibiteurs plaquettaire, dont l’exemple est 

l’inhibition de la GPIIb-IIIa, qui aurait même tendance à avoir l’effet inverse [444].  

Les travaux présentés dans cette thèse ont permis d’identifier d’autres mécanismes 

plaquettaires qui pourraient constituer des cibles thérapeutiques de l’inflammation. Il serait 

intéressant de tester in vivo, dans des modèles murins distincts en fonction des pathologies 
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visées tels que ceux ciblant le CD14 soluble, le TLR2 ou le NFκB pour les infections 

bactériennes et le sepsis. 

Il serait également intéressant d’évaluer la capacité des molécules anti-plaquettaires à limiter 

l’activation des plaquettes de manière à réduire l’expression du CD62P à leur surface et donc 

la formation de complexes plaquettes-leucocytes et particulièrement plaquettes-neutrophiles, 

notamment dans l’ALI. L’objectif serait d’arriver à maîtriser la balance entre l’effet bénéfique 

des plaquettes dans la réponse inflammatoire et l’exacerbation de celle-ci à l’origine des 

pathologies chroniques.  

 

La mise en évidence des plaquettes dans les différents mécanismes inflammatoires les 

placent au cœur de l’immunité innée que ce soit dans la reconnaissance de pathogènes, la 

transduction de signal ou la libération de cytokines/chimiokines. Cette similitude de 

fonctionnalité avec les leucocytes sensibilise au fait que ces deux types cellulaires ne 

semblent pas être si différents/   

Les plaquettes anucléées sont uniquement retrouvées chez les mammifères. Chez les vertébrés 

inférieurs comme les oiseaux, reptiles, amphibiens ou poissons la fonction hémostatique est 

assurée par des thrombocytes nucléés. Concernant les espèces invertébrées, elles ne possèdent 

pas de plaquettes per se, mais l’hémolymphe contient un type de cellule nucléée dite 

hémocyte, qui expriment les TLR, qui est capable de phagocyter les corps étranger ou encore 

sécréter des protéines antimicrobiennes mais c’est cette même cellule qui régule la 

coagulation et la cicatrisation. En compilant toutes ces caractéristiques il est possible de 

discuter d’une possible évolution commune entre les plaquettes et les leucocytes, avec une 

dissociation proportionnelle à l’évolution des espèces [13].  

 

D’une manière générale, l’ensemble des travaux présentés dans cette thèse montre que 

les plaquettes sont capables de recouvrir la majorité des étapes de l’inflammation et confirme 

ainsi leur implication, à part entière, dans l’orchestration de cet état physiopathologique. En 

modulant aussi bien l’induction que la phase effectrice aiguë de l’inflammation  ainsi que 

l’entretien de ce processus, les plaquettes peuvent devenir une cible thérapeutique permettant ; 

là où pendant des années elles n’étaient même pas soupçonnées d’intervenir.  
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Plaquettes sanguines et entretien de l’inflammation post-infectieuse 

Les plaquettes sanguines sont des cellules anucléées qui jouent un rôle majeur dans l’hémostase. 

Au-delà de cette fonction, elles possèdent une composante inflammatoire multifacette ; recouvrant la 

détection du signal de danger, la libération de cytokines et la migration leucocytaire.Dans ce contexte, la 

première partie de ces travaux met en avant la capacité des plaquettes à mettre en place une activation de 

type inflammatoire en réponse à un pathogène. En effet, lors de l’infection à HIV les plaquettes sont dans 

un état d’hyperéactivité et libèrent des facteurs immunomodulateurs pouvant participer à l’inflammation 

observée chez les patients infectées. D’une manière parallèle, les plaquettes présentent une sensibilité aux 

bactéries, faisant intervenir les TLR2 et 4 mais aussi les exotoxines, voire les bactéries entières. Le profil 

de la réponse inflammatoire induite est assez conséquent et diversifié pour participer à la 

physiopathologie du sepsis. 

 La participation des plaquettes à l’inflammation concerne également leur interconnexion avec les 

neutrophiles. La seconde partie des travaux traite d’ailleurs de cette coopération qui ne semble pas 

s’arrêter à la barrière endothéliale, car lors de leur  extravasation les neutrophiles transportent avec eux les 

plaquettes ; qui sont encore capables d’entretenir l’inflammation au niveau du site inflammatoire (ici, 

modèle de l’alvéole pulmonaire). La diversité du répertoire moléculaire plaquettaire, mis en avant au 

cours de cette thèse, qui participe à l’inflammation ouvre plusieurs possibilités quant à l’élaboration 

d’anti-plaquettaires qui pourraient moduler une réponse inflammatoire exacerbée.  

Mots-clés : plaquettes, inflammation, HIV, S. aureus, TLR, NFκB, complexes plaquettes/neutrophiles, 

chimioattraction 

Blood platelets in post-infectious inflammation 

Blood platelets are anucleate cells which play an key role in haemostasis. In addition to this 

function, they participate in a number of other functions related to the inflammatory response including 

danger detection, cytokine release, and leukocyte transmigration.In the first part of the study, we highlight 

the ability of platelets to undergo an inflammatory activation response to a pathogen. Indeed during HIV 

infection, platelets are hyperresponsive and release immunomodulatory factors that can be involved in the 

inflammatory state seen in the patients. In a parallel way, platelets are also sensitive to bacteria, involving 

TLRs 2 and 4, exotoxins, as well as whole live bacteria. The inflammatory profile induced is sufficient, 

and quite diversified to participate in sepsis physiopathology. 

Platelet inflammatory functions also apply to their ability to crosstalk with neutrophils. Thus in the 

second part of our studiy, we focus on this interconnection, which does not appear to be stopping at the 

endothelial barrier, and can be seen during extravasation where neutrophils carry surface bound platelets 

in order to maintain inflammation directly onsite (alveolar inflammation model here).The diversity of 

platelet inflammatory activities highlighted in our work leads to several possibilities for the development 

of an antiplatelet therapeutic target which could modulate an exacerbated inflammatory response. 

Keywords: platelets, inflammation, HIV, S. aureus, TLRs, NFκB, platelet/neutrophil complexes, 

chemoattraction 


