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I. Réactions Inflammatoires, immunité innée et

plaquettes

A. Les réactions inflammatoires

La réaction inflammatoire est 'un des mécanismes de défense par laquelle I'organisme
répond a une agression et a toutes substances lui étant étrangeres. Ainsi, I'inflammation est un
composant essentiel de 'immunité innée dont les causes sont nombreuses et variées. Les causes
de réaction inflammatoire incluent notamment les substances étrangeres inertes (corps
étrangers), des agents physiques (températures, radiations) et chimiques (irritants, poisons), les
Iésions tissulaires post-traumatiques, les complexes immuns [1], ou encore les agents infectieux
(virus, bactéries, parasites, champignons). La réaction inflammatoire se manifeste lorsque la
barriére cutanéo-muqueuse devient insuffisante pour protéger I'organisme de ces agressions. En
tant que composante de I'immunité innée, la réaction inflammatoire est un processus nécessaire
au maintien de l'intégrité de I'hGte mais cette réponse doit étre limitée dans le temps et
correctement régulée. Dans le cas contraire, la réaction aigué peut devenir chronique et

contribuer a des pathologies dites inflammatoires.

Bien que le terme inflammation ou réaction inflammatoire soit communément utilisé, il
s’agit d’'un terme générique qui englobe et décrit des réactions diverses. Nous faisons donc ici le
choix de parler de « réactions inflammatoires » au pluriel. Ces réactions sont complexes, elles
mobilisent plusieurs types cellulaires et de nombreux médiateurs dont la nature dépend a la fois
de la cause de l'inflammation et de I'organe touché. Par exemple, des expériences chez la souris
ont montré que le niveau d’implication du complément dans les réactions inflammatoires induites
par complexes immuns était différent suivant que la réaction avait lieu dans la peau ou les
poumons [2], [3]. De la méme maniére, il a été montré que la nature des cytokines inflammatoires
produites par les kératinocytes (les principaux constituants cellulaires de I'épiderme) en réponse
a une infection cutanée dépendait de I'agent pathogene impliqué et du Toll-like receptor (TLR)
stimulé [4]. En effet, les kératinocytes expriment différents TLRs et les données de Lebre et al. [5]
ont montré que l'activation du TLR-3 des kératinocytes par I'acide polyinosinique-polycytidylique
(un analogue synthétique de I’ARN de certains virus) entrainait la production de Tumor necrosis

factor a (TNFa), d’interleukine 8 (IL-8) et d'interférons de type | (IFN), alors que I’activation du
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TLR-5 de ces mémes cellules par la flagelline d'Escherichia coli induisait I'expression de S100A7c

(psoriasine), un peptide antimicrobien [6].

Malgré leur diversité, les réactions inflammatoires partagent différentes étapes communes parmi
lesquelles une vasodilatation, une augmentation de la perméabilité vasculaire, une activation des
cellules endothéliales, un recrutement et une activation des leucocytes, ainsi qu’une étape dite
de résolution conduisant a un retour aux conditions homéostatiques apres I'élimination du
stimulus a I'origine de la réaction (détersion) (Figure 1). La résolution de I'inflammation est suivie
par une étape de réparation tissulaire pouvant aboutir soit a une régénération intégrale du tissu
soit a la formation d’une cicatrice fibrotique. Lorsque la détersion est incompléte I'inflammation
aigué peut évoluer en une inflammation chronique. En plus des cellules résidentes tissulaires (ex :
macrophages, mastocytes, fibroblastes), des cellules vasculaires et des leucocytes, les plaquettes
sont maintenant également reconnues comme des actrices importantes de ces différentes étapes

des réactions inflammatoires.
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Figure 1. Les étapes communes aux réactions inflammatoires aiques. A. La vasodilatation en réponse a la production de
différents médiateurs (NO, PGI2) par les cellules résidentes constitue une des premiéres étapes des réponses
inflammatoires. La vasodilatation entraine une augmentation locale du volume sanguin (et donc de la pression hydrostatique
sur la paroi vasculaire) et un ralentissement de la vitesse du flux sanguin. Ces 2 événements favorisent la sortie de I'eau et des
molécules plasmatiques vers les tissus et I'adhésion des leucocytes a I'endothélium activé. La vasodilatation s’accompagne
par ailleurs d’une ouverture des jonctions endothéliales qui elle aussi favorise 'augmentation de la perméabilité vasculaire et
la formation de I'cedeme (tumor). L’'augmentation de la perméabilité vasculaire permet I'apport local de molécules de
limmunité (ex : protéines du complément et anticorps nécessaires aux phases effectrices des réponses immunitaires) et de
I’hémostase (le réseau de fibrine permet notamment de délimiter le foyer inflammatoire). L’afflux de sang et de plasma chaud
entraine les symptémes de rougeur (rubor) et de chaleur (calor). La pression exercée par I’cedeme sur les récepteurs nerveux
et la libération de médiateurs chimiques sont responsables de la sensation douloureuse (dolor). La sortie des leucocytes est un
processus organisé en plusieurs étapes : Tethering (en anglais) ou adhérence faible, Etape 2 : Rolling (roulement), Etape 3 :
Margination (adhérence ferme), Etape 4 : Diapédése ou extravasation. Chacune de ces étapes dépend des interactions entre
différents couples ligand-récepteur. Le rolling par exemple est permis par I'adhérence faible entre les leucocytes et les cellules
endothéliales et ce grdce a des molécules d’adhésion cellulaire ou CAM pour Cell Adhésion Molécule et des intégrines (LFA-1).
La reconnaissance de signaux de danger via les PRR (Pattern recognition receptor) provoque une augmentation de I’expression
de ces CAM. L’adhérence des leucocytes augmente d’autant plus que la vitesse du sang diminue (vasodilatation). B. Principaux
acteurs cellulaires des réactions inflammatoires aigués. Les mastocytes sécrétent des facteurs vasodilatateurs et des
activateurs des cellules endothéliales permettant une augmentation de I'apport de sang, plasma et de cellules dans la zone
lésée. Les neutrophiles sécrétent des facteurs dégradant les pathogenes. Les neutrophiles et les macrophages éliminent les
pathogénes par phagocytose. Les macrophages sécrétent des cytokines qui attirent les cellules immunitaires et les cellules
nécessaires a la réparation tissulaire au site enflammée. La réponse inflammatoire se poursuit jusqu'a ce que tous les corps
étrangers soient éliminées et que la plaie soit réparée [7].

B. Role des plaquettes dans les réactions inflammatoires

A bien des égards, la participation des plaquettes aux réactions inflammatoires n’est pas
surprenante. Les plaquettes sont principalement connues pour leur fonction premiére qui est
d’orchestrer I’lhémostase en cas de blessure vasculaire. Cependant, il existe des liens importants
entre la thrombose, souvent considérée comme le versant pathologique de I’hémostase (bien

gu’hémostase et thrombose reposent sur des mécanismes différents), et les réactions

inflammatoires [8]. Au cours des 20 derniéres années, différents termes ont ainsi émergé pour

désigner ces interactions et leurs conséquences physiopathologiques : thromboinflammation [9],
immunothrombose [10], ou encore immunohémostase [11]. Malgré des différences subtiles, tous

ces termes visent a traduire le fait que les réactions inflammatoires et les réponses immunitaires
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peuvent déclencher des thromboses dont les acteurs peuvent en retour amplifier I'inflammation
(Figure 2). Les thromboses associées aux réactions inflammatoires et immunitaires peuvent étre
initiées par différents mécanismes non-exclusifs tels qu’une activation directe des plaquettes par
des composants bactériens ou viraux via des récepteurs spécifiques [12], une activation indirecte
via les leucocytes comme les neutrophiles et les monocytes capables d’activer la coagulation et

les plaguettes [13], ou encore la génération de microparticules pro-coagulantes [14], [15].
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Figure 2. L’immunothrombose. Les interactions entre la thrombose et l'inflammation impliquent plusieurs voies et se
produisent dans diverses situations physiopathologiques telles que la septicémie, la coagulation intravasculaire disséminée
(DIC), les accidents vasculaires cérébraux, les cancers, la polyarthrite rhumatoide, entre autres. La thromboinflammation est
provoquée par des interactions mutuelles et une activation réciproque entre les cellules endothéliales, le sous-endothélium,
les leucocytes, les plaquettes et le systéme immunitaire inné humoral, impliquant le complément, la coagulation et les
cascades de signalisation fibrinolytique. Il a été montré que parmi les mécanismes de base de I'immunothrombose, figure la
capacité des leucocytes de répondre aux motifs moléculaires associés aux agents pathogénes (PAMP) ou aux motifs
moléculaires associés aux dommages (DAMP). Par exemple, les monocytes ainsi stimulés expriment directement, ou via
I’émission de microvésicules, du facteur tissulaire (FT) activé aux sites d'exposition aux agents pathogénes, ce qui initie la voie
extrinseque de coagulation. Les piéges extracellulaires des neutrophiles (« neutrophil extracellular traps », NETs) sont des
réseaux composés d'ADN et d'histones, et ils soutiennent I'immunothrombose a travers plusieurs voies : 1) les NETs peuvent
activer directement le facteur XIl (FXIl, voie contact de la coagulation), probablement en raison de leur surface chargée
négativement, 2) les NETs se lient au facteur von Willebrand (VWF) et soutiennent le recrutement des plaquettes, 3) les
histones H3 et H4, présents dans les NETs, peuvent déclencher I'activation des plaquettes, 4) les NETs concentrent localement
des enzymes, telles que I'élastase des neutrophiles et la myéloperoxydase, qui clivent et oxydent respectivement les
anticoagulants, y compris l'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI) et la thrombomoduline et 5) les NETs peuvent se
lier au FT et favoriser I'activation de la voie extrinseque de la coagulation. Les plaquettes ont un réle de soutien important
dans I'immunothrombose. Ce réle comprend l'activation de la voie contact dépendante du FXII de la coagulation par les
polyphosphates dérivés des plaquettes. De plus, la protéine disulfure isomérase (PDI) dérivée des plaquettes et des cellules
endothéliales participe a la génération de fibrine, vraisemblablement via I'activation du FT (fleche en pointillés), bien que la
base moléculaire exacte du réle du PDI dans la formation de thrombus reste controversée. Le systéme du complément (en
particulier les composants du complément activé C3a et C5a) est également impliqué dans I'immunothrombose, par exemple
en déclenchant l'activation des plaquettes. PRR : récepteur de reconnaissance de formes [10].

L'activation des plaquettes et les thromboses associées aux réactions inflammatoires

peuvent contribuer aux complications des maladies a composante inflammatoire, comme par
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exemple, le sepsis [16], les accidents vasculaires cérébraux ischémiques [17] ou les cancers [18].
Ces thromboses peuvent également participer aux phases effectrices de I'immunité, en
promouvant par exemple la capture et I’élimination des agents infectieux [15], [19]. Des études
chez la souris ont en effet montré que les thrombi se formant consécutivement a différentes
infections ou en cas de sepsis avaient la capacité de capturer et d'immobiliser les bactéries
circulantes. Cette propriété des thrombi formés dans ces conditions reposerait notamment sur
leur contenu important en « neutrophil extracellular traps » (NETs). Ces observations ont mené a
I’hypothése que les phénomenes de thromboses associées aux infections participeraient a la
limitation de la dissémination bactérienne et a la clairance bactérienne [13], [20]. Cependant,
différentes études ont montré par la suite que I'inhibition de ces phénomeénes thrombotiques par
inhibition de I'activation plaquettaire et/ou des neutrophiles n’affectait pas la clairance
bactérienne mais permettait de prévenir les défaillances d’organes secondaires aux lésions
ischémiques provoquées par ces thromboses microvasculaires [21]. Ces résultats récents
suggerent donc un role essentiellement délétere des thromboses associées aux infections (pour

revue sur les mécanismes et les conséquences de la thromboinflammation voir [22], [23]).

Comme évoqué plus-haut, lI'implication des plaquettes au cours des réactions
inflammatoires ne se limite pas aux complications thrombotiques de ces réactions et comprend
également une participation importante a l'initiation et a la régulation des différentes étapes
essentielles a un déroulement harmonieux et optimal de la réponse immunitaire innée. De plus,
d’un point de vue mécanistique, les fonctions régulatrices exercées dés les 1% étapes des
réactions inflammatoires par les plaquettes reposent en partie sur des mécanismes indépendants

de I'agrégation plaquettaire et des voies canoniques de I’hémostase primaire et des thromboses.

Aprés une bréve présentation des plaquettes et de leurs caractéristiques de cellules
immunitaires, les chapitres suivants seront consacrés a la description de la régulation par les
plaguettes de la perméabilité vasculaire, de l'infiltration leucocytaire et de I’'hémostase au cours

des réactions inflammatoires aigués.

1. Les plaquettes comme cellules immunitaires

Les plaquettes sont les plus petites cellules de la circulation sanguine avec un diameétre de

2 a 3 um au repos (Figure 3). Ce sont des cellules anucléées produites par la fragmentation des
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extrusions de mégacaryocytes dans le systeme vasculaire, formées principalement dans la moelle
des os plats (os pelviens, sternum, scapula) chez ’'homme adulte, et également dans les os longs
chez I'enfant. Chez d’autres mammiféres, dont la souris, la « pulpe rouge » de la rate contient
également des mégacaryocytes [24], [25]. Différentes études chez 'homme et la souris ont par
ailleurs montré la présence de mégacaryocytes dans les poumons, indiquant qu’il s’agirait
également d’un site de production des plaquettes [26], [27]. Ayant une durée de vie de 7 a 10
jours chez I'homme en bonne santé et de 5 jours chez la souris [28], on estime qu'environ 100
milliards de plaquettes sont produites chaque jour chez I'homme, contre 2 milliards par jour chez
la souris [29]. A la fin de leur cycle de vie, les plaquettes sont éliminées par les macrophages du
systéme réticulo-endothélial dans la rate et le foie. Chez la souris (jusqu’a 1 600 000 plaquettes/pL
sang), la numération plaquettaire est plus élevée que chez I'Homme (100 000-400 000

plaquettes/uL sang).

Figure 3. Les plaquettes et leur structure. A. Aspect des plaquettes en microscopie électronique a balayage. Au repos, les
plaquettes sont de forme discoide avec une taille de 2 a 4 um de diametre. Une fois activées, les plaquettes deviennent
sphériques et émettent des pseudopodes. Image adaptée de « Activated and non-activated platelets, SEM - Stock Image -
C036/9861 » s. d.). B. Observation des plaquettes au microscope électronique a transmission. Cette image permet d’identifier
trois parties : la membrane plasmique, le cytosquelette et les organites intracellulaires parmi lesquels les granules alpha (),
les granules denses (8), les mitochondries (Mit) et des lysosomes. La membrane plasmique est composée d’une bicouche
lipidique riche en phospholipides et contient de nombreux récepteurs transmembranaires tels que des glycoprotéines (dont
des intégrines) et des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Le feuillet externe de la membrane plasmique présente des
invaginations ouvertes sur I'extérieur formant le systéme caniculaire ouvert (OCS). L’OCS offre une voie de communication
entre l'intérieur et I'extérieur de la plaquette et permet I’entrée d’éléments externes par endocytose et la libération du contenu
des granules par exocytose apreés activation. L’OCS représente également un réservoir de glycoprotéines et de membrane
plasmique utilisé par les plaquettes pour la formation de filopodes et leur étalement lors de leur activation. Dans le
cytoplasme, on retrouve un réseau membranaire clos appelé systéme tubulaire dense (DTS, reliquat du réticulum
endoplasmique des mégacaryocytes) qui constitue une réserve intracellulaire de calcium pouvant étre mobilisée lors de
I"activation plaquettaire [30]. La formation de cette réserve intracellulaire de calcium est notamment rendue possible par la
présence de pompes calciques (SERCA2b et SERCA 3) au sein de la membrane phospholipidique du STD [31].

Différenciés a partir de cellules souches hématopoiétiques et de progénitures myéloides,

les mégacaryocytes et les plaquettes partagent de nombreuses caractéristiques avec les cellules
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immunitaires également issues de cette lignée (Figure 4B). Cette origine commune des cellules
immunitaires et des plaquettes nous rappellent que leur ancétre évolutif, ’'hémocyte, orchestre
chez certains invertébrés une réponse immunitaire basée sur la coagulation rapide de
I'hémolymphe afin de piéger les agents pathogénes et de limiter leur dissémination [32], [33]
(Figure 4A). Bien que cette réponse basique précoce ait évolué pour devenir plus spécialisée,
créant des roles distincts d'hémostase, d'inflammation et d'immunité, de nombreux

chevauchements fonctionnels demeurent donc entre ces différentes fonctions.

A B
(a) (b}

Limulus Zebrafish

Mﬂ-_"""“n""-_'.—-_-:*.i E d

Hematcpoktc siem coll

Comman mysioid progenior ‘Comman hyrmphoid proganiior

| —

I BFU-E || GM-CFU || Eo-CFU || Meg-CFU || Mast-CFU | | Pro-B | | Pra-T I

S0 fe i @ 0 ©

Amoebocyte Thrombocyte Platelet . J— mast ool ¥ bymaiacyle

Figure 4. Evolution du systéme hémostatique : des invertébrés aux mammiféres. A. De I’hémocyte (I’'amoebocyte est un sous-
type d’hémocyte) chez les arthropodes (a) assurant les fonctions hémostatiques et immunitaires au thrombocyte nucléé chez
les poissons (b) et a la plaquette anucléée chez ’Homme (c) qui possédent essentiellement un réle hémostatique et conservent
un réle dans I'immunité innée [34]. B. Représentation schématique de I’hématopoiése montrant I'origine commune des
plaquettes et des leucocytes chez les mammiferes [35].

Parmi les principales caractéristiques de cellules immunitaires des plaquettes figurent
I'expression d'un panel de récepteurs de reconnaissance de formes (pattern recognition
receptors ou PRRs, dont les TLRs et les « sialic acid binding immunoglobulin type lectins »
(Siglecs)), I'expression de récepteurs au complément et aux chimiokines, la capacité a phagocyter
des antigénes exogénes et a interagir avec d'autres cellules immunitaires, ou encore a libérer des
chimiokines, des cytokines et des protéines microbicides lors de leur activation. Par ailleurs, en
plus de récepteurs PRRs, il a été montré que plusieurs des récepteurs d’adhésion des plaquettes
étaient capables d’interagir directement avec des virus et/ou bactéries (Figure 5). Il est également
intéressant de noter que les plaquettes possédent trois récepteurs de la famille des
immunorécepteurs a motif d'activation basé sur la tyrosine (ITAM) [36], le récepteur a faible
affinité pour le fragment Fc des immunoglobulines G (FcyRIIA), exprimé par les plaquettes

humaines (mais pas de souris) [37], la glycoprotéine VI (GPVI) [38], [39] et CLEC-2 (C-type lectin-
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like type Il transmembrane receptor) [40] que nous détaillerons plus loin. Les plaquettes
possedent également des immunorécepteurs a motif d'inhibition basé sur la tyrosine (ITIM), tels
gue le CD31 (ou PECAM-1 pour « Platelet endothelial cell adhesion molecule-1 ») [41] ou leurs
récepteurs Siglecs [42], [43]. Enfin, de la méme maniere que plusieurs des récepteurs d’adhésion
et d’activation des plaquettes peuvent lier des pathogenes, plusieurs de ces récepteurs, comme
GPVI, CLEC-2 ou encore la glycoprotéine Ib (GPIb, principal récepteur plaquettaire au facteur von
Willebrand (VWF)), possédent des contre-récepteurs leucocytaires (« Extracellular matrix
Metalloproteinase inducer » EMMPRIN, podoplanine, ou « macrophage-1 antigen » MAC-1) et
viennent donc s’ajouter a la liste des récepteurs plaquettaires tels que la P-sélectine ou le CD40L

permettant des interactions plaquettes-cellules immunitaires.

GPlba: 5.g
Hsa, s.g
GPllbllla:  ©%PB, 5.5
s.gPada, STPA a2bf3:
s.a IsdB, Ade"OV:US,
TLR: s.e SdrG ‘ pentonbase GPVI: HCV
sl > E DC-SIGN:
g— /| o
e = @ ‘ | | lentivirus, HIV
CLEC-2: HIV \ ‘i 9occa ) @ . cou
CAR: . ;/A’ g
Coxsackie \ d —
Adenovirus 4 CCR3,
N CCR4,
o \ CXCR4:
Rotavirus ox
R

Figure 5. Récepteurs immunitaires des plaquettes. Les plaquettes expriment a leur surface de nombreux récepteurs
pouvant interagir soit avec des agents pathogénes tels que les bactéries, les virus ou les champignons soit avec les
effecteurs et/ou les cellules du systéme immunitaire. Ces récepteurs peuvent étre impliqués dans ’lhémostase et/ou étre
des récepteurs spécifiques de I'immunité et classiquement exprimés par les leucocytes. Parmi ces récepteurs, on retrouve
les toll like receptors (TLRs) qui reconnaissent les motifs moléculaires associés aux agents pathogénes (PAMP, Pathogene-
Associated Molecular Pattern) [44] et des récepteurs spécifiques du complément comme CR2 qui lie a la fraction C3d [45]
ou encore C1gRp qui lie la fraction C1 du complément qui peut aussi étre reconnue par l'intégrine a281[46]. Les ITAMs
plaquettaires GPVI et CLEC-2 peuvent également interagir avec des pathogénes permettant ainsi leur internalisation [47]
et possédent des contre-récepteurs sur les cellules immunitaires (ex : EMMPRIN exprimé par les monocytes pour la GPVI
[48] et la podoplanine exprimée par les macrophages inflammatoires pour CLEC-2 [49]). CR-2, complement receptor type
2; CCR-1, CCR-3, and CCR-4, C—C chemokine receptor type 1, 3, and 4, CXCR-4, C-X-C chemokine receptor type 4, DC-SIGN,
dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin; CAR, coxsackie adenovirus receptor; s.a,
Staphylococcus aureus; s.g, Streptococcus gordonii; s.s, Streptococcus sanguinis; s.e, Staphylococcus epidermidis [42].

En plus de posséder des récepteurs a fonctions immunitaires, les plaquettes peuvent
également sécréter des facteurs immunomodulateurs majoritairement contenus dans leurs
granules (Figure 6). Parmi ces facteurs, on trouve de nombreuses chimiokines et cytokines comme

lesquelles le « platelet factor 4 » (PF4 ou CXCL4) [50], « Regulated on activation normal T cell

18



expressed and secreted » (RANTES ou CCL5) [51], « neutrophil activating peptide 2 » (NAP-2 ou
CXCL7) [50], Stromal cell-derived factor 1a (SDF-1a ou CXCL12) [52], Macrophage inflammatory
protein 1 a (MIP-1a ou CCL3) [53], I'interleukine 1 B (IL-1B) et I'lL-8 (ou CXCL8) [54]. Lors des
réactions inflammatoires, d’autres médiateurs solubles plaquettaires interviennent dans la
réparation tissulaire. On retrouve dans les granules alpha des plaguettes des facteurs de
croissance tel que le Platelet-derived growth factor (PDGF), le Transforming growth factor-f (TGF-
B) ou le Vascular endothelial growth factor (VEGF) et de I'angiopoiétine 1 (Ang-1). Dans les
granules denses, on retrouve des facteurs capables de moduler la réaction inflammatoire tels que
la sérotonine, I'adénosine diphosphate (ADP) ou I'histamine [55]. Les plaquettes expriment
également un autre facteur important dans les réactions inflammatoires : le CD40L. Ce facteur
est impliqué dans les synapses immunologiques impliquant les lymphocytes B et 95% du CD40L

soluble présent dans le plasma serait d’origine plaquettaire [56].
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Figure 6. Les facteurs immunomodulateurs stockés dans les granules de sécrétion plaquettaires. Les plaquettes peuvent
sécréter des facteurs immunomodulateurs majoritairement contenus dans leurs granules. Parmi ces facteurs, on trouve
des cytokines et chimiokines tels que le facteur plaquettaire 4 (PF4), le (TGF-8), RANTES (Regulated on activation normal T
cell expressed and secreted ou CCL5), la 8-thromboglobuline (ou CXCL7), SDF-1a (Stromal cellderived factor 1a ou CXCL12),
MIP-1a (Macrophage inflammatory protein 1 o ou CCL3), GRO-a (Growth related oncogene a ou CXCL1), I'interleukine-16
et l'interleukine-8 (ou CXCL8) [54], [57], [58]. Le CD40L, impliqué dans les synapses immunologiques avec les lymphocytes
B, est également présent dans les granules a qui contiennent en plus des bactéricides (thrombocidines) et les 8-défensines
1, 2 et 3 [10], [59]. Dans les granules alpha, on trouve également d’autres médiateurs solubles qui interviennent lors des
réactions inflammatoires : les facteurs de croissance PDGF et VEGF, I'angiopoiétine 1 [60], [61], les métalloprotéases MIMP-
2 et MMP-9 [62]. Les granules denses contiennent principalement les facteurs activateurs des plaquettes tels que des
nucléotides (ATP, ADP), des catécholamines (sérotonine, histamine) et du calcium. La sérotonine [63], le glutamate, les
polyphosphates, I’ADP ou encore I’histamine ([64] sont capables de moduler les réactions inflammatoires [65]. Le PAF
(Platelet-activating fator) [66], le thromboxane A2 et la sphingosine-1-phosphate [67], [68] sont aussi des médiateurs
inflammatoires présents dans les plaquettes.

L'activation des plaquettes par des agonistes physiologiques tels que le collagéne ou la

thrombine mais également par des facteurs immunitaires tels que les lipopolysaccharides, les
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complexes immuns et les virus déclenche également la libération de microparticules. Ces
microparticules plaquettaires dont le contenu est tres hétérogéne, peuvent elles-aussi contenir
ou exprimer a leur surface des médiateurs immunitaires. Ainsi, de maniére similaire aux

plaguettes, les microparticules participeraient activement aux réponses immunitaires.

L'expression par les plaquettes de nombreux immunomodulateurs et récepteurs

immunitaires indiquent donc un réle clé des plaquettes dans la régulation de la phase effectrice

des processus inflammatoires et immunitaires (Figure 7).
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Figure 7. Les réles clés des plaquettes dans la
modulation _des processus __inflammatoires et
immunitaires. (1) Les plaquettes peuvent assimiler des

Aligen speciic TRIM (CD8+ Transfer of:
drfferennauon T cell inhibition) ‘:CY!okines
-Mitochondria
(@] o -Lipids
o o -Transcription
@ o O  factors
@

Platelet Microparticle

(PMP) release

B cell
dlﬂerenhatuon

@ Proteasome/
= TAPs

. Protein
o=
Neutrophil q@, synthesis < D}-\
activation o
Pathogen
reduction/

Mediator
T O release
® ©0®
NETs /— \\
o 9
Neutrophil sap:lz Thrombocytopenla
MHC | 00
OOGPVI ‘ CD40L 00 MHC | 0 (denatured) 0 FoyRIIA (TLFM ‘Y_ 1gG

Cytokines/
O © Chemokines

Ows oPMP %3 CRP % Mitochondria

agents infectieux et stimuler [I’activation des
neutrophiles et la production de NETs antimicrobiens. (2)
L'expression de CD40L par les plaquettes leur permet
d'interagir avec différentes cellules du systeme
immunitaire et de les activer et/ou de les inhiber. (3) Les
molécules de classe | du CMH sont localisées en
intracellulaire, lors de I'activation plaquettaire, elles sont
exprimées a la surface des plaquettes et peuvent activer
les lymphocytes T CD8+. En revanche, les molécules du
CMH de classe | a la surface des plaquettes au repos sont
dénaturées et entrainent une inhibition des lymphocytes
T CD8 +. (4) Les plaquettes libérent des microparticules
plaquettaires (PMP) en condition de stress et ces PMP
peuvent transporter différentes molécules vers d'autres
cellules et sites inflammatoires. (5) Les plaquettes
contiennent de nombreuses cytokines et chimiokines
pro-inflammatoires et anti-inflammatoires qu’elles
libérent dans I'espace extracellulaire en cas d’activation.
(6) Les interactions immunitaires avec les plaquettes
peuvent conduire a des thrombocytopénies sévéres,
comme dans le cas de la septicémie, ol les pathogénes
peuvent se lier aux plaquettes et provoquer leur
agrégation, séquestration et/ou destruction. (7) Les
plaquettes contiennent plusieurs types d'ARN qui
peuvent étre exportées par des PMP et peuvent alors
étre traduits en protéines [69].

En raison des nombreuses caractéristiques immunitaires des plaquettes, il a été proposé
gue les plaquettes seraient de puissants patrouilleurs scannant constamment |'endothélium
vasculaire et les leucocytes circulants de maniere « touch and go » afin de faciliter la détection et
la destruction des agents pathogénes, d’alerter les cellules immunitaires et d’amplifier

I'inflammation [70], [71] (Figure 8).
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Figure 8. Les plaquettes circulent dans le sang et examinent le systéme vasculaire pour détecter les menaces
hémostatiques et immunitaires. (A) Les plaquettes détectent les bréches vasculaires en utilisant une variété de récepteurs,
tels que ceux qui se lient au collagene (1). Elles réagissent a des signaux de danger tels que I'ADP ou le contenu des corps
de Weibel-Palade (WP), libérés par des cellules endothéliales endommagées ou activées (2). Lors de Il'activation, les
plaquettes peuvent initier la formation d’un clou plaquettaire (3) tout en régulant la perméabilité des vaisseaux (4). Elles
agissent également en tant que gardiennes, empéchant physiquement la perte d'érythrocytes pendant la transmigration
leucocytaire (5), et également a la jonction lympho-veineuse au repos ou pendant la lymphangiogenése (6). (B) Les
plaquettes peuvent reconnaitre les menaces immunitaires directement en utilisant des récepteurs de modéle conservés de
maniére évolutive (1) ou indirectement via des signaux leucocytaires, tels que des Neutrophil extracellular traps (NET) ou
des cytokines (2). Les plaquettes peuvent se lier autour des pathogénes, déclenchant une dégranulation provoquant la
destruction du pathogéne (3) et le recrutement direct / indirect des leucocytes (4). De plus, les plaquettes interagissent
souvent physiquement avec les leucocytes pour délivrer ou échanger des signaux qui entrainent une inflammation, par
exemple en absorbant I'acide arachidonique (AA) des neutrophiles pour synthétiser le thromboxane A 2 (TXA 2). [72]

L'importance de la contribution des plaquettes a la régulation des réponses immunitaires
a été démontrée a l'aide de différents modeles expérimentaux chez la souris en appui de données
cliniques. Par exemple, il a été montré la présence de microparticules plaquettaires a activité pro-
inflammatoire dans le liquide synovial de patients atteints d’arthrite rhumatoide auto-immune
[73], [74]. En effet, ces microparticules plaquettaires riches en IL-1 mises au contact de
fibroblastes synoviaux étaient capables de stimuler la production d’IL-8 et de cytokine pro-
inflammatoire par ces cellules [73]. Dans la méme étude, il était montré que la déplétion des
plaquettes ou le déficit génétique en GPVI permettait de réduire significativement la sévérité de
I'inflammation articulaire dans un modele d’arthrite rhumatoide chez la souris. Une autre étude
chez la souris a montré que les plaquettes pouvaient jouer un role clé dans la réponse antivirale.
Dans cette étude utilisant un modeéle d’infection par le virus de la chorioméningite lymphocytaire
(LCMV), il a été montré qu’en absence de plaquettes, les souris infectées par le LCMV

développaient une anémie hémorragique et ne parvenaient pas a produire une réponse
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lymphocytaire anti-LCMV efficace (Figure 9) [75]. Dans ce modele, I'absence de plaquettes
conduisait en effet a une moindre mobilisation des lymphocytes T cytotoxiques responsables de
I’élimination du virus. De la méme maniére, I'absence de plaquettes entraine une diminution de
I'infiltration intrahépatique des lymphocytes T cytotoxiques dans un modele d’hépatite virale
[75]. Ces études ne sont que des exemples des nombreuses situations inflammatoires dans

lesquelles a été démontré un role majeur des plaquettes dans la régulation de la réponse

immunitaire.
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Figure 9. Exemple de la contribution des plaquettes a la régulation de la réponse immunitaire adaptative. La
participation des plaquettes a la réponse immunitaire anti-Lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) a été démontrée en
comparant la clairance virale (A) et la mobilisation des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) (B) post-infection entre des souris
contréles (a-Irr) et des souris rendues sévérement thrombopéniques par inmunodéplétion des plaquettes (a-PLT). A. Titre
infectieux mesuré dans le cerveau de souris contréles ou thrombopéniques infectées au LCMV. B. Quantification des
lymphocytes T cytotoxiques dans le sang de souris contréles ou thrombopéniques aprés 5 et 6 jours suivant I'infection par
le LCMV. C. Photographies de peau de souris contréles et thrombopéniques 6 jours aprés infection par le LCMV. On peut
constater qu’en absence de plaquettes, l'infection par le LCMV conduit a d’importants saignements, soulignant
Iimportance des plaquettes dans la prévention des saignements au cours de cette infection virale. [75].
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2. Plaquettes et régulation de la perméabilité endothéliale et de I'infiltration

des leucocytes

En plus d’étre des actrices importantes des phases effectrices et de réparation des réactions
inflammatoires et immunitaires adaptatives, les plaquettes interviennent également dés les
stades les plus précoces de ces réactions, lors de la phase vasculaire et de recrutement des

leucocytes sur le site de I'inflammation.

a) Plaquettes et régulation de la perméabilité endothéliale

Les plaquettes ont longtemps été suspectées de jouer un réle dans la régulation de la
perméabilité endothéliale. Alors que des études anciennes ont suggéré un réle des plaquettes
dans le maintien de la fonction de barriere semi-perméable de I'endothélium quiescent [76], des
études plus récentes ont montré que les plaquettes favorisaient I'augmentation de la
perméabilité vasculaire et la formation de I'cedéme au cours de I'inflammation [77].

En 1940, James Frederic Danielli publie un article sur la perméabilité capillaire et la formation de
I’'cedéme dans un modele de perfusion de fluide dans la patte de grenouille. Dans cette étude,
Daniellicompare la réponse capillaire a différentes solutions de perfusion. Ses résultats montrent
gue I'ajout de plaquettes a une solution physiologique (solution de Ringer) permet de diminuer
drastiqguement la formation de I'cedéme durant la perfusion (Figure 10), effet qu’il attribue a une
action mécanique des plaquettes qui boucheraient les pores au sein des capillaires [78]. Il note
gue la capacité des plaquettes a prévenir I'cedeme est 100 fois supérieure a celles des globules

rouges.
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Figure 10. Les plaquettes préviennent la
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La capacité des plaquettes a prévenir la formation de I'cedéme dans les organes perfusés
a par la suite été confirmée dans différentes études [79], [80]. Par exemple, en 1969, Gimbrone
et al. montre que par rapport a une perfusion de plasma pauvre en plaquettes, la perfusion de
plasma riche en plaquettes (PRP) permet de limiter la formation de I'cedeme et des lésions
endothéliales dans des lobes thyroidiens de chien isolés [73]. Il est conclu de ces différentes
études que les plaquettes exerceraient une action protectrice et nutritive vis-a-vis de
I’endothélium, action potentiellement intéressante dans le but de préserver des organes isolés
en vue de transplantations. Cependant, le concept d’une action bénéfique de perfusions a base
de plaquettes a depuis été remis en question en raison du role délétere joué par les plaquettes

lors des lésions d’ischémie-reperfusion [82]—[84].

Des observations faites chez des animaux et des patients thrombopéniques ont
également suggéré une action nutritive des plaquettes en faveur de la fonction de barriére semi-
perméable de I'’endothélium. Il a été montré une plus grande perméabilité vasculaire pulmonaire
aux protéines plasmatiques en réponse a une augmentation de la pression de 'oreillette gauche
chez des moutons rendus thrombopéniques par rapport a des moutons controles ou a des
moutons thrombopéniques ayant été transfusés avec du PRP [85]. En 1975, Kitchens et Weiss
montrent par microcopie électronique que des lapins rendus thrombopéniques présentent des

anomalies endothéliales par rapport a des lapins ayant un compte plaquettaire normal [86]. Les
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principales anomalies constatées correspondent a un amincissement marqué des cellules
endothéliales et a I'apparition de fenestrations dans les microvaisseaux. Kitchens et Pendergast
font ensuite des observations similaires chez des patients thrombopéniques a partir de biopsies
cutanées ou musculaires [87]. Il est a noter néanmoins que plusieurs autres études n’ont pas
constaté d’anomalies ultrastructurelles endothéliales associées a la thrombopénie [63], [88].
Différentes études in vitro ont analysé la capacité des plaquettes a promouvoir la fonction de
barriere semi-perméable de I'endothélium. Ces études basées sur I'ajout de plaquettes et/ou de
surnageant de plaquettes a des cellules endothéliales en cultures [85] ont mis en évidence I'action
de différents facteurs plaquettaires dont la sphingosine-1-phosphate (S1P) [68] et I'acide
lysophosphatidique (LPA) [89], 'angiopoiétine-1 [61], [90], la sérotonine [91], ou les nucléotides
a adénosine [92] (Figure 11). La contribution de ces différents facteurs au maintien de la fonction

de barriére de I'’endothélium quiescent par les plaquettes in vivo reste a ce jour a démontrer.
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Figure 11. Plaquettes et régulation de la perméabilité endothéliale. La barriére endothéliale est composée de cellules
endothéliales jointes latéralement par une structure jonctionnelle paracellulaire qui régule la répartition de I'eau et des solutés
entre le sang et l'interstitium. Les solutés et I'eau peuvent également traverser la barriere endothéliale via une voie
transcellulaire notamment par le processus de transcytose. Différents médiateurs libérés par les plaquettes agissent sur les
cellules endothéliales pour renforcer cette barriére semi-perméable en agissant sur les jonctions paracellulaires, via des
modifications des protéines jonctionnelles (VE-cadhérines, 8-caténine, a-caténine) et/ou du cytosquelette (caveoline-1) des
cellules endothéliales. Adapté de [93].

D’un point de vue clinique, la perte d’intégrité et de fonction de la barriere endothéliale
supposément associée a un compte plaquettaire bas a depuis longtemps été considérée comme

étant a l'origine des saignements dits « spontanés » (ex : epistaxis, pétéchie) pouvant survenir
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chez les patients thrombopéniques [94], [95]. Pourtant, de nombreuses études expérimentales

et observations cliniques ont montré que le seul compte plaquettaire ne pouvait expliquer la

survenue de saignements.

Ces données relativisant I'importance de la fonction de support des plaquettes vis-a-vis de
I’endothélium quiescent sont discutées en détail dans une revue a laquelle j’ai participé en tant

que 1°* auteure et qui est présentée page 131 dans la section « Articles et Résultats

Expérimentaux » de ce manuscrit.

Au contraire de leur effet en faveur de la fonction de barriére semi-perméable de
I'endothélium quiescent, de nombreuses études indiquent que les plaquettes stimuleraient
I'ouverture des jonctions endothéliales au cours des réactions inflammatoires. Il a en effet été
montré dans différents modeles d'inflammation une diminution de la formation de I'cedéme de
perméabilité en cas de thrombopénie. Par exemple, I'immunodéplétion des plaquettes inhibe
I'efflux de bleu Evans des veinules mésentériques dans un modele de péritonite induite par
injection intrapéritonéale (ip) de thioglycolate chez la souris [96]. De la méme maniere, la
thrombocytopénie conduit a une réduction de I'cedeme et de l'infiltration des neutrophiles, des
éosinophiles et des mastocytes dans un modele d’inflammation cutanée induite par formation de

complexes immuns [97], [98] (Figure 12).
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Figure 12. Les plaquettes favorisent la formation de I'cedéme au cours de linflammation. A. Comparaison de
I’extravasation de bleu Evans dans la cavité péritonéale 1h aprés injection intrapéritonéale de thioglycolate a des souris
contréles (Co-lg) ou a des souris rendues thrombocytopéniques (platelet-depletion) [96]. B. Effet de la déplétion
plaquettaire (induite par du busulfan) sur la formation de I'cedéme et le recrutement leucocytaire au cours de la réaction
cutanée passive d'Arthus chez la souris. L'cedeme a été évalué aprés 4 heures de réaction par mesure du diamétre de la
tdche de Bleu Evans formée au site réactionnel [97].
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Les mécanismes a l'origine de la capacité des plaquettes a promouvoir 'oedeéme et la
perméabilité endothéliale dans les organes inflammeés sont variés et impliqueraient a la fois les
récepteurs d’adhésion des plaguettes et le contenu soluble granulaire des plaquettes [99]. La
nature des récepteurs d’adhésion et des facteurs granulaires responsables de cette fonction
dépendrait de la situation inflammatoire considérée. En effet, alors que dans un modéle d’arthrite
rhumatoide la GPVI et la sérotonine ont été décrites comme étant essentielles a I'augmentation
de la perméabilité vasculaire dans les articulations inflammés [77] (Figure 13), la GPIb et le VWF
seraient responsables de l'augmentation de la perméabilité vasculaire dans le modele de
péritonite induite par injection ip de thioglycolate [96]. Le VWF, avec la P-sélectine, serait
également impliqué dans la formation de I'cedeme au cours de la réaction passive d’Arthus
inversée cutanée [97], [100] ainsi que dans un modéle de dermatite de contact induite par

application d’un irritant (huile de croton) [100] (Figure 13).
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Figure 13. Les plaquettes favorisent la formation de I'cedéme par différents mécanismes. A. Comparaison de
I'augmentation de la perméabilité vasculaire au niveau des articulations de la patte entre des souris sauvages (WT) et des
souris ayant un déficit en sérotonine plaquettaire (souris Slc6a47") soumises & un modéle d’arthrite rhumatoide [77]. B-C.
Comparaison de I'augmentation de la perméabilité vasculaire au bleu Evans au niveau de la peau inflammée entre des
souris sauvages traitées par un anticorps contréle non-relevant (IgG ctrl) et des souris traitées par un anticorps anti-vWF
(a-vWF) soumises a un modéle de dermatite induite soit par des complexes immuns (B) soit par un agent irritant (C) [100]
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Alors que les plaquettes contiennent des facteurs limitant la perméabilité endothéliale (ex :
S1P, angiopoiétine-1), elles contiennent également différents facteurs favorisant la perméabilité
endothéliale tels que le VEGF ou I’histamine qui contribueraient a augmenter la perméabilité
endothéliale en conditions inflammatoires [101]. Comment I'action des plaquettes vis-a-vis des
cellules endothéliales est orientée vers un effet pro- ou anti-perméabilité reste a ce jour inconnu.
Cette dichotomie observée par une méme cellule, pouvant exercer I'un ou l'autre de ces effets
reste a déterminer. Cependant, il est intéressant de noter que cette dichotomie d’effet décrite a
I’échelle de la plaquette entiéere se retrouve méme a I'échelle d’'un médiateur plaquettaire donné.
En effet, selon les études, la sérotonine a été décrite comme pouvant soit favoriser [77], [102]
soit réduire la perméabilité endothéliale [103], [104]. Qu'un méme médiateur plaquettaire puisse
exercer des effets opposés suggére que I'un des facteurs qui pourrait déterminer |'effet des
plaguettes sur la perméabilité endothéliale soit le phénotype de la cellule endothéliale

(quiescente ou activée).

b) Plaquettes et régulation de l'infiltration leucocytaire

L’extravasation et l'infiltration des leucocytes, et plus particulierement des neutrophiles, dans les
tissus sont des étapes nécessaires a une réponse immunitaire efficace. En réponse a un stimulus
pro-inflammatoire (histamine, facteur d’activation plaquettaire (PAF)) libéré par les cellules
immunitaires résidentes (mastocytes, macrophages, cellules dendritiques) suite a Ia
reconnaissance de signaux de dangers (« Pathogen associated molecular patern » PAMP et
(« Damage associated molecular patern » DAMP) dont certains peuvent étre directement
détectés par I'endothélium, les cellules endothéliales s’activent localement ce qui induit une
élévation du calcium cytoplasmique et le déclenchement de diverses voies de signalisation [105].
Ces voies intracellulaires aboutissent a une vasodilatation par la production d’oxyde nitrique et
de prostacycline, a une augmentation de la perméabilité endothéliale par une ouverture des
jonctions serrées et adhérentes, et a une exocytose des corps de Weibel-Palade qui contiennent
de nombreuses molécules d’adhésion comme la P-sélectine et le vVWF qui permettent la capture
et I'adhésion des leucocytes notamment via des interactions P-sélectine/PSGL-1 (P-selectin
glycoprotein ligand-1) et vWF/PSGL-1 [106] (Figure 14). Cette premiére association de faible
affinité entre les leucocytes et les cellules endothéliales permet le changement de conformation
des intégrines vers une forme de haute affinité pour leurs ligands. Les intégrines dans leur

conformation active permettent alors I'adhésion stable et I'’étalement des leucocytes qui rampent
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alors a la surface de I'endothélium et migrent vers des sites de transmigration ol le sous-
endothélium est plus permissif [107]-[109]. L’adhésion dépendante des intégrines B2 permet aux
leucocytes de s’extravaser et de s’infiltrer dans les tissus |ésés : c’est la diapédese [106], [110] qui

peut avoir lieu de facon paracellulaire ou transcellulaire.
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Figure 14. Les étapes de I'extravasation des neutrophiles. L’extravasation des leucocytes est contrélée par des interactions
adhésives séquentielles entre les leucocytes et les cellules endothéliales (CE). Ce schéma décrit les différentes étapes de
I’extravasation des leucocytes et certaines des molécules adhésives impliquées a chaque étape. En réponse a un stimulus
inflammatoire, I'activation des CE permet le recrutement des neutrophiles a I'endothélium. Leur extravasation implique une
séquence d'adhésion instable via la liaison de CD11a/CD18 (intégrine alB2) et ICAM-1/2 et de roulement le long de
I'endothélium, suivie d'une adhésion stable via la liaison de CD11b/CD18 (MAC-1) et ICAM-1/2, et d'un arrét sur I'endothélium.
Par la suite, les neutrophiles subissent une migration latérale ou rampent sur les CE pour trouver un site permissif pour la
transmigration. Lorsqu’ils rampent sur les CE, les neutrophiles se lient a la P-sélectine des plaquettes activées via leurs
uropodes possédant des microdomaines riches en PSGL-1. Au cours de cette étape, la formation de I'adhésome ICAM-1 et des
filopodes riches en F-actine émergeant des CE est déterminante pour la diapédese. La diapédése peut se produire au niveau
des sites jonctions des CE (migration paracellulaire) ou a travers les CE (migration transcellulaire). Une fois qu'ils ont traversé
la membrane basale périvasculaire, les neutrophiles migrent dans le tissu interstitiel. Ils peuvent également revenir a la
circulation sanguine via un processus de migration inverse. PMN, neutrophile polymorphonucléaire.[107]

La diapédése des leucocytes ne doit pas étre confondue avec la perméabilité vasculaire a
I’eau et aux autres molécules plasmatiques. Plusieurs études ont en effet démontré que ces deux
phénoménes caractéristiques des réactions inflammatoires étaient découplés et contrdlés
indépendamment [111]. Plusieurs études ont montré que I'augmentation de la perméabilité

vasculaire était spatialement dissociée de I'extravasation des neutrophiles. Par exemple, dans un
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modele d’inflammation des voies aériennes chez le rat, Baluk et al. ont montré que
I’augmentation de la perméabilité vasculaire avait pour origine les veinules post-capillaires, alors
gue la margination et I'extravasation des leucocytes étaient observées principalement aux
niveaux des veinules collectrices (Figure 15) [112]. Ces résultats étaient en accord avec les études
plus anciennes de Hurley montrant également une dissociation spatiale et temporelle entre
émigration des leucocytes et augmentation de la perméabilité vasculaire [113], [114]. De plus, il
a également été montré dans différents modéles d’inflammation aigué (ex: péritonite,
inflammation de la plévre) que la déplétion des neutrophiles n’impactait pas I'augmentation de

la perméabilité vasculaire [96], [115].

A

Figure 15. CEdéme de perméabilité et diapédése des leucocytes sont dissociés spatialement. Images montrant la
localisation des fuites extravasculaires de bleu Monastral injecté par voie intravenieuse et le recrutement des leucocytes
dans un modeéle d’inflammation de la trachée chez le rat Wistar. A. 4 heures aprés avoir initié une réaction allergique
déclenchée par inhalation d’ovalbumine chez des rats préalablement immunisés contre I’ovalbumine, on peut observer des
fuites de bleu Monastral (indiquées par des fleches) au niveau des veinules post-capillaires de la trachée. On note qu’aucun
leucocyte n’est présent dans ce vaisseau. B. Au méme moment, la margination et 'extravasation des leucocytes ne sont
visibles qu’au niveau des veinules collectrices qui ne présentent cependant pas de fuites de bleu Monastral. [112].

Les bases mécanistiques du découplage entre augmentation de la perméabilité vasculaire
et diapédése ont été mises en évidence dans une étude récente montrant que ces 2 parametres
étaient régulés différentiellement via la phosphorylation de résidus tyrosine distincts de la VE-

cadhérine (Figure 16) [116].
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Figure 16. Perméabilité endothéliale et diapédése des leucocytes sont deux processus distincts. La VE-cadhérine est impliquée

a la fois dans le contréle de la perméabilité endothéliale et dans la diapédése des leucocytes mais selon des régulations
différentes : I'augmentation de la perméabilité vasculaire est contrélée par la phosphorylation du résidu tyrosine Y685 tandis
que la diapédése des leucocytes dépend de la déphosphorylation du résidu tyrosine Y731. In vivo, a I’état basal, la VE-cadhérine
est phosphorylée sur son résidu Y731, mais pas sur Y685. Les facteurs solubles tels que le VEGF ou I’histamine augmentant la
perméabilité endothéliale induisent la phosphorylation de Y685 (a). L’utilisation de souris portant la mutation Y685F sur la VE-
cadhérine démontre que seul le résidu Y685 est requis pour induire une augmentation de la perméabilité endothéliale (b). Les
leucocytes induisent une déphosphorylation rapide de Y731 par la phosphatase SHP-2, entrainant I'endocytose de la VE-
cadhérine (c). L’utilisation de souris portant la mutation Y731F sur la VE-cadhérine confirme que Y731 et non Y685 permet la

diapédeése des leucocytes (d) [116], [117].

Les neutrophiles constituent le sous-groupe de leucocytes prédominant recruté dans les

tissus lors de la phase inflammatoire initiale des réponses immunitaires innées. Leur principale
fonction consiste a combattre et a éliminer les agents pathogénes envahissants. Comme
mentionné plus-haut, les réactions inflammatoires sont hétérogenes et les mécanismes
d’infiltration des neutrophiles peuvent varier du schéma général présenté plus-haut, en
particulier selon I'organe et/ou le stimulus (Figure 14). Concernant le réle des plaquettes dans le
recrutement et I'extravasation des leucocytes, de nombreuses études expérimentales dans
différents modeles d’inflammation ont montré que, comme pour la formation de I'cedéme,
I'induction d’une thrombocytopénie ou un défaut fonctionnel des plaquettes s’accompagne

d’une réduction significative du recrutement et de l'infiltration des leucocytes, en particulier des
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neutrophiles [99]. La capacité des plaquettes a promouvoir l'infiltration des neutrophiles repose

sur 3 mécanismes distincts et non-exclusifs :

1) I'interaction entre la P-sélectine des plaquettes activées et son ligand PSGL-1 exprimé par les
leucocytes circulants stimule la sécrétion des corps de Weibel-Palade, favorisant ainsi le

roulement des neutrophiles [118], [119].

2) la sécrétion de différentes cytokines chimiotactiques par les plaquettes activées (ex : PF4 [120],

macrophage migration inhibitory factor (MIF) [121], RANTES (CCL5) [122], [123])

3) les plaquettes activées liées aux leucocytes les font bénéficier de leurs propriétés adhésives
augmentant ainsi leurs possibilités d’interactions avec I’endothélium activé et le sous-

endothélium [124].

Comme pour la régulation de la perméabilité vasculaire, la régulation du recrutement des
leucocytes par les plaquettes fait donc intervenir a la fois les molécules d’adhésion plaquettaires

et les facteurs solubles sécrétés par les plaquettes activées (Figure 17).
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Figure 17. Régulation de la perméabilité vasculaire et du recrutement leucocytaire par les plaguettes. Exemples de différentes
situations inflammatoires dans lesquelles les plaquettes interviennent pour réguler la perméabilité vasculaire et/ou le
recrutement des leucocytes. Pour chaque modele, les récepteurs d’adhésion et/ou les facteurs solubles impliqués sont indiqués.
Les facteurs d’origine plaquettaire sont soulignés. CD40, cluster of differentiation 40, CD40L, cluster of differentiation 40 ligand,
EMMPRIN, extracellular matrix metalloproteinase inducer, Mac-1, macrophage-1 antigen, MCP-1, monocyte chemoattractant
protein-1, ND, non-determined, PAF, platelet-activating factor, PSGL-1, P-selectin glycoprotein ligand 1, sCD40L, soluble cluster
of differentiation 40 ligand, TXA2, thromboxane A2, VEGF, vascular endothelial growth factor, vWF, von Willebrand factor [99].
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c) Plaquettes et prévention des saignements inflammatoires

L'intégrité vasculaire est un terme utilisé pour désigner la capacité de I'endothélium a retenir
les fluides, les macromolécules et les leucocytes mais aussi la capacité du vaisseau a retenir
structurellement tous les composants du sang. Comme nous venons de le voir, I'extravasation
contrblée de fluides et macromolécules repose sur des mécanismes différents de ceux de
I’extravasation des leucocytes. Au contraire de ces 2 processus qui sont finement régulés et
impliquent des changements réversibles et transitoires des cellules endothéliales, I’extravasation
des globules rouges résulte de saignements consécutifs a des dégats vasculaires. Depuis un peu
plus d’une dizaine d’années, il a été montré que les plaquettes intervenaient en permanence afin
de prévenir les saignements au cours des réactions inflammatoires. Un modeéle d’inflammation
cutanée induite par complexes immuns chez la souris a été particulierement utilisé afin d’étudier
les mécanismes de I’hémostase associée a I'inflammation. Une revue dédiée a la description de
ce modele, la réaction d’Arthus passive inversée (rpA), est présentée dans la section « Articles et

Résultats Expérimentaux ».

L'action hémostatique des plaquettes au cours des réactions inflammatoires a
initialement été mise en évidence chez des souris rendues thrombopéniques par
immunodéplétion de plaquettes et soumises a différents modéles de réactions inflammatoires :
rpA, inflammation pulmonaire induite par inhalation de LPS et ischémie/reperfusion cérébrale
[125]. Dans ces 3 modeles d’inflammation aigué, il a été montré que la réaction inflammatoire
s’accompagnait systématiquement de saignements au site réactionnel chez les souris
thrombocytopéniques. Au contraire, aucun saignement n’était visible chez les souris contrdles
ayant un compte plaquettaire normal et soumises aux mémes réactions inflammatoires, ni méme
chez des souris thrombopéniques n’ayant pas subi de stimulus inflammatoire [125]. Ces résultats
montrant que les plaquettes interviennent en permanence pour prévenir les saignements en cas
de réaction inflammatoire ont depuis été confirmés dans de nombreux autres modeles
inflammatoires dont des modeéles de glomérulonéphrite [126], d’infection virale ou bactérienne
[75], [127]-[129], de dermatite de contact [98], d’irradiation aux ultraviolets [98], d'immunisation

[130], ou de tumeurs solides [131]—-[134].

Selon les situations, les mécanismes sous-jacents a la fonction hémostatique des

plaguettes dans les organes inflammés peuvent présenter des différences notables par rapport a
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ceux responsables de I'hémostase primaire consécutive a une blessure traumatique. Tout
d’abord, ces saignements inflammatoires ne sont observés que dans les cas de thrombocytopénie
trés sévere. En effet, il a été montré que respectivement 15 %, 10 % ou méme 2 % du compte
plaquettaire normal de souris était suffisant pour prévenir les saignements au cours d'une
infection par le LCMV [127], de la rPA cutanée [125], ou d’une pneumonie a Klebsiella [128]. Le
faible besoin quantitatif en plaquettes pour permettre I’"hémostase dans les organes inflammés
pourrait s’expliquer par le type d’interactions entre plaquettes et paroi vasculaire a I'origine de
cette action hémostatique. En effet, des études anciennes s’intéressant aux interactions entre
plaquettes et paroi vasculaire au cours des réactions inflammatoires ont montré qu’aux stades
précoces de ces réactions, des plaquettes non-agrégées étaient liées aux cellules endothéliales,
au sous-endothélium, ou aux leucocytes [135]-[137]. En plus de montrer que les plaquettes
étaient recrutées précocement aux sites inflammatoires, ces observations ont suggéré que
I'action hémostatique pourrait s’y exercer indépendamment de I|’agrégation plaquettaire,
mécanisme pourtant central a I'hémostase post-traumatique. En accord avec ces données
observationnelles, il a été montré dans certains modeles d’inflammation (dermatite, tumeurs
solides, immunisation) que I'action hémostatique des plaquettes dans les organes inflammés était
préservée chez des souris ayant un déficit génétique total en intégrine allbp3 (ou GPllb-1lla) [125],
[132] ou ayant été traitées avec un anticorps bloquant cette intégrine essentielle a I'agrégation

plaquettaire [130], [138] (Figure 18, Figure 19). De plus, une étude ayant exploré I'implication de

différentes voies d’activation plaquettaires dépendantes de récepteurs couplés aux protéines G
(RCPG) dans la prévention des saignements inflammatoires a révélé que ces voies classiques
d’activation plaquettaire n’étaient pas indispensables a la fonction hémostatique des plaquettes
lors de la rpA cutanée ou en cas d’inflammation aigué des poumons induite par inhalation
d’endotoxine [139]. En effet, contrairement aux souris thrombocytopéniques, des souris ayant un
déficit génétique en PAR-4 (le principal récepteur plaquettaire a la thrombine chez la souris) et
ayant été traitées par de I'aspirine (inhibiteur de I'axe thromboxane A2/TP) et du clopidogrel
(inhibiteur de I'axe ADP/P2Y12) ne développent pas de saignements inflammatoires dans ces
modeéles [139] (Figure 18). Dans leur ensemble, ces résultats ont montré que la fonction
hémostatique des plaquettes au cours des réactions inflammatoires pouvait dans certains cas
étre assurée indépendamment des mécanismes et des voies d’activation classiquement décrits

comme étant responsables de la participation des plaquettes a ’"hémostase primaire et a la
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thrombose. Cependant, des expériences dans un modeéle d’ischémie-reperfusion cérébrale ont
montré que l'intégrine allbP3 était nécessaire a la prévention de la transformation hémorragique

de linfarctus cérébral [138], [140] (Figure 18, Figure 19). Ainsi, il apparait que la fonction

hémostatique des plaquettes au sein des organes inflammeés repose sur des mécanismes variant
avec la situation inflammatoire considérée. Le type et la sévérité des dégats vasculaires générés
au cours de la réaction inflammatoire en question sont probablement des déterminants

importants du mécanisme de réparation impliqué.

A Cutaneous Arthus reaction
100 % <3% Anti-GPlib/llla
platelets platelets F(ab)2 100 % <3%
; platelets platelets

Cerebral Ischemia/Reperfusion (tMCAOQ)

Anti-GPllb/llla Fab)2

9.

B Subcutaneous mammary tumor (4T1)

Wild-type
100 % <3%
platelets platelets B3 -/-

< 3 % platelets
+ control + clopidogrel/aspir E
nouansfug‘?n wild-type plt_s Pard’plts

reaction

LPS-induced Cutaneous Arthus 0

lung inflammation

Figure 18. La prévention des saignements inflammatoires par les plaquettes peut survenir indépendamment des
récepteurs couplés a la protéine G et de GPlibllla. (A) Images représentatives de I'aspect de la peau aprés 4 heures de
réaction passive d’Arthus inversée (rpA) cutanée montrant que, contrairement aux souris thrombocytopéniques, les souris
traitées avec un fragment d'anticorps bloquant F(ab')2 dirigé contre GPIlIb-llla ne développaient pas de saignement dans
la peau inflammée. (B) Images représentatives de tumeurs mammaires 4T1 de souris montrant que, contrairement aux
souris thrombocytopéniques, les souris présentant un déficit génétique en intégrines 83 ne développent pas de saignement
tumoral. (C) Des souris transgéniques hiL-4Ra/GPlba ont été immunodéplétées pour les plaquettes et transfusées ou non
avec des plaquettes contréles de souris sauvage ou des plaquettes de souris PAR4” traitées a I'aspirine et au clopidogrel.
Ces souris ont ensuite été soumises a la rpA cutanée ou a une inflammation des poumons induite par inhalation de LPS,
comme indiqué. Des images représentatives du site de la rpA et de I'aspect du liquide de lavage broncho-alvéolaire sont
montrées. On note que comme les plaquettes contréle de souris sauvage, les plaquettes PAR4”" traitées au clopidogrel et
a 'aspirine protégent contre les saignements inflammatoires dans la peau et les poumons. (D) Images représentatives
montrant des coupes de cerveau de souris soumises a une ischémie cérébrale transitoire. Les photographies ont été prises
24 heures apres la reperfusion. Des transformations hémorragiques sont visibles dans I'hémisphére ischémique de souris
thrombocytopéniques et de souris traitées avec un anticorps bloquant anti-GPllb-llla. (E) imagerie intravitale de
microvaisseaux corticaux au cours d’une ischémie cérébrale chez le rat. A gauche : Le marquage & la rhodamine 6G montre
qu'une occlusion proximale provoque une margination rapide et marquée des leucocytes dans les veinules en aval de
I'artére occluse qui persiste et continue de se développer aprés recanalisation (panel inférieur). A droite : L’ischémie
cérébrale conduit finalement a des occlusions secondaires des microvaisseaux cérébraux causées par une accumulation de
plaquettes et de fibrin(ogéne). [80]
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Bleeding phenotype

100%
platelets

<2.5%
platelets

Bleeding cause

Primary pathways
for bleeding
prevention

Dispensable/secondary
pathways for bleeding
prevention

Abnormal inflammatory bleeding

Immune complex-induced dermatitis (pA) | No bleeding Bleeding Neutrophils GPVI, (CLEC-2) GPlb, VWF, GPllibllla, (P2Y12),
(TXA2), (PAR4), S1P, platelet
granules

Irritant contact dermatitis No bleeding Bleeding Neutrophils ND ND

UVB-induced dermatitis No bleeding Bleeding Neutrophils ND ND

LPS-induced lung inflammation No bleeding Bleeding Neutrophils (GPVI), (CLEC-2) GPlibllla, S1P, (P2Y12), (TXA2),
(PAR4), platelet granules

Klebsiella-induced pneumonia No bleeding Bleeding ND ND ND

Immunization (OVA/CFA) No bleeding Bleeding Lymphocytes CLEC-2, podoplanin GPIllbllla, platelet S1P

Immune complex-induced No bleeding Bleeding Neutrophils ND GPlb

glomerulonephritis
Cerebral IRI (tMCAQ) No bleeding Bleeding ND GPlIbllla, platelet GPVI, GPlb, VWF
granules
Viral infection (LCMV) No bleeding Bleeding ND GPllbllla GPib, P-Selectin
Solid tumors (4T1, B16F10, LLC) No bleeding Bleeding Macrophages and (Platelet granules) GPlb, VWF, GPlllbllla
neutrophils
No abnormal inflammatory bleeding

Arthritis No bleeding No bleeding NA NA NA

Thioglycolate-induced peritonitis No bleeding No bleeding NA NA NA

Immune complex-induced peritonitis No bleeding No bleeding NA NA NA

Endotoxemia No bleeding No bleeding NA NA NA

Figure 19. Vue d'ensemble de différents modéles expérimentaux d'inflammation dans lesquels I'immunodéplétion des
plaquettes (<2,5% de plaquettes) provoque ou non des saignements inflammatoires anormaux. Pour chaque modéle,
lorsqu'ils sont connus, les causes des saignements inflammatoires ainsi que les voies impliquées ou non pour la prévention des
saignements sont indiquées. Les voies candidates dont le réle a été étudié a l'aide de méthodes de transfusion plaquettaire
sont indiquées entre parenthéses et en italique. IRI, lésion d'ischémie-reperfusion; LCMV, virus de la chorioméningite
lymphocytaire, ND, non déterminé; LPS, lipopolysaccharide; NA, Non disponible; OVA/CFA, ovalbumine/adjuvant complet de
Freund; rpA, réaction passive passive d'Arthus; tMCAQ, occlusion transitoire de I'artére cérébrale moyenne. [80]

Concernant la cause des dégats vasculaires au cours des réactions inflammatoires, il a été
montré qu’ils étaient associés a l'infiltration leucocytaire (Figure 19). La déplétion en neutrophiles
permet par exemple de prévenir les saignements inflammatoires dans différents modéeles de
dermatite [100], [141], dans un modele de glomérulonéphrite [126] et dans certaines tumeurs
solides [132], [134]. De la méme manieére, la déplétion en lymphocytes permet de prévenir les
saignements dans un modeéle d’immunisation [130]. Si I'on considére I'implication des plaquettes
dans le recrutement des leucocytes qu’elle favorise, il apparait un réle ambivalent des plaquettes
qui réparent des dégats qu’elles contribuent a générer au cours des réactions inflammatoires

[142].

d) Récepteurs plaquettaires a motif ITAM et prévention des saignements inflammatoires

De facon intéressante, des études ont suggéré un rble prépondérant de 2 des récepteurs
plaquettaires a motif ITAM, GPVI (Figure 20) et CLEC-2 (Figure 21), dans la prévention des
saignements inflammatoires dans les situations ou I'agrégation plaquettaire n’est pas essentielle.

Il a en effet été montré que les souris ayant un déficit en GPVI ou en CLEC-2 présentaient des
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saignements anormaux au cours de la rpA cutanée [139], [141] ou en cas d’inflammation

pulmonaire aigué induite par inhalation d’endotoxine [139].

Concernant la GPVI, principal récepteur plaguettaire au collagéne, il a été montré qu’elle
jouait un réle dans le recrutement précoce des plaguettes au niveau des sites d’extravasation des
neutrophiles dans les veinules post-capillaires et collectrices de la peau inflammée [141]. Le
collagene fibrillaire est le principal ligand de la GPVI mais il a été montré que la GPVI pouvait se
lier a d’autres protéines matricielles comme les laminines [143], [144] ainsi qu’a des récepteurs
exprimés par les leucocytes comme EMMPRIN [48] ou méme a des peptides antimicrobiens
sécrétés par les leucocytes comme la « human cathelicidin antimicrobial protein » (hCAP-18) chez
I'homme, « Cathelicidin-related Antimicrobial Peptide» (CRAMP) chez la souris [145]. Il est
intéressant de noter que bien que les neutrophiles constituent la source cellulaire majeure de
cathélicidine, cette protéine non exprimée dans la peau saine est induite dans les kératinocytes
localisés dans les zones inflammatoires au cours de divers troubles cutanés inflammatoires [146].
A ce jour, le(s) ligand(s) responsable(s) du recrutement plaquettaire dépendant de la GPVI au

cours de la rpA cutanée n’a pas été identifié.

En plus des propriétés adhésives de la GPVI, il a été montré que ses propriétés de signalisation
étaient également impliquées dans son action hémostatique au niveau de la peau inflammée. Il
a été montré que les plaquettes présentant un défaut dans les cascades de signalisation de GPVI
et CLEC-2 en raison d’un déficit en SLP-76, un effecteur commun de GPVI et de CLEC-2, ou d’un
traitement par des inhibiteurs des tyrosines kinases Syk et de Bruton (BTK), avaient une capacité
réduite a prévenir les saignements inflammatoires dans la peau ou les poumons inflammés [139],
[141]. Quelle(s) réponse(s) plaquettaire(s) résultant de cette signalisation contribu(en)t a I'arrét
des saignements au cours de I'inflammation cutanée est un aspect qui reste a déterminer. Parmi
les réponses dépendantes de la signalisation GPVI pouvant participer a la réparation endothéliale
et vasculaire aux sites d’extravasation des neutrophiles figurent la sécrétion de facteurs solubles
pour renforcer les jonctions endothéliales ou encore I'étalement et/ou la migration des

plaguettes afin de couvrir au mieux les bréches vasculaires [147].
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Figure 20. La glycoprotéine VI (GPVI). La GPVI, est une protéine transmembranaire de 62 kDa. Elle est exprimée uniquement par
les plaquettes et la lignée mégacaryocytaire. Son géne est situé sur le chromosome 19 du génome humain. Le domaine
extracellulaire de la GPVI comporte deux boucles « immunoglobulin-like », les domaines D1 et D2 et un domaine riche en Ser/Thr-
like liant D1 / D2 au domaine transmembranaire. Le domaine D1 est impliqué dans la liaison du collagéne alors que le domaine
D2 permet la dimérisation de la GPVI [148]. Chaque monomére de GPVI est associé de maniére non covalente a deux chaines
FcRy, chaque chaine contenant une séquence ITAM qui, lorsqu'elle est phosphorylée, se lie a la tyrosine kinase Syk. Une fois
phosphorylée, Syk initie la voie de signalisation ITAM. Le domaine intracellulaire court de GPVI contient un domaine de base qui
se lie a la calmoduline ; un domaine riche en proline qui se lie aux kinases Src Fyn et Lyn, qui participent a la phosphorylation de
ITAM ; et une queue terminale [149]. Seul le dimére de GPVI a une haute affinité pour le collagéne, alors que le monomeére le lie
faiblement ou pas du tout [148], [150]. La présence de dimeres de GPVI a la surface des plaquettes au repos reste sujet a
controverse. Selon le groupe de S. Jung et al, les diméres constitutifs de la GPVI représentent environ 20% de la GPVI totale dans
les plaquettes au repos et I'activation des plaquettes augmente le nombre de diméres [151]. Une autre étude suggére au contraire
que la GPVI ne serait présente que sous la forme monomeérique a la surface des plaquettes au repos et sa dimérisation est induite
par la liagison du complexe GPIb-V-IX au collagéne via le facteur von Willebrand lors de I'activation des plaquettes.[149]

Le réle de CLEC-2 dans la prévention des saignements inflammatoires a jusqu’ici été
beaucoup moins étudié. Le récepteur CLEC-2 est un hémi-ITAM possédant sur sa queue
cytosolique un seul motif YXXL/I appartenant a la famille des protéines transmembranaire de type
Il (Figure 21). CLEC-2 est exprimé sur les plaquettes et les mégacaryocytes et a faible
concentration sur les cellules dendritiques inflammatoires et les cellules myéloides aprés leur
passage dans les organes lymphoides secondaires [152]. Le seul ligand endogéne connu a ce jour
de CLEC-2 est la podoplanine, une glycoprotéine exprimée par les cellules endothéliales
lymphatiques [153], certaines cellules cancéreuses [154]—[156], les macrophages [157] et les
lymphocytes Th1l7 en situation inflammatoire [158]. In vitro, CLEC-2 peut étre activé par la
rhodocytine, une toxine contenue dans le venin de la vipére asiatique Calloselasma [49]. La
stimulation de CLEC-2 par la podoplanine permet la phosphorylation de la Tyr du motif ITAM et
active ainsi les plaquettes et leur agrégation via des voies de signalisation similaires a celles mises

en jeu par la stimulation de la GPVI. Les souris déficientes constitutivement en CLEC-2 ou en
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podoplanine sont caractérisées par des hémorragies cérébrales et des vaisseaux lymphatiques
remplis de sang a mi-gestation, et par une mortalité périnatale proche de 100 % due a un
probleme pulmonaire [159], [160]. Il a été récemment démontré que la liaison de CLEC-2 a la
podoplanine sur les cellules endothéliales lymphatiques était nécessaire au développement du
poumon et qu'elle est impliquée dans la différenciation des cellules mésothéliales du poumon en
myofibroblastes du canal alvéolaire via la sécrétion de TGF-B par les plaquettes chez la souris
[161]. l'interaction de CLEC-2 avec son ligand la podoplanine exprimée par les cellules stromales
artériolaires de la moelle osseuse favoriserait également la maturation des mégacaryocytes et la
formation de pro-plaquettes [162]. Chez les souris déficientes en CLEC-2 uniquement sur la lignée
mégacaryocytaire (générées par la technologie Cre-Lox : Clec2fl/fIPF4Cre+), le degré de mélange
sang-lymphe est réduit et les souris sont viables, avec toutefois une réduction de 30% du nombre
de plaquettes. Néanmoins, les temps de saignement et de formation d’un thrombus induit par
une lésion par le chlorure de fer ne sont pas augmentés [163]. CLEC-2 ne serait donc requis ni
dans I’hémostase post-traumatique ni dans la thrombose artérielle. Cependant dans un modéle
murin de thrombose veineuse profonde (DVT) provoquée par une sténose de la veine cave
inférieure, une étude récente a montré que l'interaction de CLEC-2 avec la podoplanine

favoriserait la formation du thrombus [164].

L’étude du réle de CLEC-2 dans la prévention des saignements inflammatoires a constitué I'un des
objectifs de mes travaux de theése. Les résultats de cette étude sont présentés dans la

section «Articles et Résultats Expérimentaux » page 66 de ce manuscrit.
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Figure 21. Le récepteur CLEC-2. Le géne codant pour CLEC-2, CLEC1B, est situé sur le chromosome 12 dans le génome humain.
L'activation de CLEC-2 par son ligand la podoplanine induit une phosphorylation de I’hemi-ITAM, permettant le recrutement
de Syk. Une fois recruté, Syk subit une série d’auto-phosphorylations et de trans-phosphorylations par SFK, aboutissant au
recrutement et a la phosphorylation de la protéine adaptatrice LAT et au recrutement des effecteurs de cette voie, tels que
GRB2, GADS, SLP76, VAV1 / 3, PIP3, etc. BTK / TEC. La cascade de signalisation aboutit & la phosphorylation et a I'activation
de la PLCy2, qui se lie aux LAT et PIP3 phosphorylés sur la membrane plasmique. PIP3 recrute également BTK et TEC, qui
phosphorylent le PLCy2. L’activation de la PLCy2 induit la formation des messagers secondaires inositol 1,4,5-trisphosphate
(IP3) et 1,2-diacylglycérol (DAG), entrainant la mobilisation de Ca 2+ intracellulaire et I'activation de la PKC, respectivement.
Ces modifications se traduisent par la sécrétion de granules a et de granules denses intracellulaires et par une activation des
intégrines plaquettaires, y compris a Ilb 8 3, conduisant a une agrégation plaquettaire. La signalisation CLEC-2 dans les
plaquettes humaines dépend de la polymérisation de I'actine et des médiateurs secondaires, ADP et TxA 2. Adapté de [49]
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Il. Microenvironnement tumoral et plaquettes

A. Microenvironnement tumoral

Les tumeurs résultent de la prolifération anarchique des cellules du tissu dans lequel elles
sont situées suite a des altérations génétiques spontanées ou provoquées de génes contrélant le
cycle cellulaire et/ou I'apoptose [165]. Cependant, la croissance des tumeurs ne dépend pas
uniquement des cellules cancéreuses elles-mémes. Des 1889, un chirurgien anglais, Stephen
Paget introduit la notion de microenvironnement tumoral (MET) en montrant que la
dissémination cancéreuse se fait non pas au hasard mais dans des organes et environnements
précis. En étudiant la localisation des métastases chez des patientes décédées de cancer du sein
ou d’autres types de cancer, il constate que le foie constitue le site préférentiel de développement
des métastases de cancer du sein comparé a d’autres organes tels que la rate, les reins ou les
poumons. Ses observations soutiennent I’hypothése de Fuchs [166] que certains organes seraient
prédisposés au développement de certains cancers secondaires et propose alors la théorie graine-
sol (« Seed and Soil theory ») selon laquelle les cellules cancéreuses, la graine », envahissent

préférentiellement certains tissus dont I’environnement, « le sol », leur est favorable [167].

Depuis, le MET a été défini comme étant I'ensemble des composantes cellulaires,
moléculaires et les contraintes mécaniques qui entourent les cellules tumorales et qui
interagissent avec celles-ci [156]. La composante cellulaire du microenvironnement tumoral
comporte des cellules tumorales, des cellules fibroblastiques, des cellules du systeme
immunitaire et des cellules vasculaires (Figure 22). Outre le comportement anormal des cellules
tumorales, les cellules non-tumorales avoisinantes présentent des morphologies et des
fonctionnements différents de ceux qu'elles auraient eus dans un tissu sain. Ces changements

cellulaires impliquent une modification de la composition moléculaire du milieu extracellulaire.
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Figure 22. Les composants du microenvironnement tumoral. La formation des tumeurs implique I’évolution des cellules
néoplasiques avec la matrice extracellulaire et les cellules vasculaires, stromales et immunitaires. La niche tumorale est un
ensemble physique et dynamique dans laquelle le support structurel, l'acces aux facteurs de croissance,
I'approvisionnement vasculaire et les interactions des cellules immunitaires peuvent varier considérablement, méme au
sein d'une méme tumeur. L'infiltrat immun peut comprendre plusieurs types de cellules, ces populations cellulaires peuvent
avoir a la fois des fonctions pro- et anti-tumorales et peuvent varier dans leur statut d'activation et leur localisation dans
la tumeur. Le réseau vasculaire peut différer selon le tissu d'origine du vaisseau, la maturité (étendue de la couverture en
péricyte), la pression interstitielle et la fonctionnalité. Les fibroblastes associés au cancer peuvent avoir une plasticité
importante et diverger par leur statut d'activation et leur localisation dans le tissu [168].

Le milieu extracellulaire comporte la matrice extracellulaire (MEC) qui consiste en un
réseau tridimensionnel de macromolécules insolubles. Au sein de ce maillage, baignent des
molécules solubles telles que des enzymes et des médiateurs solubles de la communication
cellulaire. Le MET est un milieu complexe qui évolue en permanence au cours de la progression

tumorale [169].

L'importance du MET dans l'apparition et la progression des tumeurs primaires et
secondaires a été largement confirmée [158]. On sait en effet désormais que le MET est impliqué
dans l'acquisition des caractéristiques principales des tumeurs et notamment, la stimulation de
I'angiogenése, I'immunosuppression, la promotion de l'invasion tumorale et des métastases, la
résistance a l'apoptose, le maintien des signaux de prolifération, I'instabilité et la mutation du

génome et une inflammation accrue au sein de la tumeur (Figure 23). L’étude du MET au cours
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des dernieres décennies a permis de mieux comprendre la progression tumorale mais également

de développer de nouvelles thérapies anti-cancéreuses.

Figure 23. Rdle du microenvironnement tumoral dans le processus de tumorigenése. Il est actuellement largement
reconnu que le micro-environnement tumoral influence fortement dix des principales caractéristiques du cancer: A.
multiplication illimitée; B. échappement aux signaux anti-prolifératives; C. promotion de l'invasion et des métastases; D.
résistance a l'apoptose; E. stimulation de Il'angiogenése; F. maintien des signaux proliférative; G. Dérégulation du
métabolisme énergétique; H. Evasion de la destruction par les cellules immunitaires; I. instabilité et mutation du génome;
J. Promotion de I'inflammation tumorale. [170]

1. Cellules tumorales

Les cellules tumorales sont des cellules ayant subi des altérations génétiques spontanées
ou provoquées par exposition a un agent génotoxique tel que des radiations, une substance
chimique, des virus ou des métabolites endogénes tels que les espéces réactives a |I'oxygéne (ROS)
ou les agents de méthylation de I’ADN. Ces altérations peuvent toucher des oncogéenes (génes
dont la surexpression favorise la cancérogénése, tels que BRAF codant pour une kinase), des
génes suppresseurs de tumeurs (ou anti-oncogenes tels que PTEN ou p53), ou des génes du
systéme de réparation de I’ADN (tels que BRCA1 et BRCA2) [171]. En plus de mutations touchant
directement la séquence de tels génes, il a été mis en évidence que des modifications
épigénétiques de la régulation de I'expression des oncogenes ou des genes suppresseurs de

tumeurs favorisaient également I'apparition des cancers [172].
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Malgré I'existence de nombreux types de cancers, en 2000, dans une étude fondatrice,
Hanahan et Weinberg ont pu établir une liste des 6 principales caractéristiques phénotypiques
acquises communes aux cellules tumorales (Figure 24): 1) leur capacité a proliférer
indépendamment de signaux de prolifération, 2) leur insensibilité aux signaux inhibiteurs de la
croissance, 3) leur capacité a échapper a la mort cellulaire par apoptose 4) leur capacité a
proliférer de maniére illimitée, 5) leur forte activité pro-angiogénique et 6) leur capacité a envahir
de nouveaux tissus et ainsi former des métastases [165]. Dans le cas des carcinomes qui
constituent la grande majorité des cancers solides, cette derniére capacité est en partie acquise
lors de la transition épithelio-mésenchymateuse au cours de laquelle les cellules cancéreuses
passent d’un phénotype épithélial a un phénotype mésenchymateux notamment par la
diminution de I'expression de molécules d’adhésion [173]. Comme nous le verrons plus loin, les

plaquettes ont la capacité de promouvoir cette transition.

Evading
apoptosis

Sustained Tissue invasion
angiogenesis & metastasis

Figure 24. Principales caractéristiques des cellules tumorales. La croissance maligne est permise par six altérations
essentielles de la physiologie des cellules tumorales qui sont : I'autosuffisance des signaux de croissance, I'insensibilité aux
signaux inhibiteurs de croissance, I’évasion de la mort cellulaire programmée (apoptose), le potentiel de réplication illimité,
I'angiogeneése soutenue et enfin I'invasion et les métastases tissulaires. Cette multiplicité de défenses peut expliquer
pourquoi le cancer est relativement rare au cours d'une vie humaine moyenne. [165]

En plus de ces caractéristiques, la majorité des cellules tumorales présentent également

une dérégulation de leur métabolisme énergétique. L'identification de cette altération
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phénotypique des cellules cancéreuses remonte au début du 20°™e siécle et aux travaux d’Otto
Warburg et de son équipe qui ont comparé le métabolisme de tissus sains a celui de différents
carcinomes et sarcomes humains [174]. lIs ont mis en évidence le fait que contrairement aux
cellules de tissus sains qui géneérent de I'énergie a partir du couplage glycolyse/respiration
mitochondriale, les cellules de tumeurs primaires utilisent excessivement la glycolyse
indépendamment de la disponibilité en oxygene (Figure 25). IIs ont également montré que cette
altération phénotypique était plus prononcée dans les tumeurs malignes que dans les tumeurs
bénignes. Ce phénomeéne appelé « effet Warburg » a depuis été largement confirmé et on sait
maintenant que les anomalies du phénotype métabolique des cellules cancéreuses et les

mécanismes et/ou mutations sous-jacents varient selon le type de tumeur et leur stade [175].
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Figure 25. Représentation schématique de la phosphorylation oxydative dans les cellules normales et de la glycolyse
aérobie (effet warburg) dans les cellules tumorales. En phase quiescente et en absence d’oxygéne, les cellules catabolisent
le pyruvate issu de la glycolyse en acide lactique (fermentation lactique ou glycolyse anaérobie). En présence d’oxygene, le
pyruvate subit une décarboxylation oxydative suivie du cycle de Krebs au sein des mitochondries (respiration, glycolyse
aérobie). L’énergie libre dégagée durant ces deux réactions chimiques est utilisée pour la synthése d’ATP. L’effet Warburg
décrit une propriété cellulaire particuliere par laquelle les cellules en phase de croissance métabolisent préférentiellement
le glucose en lactate indépendamment de la disponibilité en oxygéne, bien que ce mécanisme produise 18 fois moins d’ATP
que la phosphorylation oxydative. De nombreuses anomalies et mutations d'enzymes métaboliques ont été découvertes
dans de nombreux cancers. Par exemple I'augmentation de plusieurs enzymes, telles que la glucose 6-phosphate
déshydrogénase, la pyruvate kinase M2, Rad6, ou la déficience en la succinate déshydrogénase, peuvent contribuer
directement ou indirectement a I'augmentation de la teneur en lactate associée a I'effet Warburg [176].

Les cellules tumorales ont la capacité de promouvoir I'angiogenése notamment en
réponse au stress hypoxique qui consiste en un manqgue en oxygene et en nutriments au niveau
de la masse tumorale généré par la croissance tumorale. Les cellules tumorales produisent des

molécules proangiogéniques tels que le VEGF et I'angiopoiétine qui déclenchent la vascularisation
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de la tumeur [177]. Ce phénomene permet la formation de nouveaux capillaires sanguins dans la
masse tumorale a partir des capillaires préexistants au voisinage de la tumeur. Les capillaires
formés permettent de rétablir l'irrigation sanguine et d'apporter I'oxygéne et les nutriments
nécessaires au développement de la tumeur [178]. Les cellules tumorales ont la capacité de
recruter des cellules du systéme immunitaire en faveur du développement de la tumeur. En effet
les cellules tumorales ont la capacité de libérer des facteurs telles que le VEGF et le facteur de
stimulation des colonies (CSF) qui provoque I'expansion d'une population de cellules myéloides
immatures qui peuvent non seulement aider les tumeurs a supprimer la réaction immunitaire
mais aussi aider a la construction de nouveaux vaisseaux sanguins pour la croissance tumorale
[179], [180]. Elles promeuvent également la lymphangiogenése, par la sécrétion de VEGF-C et
VEGF-D, qui est essentielle a I’élimination des déchets et métabolites et a la formation de
métastases [181]. Enfin, il a été montré dans un modele de cancer épithélilal de I'ovaire que les
cellules tumorales pouvaient stimuler la thrombopoiése via la sécrétion d’IL-6 conduisant a une

augmentation de la production hépatique de thrombopoiétine (TPO) [182].

2. Fibroblastes

Les fibroblastes sont des cellules fusiformes possédant de longs prolongements
cytoplasmiques et normalement présentes au niveau des tissus conjonctifs dans un état de
quiescence. lls synthétisent de la MEC (macromolécules, facteurs de croissance) et jouent un réle
important dans la réparation tissulaire ou lors des réactions inflammatoires notamment via la

sécrétion de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires.

Les fibroblastes associés aux cancers (CAFs), sont des fibroblastes activés, c’est-a-dire
gu’ils présentent une capacité de prolifération et de motilité augmentée. L'activation des CAFs
comme celle des fibroblastes de maniéere générale se fait en réponse a différents signaux tels que
des facteurs de croissance (TGFB, EGF et PDGF) sécrétés par exemple par des cellules épithéliales
lésées, des monocytes et des macrophages [183]. Les CAFs possédent un phénotype
myofibroblastique, expriment donc de l'actine a de muscle lisse et présenterait une
augmentation de I'expression de la podoplanine [184] (Figure 26). Les CAFs ont des fonctions
importantes dans la progression tumorale. lls participent notamment au remodelage de la MEC

[185], [186] et ont la capacité d’induire I'angiogenése en sécrétant des niveaux élevés de SDF-1,
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un facteur pro-angiogénique [187] et possédent également une fonction immunomodulatrice via

la sécrétion de cytokines [156].

Figure 26. Expression de la podoplanine dans les fibroblastes associés au cancer (CAFs). CAFs exprimant la podoplanine
au sein d’un adénocarcinome du poumon (gauche) et d’un carcinome canalaire invasif du sein (droite) adapté de [188].
L'impact des plaquettes activées par les cellules tumorales sur la formation de fibroblastes associés au cancer et sur leur
fonction dans le microenvironnement tumoral est actuellement inconnu. Cependant, les facteurs plaquettaires qui activent
les fibroblastes sont les mémes facteurs qui semblent favoriser la prolifération et la différenciation des CAFs, et
comprennent le bFGF, le TGF-81 et le PDGF [189] .

3. Cellules immunitaires

La présence de leucocytes dans les tumeurs, observée au 19éme siecle par Rudolf
Virchow, a fourni la premiére indication d'un lien possible entre inflammation et cancers.
Cependant, ce n’est que durant la derniere décennie que I'on a clairement démontré que
I'inflammation jouait un role critique dans la tumorigenése et que certains des mécanismes

moléculaires sous-jacents ont été élucidés [190].

Le MET contient des cellules immunitaires innées (macrophages, neutrophiles,
mastocytes) et des cellules immunitaires adaptatives (lymphocytes T et B). Ces diverses cellules
communiquent entre elles par contacts directs ou par production de cytokines et de chimiokines
pour contrdler la croissance tumorale (Figure 27). L'expression de ces médiateurs et modulateurs
immunitaires, ainsi que I'abondance et I'état d'activation des différents types de cellules dans le

MET, déterminent si cet état inflammatoire favorise la croissance tumorale ou lI'immunité anti-
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tumorale [191]. Les macrophages associés aux tumeurs (TAM) et les lymphocytes T sont les

cellules immunitaires les plus abondantes du MET.
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Figure 27. Fonctions des cellules immunitaires au cours du développement d'un cancer associé a un état inflammatoire.
Les antigénes qui sont présents dans les tissus néoplasiques précoces sont transportés vers les organes lymphoides par les
cellules dendritiques (DC) qui activent les réponses immunitaires adaptatives entrainant a la fois des effets pro-tumoraux et
anti-tumoraux. L'activation des cellules B et des réponses immunitaires humorales entraine une activation chronique des
cellules immunitaires innées dans les tissus néoplasiques. Les cellules immunitaires innées activées, telles que les mastocytes,
les granulocytes et les macrophages, favorisent le développement des tumeurs par la libération de molécules solubles pro-
survie puissantes (MMP-7/9, COX2, TNFa, TGF8, IL-1/6) qui modulent les programmes d'expression génique dans les cellules
néoplasiques, aboutissant a une progression du cycle cellulaire altérée et a une survie accrue. Les cellules inflammatoires
influencent positivement le remodelage des tissus et le développement du systéme vasculaire angiogénique par la production
de médiateurs pro-angiogéniques et de protéases extracellulaires. Les tissus dans lesquels ces voies sont chroniquement
engagées présentent un risque accru de développement tumoral. En revanche, I'activation de I'immunité adaptative induit
également des réponses anti-tumorales par le biais d'une toxicité médiée par les lymphocytes T en plus de la cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendante des anticorps et de la lyse induite par le systéme du complément [191].

Les TAM peuvent représenter jusqu’a 50% de de la masse tumorale et une concentration
élevée de TAM est généralement corrélée a un mauvais pronostic [192]. Les TAM ont notamment
la capacité de favoriser la croissance tumorale par la production de facteurs de croissance tels
qgue I'EGF et le PDGF. lls ont également une activité pro-angiogénique via la sécrétion de VEGF et
de métalloproteinases (MMP7, MMP9 et MMP12) [193]. Les TAM contribuent également au

remodelage de la matrice extracellulaire par I'expression d’enzymes hydrolytiques et ils
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participent a la suppression de I'immunité anti-tumorale [194]. A ce jour, aucune donnée n’est

disponible concernant de possibles interactions entre TAMs et plaquettes.

Les lymphocytes sont le deuxieme type de cellules immunitaires les plus abondantes au
sein des tumeurs. Les lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) et auxiliaires (CD4+) sécretent de I'INF-
Y, du TNF-a et de I'lL17 leur conférant des effets anti-tumoraux et leur augmentation est liée a
une meilleure survie dans certains cancers tels que le mélanome [195]. Cependant, il a également
été prouvé que différents types de cellules T trouvées dans les tumeurs solides, y compris des
cellules T CD8 +, pouvaient promouvoir la croissance tumorale [196]. Ainsi, de facon surprenante,
il a été montré dans un modele de carcinogénése chimique chez la souris que la délétion des
lymphocytes CD8 limitait la croissance et le nombre des tumeurs [196]. Les lymphocytes B
joueraient également un réle important dans la croissance tumorale notamment via la production

de cytokines et en exercant une fonction immunosuppressive [197].

Les polynucléaires neutrophiles associés aux tumeurs (TAN) ont été suggérés comme
pouvant avoir des fonctions anti-tumorales ou pro-tumorales selon le stade de développement
de la tumeur. Alors que les TAN sont cytotoxiques envers les cellules tumorales via la production
de TNF- a, NO et H,0; aux stades précoces des cancers, ces fonctions cytotoxiques des TAN sont
par la suite régulées négativement, au contraire de leurs fonctions pro-tumorales, dans les
cancers avancés. En effet, il a été montré dans des modeles de tumeurs implantées en sous-
cutanée chez la souris que la déplétion des neutrophiles permettait d’inhiber la croissance
tumorale uniquement lorsque la déplétion était induite aprés plusieurs jours de développement
tumoral [198]. De plus, il apparait que les TAN peuvent fonctionner comme des cellules
immunosuppressives via la sécrétion de CCL17 qui permet le recrutement de lymphocytes T
régulateurs immunosuppresseurs. Les TAN ont également la capacité de recruter les
macrophages et les plaquettes via la sécrétion de MPO, contribuant ainsi a la progression du
cancer [199]. Enfin, plusieurs études expérimentales récentes chez la souris ont suggéré que les
neutrophiles participeraient a la formation de I'environnement favorable a la métastase dans un

organe secondaire, environnement également appelé niche pré-métastatique [200], [201].
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4, Cellules vasculaires

Parmi les constituants du MET, on retrouve les cellules formant le systéme vasculaire et
notamment les cellules endothéliales tumorales (CET) et les péricytes. Les cellules endothéliales
formant les vaisseaux tumoraux présentent des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles
différentes des cellules endothéliales normales. Plusieurs études ont montré que des CET
circulaient en association avec des cellules tumorales dans différents types de cancer (ex : cancers
de la téte et du cou [202], cancer du c6lon [203], cancer de la prostate [204]). Il a été suggéré que
cette association entre CE et cellules tumorales favoriserait les métastases tumorales. En effet, il
a été montré que l'association entre CET et cellules tumorales favoriserait la résistance des
cellules tumorales a un type d’apoptose appelé anoikis et déclenché par la perte des interactions

entre cellules adhérentes et MEC [202].

Les péricytes sont des cellules mésenchymateuses spécialisées enveloppant le tube de
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins. Dans les tissus normaux, les péricytes stabilisent
les cellules endothéliales et aident les parois des vaisseaux a résister a la pression hydrostatique
du flux sanguin. Dans les vaisseaux tumoraux, ils sont moins nombreux et présentent une
morphologie anormale ce qui déstabilise les vaisseaux tumoraux et provoque des fuites de sang
[205]. Les fuites vasculaires augmentent la pression du liquide interstitiel de la tumeur, ce qui
limite la perfusion et réduit I'apport en oxygene et en nutriments. Le microenvironnement
hypoxique qui en résulte favorise la sélection de clones cellulaires capables de résister a ces
conditions difficiles. Les cellules tumorales des microenvironnements hypoxiques présentent
souvent un phénotype plus agressif, activant les oncogénes et subissant une TEM, ce qui
augmente leur potentiel métastatique [206]. Les péricytes sécrétent également des facteurs
(VEGF, Ang-1) et expriment des molécules d’adhésion qui contribuent au maintien des CET et
favorisent ainsi la croissance tumorale [207]. L'impact des plaquettes sur les péricytes et leurs
interactions avec les cellules endothéliales au sein du microenvironnement tumoral est inconnu.
Cependant, les plaguettes stockent et sécrétent un certain nombre de facteurs (ex : TGF-, PDGF
et Ang-1) susceptibles d'influer sur la différenciation, la prolifération, le recrutement et les
interactions des péricytes avec les cellules endothéliales. Dans une étude de Li et al., I'induction

d'une thrombocytopénie chez des souris ayant des tumeurs établies B16F10 a entrainé une
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diminution de la couverture en péricytes et de |la densité des vaisseaux sanguins de la tumeur,

ainsi qu'une augmentation des fuites vasculaires [208].

5. La matrice extracellulaire

La communication entre les cellules tumorales et les différentes cellules du MET implique
un grand nombre de molécules qui sont sécrétées dans le milieu liquide extérieur entre les
maillages de MEC. La MEC est un ensemble de macromolécules extracellulaires organisées autour
des cellules au sein duquel les cellules stromales et tumorales sécrétent différents médiateurs
dont des cytokines, des facteurs de croissance et des hormones. La MEC joue un role trés
important dans la progression tumorale en régulant la disponibilité des molécules de signalisation

solubles.

La MEC des tumeurs est composée de protéines comme |’élastine et de glycoprotéines
telles que le collagéne et la laminine. Dans les tumeurs, I'élastine interagit avec les cellules
tumorales via des récepteurs spécifiques (EBP) et semble contribuer a leur phénotype
métastatique [209]. Il a été montré que le front invasif du mélanome était caractérisé par une
fragmentation intense des fibres élastiques conduisant a la libération de fragments d’élastine
appelés élastokines. Les élastokines font parties de la famille des matrikines, qui sont des
fragments de matrice ayant des propriétés analogues a celles des cytokines. Celles-ci stimulent
plusieurs aspects de la progression du mélanome, tels que l'augmentation de l'invasion des
cellules tumorales par le collagéne de type | ou l'augmentation de l'angiogenese [210]. Le
collagene joue un role structural et confere une résistance a la tension ; il est retrouvé en quantité
anormalement élevée dans les tumeurs. Les laminines participent a une multitude de processus
biologiques physiologiques mais aussi a la progression tumorale, notamment via l'induction de la
production d'enzymes protéolytiques par les cellules tumorales [211]. La MEC est également
composée de polysaccharides impliqués dans différents processus physiologiques et tumoraux,
notamment dans la migration cellulaire, 'angiogenése et les métastases. Elle est riche en
molécules solubles telles que les protéases (cathepsines, métalloproteinases,...) qui sont

retrouvées a des concentrations élevées au sein des tumeurs [212].

La prolifération des cellules tumorales est ralentie lorsque la tumeur atteint une certaine

taille. Les concentrations en oxygéne et nutriments au sein du tissu tumoral dépendent de la
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distance des capillaires sanguins et peuvent atteindre des valeurs extrémement faibles dans les

zones profondes de la tumeur [213].

B. Les plaquettes comme actrices possibles du

microenvironnement tumoral

Dés 1865, Armand Trousseau a diagnostiqué chez certains patients et notamment lui-
méme, une coagulation sanguine excessive causée par une tumeur [214]. Il est maintenant admis
gu’une augmentation du nombre de plaquettes est associée a une faible survie et a une
diminution de la réponse a la chirurgie et a la chimiothérapie dans les cancers du poumon, du
sein, du colon, du rein et de I'estomac [215]. Cette augmentation du nombre de plaquettes est
associée a un risque accru de développer une thrombose veineuse [216]. Cependant, la
contribution possible des plaquettes a la thrombose veineuse maligne n'est pas seulement due a
['augmentation du nombre de plaguettes mais pourrait également étre liée a une altération de la
fonction plaquettaire. Il a notamment été montré que les plaquettes de sujets atteints de cancers
métastatiques avancés ont une réactivité accrue a I’ADP et a I'épinéphrine [217]. Différentes
études suggérent que le role des plaquettes dans les cancers ne se limiterait pas au phénoméne
de thromboses associées aux cancers. Ainsi, les plaquettes contribueraient également a la
croissance et a la propagation des cancers. En effet, il a été montré que les plaquettes étaient
capables de promouvoir différents processus essentiels a la croissance et a la progression des
cancers tels que I'angiogenése, la lymphangiogenése, ou encore le processus métastatique. Il a
également été montré que comme les plaquettes, les microparticules dérivées des plaquettes
peuvent également jouer un réle important dans la prolifération des cellules cancéreuses, les
interactions entre cellules cancéreuses, la progression métastatique, l'angiogenese et
I'inflammation [18]. Enfin, alors que beaucoup des effets potentiels des plaquettes vis-a-vis des
cellules tumorales ont été mis en évidence in vitro ou in vivo, il est intéressant de noter que
plusieurs études ont décrit la présence de plaquettes extravasculaires au contact des cellules
tumorales ou des CAFs de différents types de cancers (cancer du sein, du colon, de I'estomac, du

foie et du pancréas) (Figure 28) [218]-[221].
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Figure 28. Accumulation de plaquettes en extravasculaire dans les cancers chez I’Homme. A-B Marquage
immunofluorescent de la GPIbB pour les plaquettes (platelets), la cytokératine 8 (CK8) pour les cellules tumorales et DAPI
pour I'ADN nucléaire. Barre = 20 um. A Dépét de plaquettes dans les tissus tumoraux. B Les agrégats plaquettaires sont
compléetement absents dans les tissus normaux. Adapté de [219]. C-D Marquages immunohistologiques des plaquettes
CD42b-positives (fleches noires). L'expression de CD42b a été observée dans les fibroblastes associés au cancer (FAC) chez
des patients atteints du cancer du pancréas. Adapté de [220]. E-F Analyse immunohistochimique de I'expression de CD42b
(plaguettes) dans des échantillons de biopsie de patientes atteintes d'un cancer du sein E Expression de CD42b autour des
cellules tumorales ayant acquis un profil mésenchymateux [c'est-a-dire une perte de polarité baso-apicale (fleche verte)
et migration des cellules tumorales (fleche bleue)]. F Les plaquettes ont été détectées sur le front invasif (ligne pointillée
jaune). Grossissement, x400. Adapté de [218].

1. Plaquettes et angiogenese

L'angiogeneése est définie comme la formation de nouveaux vaisseaux a partir d'un
systéme vasculaire préexistant (Figure 29). Dans le contexte tumoral, ce processus devient
essentiel lorsque la tumeur atteint une taille supérieure a 2 mm de diametre. En effet, il prévient
I'hypoxie et la nécrose de la tumeur, mais il permet également la délivrance de protéases et de

cytokines qui contribuent a l'intravasation, a I'extravasation et a la dissémination des cellules

tumorales [222].
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Figure 29. Les étapes clés de I'angiogenése tumorale. L'angiopoiétine 1 (Ang-1), exprimée par de nombreuses cellules et
présente en abondance dans les granules a des plaquettes, se lie au récepteur endothélial TIE2 et aide a maintenir un état
normalisé dans les vaisseaux sanguins. Le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) est sécrété par les cellules
tumorales et se lie a son récepteur (VEGFR2) et a la neuropiline sur les cellules endothéliales (CE). Les métalloprotéinases
matricielles (MMPs) sont libérées par les cellules tumorales, mais aussi par les CE stimulées par le VEGF. Les MMPs
mobilisent les protéines pro-angiogéniques du stroma mais peuvent également générer des facteurs anti-angiogéniques
comme |'endostatine a parti du collagéne de type XVIII présent dans la paroi vasculaire et de I'angiostatine a partir du
plasminogéne circulant. Les cellules tumorales sécrétent de I'angiopoiétine 2 (Ang-2) qui entre en compétition avec Ang-1
pour se lier au récepteur endothélial TIE2. L’ANGPT2 augmente la dégradation de la membrane basale vasculaire et la
migration des CE, facilitant ainsi la formation de bourgeons vasculaires. Le facteur de croissance dérivé des plaquettes
(PDGF), une protéine angiogénique également sécrétée par certaines tumeurs, peut réguler positivement son propre
récepteur (PDGFR) sur les CE. Le facteur de croissance des fibroblastes basique (Bfgf ; également connu sous le nom de
FGF2) est sécrété par d'autres tumeurs. Différents facteurs pro-angiogéniques et anti-angiogéniques sont stockées dans
les granules a des plaquettes et sont libérés dans le systéme vasculaire tumoral [223].

Les plaquettes contiennent différents facteurs angiogéniques présentés dans la Figure 30
dont le VEGF, I'angiopoiétine-1 et le PDGF qui sont contenus dans leurs granules a. La présence
de ces facteurs dans les granules plaquettaires vient en partie de leur capture par les plaquettes
apres leur sécrétion par les cellules tumorales dans le MET. Il a en effet été montré que le contenu
en facteurs de croissance au sein des plaquettes, et notamment en VEGF, était augmenté chez
les patients atteints de différents types de cancer et que ce contenu variait avec I'évolution des
cancers [224]. De plus, une étude chez la souris a montré que les plaquettes participaient a

I’'angiogenése dans différents modeles expérimentaux. Il a été mis en évidence une réduction
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significative de l'activité angiogénique en absence de plaquettes dans le test de micropoche de la
cornée de souris ou encore au sein de matrigels implantés en sous-cutanées chez la souris [225].

La contribution des plaquettes a I‘angiogenése dans des modeles expérimentaux de tumeurs

reste cependant a démontrer.
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Figure 30. Facteurs plaquettaire importants pour I'angiogenése tumorale. [226]

Les tumeurs peuvent activer les plaquettes en secrétant et/ou en activant des protéases
telles que la thrombine et la cathepsine B [227], ou encore en produisant des microparticules
contenant du facteur tissulaire (TF) [14]. L’activation plaquettaire induite par les cellules
tumorales (TCIPA) conduisant a I'expression de marqueurs d'activation plaquettaire, tels que la
P-sélectine et a la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques dérivés des plaquettes tels que le

VEGF, le PDGF ou |'angiopoietine-1, favoriserait en retour I'angiogenése tumorale [228]. Les
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plaguettes peuvent notamment activer la prolifération et la migration des cellules endothéliales
via la sécrétion de facteurs de croissance (VEGF et PDGF) qui permettent la formation de tubes
vasculaires [222]. En plus de ces effets potentiels directs, les plaquettes pourraient avoir un
impact indirect sur I'angiogenese tumorale par le biais des fibroblastes [229]. En effet, les CAFs
qui peuvent également avoir un réle dans la stabilisation des vaisseaux tumoraux, voient leur état
d’activation régulée par des facteurs de croissance dérivés des plaquettes, tels que le facteur de

croissance des fibroblastes basiques (bFGF), le TGFB et le PDGF [230].

2. Plaquettes et lymphangiogenése

La lymphangiogenése est la formation de nouveaux vaisseaux lymphatiques a partir de
vaisseaux préexistants. Ce phénomeéne se produit pendant le développement embryonnaire, la
cicatrisation et dans divers contextes pathologiques, y compris le cancer. La lymphangiogenése
est un processus opérant de facon similaire a I'angiogenése. Il nécessite la coordination
d'événements cellulaires complexes, notamment la prolifération, la migration et la formation de
tubes vasculaires par les cellules endothéliales lymphatiques. La survie, la prolifération et la
migration des cellules endothéliales lymphatiques dépendent du récepteur 2 du facteur de
croissance endothéliale vasculaire (VEGFR2) et du VEGFR3 qui sont activés par les facteurs de

croissance VEGFC ou VEGFD [181].

Les plaquettes sont essentielles a la formation et au maintien des vaisseaux lymphatiques,
et notamment par le biais de leur récepteur hémi-ITAM « C-type lectin » CLEC-2 [231]. CLEC-2 est
activé par la PDPN exprimée notamment par les cellules endothéliales lymphatiques. Au cours du
développement, lorsque les cellules endothéliales se détachent pour former les sacs
lymphatiques, la PDPN est exposée ce qui favorise I'adhésion et I'accumulation des plaguettes
permettant ainsi la séparation des vaisseaux lymphatiques et sanguins [232] (Figure 31). D'autres
facteurs de croissance contenus et sécrétés par les plaquettes sont également capables de
stimuler la lymphangiogenése tumorale. Ainsi, il a été montré que le PDGF-BB, une isoforme du
PDGF transportée par les plaquettes induit une lymphangiogenése tumorale chez la souris [233].
Le PDGF-BB ne vient cependant pas uniquement des plaquettes, il peut également étre produit
par des cellules tumorales établies a partir de gliome ou de sarcome [234]. Une étude
histopathologique chez des patients atteints de cancer de I'cesophage a par ailleurs montré une

corrélation positive entre présence de plaquettes et lymphangiogenése tumorale. Dans cette
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méme étude, il a été montré que les plaquettes avaient la capacité de stimuler directement la
prolifération des cellules endothéliales lymphatiques in vitro [235] Enfin, une étude clinique a
montré que l'augmentation du facteur de croissance dérivé des plagquettes PDGF-BB reflete
I'implication des ganglions lymphatiques chez les patients atteints de cancer de I'cesophage
indépendamment du nombre de plaquettes [236]. Dans leur ensemble, ces résultats suggerent

gue les plaquettes pourraient avoir un role dans la lymphangiogenése tumorale.
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Figure 31. Les plaquettes régulent la séparation vasculaire sang-lymphatique. A Le développement vasculaire
lymphatique commence au niveau de la veine cardinale de I'embryon, lorsque les cellules endothéliales veineuses donnent
naissance aux premiéres cellules endothéliales lymphatiques pour former les sacs lymphatiques. Les micro thrombi
plaquettaires sont présents sur les cellules endothéliales lymphatiques au niveau de la veine cardinale dans les embryons
de type sauvage, mais sont absents dans les embryons Clec-2-/-, Slp-76 -/- et Pdpn -/- qui développent des sacs
lymphatiques remplis de sang. Ces erreurs de connexion primaire conduisent a des lymphatiques remplis de sang en aval.
B Des connexions vasculaires sanguines et lymphatiques anormales se forment dans les intestins de Clec-2 -/-, Slp-76 -/- et
de Pdpn -/- des souris. On propose un mécanisme de mélange sang-lymphatique intestinal, dans lequel des erreurs de
connexion vasculaire surviennent en raison d'une invasion angiogénique entre le sang et le systeme vasculaire lymphatique.
C La Podoplanine (Pdpn) a la surface de I'endothélium lymphatique se lie aux plaquettes par le biais du récepteur CLEC-2,
menant a l'activation plaquettaire dépendante de SLP-76. L'activation plaquettaire intervient dans la séparation vasculaire
par un mécanisme inconnu [237].

3. Plaquettes et maintien de I'intégrité vasculaire dans les tumeurs

En plus de réguler I'angiogenése et possiblement la lymphangiogenése, des études chez
la souris ont montré que les plaquettes participaient au maintien de l'intégrité vasculaire dans
différents tissus et organes inflammés dont les tumeurs solides [131], [132], [238]. Il a notamment

été montré que les plaquettes préviennent en continu les saignements tumoraux dans différents
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modeles de tumeurs solides (ex : cellules de mélanome B16F10 implantées en sous-cutané ou
injectées par voie intraveineuse pour former des métastases pulmonaires, carcinome pulmonaire
de Lewis (LLC), tumeurs mammaires AT3 et 4T1) chez la souris [131], [132], [134], [238] (Figure
32). Comme dans les organes inflammés, il a été montré que I'agrégation plaquettaire n’était pas
indispensable au maintien de l'intégrité vasculaire dans différents types de tumeurs. Ainsi,
contrairement aux tumeurs de souris rendues thrombopéniques par immunodéplétion des
plaquettes, les tumeurs LLC de souris ayant un déficit total en GPlba ou les tumeurs mammaires
4T1 des souris ayant un déficit en intégrine beta3 ne présentent pas de saignements anormaux
[131], [132] (Figure 32). Il a également été montré que, comme dans les organes inflammés, I’ effet
protecteur des plaquettes vis-a-vis des vaisseaux tumoraux impliquait une prévention et/ou une
réparation des dégats vasculaires causés par les neutrophiles et macrophages infiltrant la tumeur
[132] (Figure 32). Le mécanisme exact de prévention des saignements tumoraux par les
plaquettes reste a déterminer mais une étude récente suggére un réle de la GPVI dans cette
fonction (Figure 33) [134]. En effet, I'inhibition de ce récepteur au cours du développement
tumoral conduit a une hémorragie intratumorale et a une réduction de la croissance tumorale
[134]. Des résultats précédents suggerent également une possible contribution des facteurs
libérés par les plaquettes activées [238]. Ainsi, il a été montré que les plaquettes représentaient
la principale source du puissant facteur vasculoprotecteur I'angiopoiétine-1 [131], [239], [240] et
gue la déplétion plaquettaire chez les souris porteuses de tumeurs s’accompagnait d’une

disparition de ce facteur.
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Figure 32. Les plaquettes préviennent les saignements tumoraux causés par les cellules immunitaires infiltrant les tumeurs.
A. Photographies et contenu en hémoglobine de tumeurs 8 jours apres l'implantation sous-cutanée de cellules tumorales LLC,
les souris ont été injectées avec des anticorps contréles (control) ou des anticorps déplétant les plaquettes (Depleted). Barre
d’échelle : 5 mm. Extrait de [131]. B Les souris 83-/- caractérisées par un contenu intratumoral en macrophages diminué sont
protégées des saignements tumoraux induits par la thrombocytopénie. Comparaison de la teneur en hémoglobine
intratumorale carcinome du sein 4T1 Ggé de 8 jours chez les souris sauvages ou 83-/- thrombocytopéniques ou non (n = 8—
14). Des photographies représentatives de tumeurs sont présentées en dessous. Extrait de [132]. C Les souris CD18 -/-
caractérisées par un contenu intratumoral en neutrophiles diminué sont protégées des saignements tumoraux induits par la
thrombocytopénie. Comparaison de la teneur en hémoglobine intratumorale dans une tumeur LLC de 10 jours chez des souris
témoins ou CD18 -/- et rendues thrombocytopénique ou non (n = 6-11). Des photographies représentatives de tumeurs sont
présentées en-dessous [132].
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Figure 33. Augmentation des saignements tumoraux chez les souris déficientes en GPVI. Des cellules de cancer de la
prostate TrampC1 (A) et de cancer du sein AT-3 (B) ont été implantées chez des souris sauvages (WT) ou déficientes en
GPVI (Gpé6 -/-). A Images représentatives des tumeurs. B La teneur relative en hémoglobine (rel. Hb) a été mesurée 31 ou
21 jours apreés I'implantation (n = 8 ; moyenne + SEM). *** P <0.001, ** P <0.01 et * P <0.05 ; test de Kruskal-Wallis. [134].

4. Plaquettes et métastases

Le processus métastatique est le phénomeéne par lequel des cellules tumorales se

détachent de la tumeur primitive, entrent dans la circulation sanguine et enfin colonisent un
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nouveau tissu apres extravasation. Les cellules tumorales de carcinomes (cancers épithéliaux)
acquierent cette capacité a se détacher suite a la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM).
Lors de cette transition, les cellules deviennent moins adhérentes, perdent leur polarisation et
adoptent un phénotype mésenchymateux caractérisé par une mobilité accrue. Plusieurs études
ont montré que les plaquettes intervenaient a différentes étapes du processus métastatique
(Figure 34). Il a notamment été montré que les plaguettes activent de maniére synergique, via la
sécrétion de TGFB mais également par contacts directs plaquettes-cellules tumorales, les voies
TGFB/Smad et NF-kB dans les cellules cancéreuses. L’activation de ces voies entraine la transition
du phénotype des cellules cancéreuses vers un phénotype invasif de type mésenchymateux
associé a un risque métastatique accru in vivo [241]. La libération de TGFf par les plaquettes serait
notamment provoquée par leur interaction avec la PDPN exprimée par les cellules tumorales
[242]. De plus, il a été montré que le niveau d’activation des plaquettes était corrélé au niveau

d’expression des marqueurs de la TEM [243].

Lorsque des cellules adhérentes normales se détachent de la MEC, elles peuvent subir un type
d’apoptose appelé anoikis. Une étude a montré que les plaquettes réduiraient la susceptibilité a
I’'anoikis des cellules tumorales et favoriseraient donc les métastases dans le cancer de I'ovaire
chez la femme [226]. Dans la circulation, les cellules tumorales doivent surmonter diverses
agressions, telles que les forces de cisaillements [217] et les attaques immunitaires. L'intégrine
GPlIb-llla trouvée sur les plaquettes activées interagit avec l'intégrine avB3 exprimée par les
cellules tumorales pour favoriser la cohésion et I'adhésion de ces cellules aux parois des vaisseaux
sanguins et, ainsi, les protéger contre les forces de cisaillement du flux sanguin [244], [245].
L'importance du réle potentiel joué par I'intégrine GPIIb-llla dans le processus métastatique est
illustrée par les résultats d’'une étude montrant que les souris avec un déficit plaquettaire en cette

intégrine développent moins de métastases osseuses et pulmonaires [246][247].
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Les plagquettes protegent également les cellules tumorales de la cytotoxicité du TNFa
[248] et des cellules natural killer (NK) qui jouent un réle important dans I'immunité anti-
tumorale. Selon une étude, les plaquettes protégent non seulement les cellules tumorales de
I'attaque des cellules NK mais les protégent également en régulant négativement I'activité des
cellules NK [249]. En effet, le TGF-B sécrété par les plaquettes activées inhiberait les cellules NK,
empéchant ainsi la lyse des cellules tumorales et la sécrétion d'IFN-y [250]. Enfin, les plaquettes
sembleraient étre impliquées dans la formation des niches pré-métastatiques permettant de
préparer un terrain propice a la formation de métastases. Il a récemment été démontré que les
plaguettes agrégées de tumeurs ont la capacité de guider la formation de niches métastatiques
précoces dans le poumon murin en sécrétant des cytokines : CXCL-5 et CXCL-7, entrainant le
recrutement de granulocytes favorisant la métastase [251]. Par conséquent, la théorie « graine

et sol » de Paget pourrait étre légérement modifiée pour inclure « graine, sol et engrais », dans

lequel les plaguettes joueraient le réle crucial de « I'engrais » [252].
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Figure 34. Effets pro-métastatiques des plaquettes. Suite a la transition épithélo-mésenchymateuse promue par les plaquettes,
les cellules tumorales se détachent de la tumeur primaire et envahissent la circulation sanguine. Les cellules tumorales s’y
recouvrent de plaquettes qui sécrétent différents facteurs de croissance et chimiokines (comme le VEGF, le PDGF ou le TGF-8)
conduisant a une anergie des cellules NK. Les granulocytes sont attirés vers I'agglomérat de plaquettes et de cellules tumorales
par les chimiokines CXCL5 et CXCL7. Enfin, les plaquettes médient I'arrét des cellules tumorales au niveau de la paroi vasculaire
d'un organe distant via la P-sélectine et ses ligands ainsi que par activation du récepteur endothélial P2Y2. Enfin, elles facilitent
I'extravasation des cellules tumorales et contribuent a établir un foyer métastatique en sécrétant des facteurs de croissance s (ex :
TGF-8, VEGF ou bFGF) qui stimulent la prolifération des cellules tumorales et la formation de néovaisseaux. D’apres [253].
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La Figure 35 présente un tableau résumant les récepteurs exprimés a la surface des plaquettes et

signalés comme ayant un r6le dans la promotion des métastases cancéreuses.

Molecule Effect on metastasis References

GPlIba Reduced experimental metastasis of melanoma cells in GPIba ™~ mice (Jain et al., 2007)

GPVI Reduced experimental metastasis of melanoma and Lewis lung carcinoma in (Jain et al., 2009)
GPVI™" mice

P-Selectin Reduced metastasis of B16 cells in P-sel™~ mice (Becker et al., 2017; Qi et al., 2014)

NFE2 Fewer lung metastases after intravenous injection of melanoma cells (Camerer et al., 2004)

Pard Fewer lung metastases after intravenous injection of melanoma cells (Camerer et al., 2004)

Gaq Reduced experimental metastasis of B16-BL6 melanoma and Lewis lung (Palumbo et al., 2005)
carcinoma cells following intravenous injection

LPA Reduced bone metastasis of breast cancer after LPA deprivation or LPAR (Boucharaba et al., 2004; Leblanc et al.,
overexpression in tumor cells 2014)

B3 integrin Reduced bone metastasis of B16 melanoma cells after intracardiac injection (Bakewell et al., 2003)

a6pl integrin | Reduced metastasis of AT-3, BI6F10, MC38 and EQ771 cancer cells in a6l (Mammadova-Bach et al., 2016)
integrin—/— mice

CLEC2 Reduced metastasis of CHO cells by inhibition of Podoplanin-CLEC-2 binding (Takagi et al., 2013)

P2Y12 Reduced metastasis of Lewis lung carcinoma and B16 melanoma cells (Wang et al., 2013)

Figure 35. Récepteurs plaguettaires ayant des rdles connus dans les métastases [226].
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OBIJECTIFS DE LA THESE

Comme exposé dans l'introduction, bien que les plaquettes soient principalement connues et
étudiées pour leur fonction dans I’'hémostase primaire et la thrombose, elles sont aussi
particulierement impliquées dans la régulation des réactions inflammatoires. En plus de réguler
la perméabilité endothéliale ainsi que l'infiltration et les fonctions effectrices des leucocytes, les
plaquettes interviennent également en permanence pour réparer les dégats vasculaires générés
au cours des réactions inflammatoires. C'est I’étude de ce dernier aspect dont les mécanismes et
les implications physiopathologiques et thérapeutiques restent encore a préciser qui a été au

centre de mon projet de thése. Plus précisément, les objectifs de mes travaux de thése ont été :

- de déterminer les roles respectifs joués par les récepteurs plaquettaires GPVI et CLEC-2 dans la
prévention des saignements inflammatoires (Article 1, publié en tant que co-1°" auteure dans

Haematologica en 2018)

- d’évaluer les risques de saignements inflammatoires liés a I'utilisation d’un médicament anti-
plaquettaire ciblant la GPVI (Article 2, soumis en tant que 1° auteure dans Haematologica en

2020)

- de déterminer si les récepteurs plaguettaires GPVI et CLEC-2 sont impliqués dans la stabilisation

des vaisseaux tumoraux (Article 3, en préparation)
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ARTICLE 1

The contribution of platelet glycoprotein receptors to inflammatory

bleeding prevention is stimulus and organ dependent

Soumaya Jadoui, Julie Rayes, Sian Lax, Angéle Gros, Surasak Wichaiyo, Véronique Ollivier, Cécile

V Denis, Jerry Ware, Bernhard Nieswandt, Martine Jandrot-Perrus, Steve P Watson, Benoit Ho-

Tin-Noé.

Publié dans Haematologica, juin 2018
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Introduction

Plusieurs observations cliniques et études expérimentales ont montré que les réactions
inflammatoires étaient une source de dégats vasculaires pouvant conduire a des saignements en
cas de thrombocytopénie. Les mécanismes par lesquels les plaquettes préviennent les
saignements inflammatoires restent mal connus mais 2 études ont suggéré un possible role
prépondérant des récepteurs plaquettaires GPVI et CLEC-2 dans cette fonction [139]. En effet, en
2013, Boulaftali et al. ont montré qu’alors que la transfusion de plaquettes WT ou ayant un défaut
d’activation dépendante des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) permettait de prévenir
les saignements inflammatoires chez des souris thrombopéniques soumises soit a une dermatite
immuno-induite (réaction passive d’Arthus ; rpA) soit a une inflammation pulmonaire induite
inhalation de LPS, la transfusion de plaquettes ayant un déficit en GPVI ou CLEC-2 échouait a
corriger le phénotype hémorragique des souris thrombopéniques dans ces 2 modeles [139]. Le
role de la GPVI dans la prévention des saignements inflammatoires cutanés a par la suite été
confirmé et précisé par Gros et al. qui a I'aide de souris GPVI7- ont pu montrer que la GPVI
participait a la réparation des breches vasculaires causées par les neutrophiles recrutés au cours
de la rpA [141]. Suite a ces résultats, nous avons donc voulu déterminer si CLEC-2 jouait un réle
comparable a celui de la GPVI dans la prévention des saignements inflammatoires. Afin de
répondre a cette question, nous avons comparé le phénotype hémorragique de souris ayant un
déficit en GPVI (souris GPVI7") et/ou CLEC-2 plaquettaire (souris PF4-Cre CLEC1b"/f) & celui de
souris rendues thrombopéniques au cours de la rpA cutanée ou d’une inflammation aigué des

poumons induite par inhalation de LPS.
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LETTERS TO THE EDITOR

The contribution of platelet glycoprotein receptors to
inflammatory bleeding prevention is stimulus and
organ dependent

Platelets play a critical role in prevention of bleeding at
sites of inflammation independent of “classical” hemosta-
sis. For instance, in mouse models of immune complex-
mediated skin inflammation and glomerulonephritis, early
protective recruitment of platelets to the inflamed vascula-
ture occurs without visual evidence of platelet aggregate
formation as assessed by intravital microscopy or immuno-
histological analysis."” Furthermore, neither GPIb nor inte-
grin allbp3 are required for prevention of bleeding in the
inflamed skin."

A role for GPVI and CLEC-2 in prevention of bleeding
following cutaneous reverse passive Arthus reaction (rpA)
and LPS-induced lung inflammation has been reported fol-
lowing adoptive transfer of receptor-deficient platelets into
hIL4R/GPIbo. transgenic (hIL4R/GPIba-tg) mice rendered
thrombocytopenic with an antibody to hIL4R.' Using
GPVI-deficient mice, the role of GPVI in limiting bleeding
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in the cutaneous rpA model has been confirmed in mice
with normal platelet count, and was shown to involve
repairing of neutrophil-inflicted vascular injury.” The role of
CLEC-2 in limiting bleeding in mice with a normal platelet
count has not been investigated.

In order to address the contribution of platelet receptors
to inflammation-mediated bleeding, we used cutaneous
rpA and lung inflammation models. We compared the con-
tribution of GPVI and targeted deletion of CLEC-2 and
podoplanin to prevention of bleeding in the cutaneous rpA
model. Mice with a deficiency in CLEC-2 on platelets or in
its ligand podoplanin on all hematopoietic cells did not
bleed (Figure 1A and B). This is in contrast to the petechial
bleeding observed in GPVI-deficient mice (Figure 1A)
which is mediated by repair of neutrophil-induced vascular
injury."” Absence of bleeding in the CLEC-2-deficient mice
was not due to altered neutrophil recruitment as this was
comparable to that in GPVI-deficient mice (Online
Supplementary Figure S1).

Mice lacking the extracellular domain of GPIba did not
bleed following cutaneous rpA (Figure 1B), confirming pre-
vious observations that prevention of bleeding in this
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Figure 1. Platelet GPVI supports a first-line repair mechanism of inflammatory hemostasis in the inflamed skin with back up from the CLEC-2/podoplanin
axis. Mice were subjected to cutaneous reverse passive Arthus reaction (rpA) and skin biopsies were collected after 4 hours of reaction. (A) Representative
images of the rpA-challenged skin of wild-type (WT), GPVI deficient (GPVI*-), CLEC-2 deficient (Clec1b""PF4cre’) mice, and mice deficient in both receptors
(DKO), WT mice treated with a blocking antibody to podoplanin (mAb 8.1.1 100 ug/mouse, intravenous; anti-PDPN), mice with a deficiency of podoplanin in
hematopoietic cells (Pdpn""VAVicre’), or GPVI*~ mice treated with a control or blocking antibody to podoplanin. (B) Hemoglobin content in inflamed and control
skin biopsies. Platelet-depletion of WT mice served as a positive control. Induction of the rpA, led to significantly increased hemoglobin levels in GPVI- and DKO
but not in platelet CLEC2-deficient mice. N=6. (C) Fluorescent microspheres (1 um-diameter) coated with control IgG or with antibodies to collagen (Coll 1V),
podoplanin (PDPN), or von Willebrand factor (VWF) were injected intravenously to mice 30 minutes after eliciting rpA. Accumulation at the site of rpA was quan-
tified by flow cytometry analysis of digested skin biopsies. N=10 mice per group. Results are expressed as percentage of bead accumulation measured in
unchallenged control skin biopsies. NS: not significant. (D) Representative images of unchallenged control and rpA-challenged skin biopsies from WT mice

stained for podoplanin (brown) and hematoxylin (blue). Scale bar=100 um.
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model is independent of the GPIba/von Willebrand factor
(VWF) axis.” Nevertheless, bleeding in GPVI* mice was less
severe than in thrombocytopenic mice, indicating involve-
ment of one or more additional platelet receptors. Bleeding
in mice deficient in GPVI and in platelet CLEC-2 (DKO)
approached that of thrombocytopenic mice, and was simi-
lar to that in GPVI" mice treated with an anti-podoplanin
blocking antibody (Figure 1A and B). These results show a
potential role for CLEC-2/podoplanin axis in maintaining
vascular integrity in the inflamed skin, only in the absence
of GPVL

The functional hierarchy between GPVI and CLEC-2
suggested possible differences in the exposure and/or local-
ization of their respective ligands during cutaneous rpA. To
investigate this, we compared the recruitment of micros-
pheres (1 um-diameter) coated with antibodies to
podoplanin, collagen, VWF antibody or an irrelevant IgG to
the reaction site (Figure 1C). Microspheres coated with
antibodies to collagen or VWF but not to podoplanin accu-
mulated significantly more than control microspheres.
These results indicate that basement membrane compo-
nents but not podoplanin become exposed and accessible
to the circulation during cutaneous rpA. Concordantly,
immunostaining shows that podoplanin is up-regulated in
the extravascular space in the skin on macrophages and
other stromal cells following rpA (Figure 1D and Ounline
Supplementary Figure S2A-C). It appears that, in the absence
of GPVI, engagement of platelet CLEC-2 by these
podoplanin-positive cells limits bleeding in the inflamed
skin. Supporting this hypothesis, platelets interacting with
podoplanin-expressing cells were observed in the inflamed
skin of GPVI"~ mice (Online Supplementary Figure S2D).

As previously shown,' immunodepletion of platelets

leads to pulmonary bleeding following LPS inhalation-
induced lung inflammation (Figure 2A) and this is through
neutrophil-mediated bleeding.” GPVI and platelet CLEC-2
have been shown to play a critical role in this model by
adoptive transfer into the hIL4R/GPIbo-tg transgenic
thrombocytopenic mouse model.’ In contrast, however,
bleeding was not observed following LPS challenge in mice
deficient in GPVI or CLEC-2 (Figure 2A) even though neu-
trophil recruitment developed normally in GPVI” mice and
was increased in platelet CLEC-2-deficient mice (Figure
2B), as previously shown.” Bleeding was also absent in mice
treated with the blocking anti-podoplanin mAb 8.1.1 or the
olIbP3 antagonist, integrilin (Figure 2A). These data show
that GPVI, CLEC-2 and integrin aIIbf3 are not required for
prevention of bleeding in LPS-inflamed lungs.

The observation of moderate bleeding in hIL4R/GPIba-
tg mice in the absence of immunodepletion (Figure 2A)
indicates a role for GPIb-IX-V in maintenance of vascular
integrity in the inflamed lung. Interestingly, bleeding in
mice deficient in the GPIb-IX-V ligand, VWE, was even
milder than in hILAR/GPIba-tg mice (Figure 2A), thus sug-
gesting that the protective function of GPIb-IX-V in LPS-
inflamed lungs does not solely depend on its interaction
with VWE. A similar observation has been made for com-
parison of the roles of GPIb-IX-V and VWF in models of
arterial thrombosis.” In contrast to hIL4R/GPIba-tg mice,
however, VWF" mice were characterized by a reduction in
neutrophil infiltration in LPS-inflamed lungs (Figure 2B) and
this could account for the reduction in bleeding. Consistent
with this, the role of VWF in mediating neutrophil recruit-
ment in the cutaneous rpA model has been shown to be
independent of GPIb-IX-V.’ Interestingly, the limited bleed-
ing of hIL4R/GPIba-tg mice following LPS inhalation com-
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Figure 2. Contribution of GPVI and CLEC-2 to inflammatory hemostasis in the inflamed
5 lungs. (A) Hemoglobin levels in bronchoalveolar lavage (BAL) fluid collected after an overnight
incubation following P. aeruginosa lipopolysaccharide (LPS) intranasal instillation in platelet-
1.0 depleted (TP), wild-type (WT GPVI'”* and WT VWF**), GPVI deficient (GPVI-'-), CLEC-2 deficient
(Clec1b""PF4cre”), and mice lacking the extracellular domain of GPIb (hIL4R/GPlba-tg),

5

0. ,L Integrilintreated WT mice, and GPVI* and hIL4R/GPIb-tg mice treated with a blocking anti-

,LSI body to podoplanin (mAb 8.1.1 100 ug/mouse, intravenous; anti-PDPN). Control NaCl corre-

0.0 sponds to hemoglobin levels measured in BAL fluid from control mice instilled with NaCl.

\* % O R N=8-21 mice per group. ‘Significant difference (P<0.05) as compared to control NaCl. (B)

Qq\" o o Neutrophil count in BAL fluid collected after LPS-induced lung inflammation. N=8-21 mice

& Q§3Q per group. #Significant difference (P<0.05) as compared to control NaCl. (C) Hemoglobin lev-
N ‘&,b- els measured in BAL collected after lung rpA. N=7-9 mice.
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LETTERS TO THE EDITOR

pared to thrombocytopenic mice suggests the involvement
of additional platelet receptors. Treatment of hIL4R/GPIba-
tg mice with an antibody to podoplanin, however, did not
modify their bleeding phenotype, suggesting that the
podoplanin-CLEC-2 axis does not provide a back-up mech-
anism.

The findings in this study show a difference in platelet
receptor hierarchy in inflammatory hemostasis between
the cutaneous rpA and LPS-induced lung inflammation
models. To address whether this difference is model or
organ dependent, we compared hIL4R/GPIba-tg and
GPVI™ mice challenged with the rpA reaction in lung.
Whereas pulmonary bleeding was observed following rpA
in lung in thrombocytopenic mice, there was no bleeding
in hIL4R/GPIba-tg or GPVI' mice, in contrast to the results
for rpA in skin (Figure 2C). This demonstrates that preven-
tion of inflammatory bleeding in the rpA model is organ
and stimulus dependent.

In conclusion, our results show that the role of GPVI,
CLEC-2 and GPIb-IX-V in maintenance of inflammatory
hemostasis is organ and stimulus dependent, demonstrat-
ing an unexpected complexity in the regulation of vascular
integrity independent of classical hemostasis.
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Supplemental Information

Methods

Mice

GPVI"™" 2, Clec1b™"PFacre®, double KO (DKO), Pdpn™VAvicre™, hiL4R/GPIba-tg’, VWF'® have been
described previously. The lung inflammation model was approved by the Animal Care and Use
Committee of the Claude Bernard Institute (Paris); the rpA model was undertaken under UK Home

Office licence 70/8359 and the Animal Care and Use Committee of the Claude Bernard Institute.

Lung inflammation model

Sedated mice were inoculated intranasally with 20 pg LPS from Pseudomonas aeruginosa prepared in
60 pL of saline (30 pL/nostril). Bronchoalveolar lavage (BAL) was performed 24 hours later by
canulating the trachea with an 18-gauge angiocath and lavaging the lungs 2 times with 1 mL sterile
PBS supplemented with 1% bovine serum albumin (BSA) and 2 mM ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA). The BAL fluid was then centrifuged (8 min at 2000g) and pelleted cells were resuspended in
75 plL PBS. A fraction of the resuspended cells was used for analysis in flow cytometry after combined
fluorescent staining of CD45 and Ly6G for determination of neutrophil counts. The remaining fraction
of cells was lysed by sonication to release haemoglobin from red blood cells, centrifuged (5 min at
10,000g), and haemoglobin concentration measured in supernatants as described’.

For induction of the rpA reaction in lungs, mice were inoculated intranasally with 60 pg rabbit anti-
BSA 1gG prepared in 60 pL of saline (30 pL/nostril) immediately followed by IV injection of BSA (50
pg/g mouse) in 50 pL saline.

Cutaneous reverse passive Arthus reaction
The cutaneous rpA was induced in the back skin of mice as described previously’. Briefly, the reaction
was elicited by intradermal injection of rabbit anti-BSA 1gG (60 pg in 20 pL saline, 2 spots/mouse)

immediately followed by intravenous injection of BSA (50 pg/g mouse) in saline. Mice were



euthanized after 4 hours and skin biopsies at control and reaction sites harvested for haemoglobin

determination and/or myeloperoxyidase content’.

Preparation of functionalized fluorescent microspheres

Yellow Green, Nile Red, Crimson, or Blue fluorescent microspheres (FluoSpheres Carboxylate-
Modified Microspheres, 1 um-diameter, Molecular Probes, Life Technologies, Saint Aubin, France)
were coated at 2 pg of IgG/cm’ bead surface area following the manufacturer’s instructions. The
following antibodies were used for coating: rabbit anti- mouse collagen IV (PA1-26148, Thermo
Fisher Scientific), hamster anti-mouse podoplanin (mAb 8.1.1), and sheep anti-mouse vWF (Abcam

11713). Microspheres were injected at 200.10° beads/mouse in saline.

Statistics Data are expressed as mean * standard error of the mean and were compared by the

Mann-Whitney U test. P values <0.05 were regarded as statistically significant.



Supplemental Figures

oCTL NS
mrpA p= 0955
* ! 1
125 = p(0001 N
A ! ! p < 0.0001
c 8 —
2 § 100 4
= O
© o
= @
= 2
= ® 75 b
— <
£
o k) 50 +
4 g
25 25
r
Z R
0

GPVI-/- Clec1b fI/fl PF4 cre+

Supplemental Figure 1. Comparison of neutrophil recruitment to the skin during the cutaneous rpA
between GPVI” and platelet CLEC2-deficient mice. Quantification and comparison of neutrophil
recruitment in control and rpA challenged skin biopsies as assessed by measurement of skin
myeloperoxidase (MPO) content. Results are expressed as percent relative to the mean MPO content
measured in rpA-challenged skin biopsies of control GPVI+/+ wild-type mice. n = 5-9 mice per group.
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Supplemental Figure 2. Podoplanin expression in the skin during the cutaneous rpA reaction. A.
Representative image of a full thickness immunofluorescence staining for podoplanin (purple) in WT
inflamed skin. The corresponding fluorescence intensity profile measured along a line-scan drawn
parallel to the skin surface is shown below the image. B. Immunofluorescence staining for nuclei
(blue, Hoechst 33342), macrophages (green, F4/80) and podoplanin (purple) in the inflamed skin of a
WT mouse. White arrow shows a podoplanin-expressing macrophage. Bar = 20 um. C.
Immunofluorescence staining for nuclei (blue, Hoechst 33342), neutrophils (green, Ly6G) and
podoplanin (purple) in the inflamed skin of a WT mouse. Bar = 20 um. D. Immunofluorescence
staining for nuclei (blue, Hoechst 33342), platelets (green, GPIX) and podoplanin (purple) in the
inflamed skin of GPVI” mice. Bar = 10 pm.
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Résumé des résultats et conclusion

Alors que des études antérieures avaient suggéré que les récepteurs plaguettaires a motif ITAM
et notamment le récepteur GPVI contribuaient a la prévention des saignements inflammatoires,
le r6le de CLEC-2 devait étre confirmé et les mécanismes précisés. L'induction d’une rpA chez des
souris génétiquement modifiées et présentant un déficit en CLEC-2 uniquement sur la lignée
mégacaryocytaire (Clec2™f PF4Cre+) a montré que ce récepteur n’était pas nécessaire a la
prévention des saignements inflammatoires lors de la rpA cutanée ou en cas d’inhalation de LPS.
De plus, nos résultats montrent qu’alors que la GPVI est requise pour la prévention des
saignements lors de la rpA cutanée, elle n’est pas impliquée dans la prévention des saignements
pulmonaires induits par inhalation de LPS ou méme par formation de complexes immuns. Ainsi,
en prenant I'exemple de la GPVI, nos résultats montrent que la contribution respective des
récepteurs plaquettaires a la prévention des saignements inflammatoires est a la fois dépendante

de I'organe touché et du stimulus inflammatoire.

Par ailleurs, bien que le récepteur CLEC-2 n’apparaisse pas indispensable a la prévention des
saignements inflammatoires dans les modeéles testés ici, nous avons observé que les saignements
inflammatoires chez les souris ayant un déficit a la fois en GPVI et CLEC-2 présentaient des
saignements inflammatoires plus importants que les souris GPVI”- suggérant que CLEC-2 pourrait

compenser partiellement I'absence de GPVI.
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Introduction

De nombreuses études in vitro, en chambres de perfusion, et in vivo, dans des modeles
animaux de thrombose, indiquent qu’au contraire de son r6le mineur dans I’"hémostase primaire,
la GPVI jouerait un role central dans la thrombose artérielle. En effet, bien que les souris
présentant une délétion génétique de GPVI aient un compte plaquettaire normal et ne présentent
gu’une légére augmentation de leur temps de saignement, ces souris sont protégées de la
thrombose dans différents modeles (thromboembolisme et blessure mécanique) [254].
L’absence de trouble majeur de ’hémostase en cas de déficit génétique en GPVI est par ailleurs
confirmée par les données cliniques des quelques patients ayant un tel déficit et chez qui seule
une diathése hémorragique mineure a jusqu’ici été décrite (ecchymoses, pétéchies, epistaxis et
saignements gingivaux) [255]. Ces données indiquant que le blocage de la GPVI n’aurait que peu
d’incidence sur I’'hémostase primaire tout en permettant une possible protection vis-a-vis de la
thrombose ont stimulé la production de nouveaux antiplaquettaires ciblant la GPVI. Cependant,
nos données récentes ayant révélé que la GPVI jouait un réle essentiel dans la prévention des
saignements inflammatoires cutanés, des questions sont apparues concernant la sécurité
présumée liée a l'utilisation des anti-GPVI, en particulier en contexte inflammatoire. Pour ces
raisons, nous avons étudié I'impact d’un anti-GPVI nouvellement développé, le Glenzocimab

(ACTO017, Acticor Biotech), sur I’lhémostase inflammatoire dépendante de la GPVI.
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Abstract

Background. The blocking anti-glycoprotein VI (GPVI) Fab ACTO017 (Glenzocimab) has
emerged as a promising new drug because it inhibits platelet aggregation and arterial
thrombosis without increasing bleeding time. However, recent studies have shown that GPVI
contributes to repairing of neutrophil-induced injury in the inflamed skin. These results have
suggested that GPVI inhibition could increase the risk of bleeding in inflamed organs. Here, we
investigated the risk of inflammation-induced bleeding associated with GPVI deficiency and
upon pharmacological inhibition of GPVI by ACTO017.

Methods. The contribution of GPVI to prevention of inflammation-induced bleeding was
assessed by subjecting GPVI"* GPVI™", and platelet-depleted mice to transient middle cerebral
artery occlusion (tMCAO), LPS-induced lung inflammation, and immune complex-mediated
skin inflammation. The impact of ACT017 on GPVI-dependent inflammatory hemostasis was
then evaluted using mice humanized for GPVI (hGPVI mice).

Results. In contrast to platelet depletion, GPVI deficiency did not increase the risk of bleeding
following tMCAO or LPS-induced acute lung inflammation. However, GPVI”~ mice showed
abnormal bleeding during immune complex-induced skin inflammation. Thus, while GPVI is
dispensable for inflammatory hemostasis in the brain and lungs, it is primarily involved in this
function in the skin. After confirming the ability of ACTO017 to inhibit the adhesion and
activation onto collagen of platelets from hGPVI mice under flow conditions, hGPVI mice
subjected to immune complex-mediated skin inflammation or bearing skin tumors were treated
with ACTO017. Unlike acute depletion of platelets, ACT017 treatment did not cause bleeding in
the inflamed skin or skin tumors of hGPVI mice.

Conclusion. Pharmacological blocking of GPVI by ACT017 does not impair GPVI-mediated
inflammatory hemostasis. Our results thus indicate a favorable safety profile of ACT017 in

inflammatory situations.



Introduction

Over the past 10 years, results from several groups have highlighted the hemostatic function of
platelets in various inflamed organs'. Yet, to date, the impact of antiplatelet drugs on
inflammation-associated hemostasis remains largely uninvestigated at the preclinical stage.
Preclinical evaluation of possible bleeding complications of antiplatelet and antithrombotic
treatments is indeed restricted to time bleeding assays, like the tail bleeding time in mice** or
the forearm bleeding time in non-human primates*°. Whereas such assays can help evaluate the
risk of bleeding associated with trauma or surgery, they may not predict the risk of bleeding
associated with inflammation. In fact, there is evidence that the mechanisms of inflammation-
associated hemostasis can differ substantially from those supporting “classical” hemostasis. For
instance, there are several inflammatory situations where hemostasis does not require platelet
granule secretion and GPIIbIIla-mediated aggregation®, both of which processes are known to
be fundamental for hemostasis following traumatic injury. Assessment of the risk of
inflammation-induced bleeding thus appears as a blind spot of preclinical safety evaluation of
antiplatelet drugs. Evaluation of this risk may however be necessary to achieve maximum
safety, especially if one considers that inflammation-induced bleeding can affect many organs
including vital organs like the brain and lungs’, and that there is an increasing interest in
expanding the use of antiplatelet drugs beyond the field of thrombosis to those of inflammatory

diseases® and cancers’.

Glycoprotein VI (GPVI), the main platelet receptor for collagen, has emerged as a new target
for antithrombotic therapy because its blocking inhibits platelet aggregation and arterial
thrombosis without increasing bleeding time*!'°"'2. Furthermore, so far, only a very mild
bleeding diathesis has been reported in the few patients identified with a GPVI deficiency'.

While these data have stimulated the development of new antiplatelet drugs targeting GPVI,



recent experimental evidence has indicated that, though dispensable for primary hemostasis,

GPVI is essential for prevention of neutrophil-induced bleeding in various inflamed organs

14,15 114,15

and tissues, primarily the skin'®'”. Mice with a genetic deficiency in GPV or

immunodepleted for GPVI'®

were indeed shown to present abnormal cutaneous bleeding in a
model of immune complex-mediated dermatitis, the reverse passive Arthus reaction (rpA).
Remarkably, the bleeding phenotype of GPVI-deficient mice subjected to the cutaneous rpA
was in stark contrast with the absence of bleeding observed in mice with defects affecting other
major pathways of platelet activation®”-'*!, Later studies have indicated that the functional
hierarchy between platelet receptors in inflammation-associated hemostasis varies with both
the inflammatory stimulus and site of inflammation'®. Thus, the predominant role of GPVI in
mediating the hemostatic action of platelets in immune complex-mediated dermatitis cannot be
generalized to all inflammatory situations. Nevertheless, that GPVI is in first-line to prevent
bleeding in the inflamed skin has raised the possibility that pharmacological targeting of GPVI
could increase the risk of bleeding in inflamed organs. Furthermore, there is evidence that the
protective hemostatic role of GPVI during the cutaneous rpA also applies to other inflammatory
contexts like in certain tumors'’ and possibly in inflamed lungs, though there is conflicting
evidence on the importance of GVPI in preventing inflammatory bleeding in the latter
organ'*!%, In a context where new antiplatelet drugs targeting the collagen/GPVI axis have been

recently developed, it thus appears important to assess and anticipate the yet uninvestigated risk

of inflammation-induced bleeding under GPVI antagonists.

Among the newly developed drugs targeting GPVI, ACT017 (Glenzocimab, Acticor Biotech)
is a humanized antibody fragment (Fab) that has already completed its phase I clinical trial in
healthy volunteers'® and just entered a phase II trial in stroke patients (Acute Ischemic Stroke

Interventional Study “ACTIMIS”, NCT03803007). The antithrombotic potential of ACT017



and of its murine precursor, Fab 9012, has been demonstrated in vitro, ex vivo, and in vivo>'*°,

ACTO017 and Fab 9012 both bind to human GPVI and inhibit the procoagulant activity and
aggregation of collagen-stimulated platelets, as well as platelet adhesion and thrombus
formation onto collagen surfaces under arterial flow conditions*!***. Moreover, Fab 9012
collagen-epinephrine-induced acute pulmonary thrombosis in transgenic mice expressing
human GPVI (hGPVI mice)?. Notably, the inhibitory action of ACT017 occurs without causing
thrombocytopenia or depletion of GPVI, and is not associated with spontaneous bleeding events
or increased bleeding time®°. Here, using the cutaneous rpA as a model situation where GPVI
plays a major role in inflammatory hemostasis, we investigated whether ACT017 increases the

risk of inflammation-induced bleeding.

Results and Discussion

We first assessed the contribution of GPVI to the prevention of inflammation-induced bleeding
by platelets in the brain and lungs. In agreement with previous results obtained with an antibody
causing depletion of mouse GPVI*!??, there was no cerebral hemorrhage in any of the GPVI™
mice subjected to transient (90 min) middle cerebral artery occlusion (Figure 1A). In contrast,
cerebral hemorrhage occurred in all mice that had been rendered severely thrombocytopenic by
the mean of a platelet-depleting antibody (Figure 1A). Genetic deficiency in GPVI was not
associated with an increased bleeding risk in the model of acute lung injury induced by LPS
inhalation either (Figure 1B). In the cutaneous rpA, as predicted by previous reports'*1¢, GPVI
" mice developed skin bleeding at the inflammatory reaction site, a bleeding phenotype that was
seen neither in GPVI"" mice nor in GPVI"" mice, which expressed half of normal GPVI surface

levels (Figure 1C-D). Taken together, these results are consistent with evidence that GPVI is

dispensable for hemostasis in the inflamed brain and lungs'**'~2* but primarily involved in the



prevention of bleeding in the rpA-inflamed skin. Notably, they further indicate that 50% of

normal GPVI surface levels are sufficient for hemostasis during the cutaneous rpA.

The ability of ACT017 to inhibit collagen/GPVT interactions and their functional consequences
has been previously demonstrated in humans and in nonhuman primates®’. However, it has not
been tested in hGPVI mice. We thus verified the activity of ACT017 against GPVI from hGPVI
mice. Like its murine precursor Fab 90122, ACT017 added to whole blood from hGPVI mice
caused a drastic reduction in platelet adhesion and aggregation onto collagen fibers under
arterial flow conditions (Figure 2A-B, Supplemental Movie). We next tested whether hGPVI
mice treated with therapeutic (16 mg/kg) or higher doses of ACT017 (32 and 64 mg/kg) were
sensitized to inflammation-induced bleeding during the cutaneous rpA. No bleeding occurred
in ACTO17-treated hGPVI mice, whatever the dose of ACT017 used (data not shown and
Figure 2C-D). There was no bleeding either when ACT017 at the highest dose tested (64 mg/kg)
was given through a continuous infusion over the 4 hours of rpA (data not shown). The absence
of bleeding in hGPVI mice treated with ACT017 was in contrast to the petechial bleeding
observed in GPVI” mice (Figure 1) and in platelet-depleted GPVI* and hGPVI mice (Figures

t'3. Absence of

1C-D and 2C-D), which is known to be a consequence of neutrophil recruitmen
bleeding in rpA-challenged hGPVI mice treated with ACT017 was not due to altered neutrophil
recruitment as this was comparable to that in hGPVI mice (Figure 2E). Interestingly, the latter
result indicates that ACTO017 does not impact neutrophil recruitment, at least in this model.

Solid tumors represent another inflammatory situation in which platelets were shown to
continuously prevent leukocyte-induced bleeding and recent data have suggested that GPVI

could be central to this function'”. Like in the cutaneous rpA, acute treatment of hGPVI mice

bearing skin tumors with ACTO017 did not cause tumor bleeding. The absence of effect of



ACTO17 on tumor vessel stability was in contrast to that of acute depletion of platelets, which
caused tumor bleeding (Figure 2F).

In conclusion, in addition to confirming that GPVT is not required for inflammation-associated
hemostasis in 2 vital organs, the brain and lungs, our results show that pharmacological
blockade of GPVI by ACTO017 does not impair GPVI-dependent inflammatory hemostasis.
There are several non-exclusive reasons that could explain why pharmacological inhibition of
GPVI by ACT017 does not reproduce the bleeding phenotype of GPVI”- mice evidenced in the
cutaneous rpA. First, it was shown previously that GPVI can cooperate with other platelet
receptors like integrin alpha2betal to provide residual collagen-dependent platelet activation
when its collagen binding site is blocked pharmacologically**. Furthermore, while ACT017
blocks the interactions between GPVI and collagen, it remains unknown whether ACTO017 has
similar blocking effects towards the other ligands of GPVI. Besides collagen, whose role in
recruiting platelets to the inflamed skin vasculature remains to be demonstrated, fibrin(ogen)
and a number of adhesive proteins of the vessel wall have been reported as GPVI ligands (e.g.
laminin, fibronectin and vitronectin) and could thus provide redundant binding mechanisms.
Moreover, were collagen to be the ligand supporting the adhesion of platelets to inflamed skin
vessels, it is interesting to note that despite a drastic reduction in platelet adhesion and
aggregation onto fibrillar collagen in the presence of ACT017 (Figure 2A-B, Supplemental
Movie), residual platelet adhesion was observed. Considering that individual platelets and
platelet monolayers were shown to ensure hemostasis at sites of mild inflammatory vascular
injury', such residual adhesion could be sufficient for inflammatory hemostasis. Previous
studies have shown that platelets are particularly efficient in maintaining vascular integrity in
inflamed organs, as platelet counts as low as 10% can support this function'. Consistent with
this notion, GPVI"" mice with half of normal GPVI surface levels showed normal hemostasis

during the cutaneous rpA (Figure 1C-D). All in all, our results indicate that the highly favorable



safety profile of ACTO017 suggested by previous results in bleeding time assays and by the
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absence of adverse bleeding events in the phase I clinical trial'® also applies to inflammatory

situations.



Material and methods
Mice
GPVI”" mice and mice humanized for GPVI (hGPVI mice) on C57BL/6] background have been

described previously>!'>. Use of animals was approved by local and national review committees.

Transient middle cerebral artery occlusion

Transient focal cerebral ischemia was induced in mice weighing 254+2¢g by occluding the right
middle cerebral artery (MCA) with a 7.0 siliconized monofilament inserted through the
common carotid artery (CCA). During the procedure, mice were anesthetized with an
air/isoflurane mixture (5% for induction and 1% during surgery). Body temperature was
maintained at 37°C (£ 1.0°C) using a heating pad. The monofilament was carefully withdrawn

and the CCA tied off after 90 min of occlusion.

Acute lung inflammation
Acute lung inflammation was induced by inhalation of lipopolysaccharide (LPS) from
Pseudomonas aeruginosa (20 pg in saline, 30 pL per nostril, Sigma-Aldrich, France) as

described previously'.

Reverse passive Arthus reaction
The cutaneous rpA and quantification of skin haemoglobin and myeloperoxidase content were

performed as described previously'.

Tumor cell culture and implantation
Murine B16F1 melanoma cells were cultured, implanted, and excised 10 days after implantation

for measurement of intratumor haemoglobin content as described previously’.



Thrombocytopenia

Severe thrombocytopenia was induced using the R300 antibody to mouse GPIba (Emfret,
Analytics, 2 pg/g mouse). The antibody was injected intravenously immediately after LPS
inhalation and rpA initiation, 3 hours after induction of cerebral ischemia, or 14 days after tumor

cell injection.

Treatment with ACT017

ACTO17 was a gift from Acticor Biotech. For the cutaneous rpA, three different doses of
ACTO017 were tested: 16 mg/kg, 32 mg/kg, and 64 mg/kg mouse. Each dose was given in two
equal fractions separated by 2 hours, and half of each dose fraction was injected intravenously
and the other half intraperitoneally.

In a subset of experiments, 4 mice were anesthetized with an air/isoflurane mixture (5% for
induction and 1%), and ACTO017 was administered as a bolus (6.4 mg/kg) followed by
continuous infusion of the remainder over 4 hours through a catheter inserted in the tail vein
and for a total dose of 64 mg/kg.

In tumor bearing mice, ACT017 was injected at 64 mg/kg on day 14 after tumor cell
implantation. ACT017 was given in two equal fractions separated by 4 hours, and the mice

were euthanized 8 hours after the first injection.

Flow chamber experiments

Citrated whole blood from hGPVI mice was labeled with DIOC6 (5 pM, Sigma-Aldrich,
France), incubated with ACT017 (80 pg/mL) or vehicle (20 mM sodium citrate, 130 mM
sodium chloride, pH 5.0) for 10 min, and then perfused at a wall shear rate of 1500 s™' over

Vena8Fluor+Biochip microchannels (Cellix, Dublin, Ireland) pre-coated with fibrillar collagen
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(50 pg/mL, Horm, Nycomed, Munich, Germany). Platelet adhesion was recorded for 3 min
using an Orca R2 camera (Hamamatsu Photonics, Bridgewater, NJ, USA) mounted on a Zeiss
Axiovert microscope. At the end of the flow, the channels were rinsed with PBS, and still
images were acquired for quantification of platelet-coated surface areas using the Histolab

software.

Statistics
Data are expressed as mean =+ standard error of the mean and pairwise comparisons were made
using the non-parametric Wilcoxon or Mann-Whitney U test as appropriate. P values <0.05

were regarded as statistically significant.
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Figure 1. Contribution of GPVI to inflammation-associated hemostasis. The contribution
of GPVI to inflammation-associated hemostasis was determined in 3 different models of acute
inflammation. A. Representative images of brain sections taken 24 hours after GPVI"*, GPVI
", GPVI’, and platelet-depleted mice were subjected to 90 min transient middle cerebral artery
occlusion (tMCAO). Note that tMCAO caused bleeding only in platelet-depleted mice. The
images are representative of n = 6 mice per group. B. Representative images of the
bronchoalveolar lavage fluid from GPVI*, GPVI™", and platelet-depleted mice collected 24
hours after LPS inhalation. The images are representative of n = 8 mice per group. C-D. Effect
of partial or complete glycoprotein VI deficiency on inflammatory bleeding during the
cutaneous reverse passive Arthus reaction (rpA). C. Representative images of the skin of
GPVI"*, GPVI'~, GPVI", and platelet-depleted mice after 4 hours of rpA. The images are
representative of n = 7-10 mice per group. D. Skin hemoglobin content after 4 hours of rpA. #
indicates a significant difference (p<0.05) from the rpA GPVI"* group, n=14-20 skin biopsies
per group. Inset : Representative histogram of flow cytometry analysis of GPVI surface levels
in GPVI'*, GPVI'", GPVI” mice.
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Figure 2. Impact of ACT017 on GPVI-dependent hemostasis. A-B. Citrated whole blood
from hGPVI mice was incubated or not with ACT017 (80 pg/mL) for 10 min and perfused at a
wall shear rate of 1500 s™! for 3 min over a collagen-coated surface. A. Representative images
of platelet coverage at the end of the perfusion. B. Mean surface areas covered by platelets
calculated from 15 (hGPVI) and 20 (hGPVI ACTO017) different fields taken with a 20 x
objective along channels from 3 (hGPVI) and 4 (hGPVI ACTO017) different runs. C.
Representative images of the skin of hGPVI mice treated or not with ACTO017 (64 mg/kg) after
4 hours of rpA. The images are representative of n = 4-9 mice per group. D. Skin hemoglobin
content after 4 hours of rpA. # indicates a significant difference (p<0.05) from the rpA hGPVI
group, n=6-18 skin biopsies per group. E. Skin myeloperoxidase content after 4 hours of rpA.
n=6-18 skin biopsies per group. F. Hemoglobin content and macroscopic aspect of B16F1
tumors from hGPVI mice treated or not with ACT017 (64 mg/kg) or a platelet-depleting
antibody. Tumors were excised 8 hours after injection of the treatments. # indicates a significant
difference (p<0.05) from the hGPVI group, n=8-10 tumors per group.
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Résumé des résultats et conclusions

Dans cette étude, nous avons évalué l'impact d’'un nouveau médicament anti-GPVI, le
Glenzocimab (ACT017), sur I'némostase inflammatoire en utilisant deux modeles dans lesquels la
GPVI a été montrée précédemment comme jouant un roéle primordial : la rpA cutanée et un
modeéle de tumeur cutanée B16F1. Aprés avoir confirmé que la GPVI ne participait pas a la
prévention des saignements inflammatoires dans le cerveau ou les poumons mais qu’elle était
bien essentielle a cette fonction lors de la rpA cutanée, nous avons ensuite évalué le risque
hémorragique associé a un traitement par du Glenzocimab dans ce modele. Nos résultats
montrent que bien que capable d’inhiber fortement (mais pas completement) I'adhésion et
I'agrégation plaquettaires sur collagéne et en conditions de flux chez des souris transgéniques
exprimant la GPVI humaine (souris hGPVI), le Glenzocimab n’entraine pas de surrisque
hémorragique ni dans le modeéle de rpA cutanée, ni dans un modele de tumeur cutanée B16F1.
Ces résultats soulignent donc une différence importante entre les effets d’une inhibition
pharmacologique de la GPVI par le Glenzocimab et ceux d’un déficit génétique total en GPVI. D’un
point de vue thérapeutique, ils indiquent que le profil de sGreté favorable de ce médicament
constaté dans des tests de temps saignement est également valable en conditions

inflammatoires.
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Introduction

Dés 1865, Armand Trousseau diagnostique chez certains patients, et notamment lui-méme, une
coagulation sanguine excessive causée par une tumeur [214]. Il est maintenant connu qu'une
thrombocytose est un marqueur prédictif du cancer et est associée a une faible survie chez les
patients atteints d’un cancer. De plus, le réle des plaquettes dans le cancer ne se limite pas au
phénoméne de thrombose associé au cancer, elles contribuent également a la croissance, au
maintien et a la propagation du cancer. Les plaquettes se sont également révélées essentielles a
la formation et au maintien des vaisseaux sanguins [256] et lymphatiques [233], notamment par
la libération de microparticules [257] et I'expression de facteur pro-angiogénique (VEGF, IL-18,
MMP2) [258]. Toutes ces données font des plaquettes des régulatrices importantes
du microenvironnement tumoral. Nous avons montré au laboratoire que les plaguettes régulent
I'intégrité vasculaire dans différents modeéles d'inflammation et de tumeurs solides [76], [80] et
notamment via leur récepteurs a ITAM (GPVI et CLEC-2). Une récente étude de Volz a montré que
I'inhibition de la GPVI par un anticorps anti-GPVI déstabilise les vaisseaux tumoraux et permet un
meilleur effet d’un traitement anti-tumoral. Néanmoins, le role du récepteur plaquettaire CLEC-
2 dans le maintien de la vasculature tumorale n’a pas été exploré. Nous nous sommes donc
intéressé dans cette étude au role de GPVI et CLEC-2 dans deux modéles de tumeurs : cancer du
sein (PyMT, lignée cellulaire AT3) et mélanome sous-cutanée (lignée cellulaire B16F1). Le but de
cette étude est de déterminer I'impact des plaquettes et la contribution de leurs récepteurs GPVI
et CLEC2 au maintien de la vasculature tumorale et a la régulation du microenvironnement

tumoral.
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Introduction

There is now a wide body of clinical and experimental evidence that the contribution of platelets
to the pathophysiology of cancers far exceeds the thrombotic manifestations of cancers.
Experimental studies using cultured human cells and mouse models of tumors have indeed shown
that platelets can promote the metastatic process in multiple ways, from stimulating the epithelial-
mesenchymal transition (EMT)! to protecting tumor cells from immune cell recognition? and
facilitating tumor cell extravasation at distant sites®®. The hypothesis that platelets favour
mestastatic dissemination is further supported by histopathological analyses showing the presence
of intratumoral platelet clusters in a variety of solid human cancers’*!, notably at the invasive front
in association with signs of EMT®. Moreover, high platelet-to-lymphocyte ratio was recently
identified as an independent predictive factor of metastasis and poor prognosis in breast and
colorectal cancer patients'>™>, The fact that antiplatelet drugs like aspirin'®!’ and P2Y12
inhibitors’®2° inhibit metastasis in cancer patients and in several mouse models of cancers also

points to a significant participation of platelets in this process.

In addition to their role in the development of metastases, platelets are also suspected to influence
tumor growth. In fact, although several studies have reported direct or indirect tumoricidal effects
of platelets!™?1:22, other studies have shown that platelets and their secreted factors stimulate the
proliferation and survival of cancer cells in vitro?®?*, Moreover, Have shown that targeting
platelets or their receptors can impact tumor cell proliferation or tumor growth in various types of
tumors and that genetic ablation or pharmacological inhibition of certain platelet receptors could

reduce primary tumor growth in mice®918:2525-28,

Promotion of angiogenesis and stabilization of tumor vessels are among the possible mechanisms
by which platelets support tumor growth. In fact, platelets have been shown to support angiogenesis

in in vivo angiogenesis assays?®, and platelets from cancer patients are characterized by an increased
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content in angiogenic factors®®-32, However, it is worth noting that, despite these data, the actual
contribution of platelets to angiogenesis in human cancers as well as in animal models of cancers
remains yet to be ascertained. Aside from their potential involvement in promoting tumor
angiogenesis, experimental studies have indicated that platelets are essential for stabilization of
tumor vessels. Acute immunodepletion of platelets was indeed shown to invariably and
immediately result in intratumor cytotoxic hemorrhage in a variety of mouse models of solid
cancers®2733 The prevention of tumor haemorrhage by platelets was shown to rely on continuous
repairing of vascular injuries induced by tumor-infiltrating leukocytes®=3, a mechanism very
similar to that underlying the prevention of bleeding in inflamed organs®4. Remarkably, it has been
proposed and then shown experimentally that targeting this tumor-supporting function of platelets
might improve the delivery of anticancer drugs by increasing tumor vascular permeablity?®. A first
proof of this concept was given by Demers et al. who showed that acute immunodepletion of
platelets in tumor-bearing mice selectively induced leakiness of tumor vessels, thus favoring the
delivery and tumoricidal effects of paclitaxel to breast tumor sites?®. More recently, Volz et al
reported comparable results using a blocking Fab to GPVI®. These results have indicated that
GPVI could be essential for maintenance of tumor vessel integrity and would thus represent a
potential target for improved antitumor therapy. In line with these studies, we investigated whether
GPVI and the platelet (hemi)ITAM receptor CLEC-2, which was shown previously to cooperate
with GPVI for maintenance of vascular integrity in the inflamed skin®*>%®, contribute to the
regulation of the tumor vascular microenvironment using two different mouse models of solid

tumors.
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Material and methods

Animals.
GPVI"%" and Clec1b™MPF4cre®® mice and their control littermates on a C57BL/6 background were
bred and housed in our animal facility. All experimental procedures were approved by the local

animal ethics committee (APAFIS#7648-2016112114487415v3).

Tumor cell culture and implantation.

Murine B16F1 melanoma cells were purchased from ATCC. AT-3 breast cancer cells derived from
a mammary carcinoma of MMTV-PyMT transgenic mice on a C57BL/6 background have been
described previously®. B16F1 and AT-3 cells were cultured in DMEM (4.5 g/L glucose for B16F1
cells, 1 g/L glucose for AT-3 cells) supplemented with 10% FBS, 1% glutamine, and 1% penicillin-

streptomycin.

For cutaneous melanoma, 1x10° B16F1 cells were injected subcutaneously into the dorsal skin of
age- (10- to 15-week-old) and gender-matched mice of the various genotypes, which were
sacrificed on day 14 post-implantation. For orthotopic breast cancer models, 2x10° AT-3 cells were
injected bilaterally into the inguinal mammary fat pads of age-matched (10- to 15-week-old) female

virgin mice, which were sacrificed on day 21 post-implantation.

Blood cell count evolution

Blood was collected from the retro-orbital venous plexus under 5% isoflurane anesthesia in EDTA

tubes (STARSDEDT, 41.1504.005) and analyzed using an automated counter (ABC Vet, Scil).
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Preparation of tumor extracts and tumor supernatants

Tumors were excised, weighed, homogenized in PBS supplemented with protease inhibitors
(Sigma, P8340) and EDTA (1 mM) at a volume-to-weight ratio of 5 pL/mg tumor, subjected to 3
freeze/thaw cycles and sonication, centrifuged at 5000 g for 5 min, and the resulting tumor extracts
were collected. For measurement of free tumor LDH activity, tumor homogenates were prepared
at a volume-to-weight ratio of 10 uL/mg tumor, centrifuged directly at 5000 g for 5 min without

cell lysis steps, and the supernatants containing extracellular tumor contents were collected.

Tumor vascular perfusion

For determination of tumor vascular perfusion, mice were injected intravenously through the retro-
orbital venous sinus with 100 pL of 40 mg/mL FITC-dextran (150 kDa, Sigma-Aldrich) 5 min
before euthanasia. Tumor FITC-dextran content was quantified by measuring the fluorescence at
AEX/Em = 488/521 nm in tumor extracts with a fluorescence microplate reader (Infinite 200 PRO,

Tecan).

Immunohistology

Tumors were collected after intracardiac perfusion with zinc fixative (100 mmol/L Tris-HCI
containing 37 mmol/L zinc chloride, 23 mmol/L zinc acetate, and 3.2 mmol/L calcium acetate),
fixed in the same buffer for 48 hours, embedded in paraffin, and sectioned at 5 pm.
Immunostainings were performed as described previously®® using the following primary
antibodies: anti-collagen 1V (PA1-26148, ThermoS), anti-CD31 (5H10-1; BD Pharmingen), anti-

PF4 (500-P05, Peprotech), anti-GPIX (M051-0, Emfret), and anti-VWF (A0082, DAKO). The
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slides were mounted in aqueous Fluorescent Mounting Medium (Dako) and images were acquired

using a Leica DMi8 fluorescence microscope.

Intravital microscopy

B16F1 or PyMT AT-3 cells (1x10°) were injected subcutaneously in the dorsal skin and allowed to
grow for 5 to 7 days before surgical implantation of a dorsal skinfold chamber?’ (APJ Trading Co)
for intravital imaging. For visualization of platelets and neutrophils, mice were injected
intravenously with an Alexa Fluor 647-conjugated anti-GPIX antibody (Emfret Analytics) and an
Alexa Fluor 555-conjugated anti-Ly6G antibody (BioxCell)*, respectively. During intravital
observation, anaesthesia was maintained by mask inhalation of isoflurane at 1.5%, and images were
acquired using a fluorescence macroscope (MacroFluo, Leica) equipped with a thermostated
heating plate, a 5 X objective, and a SCMOS camera (Orca-Flash-4.0, Hamamatsu Photonics), and

controlled with Metamorph software (Molecular Devices).

Determination of intratumor platelet factor 4 and hemoglobin content.

Platelet factor 4 (PF4) levels in tumor extracts were measured using a commercial ELISA following
the manufacturer’s intructions. Hemoglobin content was estimated by measurement of heme

concentration in tumor extracts by addition of formic acid as described previously®.
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Lactate dehydrogenase activity

Lactate dehydrogenase (LDH) activity was measured in plasma and in tumor supernatants using

the LDH Assay Kit (Abcam, Cambridge, MA, USA) according to the manufacturer’s instructions.

Statistical analysis

Data are presented as mean + SEM. Paired and unpaired data were compared using the Wilcoxon
signed-rank or Mann-Whitney U tests, respectively. Values of P < 0.05 were regarded as

statistically significant.
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Results

Platelet GPVI and CLEC-2 receptors do not contribute to platelet recruitment to the tumor

We first assessed whether tumor growth, which can be associated with thrombocytosis, led to
modifications of platelet counts in mice implanted with B16F1 melanoma or AT-3 breast cancer
cells. There was no significant impact on circulating platelet count of either B16F1 melanoma or
AT-3 breast tumors over the course of the allowed growth period (14 and 21 days, respectively)
and in any of the mouse genotypes (Figure 1). Nevertheless, it is worth noting that, in agreement
with previous reports*!, platelet CLEC-2-deficient mice displayed a reduced platelet count as

compared to their control littermates, irrespectively of tumor cell implantation (Figure 1).

We next investigated the interactions between platelets and the vaculature of both AT-3 and B16F1
tumors. Immunohistological examination showed the presence of non-aggregated platelets
adherent to the vessel wall or in the direct vicinity of blood vessels in both types of tumors (Figure
2A). Notably, whereas the presence of large platelet aggregates obstructing tumor blood vessels
was a frequent feature of B16F1 melanoma tumors, such aggregates were scarce in AT-3 breast
tumors (not shown). In order to exclude the possibility that the presence of intravascular platelets
was the result of perfusion artefacts, we further analyzed platelet-tumor interactions in vivo by
intravital microscopy. Intravital observation confirmed that physical interactions between platelets
and tumor vessels of AT-3 and B16F1 tumors occurred continually. These interactions included
brief tethering, firm adhesion of single platelets or sheets of platelets in association or not with
neutrophils, and small platelet aggregates. Remarkably, platelets were seen in perfused vessels as
well as in dead-end angiogenic sprouts (not shown). Direct contacts between platelets and the
ligands of GPVI and CLEC-2, respectively collagen and podoplanin, were detected in both types
of tumors (not shown). Type IV collagen was mainly expressed in the subendothelium of tumor
vessels, while podoplanin was expressed by lymphatics, fibroblast-like cells, and to a lesser extent,

tumor cells (not shown).
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The contribution of GPVI and CLEC-2 to intratumoral platelet recruitment and accumulation was
evalutated by measurement of platelet factor 4 (PF4) levels in tumor extracts. There was no
difference in intratumor PF4 levels neither between GPVI-/- and GPVI+/+ mice nor between
platelet CLEC-2-deficient mice and their littermate controls (Figure 2B). These results thus
indicate both GPVI and CLEC-2 are dispensable for platelet accumulation in B16F1 melanoma

and AT-3 mammary tumors.

Platelet ITAM receptors deficiency tumor vessel function have a minor contribution to

tumor vessel development and function

After assessing if GPVI and CLEC-2 were required for platelet recruitment to primary tumor sites,
we next examined their role in tumor vessel growth and function. Immunostaining for collagen IV
revealed no overt quantitative defect in tumor angiogenesis in GPVI-/- and platelet CLEC-2-
deficient mice (Figure 3). Notably, however, and although difficult to objectify, tumor vessels of
platelet CLEC-2-deficient mice appeared dysmorphic as compared to tumor vessels of other groups
of mice, which presented a more regular shape and a relatively continuous wall (Figure 3A and B).
Furthermore, blood-filled skin lymphatics surrounding B16F1 melanoma tumors were occasionally
observed during tumor collection exclusively in platelet CLEC-2-deficient mice (Figure 3C), a
phenotype consistent with the essential role of CLEC-2-driven platelet activation in keeping the

blood and lymphatic systems separated throughout vessel formation programs®,

To determine the overall impact of GPVI and CLEC-2 deficiency on tumor vessel function,
tumor vascular perfusion was quantified between the various groups of mice by measuring
intratumor levels of FITC-dextran injected intravenously just before removal of the tumors. There
was no significant difference in intravascular tumor FITC-dextran content between GPVI”- mice,

platelet CLEC-2-deficient mice, and their respective control littermates (Figure 3D-E).
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Intratumor haemoglobin content, used as a mixed marker of both tumor vascular perfusion and
bleeding, was significantly increased in AT-3 mammary tumors and B16F1 melanoma of platelet
CLEC-2-deficient mice as compared to their control littermates (Figure 4A). A similar trend,

however non-significant, was seen in GPVI-/- mice (Figure 4A and B).

Platelet ITAM receptors deficiency tumor vessel function have a minor contribution to

tumor vessel development and function

Intratumor bleeding has been shown previously to be cytotoxic to the tumor and to result in reduced
tumor cell proliferation?®?"28, We thus determined whether the increased tumor bleeding of platelet

CLEC-2-deficient mice had an impact on tumor growth and viability.

While there was no statistically significant difference in tumor weight between any of the mouse
groups implanted with B16F1 tumors, the weight of AT-3 tumors from platelet CLEC-2-deficient
mice was reduced as compared to that of AT-3 tumors from their control littermates (Figure 5A).
There was however no significant difference in free LDH activity between AT-3 tumors from
platelet CLEC-2-deficient mice and their control littermates (Figure 5B), thus suggesting that the
reduced weight of AT-3 tumors from platelet CLEC-2-deficient mice may not result from increased

tumor necrosis (Figure 5B).

Finally, we verified whether the increased permeability of tumor vessels associated with platelet
CLEC-2 deficiency could be taken advantage of for improving the delivery of antitumor drugs. To
that end, platelet CLEC-2-deficient mice, GPVI” mice, and their control littermates bearing B16F1
tumors received an antitumoral immunotherapeutic treatment that was administered on day 6, and
then again on day 10 following tumor cell implantation. The efficacy of the intratumoral delivery
of this treatment consisting in the combined injection of hamster anti-mouse CTLA4 and rat anti-

mouse PD1 monoclonal antibodies was determined by measurement of rat IgG levels in tumor
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extracts. As expected, rat IgG were detected only in tumors from mice that received the antitumoral
immunotherapeutic treatment (Figure 6). Surprisingly however, the intratumor level of rat 1gG was
lower in tumors from platelet CLEC-2-deficient and GPVI-/- mice than in tumors from their control

littermates (Figure 6).
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Discussion

Here, we aimed to investigate the contribution of the platelet receptors GPVI and CLEC-2 to
physical and functional interactions between platelets and the tumor vasculature mouse models of
skin and breast cancer. At this stage of our study, our results indicate that, in contrast to what was
observed in a model of acute skin inflammation3>3¢4° neither GPVI nor CLEC-2 alone seems to
be primarily involved in either platelet recruitment to tumor vessels, or prevention of tumor
bleeding in the 2 models of solid tumors studied. Although a slight statistically significant increase
in bleeding was observed in tumors from platelet CLEC-2-deficient mice, it is worth noting that
this increase was comparable to the non-significant one obtained in GPVI’ mice. Thus, this
questions the biological significance of this limited increase in tumor bleeding, especially if one
also considers the fact that platelet CLEC-2-deficient mice did not shown any modification of
tumor growth or necrosis compared to their control littermates. Remarkably, our results are
consistent with those of previous studies in models of experimental lung metastasis, in which no
bleeding phenotype of pulmonary metastatic nodules in GPVI1748 or CLEC-2-depleted mice*? was
reported. Yet, the absence of bleeding phenotype in mice with an isolated genetic deficit in GPVI
or CLEC-2 does not completely rule out the possibility of a role for these receptors in tumor vessel
stabilization. In fact, these 2 receptors have been shown previously to be able to partially or even
fully compensate for each other's loss to ensure primary hemostasis*, promote thrombosis*3, or
prevent inflammatory bleeding in the inflamed skin®. Whether such functional redundancy is at
work for maintenance of tumor vessel integrity thus remains to be determined. This could be
achieved by targeting simultaneously both receptors, either by using double knockout mice lacking
GPVI and CLEC-2, or by pharmacologically blocking GPVI or CLEC-2 in mice with an isolated

deficit in the respective other receptor.

In contrast to our results, a recent study showed that targeting of GPVI by the mean of a blocking

Fab induced severe bleeding in various tumor models?, including the AT-3 mammary tumor model
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we used here. As a result of this increased tumor bleeding, GPVI inhibition potentiated the
intratumoral delivery and anti-tumoral activity of the chemotherapeutic drugs like Doxil and
paclitaxel when co-administered with the anti-GPVI Fab®. The reasons of this important
discrepancy with our results remain unclear and require further investigations. One possible
explanation might be the fact that the GPVI blocking Fab used in the study by Volz et al. does not
only inhibit GPVI/collagen interactions but also induces temporary thrombocytopenia*, a side
effect likely to favour tumor bleeding.

Finally, despite the uncertainty regarding the contribution of GPVI and CLEC-2 to the prevention
of tumor bleeding, several of our results suggest that these receptors may still participate in the
regulation of tumor vessel formation and/or function. First, the vascular mixing phenotype
observed in B16F1 melanoma tumors of platelet CLEC-2-deficient mice indicates that CLEC-2
intervenes in the formation of tumor blood and lymphatic vessels. In addition, the unexpected
reduction in intratumoral accumulation of anti-immune checkpoints antibodies in GPVI’- and
platelet CLEC-2 deficient mice suggests that these two receptors may contribute to the regulation
of tumor vessel endothelial permeability and/or of lymphatic drainage function. Those possibilities

will have to be evaluated in future studies.
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Figure 1. Comparison of platelet count evolution in tumor-bearing mice. Platelet count
evolution in control mice and in AT-3 (A) or B16F1 (B) tumor-bearing mice. * indicates a
statistically significant difference between non-tumor bearing control PF4 Cre- Clec1b™ and
platelet CLEC-2-deficient mice (PF4 Cre+ Clec1b™™ mice). # indicates a statistically significant
difference between tumor bearing PF4 Cre- Clec1b™ and platelet CLEC-2-deficient mice (PF4
Cre+ Clec1b™ mice). n=2-15.
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Figure 2. Contribution of GPVI and CLEC-2 to platelet recruitment to primary tumor sites.
A. Immunohistological analysis and intravital microscopy showed that wild-type platelets interact
continually with vessels of both AT-3 and B16F1 tumors. The arrow indicates a single platelet
lining the basement membrane. The asterisks indicate perivascular cluster of platelets. Scale bars
=50 pm (left panels) and 25 uM (right panels). B. The role of GPVI and CLEC-2 in intratumoral
platelet recruitment was determined by comparing platelet intratumor content (as assessed by
measurement of platelet factor 4 in tumor extracts) between GPVI’" mice, platelet CLEC-2-
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Figure 3. Contribution of GPVI and CLEC-2 to tumor vessel growth and function. A-B.
Immunostaining for type IV collagen for detection of blood vessels in AT-3 mammary (A) and
B16F1 melanoma (B) tumors of GPVI’ mice, platelet CLEC-2-deficient mice (PF4Cre+
Clec1b™™), and their control littermates. Higher magnifications are shown in the insets. Note that
tumor vessels from platelet CLEC-2-deficient mice appear dysmorphic. that platelets interact
continually with tumor vessels. C. Representative images showing the macroscopic aspect of
B16F1 melanoma from platelet CLEC-2-deficient mice and their control littermates. The arrows
indicate blood-filled lymphatics surrounding a B16F1 melanoma tumor as was occasionnally and
exclusively observed in platelet CLEC-2-deficient mice. D-E. Comparison of tumor vascular
perfusion between the various groups of mice in both tumor models as assessed by quantification
of intravenously-injected fluorescent dextran tumor content.
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Figure 4. Contribution of GPVI and CLEC-2 to the prevention of tumor bleeding by platelets.
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control littermates.

15

118



___ 6001 __4000-
(@) NS D e =
e e P=008 p =0,03 = e P02 o0
~ ~"3000-
E 400- E
% g ° % ° °
2000
= o, o.: °® = . :..
— 200 ® — \d (X}
o ® . 2 0~ O o] Wg? o0 g oo’
< 0 %0 Saeid = 1000 ° o
E R e &S P ST ewt
v o Q abde %3¢
0 y - 4 0 L L
GPVI+/+ GPVI-/- PF4 Cn?v-ﬂ PF4 Creﬂ/+fI GPVI+/+ GPVI-- PF4Cre- PF4Cre+
Clec-1b™  Clec-1b Clec-1b"  cClec-1b™"
B AT-3 _ » B16F1
o 2 380 p=0.005
2 >E 300} NS
e ° =gt
£ 2 200 £ B 250 p=0.228
> === —
."é % [} NS CI“ S ..
)
o 200 |
T g150( * . 8. oo® *
o . oo lC_) > L]
5 2 o ° o® s 150 %0 o .
g = 100 —o g —ege 20 ° ®ee’ . &
23 . o © 100 |—2a 230003, “eol
[0) ° ) ° O < ° ° ° o0 g
8% sof oo oo S Eg  pes e il e
Lo qE_) o0 E 50 .... ...
< LX) 0..0
S P
~ 0 S— o
GPVI"™  GPVI"™ PF4 Cre- PF4 Cre+ GPVI'"™ GPVI™  PF4 Cre- PF4 Cre+

Clec1b™ Clec1b™

Figure 5. Impact of GPVI and platelet CLEC-2 deficiency on tumor growth and necrosis. A.
Comparison of AT-3 mammary (left panel) and B16F1 melanoma (right panel) tumor weights
between GPVI”- mice, platelet CLEC-2-deficient mice (PF4Cre+ Clec1b™™), and their respective
control littermates, as indicated. B. Comparison of free LDH activity used as a marker of tumor
necrosis in AT-3 mammary (left panel) and B16F1 melanoma (right panel) tumors between GPVI
" mice, platelet CLEC-2-deficient mice (PF4Cre+ Cleclb™™), and their respective control
littermates, as indicated. Results are expressed as percentages relative to the mean free tumor LDH

Clec1b™ Clec1b™

activity measured in control tumors from GPVI** or PF4Cre- Clec1b™ mice.

119



>
vy

Sk * 150
«— 200~ | || ] - [l 11 * |
E p<0.0001 ° p=0.0425 o) M p<0.0001 ! p=0.02 1
s o °
O = 0 =
o o
§ £ 150 = - g & 100 . .
oo ] l—-l
£+ o o p=0.003 £ 2 | = |
e ° & s o - p=0.002
T B0 ﬁ— ° == o
T(: 5 o e’ o. ® = (‘; . L]
Y © 50
g = % _%E g o ... °
& 501 . & » % o tsa
I M~ = 4
£ b~ e W e ® o )
& ° s °®
~ . # £ o
0 T T
GPVI+/+ GPVI+/+ GPVI-- GPVI-- i e O i ore cyin
+IC +IC . IC i

Figure 6. Impact of GPVI and platelet CLEC-2 deficiency on the delivery of anti-immune
checkpoint antibodies to B16F1 tumors. A. Comparison of the intratumoral content in rat 19G
between GPVI” mice (A) or platelet CLEC-2-deficient (B)mice (PF4Cre+ Clec1b™) and

theirrespective control littermate, treated or not with a rat monoclonal blocking antibody directed
against the PD-1 immune checkpoint (IC).

120



REVUE 1

Spontaneous bleeding in thrombocytopenia: Is it really spontaneous?

Benoit Ho-Tin-Noé, Soumaya Jadoui

Publié dans Transfusion clinique et biologique, Septembre 2018

121



122



Elsevier Masson France

EM|consulte

www.em-consulte.com

;') Disponible en ligne sur

Check for

updates SCienceDirect

www.sciencedirect.com

TRANSFUSION

CLINIQUE ET BIOLOGIQUE

Transfusion Clinique et Biologique 25 (2018) 210-216

Platelets and Platelet transfusions: Challenges for today and tomorrow
Spontaneous bleeding in thrombocytopenia: Is it really spontaneous?
B. Ho-Tin-Noé *, S. Jadoui

Laboratory of Vascular Translational Science, université Paris-Diderot, Sorbonne Paris Cité, U1148 institut national de la santé et de la recherche médicale
(Inserm), Paris, France

Available online 17 July 2018

Abstract

Spontaneous bleeding is a clinical hallmark of thrombocytopenia and can take multiple forms including petechiae, epistaxis, gum bleeding,
or, in worst cases, intracranial hemorrhage. Those bleeding events are called ** spontaneous " because they occur in the absence of overt trauma.
Spontaneous bleeding manifestations have long been considered to be a direct consequence of low platelet counts. Nevertheless, although low
platelet counts may lead to ultrastructural endothelial alterations, those alterations and the associated state of vascular fragility are unlikely sufficient
to cause spontaneous rupture of the microvessel wall. Indeed, in addition to endothelial injury, factors capable of damaging the basement membrane
are required to allow escape of red blood cells in the extravascular space. Therefore, despite their misleading name, spontaneous bleeding events in
thrombocytopenia are most likely provoked and involve subclinical biological processes in which platelets normally intervene to ensure hemostasis.
In this review, we discuss past and more recent studies on the possible triggers of spontaneous bleeding events in thrombocytopenia, with a particular

focus on the role of inflammatory reactions.
© 2018 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

Thrombocytopenia defined as a platelet count below the lower
limit of 150,000 platelets/j.L blood can be caused by a variety of
reasons, one of the foremost being immune thrombocytopenia,
formerly known as idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP)
[1]. Thrombocytopenia can be an isolated disorder or develop
secondary to or in association with drug treatments [ 1-5] or con-
ditions such as viral or bacterial infections [1,6-8]. Whatever
the etiology of thrombocytopenia, thrombocytopenic patients
have an increased risk of bleeding, which can be fatal in rare
cases [1.9.10]. Nevertheless, not all thrombocytopenic patients
share the same bleeding risk. Thrombocytopenia is considered
mild if the platelet count remains above 70,000/pL and, gen-
erally, patients with counts greater than 50,000 platelets/p.L are
asymptomatic and may not need treatment [1,11-13]. Severe
thrombocytopenia occurs when the platelet count falls below

* Corresponding author. Laboratory of Vascular Translational Science, U1148
Inserm, 46, rue Henri-Huchard 75018 Paris, France.
E-mail address: benoit.ho-tin-noe @inserm.fr (B. Ho-Tin-Noé).
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20,000-30,000/p.L. Patients with a count lower than 30,000/p.L
have an increased susceptibility to trauma-induced bleeding, and
those with counts below 10,000/pL are regarded as the most at
risk of so-called spontaneous bleeding, which represents a hema-
tologic emergency. Those bleeding events are clinical hallmarks
of thrombocytopenia and are called “spontaneous” because they
occur in the absence of overt trauma. They can take the form
of seemingly benign manifestations like petechiae, epistaxis, or
gum bleeding, but also of more alarming signs like genitourinary,
gastrointestinal, or, in worst cases, intracranial hemorrhage.
Causes of spontaneous bleeding in thrombocytopenic
patients are often not investigated or at least rarely mentioned in
published reports. This is perhaps partly because manifestations
such as petechial pupura or epistaxis are not regarded as severe
enough to warrant further examination. Another explanation for
this lack of clinical investigation is that, as illustrated by the
clinical term “thrombocytopenic purpura”, thrombocytopenia in
itself is largely considered as a sufficient explanation. While pur-
pura is the collective term for bleeding into the skin and mucous
membranes, “thrombocytopenic™ purpuraimplicitely designates
a particular form of purpura associated with, or caused by
decreased platelet numbers. Nonetheless, from a mechanistic
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perspective, this raises the question of why would low platelet
counts lead to the escape of red blood cells (RBCs) into tis-
sues through a presumably uninjured vessel wall? Over the
years, several non-exclusive explanations have been advanced
to account for this intriguing aspect of thrombocytopenia. In
this short review, we discuss past and more recent studies on the
mechanisms underlying spontaneous bleeding events in throm-
bocytopenia.

2. Endothelial abnormalities and spontaneous bleeding
in thrombocytopenia: Myth or reality?

A commonly given and widely accepted explanation is
that thrombocytopenia compromises vascular resistance and
causes vascular fragility related to the loss of the endothe-
lial supporting functions of platelets. The concept of vascular
fragility in thrombocytopenia arose very early [14] and was
principally strengthened by electron microscopy analyses of
the microvascular changes occurring in thrombocytopenic ani-
mals and patients. In 1970, Gore et al. described widespread
alterations of the endothelium of small blood vessels in throm-
bocytopenic guinea pigs [15]. In line with those observations,
in 1975, Kitchens and Weiss reported that extensive ultra-
structural changes of the endothelium occurred within hours
of thrombocytopenia induction in rabbits [16]. Changes in the
endothelium affected capillaries and post-capillary venules, and
included marked endothelial thinning as well as the forma-
tion of numerous fenestrations [16]. Kitchens and Pendergast
later made comparable observations of ultrastructural endothe-
lial alterations in skin and muscle biopsies of patients with severe
thrombocytopenia [ 17]. Endothelial alterations were quite fre-
quent as thin spots and fenestrations were observed in 43% and
6%, respectively, of the capillaries analzyed [17]. Remarkably,
in both humans and rabbits, glucorticoid treatment corrected
endothelial abnormalities together with the bleeding phenotype
associated with severe thrombocytopenia [17.18]. From these
observations, a model was proposed in which extravasation of
RBCs partly occurs through endothelial gaps forming when
platelet counts fall below a critical threshold of approximately
10,000-20,000 platelets/pLL (Fig. 1). Despite some controver-
sies, this model still resonates nowadays [19.20]. A matter of
debate relates to whether or not endothelial gaps in thrombocy-
topenia form through disassembly of interendothelial junctions.
Whereas Gore [15] and others [19,21] suggested that extrava-
sation of RBCs took place between loosened interendothelial
junctions, Kitchens emphasized that interendothelial junctions
in thrombocytopenic rabbits and humans were normal [16-18].
Instead, he proposed that RBCs extravasate from sites of pro-
found endothelial thinning and transcellular fenestrations, by
a yet-to-be-defined mechanism that might involve increased
vesicular transport and/or because of decreased mechanical
strength of the endothelium in those spots [16-18]. A maybe
more contentious aspect is the fact that several notable con-
temporaries of Kitchens, like David Shepro [22] and John V.
Hurley [21,23], did not detect any consistent differences in the
structure of endothelial cells between control and thrombocy-
topenic animals. All controversies left aside, there is evidence

that low platelet counts and even gaps in the endothelial lining
might not be sufficient to cause bleeding. First, there is vari-
ability in the bleeding risk and severity of thrombocytopenic
patients with severe thrombocytopenia. In fact, patients with
equally low platelet counts do not all bleed and bleeding sever-
ity also varies among patients [24-26]. Moreover, even in a
given thrombocytopenic patient, bleeding is not widespread to
the entire body but limited to certain areas. Clinical bleeding
in thrombocytopenia is therefore likely affected by additional
factors besides the platelet count. Variablity of the bleeding
phenotype in thrombocytopenia was also observed in a recent
experimental study, in which only 2 out of 5 severely throm-
bocytopenic dogs (< 3% of baseline platelet counts) developped
cutaneous bleeding [19]. The authors observed that endothelial
junctions in thrombocytopenic dogs who did not develop cuta-
neous hemorrhage appeared normal, while large interendothelial
gaps and widened endothelial junctions were found in the skin
of those who did bleed. From these observations it was sug-
gested that variability in the degree of endothelial damage may
account for differences in the bleeding phenotype in thrombocy-
topenia. Nonetheless, although opening of endothelial junctions
and gaps surely permit plasma leakage, they are unlikely suffi-
cient to allow the escape of RBCs beyond the inner endothelial
layer of blood vessels, unless they are concomitant with alter-
ations of the underlying basement membrane. However, with
the exception of the initial study by Gore et al., in which disrup-
tions of basement membrane portions adjacent to endothelial
gaps in myocardial venules of thrombocytopenic guinea pigs
were noted [27] (but later interpreted as possible tissue prepa-
ration artefacts [21]), none of the other electron microscopy
studies on the origins of bleeding in thrombocytopenia found
defects in the basement membrane of microvessels from throm-
bocytopenic animals or patients [16-19.21-23]. In the absence
of such defects, one should expect to find RBCs escaping
through endothelial junction being eventually retained by the
basement membrane underneath the endothelium. Remarkably,
electron microscopy micrographs of RBCs lying between the
endothelium and the basement membrane of microvessels in
the constricted cremaster of thrombocytopenic rats are shown
in the 1976 study by Dale and Hurley [21]. Finally, in sup-
port of the idea that loosening of endothelial junctions is not
the cause of bleeding in thrombocytopenia, recent studies have
shown that injection of the pro-permeability factors histamine
or VEGF did not induce skin bleeding in severely thrombocy-
topenic mice [ 28.29]. Taken together, these data strongly suggest
that, although endothelial alterations might favor RBC extrava-
sation and sensitize microvessels to injuries by weakening the
first vascular barrier, second “hits™ capable of inducing damage
to the basement membrane are required for spontaneous bleed-
ing during thrombocytopenia. If in addition to low platelet counts
and possible associated endothelial alterations, second hits are
needed to trigger “spontaneous” bleeding in thrombocytope-
nia, why did thrombocytopenic animals bleed in ultrastructural
studies where, in most cases, induction of thrombocytopenia
was supposedly the only challenge [6,16,18,21,27.31]? Could
there be surreptitious causes? Mild trauma represents an obvious
possible cause of basement membrane injury, but as presented
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Fig. 1. Non-traumatic causes of bleeding in thrombocytopenia. Several non-traumatic causes have been proposed to explain spontaneous bleeding events in throm-
bocytopenia. Low platelet counts have long been assumed to be associated with endothelial alterations, including endothelial thinning and gap formation. Although
such alterations might lead to vascular fragility, they are unlikely sufficient to cause escape of red blood cells through the unruptured basement membrane under-
lying the endothelial layer. Recent studies have shown that leukocyte infiltration is a cause of microvascular lesions in inflamed organs that can trigger bleeding in
thrombocytopenia. Angiogenesis, whose steps include degradation of the basement membrane, has also been shown to induce bleeding in experimental models of

thrombocytopenia.

below, other unsuspected causes have been recently identified
as potential triggers of bleeding in thrombocytopenia.

3. Inflammation causes bleeding in thrombocytopenia

Mucous membranes and skin, the main surface barriers in
animals, are the most common sites of spontaneous bleeding in
thrombocytopenia [1,32-35]. They are the body’s first line of
defence, and as such they are continuously exposed to a vari-
ety of inflammatory stimuli including tissue damage, infections,
foreign bodies, irritants and toxic compounds, allergens, and
radiations. Leukocyte infiltration associated with inflammatory
reactions and immune responses has long been identified as a
non-traumatic cause of basement membrane damage [36,37].
It is thus tempting to hypothesize that local inflammatory pro-
cesses could trigger bleeding events interpreted as spontaneous
in thrombocytopenia (Fig. 1). In support of this model, 10 years
ago, it was shown that subjecting thrombocytopenic mice to
models of dermatitis, cerebral ischemia-reperfusion, or lung
inflammation, invariably resulted in bleeding at the inflamma-
tory reaction site, while the same challenges did not cause
bleeding in mice with normal platelet counts [38]. Remarkably,
induction of thrombocytopenia alone did not cause bleeding
either, a result that was in line with those of a previous study
showing that low platelet counts by themselves did not explain
bleeding in mice immunodepleted of platelets [39]. Over the
past years, the ability of inflammation to induce bleeding in

thrombocytopenia has been confirmed by different groups in a
variety of models covering a wide array of inflammatory stimuli
[40.,41]. Those stimuli include viral [42.43] and bacterial [44.45]
infections, immunization [46], immune complexes [38.47-49],
irritants [28.38], ischemia-reperfusion [38,50], and even irra-
diation [28]. Taken together, these studies have revealed an
important role for platelets in preventing bleeding from the very
onset of inflammation and throughout the inflammatory process.
They show that a defect in this function due to low platelet counts
can lead to bleeding in situations that are otherwise clinically
silent from a hemostasis perspective. Could subclinical inflam-
mation then have contributed to spark “spontaneous” bleeding
events observed in early experimental studies in thrombocy-
topenic animals? Although answers to this question can only be
speculative, it is worth noting that these studies were done long
before the widespread introduction of surveillance and monitor-
ing of animal health and welfare conditions. We all know too well
that pathogens including parasites, bacteria, viruses, and fungi
are common guests of conventional animal facilities. Another
potential source of inflammation comes from the methods of
induction of thrombocytopenia. Irradiation, which was used in
several historic studies, is an established cause of both vascular
injury and inflammation [51-54]. Platelet immunodepletion by
the mean of a platelet antiserum or of a purified antibody to a
given platelet antigen was also used in past studies and remains
a very common way for inducing profound thrombocytopenia in
animals [55]. It has been shown, however, that depending on the
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platelet antigen targeted, platelet depleting antibodies might not
only cause thrombocytopenia, but also adverse systemic inflam-
matory reactions that can be associated with bleeding in the skin
and mucous membranes [55]. Thus, even in the absence of pro-
voked inflammation, it is conceivable that inflammation due to
pathogens endemic to conventional laboratory animal facilities,
or secondary to the induction of thrombocytopenia might have
contributed to bleeding in thrombocytopenic animals.

The demonstration that inflammatory reactions induce bleed-
ing in experimental thrombocytopenia sheds a new light on
clinical findings and observations in thrombocytopenic patients.
First, it provides an alternative or complementary explanation
to the reversal of endothelial abnormalities for the ability of
glucocorticoids to prevent bleeding in thrombocytopenia irre-
spectively of platelet count correction [14,18]. Furthermore, it
questions the mechanisms underlying bleeding in the tourniquet
test, which, in the past, was part of the clinical tests for the
diagnosis of thrombocytopenia and hemostasis defects [30.56].
It was used to assess the above-discussed assumed capillary
fragility accompanying thrombocytopenia in both humans and
animals [21,30,57]. Briefy, the tourniquet test consists in inflat-
ing a cuff around the upper arm at a specific pressure for a fixed
period of time in order to increase pressure in capillaries down-
stream of the cuff. The formation of petechiae consecutive to this
manipulation is interpreted as capillary fragility indicative of a
defect in platelet count and/or function. Nonetheless, although
intended as such, the tourniquet test is not simply a model of
increased blood pressure. From an inflammation standpoint, it
is a model of ischemia-reperfusion injury that has been shown to
involve leukocyte-mediated vascular injury [58—62]. One could
argue that the duration of ischemia in the tourniquet test is lim-
ited to only a few minutes. However, recent studies have shown
that leukocyte recruitment occurs within minutes of ischemia
[63-65], thus indicating that short periods of ischemia might be
sufficient to cause vascular injury. Nowadays, the tourniquet test
is no longer in use for the diagnosis of thrombocytopenia but it
is still part of the WHO-recommended tests for the diagnosis
of dengue infection [66]. It is worth noting that hemorrhagic
fevers like dengue are often associated with thrombocytope-
nia and provide a clinical illustration of how the combination
of infection and thrombocytopenia can cause bleeding in
humans.

The ability of inflammation to trigger bleeding in thrombocy-
topenic patients was directly addressed and demonstrated under
controlled experimental conditions in a recent study. In this
study, Hillgruber et al. showed that skin inflammation induced
by UVB irradiation caused cutaneous petechiae in thrombocy-
topenic patients but not in control subjects with normal platelet
counts [28]. Those results not only confirmed experimental data
obtained in thrombocytopenic mice [28] but also reproduced an
incidental observation made in a patient with ITP who devel-
oped petechial bleeding after getting a sunburn [67]. The risk of
inflammation-induced bleeding in thrombocytopenia has clini-
cal implications for management of thrombocytopenic patients.
In fact, it suggests that investigating and treating inflamma-
tion might help prevent bleeding events in those patients. In
support of this view is the case of another ITP patient who

had stopped brushing her teeth to avoid oral bleeding from
brushing-associated trauma but who ended up bleeding because
of a periodontitis that had developed secondary to poor oral
hygiene habits. Treatment of the perionditis and adoption of
good oral health habits helped to stop gum bleeding in this
patient [68].

The mechanisms by which platelets prevent bleeding
in inflamed organs are described extensively elsewhere
[40,41.69-71] and will not be developed here. It is noteworthy,
however, to mention that hemostasis in inflamed organs does not
necessarily require platelet aggregation and relies on both organ-
and stimulus-dependent pathways [40,49,50,70]. By taking into
consideration results from both early and recent studies, a model
arises where platelets continuously seal breaches in inflamed
vessels caused in part by infiltrating leukocytes. Depending on
the degree of injury, this repair function can be ensured by single
platelets or sheets of platelets covering small holes in the vas-
culature, or by more strongly activated and aggregated platelets
in case of more severe injury. This model of graduated and fine-
tuned platelet responses might give a rationale for or at least is
consistent with the existence of multiple and numerous platelet
activation pathways.

4. Conclusions

Although low platelet counts may lead to ultrastructural
endothelial alterations, those alterations and the associated state
of vascular fragility are unlikely sufficient to cause spontaneous
rupture of the entire microvessel wall. In addition to endothe-
lial degeneration, factors capable of damaging the basement
membrane are required to allow escape of RBCs in the extravas-
cular space. Therefore, despite a misleading name, spontaneous
bleeding events in thrombocytopenia are provoked. Besides
increased blood pressure, inflammatory reactions represent a
potentially important source of microvascular lesions. Spon-
taneous bleeding events in thrombocytopenia might be then
viewed as indicators of subclinical inflammation, which could
be worth taking into account for management of thrombocy-
topenic patients. Finally, inflammation is likely not the only
surreptitious cause of bleeding in thrombocytopenia (Fig. 1).
In fact, platelets ensure hemostasis in other non-traumatic situa-
tions. In particular, platelets have been shown to prevent bleeding
during angiogenesis, whose steps involve degradation of the
basement membrane [72-74]. Like in acute models of inflamma-
tion, induction of thrombocytopenia leads to bleeding in various
experimental models of angiogenesis, including models of solid
tumors [75-77]. How exactly platelets prevent bleeding from
angiogenic vessels remains to be determined but there is evi-
dence that it could involve mechanisms comparable to those
of inflammation-associated hemostasis [71,77]. Remarkably,
recent work by the group of Heyu Ni has revealed the contri-
bution of impaired angiogenesis to intracranial hemorrhage, a
life-threatening complication of fetal and neonatal alloimmune
thrombocytopenia [78-80].
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Abstract

In recent years, accumulating evidence has indicated that platelets continuously repair vascular
damage at sites of inflammation and/or infection. Studies in mouse models of inflammation
have highlighted the fact that the mechanisms underlying bleeding prevention by platelets in
inflamed organs can substantially differ from those supporting primary hemostasis following
tail tip transection or thrombus formation in models of thrombosis. As a consequence, explora-
tion of the hemostatic function of platelets in inflammation, as well as assessment of the risk of
inflammation-induced bleeding associated with a platelet deficit and/or the use of anti-
thrombotic drugs, require the use of dedicated experimental models. In the present review,
we present the pros and cons of the cutaneous reversed passive Arthus reaction, a model of
inflammation which has been instrumental in studying how inflammation causes vascular
injury and how platelets continuously intervene to repair it. The limitations and common
issues encountered when working with mouse models of inflammation for investigating
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platelet functions in inflammation are also discussed.

Introduction

Over the last years, accumulating evidence from several groups
has highlighted the hemostatic function of platelets in inflamed
organs[1]. Importantly, studies on the mechanisms underlying
inflammation-associated hemostasis have underscored the fact
that they can substantially differ from those supporting primary
hemostasis following traumatic injury or thrombosis. As
a consequence, the contribution of platelet activation receptors
and adhesion molecules to the prevention of bleeding in inflamed
organs cannot be predicted from their role in models of throm-
bosis or in the tail bleeding time assay. There are indeed many
examples of discrepancies regarding the involvement of a given
platelet receptor in thrombosis, hemostasis after injury, and bleed-
ing prevention in inflamed organs (Table I). For instance, glyco-
protein (GP) Ib complex deficiency or blockade in mice protects
from ferric chloride (FeCl3)-induced thrombosis and increases
tail bleeding time [2,5,13,36], whereas it does not sensitize to
inflammation-induced bleeding in the skin, brain, or in solid
tumors (Table I) [8,10,13,9]. In contrast, GPVI, whose implica-
tion in thrombosis varies with the model considered [16,17,37], is
not essential for bleeding arrest after tail tip transection[17], but is
primarily involved in the prevention of neutrophil-induced bleed-
ing in the inflamed skin and in various types of solid tumors
(Table I) [9,18-20]. These examples show that assessment of the
risk of inflammation-induced bleeding associated with a platelet
deficit and/or the use of anti-thrombotic drugs requires the use of
dedicated experimental models.

*These authors contributed equally to this work

Correspondence: Benoit Ho-Tin-Noé, Université de Paris, LVTS, Inserm
U1148, F-75018 Paris, France. E-mail: benoit.ho-tin-noe @inserm.fr

In the present review, we present and discuss the pros and cons
of the cutaneous reversed passive Arthus reaction, a model of
inflammation which has been instrumental in studying how
inflammation causes vascular injury and how platelets continu-
ously intervene to repair it.

The Reversed Passive Arthus Reaction

The Arthus reaction is a classic in vivo model of immune com-
plex-mediated acute inflammatory tissue injury. It is named after
the French physiologist Nicolas Maurice Arthus who reported the
effect of repeated injections of aseptic horse serum in rabbits. In
his 1903 report, Arthus noted that, while a single injection of
horse serum in the skin, peritoneum, or blood of rabbits had no
acute or delayed effect, repeated injections of the very same
serum, even at low doses, resulted in local or systemic adverse
reactions, depending on the injection route. In the skin, these
adverse reactions ranged from simple edema to necrosis[38].
From a mechanistic perspective, the cutancous Arthus reaction
is a hypersensitivity reaction triggered by the formation of anti-
gen/antibody complexes consecutively to the intradermal injection
of an antigen following several courses of immunization. The
experimental protocol consists in, first, immunizing an animal
with a soluble antigen, and then, once antibodies to this antigen
are present in the circulation, injecting the antigen intradermally.
Besides this classical « active » Arthus reaction, several « passive
» variations of the Arthus reaction have been developed. In these
« passive » variations, the immune phase of sensitization and
endogenous antibody production is bypassed by transfering an
active precipitating antibody to unimmunized recipient animals.
Skipping the sensitization phase offers several experimental and
practical advantages if one’s objective is to study the events
following immune complex formation. It is time- and cost-
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Table I. Distinct implication of platelet adhesion and activation receptors in mouse models of primary hemostasis, thrombosis, and inflammation-
associated hemostasis. Comparison of the impact of pharmacological or genetic inactivation of various platelet adhesion and/or activation receptors in
the tail bleeding time and ferric chloride thrombosis assays, and in various models of inflammation.

Inflammation-induced bleeding

Tail
bleeding  FeCl3-induced Reversed passive LPS-induced lung Transient cerebral
time thrombosis Arthus reaction inflammation ischemia Tumors
GPIb-  Prolonged Completely No bleeding[8.9] Minor bleeding No bleeding Lewis lung carcinoma:
IX-V [24] inhibited [9] [10-12] No bleeding[13]
[5-7] B16 melanoma:
No bleeding[14]
GPVI  No effect No effect Bleeding Bleeding No bleeding TrampC1 prostate cancer and AT-3 breast
[15] [15717' [9‘18'19’? [19] [10] cancer: Bleeding[20]
No bleeding[9] Lewis lung carcinoma:
No bleeding[21]
PAR4  Prolonged Partially No bleeding No bleeding No bleeding Not Determined
[15,22] inhibited [19] [19] [23]
[15,22]
P2Y12 Prolonged Completely No bleeding No bleeding No bleeding B16F1 melanoma and Lewis lung
[24.,25] inhibited [19] [19] [26] carcinoma:
24,25] No bleeding[27]
CLEC- Slightly  Partially Bleeding Bleeding Not Determined ~ B16 melanoma and 3LL lung carcinoma:
2 prolonged inhibited [19] [19] No bleeding[30]
[28,29] [28,29] No bleeding No bleeding
[9] [9]
allbp3  Prolonged Completely No bleeding No bleeding Hemorrhagic B16 melanoma:
[31] inhibited [8,9,33] [9] transformation No bleeding[34]
[32] [10] 4T1 breast carcinoma:

No bleeding[35]

saving, and allows a more rapid and better-controlled reaction
induction. The possibility to inject the same dose of precipitating
antibody to all animals favors the reproducibility of the experi-
ments. In addition, the antibody dose can be adjusted to control
the reaction kinetics and severity.

Passive versions of the Arthus reaction include:

- the direct passive Arthus reaction, in which the precipating
antibody is first injected intravenously in recipient animals, and
then, immediately after, the antigen is injected in the skin

- the reversed passive Arthus reaction (RPA), in which the
antigen is injected intravenously and the corresponding precipitat-
ing antibody in the skin

- the local passive Arthus reaction (LPA), in which a first
injection with the antibody is made directly in the skin, followed
by a superimposed injection of the antigen

A4t variation, almost similar to the LPA, consists in injecting
pre-formed antigen-antibody complexes in the skin. The latter two
variations of the Arthus reaction were actually initially used in
early studies aimed at determining the intrisic ability of antigen/
antibody complexes to directly trigger inflammation and tissue
injury [39.40].

The Arthus reaction and its passive versions have been
compared to one another, notably by Cochrane and Weigle.
Their comparison showed that all of these reactions share the
same sequence of events and result in local skin edema, leu-
kocyte infiltration, hemorrhage, and necrosis. However, at
equal dosage of antibody, these features develop more rapidly
and are more pronounced in models where either the antigen or
the antibody is injected intravenously than in models where
both the antigen and the antibody are injected locally [40,41].
The increased severity of the reaction when one of the reac-
tants is present intravenously has been shown to be associated
with preferential localization of the immune complexes in
vessel walls, leading to greater intravascular leukocyte accu-
mulation and related vascular injury [40,41].

The RPA has been the main model used in mice for investigating
the mechanisms of inflammation-associated hemostasis in the skin
[8,9,18,19,33,42-46]. Studies using various transgenic mice have
shown that multiple redundant components support the cutaneous
RPA. Its initiation by IgG immune complexes is mediated by Fc
gamma receptors (FcyRs)[47], particularly on mast cells[48], and,
to a lesser degree, by the complement C5a receptor (C5aR) [49-51].
FcyR-dependent activation of mast cells by IgG immune complexes
is essential to edema formation and to the recruitment of neutrophils
[48,52], which have been identified as the main mediators of vas-
cular injury causing bleeding in the cutaneous RPA [18,53,54]. The
recruitment of mast cells and neutrophils to the skin during the RPA
involves various adhesion receptors and ligands, including ICAM1
[55], L-selectin[55], P-selectin[42], P2 integrins[54], and von
Willebrand factor [44-46]. With respect to platelets, their functions
in the cutaneous RPA have been shown to include promotion of
edema formation and leukocyte recruitment, and repair of neutro-
phil-mediated vascular injury [18,42,54]. Remarkably, the mouse
cutaneous RPA may only provide a partial insight into the functions
of platelets in IC-induced inflammation, as, in contrast to human
platelets, mouse platelets do not express any FcyR[56].

Although the present review focuses on the cutaneous RPA,
it is important to note that the relative participation of mast
cells, FcyRs, and of the various complement components in the
initiation of the RPA vary in a tissue site-specific manner
[49,57]. For instance, complement component C3 participates
in RPA development in the lungs but not in the skin[57]. More
generally, as compared to its role in the cutaneous RPA, the
complement system plays a more prominent role when the RPA
is elicited in the lungs [49,57]. Interestingly, there is evidence
that the mechanisms by which platelets secure inflamed vessels
during the RPA also follow a tissue site-specifc pattern. In fact,
while the platelet collagen receptor GPVI plays a key role in
bleeding prevention during the cutancous RPA, it is dispensa-
ble in the lung RPA[9].
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Methodological Aspects of the Cutaneous Reversed
Passive Arthus Reaction

A common antigen/antibody combination used to trigger the RPA
in mice is serum bovine albumin (BSA) and anti-BSA rabbit IgG
[8,9,18,19,33,43-46]. Other antigen/antibody pairs like chicken
egg albumin and anti-chicken egg albumin rabbit IgG have also
been used with comparable efficacy [42,47,49,52,55,58]. As the
use of heterologous rabbit IgG in mice might look surprising, it is
worth noting that rabbit IgG immune complexes have Fc pieces
recognized by mouse Fcy receptors (FcyR) [59-62]. In the vast
majority of the studies, the precipitating rabbit IgG is injected
intradermally in the mouse dorsal skin at a dose 60 pg/spot in
a volume ranging from 20 to 30 L. Irrelevant rabbit IgG or saline
are usually injected as negative controls. The dorsal skin offers
several injection sites, thus allowing to have negative controls
and/or multiple RPA spots in each mouse. Depending on the
study, the dose of antigen injected iv varies between 20 and
150 pg/g body weight [8,9,18,19,33,43]. The reasons for these
variations in the dose of antigen used are not clear but one can
assume that it is due to the fact that the antigen dose is the easiest
(and least expensive) parameter one can adjust to modulate RPA
severity and kinetics.

Investigating platelet functions in inflammation with
the cutaneous reversed passive Arthus reaction

As mentioned above, the cutaneous RPA is characterized by local
edema, neutrophil infiltration, and tissue injury, including hemor-
rhage and even necrosis at later time points. This model can thus
be used to investigate how platelets regulate these various para-
meters, which can all be analyzed quantitatively, in addition to
classical qualitative histological examination.

Plasma protein extravasation and edema can be quantitatively
assessed by measuring skin accumulation of intravenously
injected Evan’s blue dye and/or the increase in skin biopsy wet
weight in RPA compared to control spots [42,46,49,54].

Myeloperoxidase (MPO) being abundantly stored in neutrophil
azurophilic granules, it accounts for >5% of the neutrophil dry
mass[63], neutrophil infiltration is usually estimated by determi-
nation of skin MPO content [8,9,44-46,49,54]. A classical
method for quantification of MPO in the skin is the measurement
of its peroxydase activity by the mean of a peroxidase substrate,
generally  3,39,5,59-Tetramethylbenzidine (TMB) [8,9,44-
46,49,54]. One should, however, keep in mind that, though con-
venient and relatively inexpensive, general peroxidase substrates
like TMB are not specific for MPO [64,65]. In addition to tissue
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inhibitors of MPO, other peroxidases present in the tissue may
interfere with the quantification. This issue becomes particularly
relevant when working in mice with compromised platelet func-
tion, and therefore potentially prone to bleeding, as the peroxidase
activity of hemoglobin may lead to overestimation of MPO con-
tent. Immunohistological quantification of infitrating neutrophils
or measurement of MPO antigen using immunoassays like ELISA
are alternative methods that can help circumvent these difficulties
in hemorrhagic samples.

As neutrophils trigger bleeding in the cutaneous RPA [18,54],
neutrophil recruitment is an important parameter to assess when
studying inflammation-associated hemostasis. In fact, if blocking
of a pathway happens to compromise neutrophil recruitment, it
may then also compromise the overall evaluation of inflamma-
tion-induced bleeding. Before the development of GPVI™" mice,
mice lacking the FcRy chain (FcRy™ mice), which is required for
GPVI expression and function in platelets [66—-68], were used as
a model for GPVI deficiency. It has been shown that FcRy ™ mice
do not bleed abnormally when subjected to the cutaneous RPA
[8.48,52]. The absence of bleeding phenotype of FcRy™ mice in
the cutancous RPA is in stark contrast with that of GPVI™" mice,
which have since been shown to develop exacerbated skin bleed-
ing in this model [9,18,19]. Considering that FcyRs on mast cells
amplify neutrophil infiltration during the cutaneous RPA [48,52],
reduced neutrophil-dependent injury in FcRy™ mice may have
masked the need for GPVI to stop bleeding in the inflamed skin.
In a similar manner, given that platelets promote neutrophil
infiltration in the cutaneous RPA[42], it is possible that blocking
certain platelet activation pathways also affects neutrophil recruit-
ment, thus compromising evaluation of inflammation-induced
bleeding. This issue related to the duality of platelets in inflam-
mation most likely applies to other models of inflammation, such
as solid tumors and LPS-induced lung inflammation [20,35,54],
in which platelets also repair neutrophil-inflicted vascular injury.

Occurrence of bleeding during the cutaneous RPA can be
assessed macroscopically by examining the skin. Bleeding sever-
ity can be quantified by various methods, including counting of
bleeding spots[54], measurement of the bleeding surface area
[42,48,58], counting of erythrocytes in tissue sections[52], or
measurement of skin hemoglobin content using biochemical
assays [9,18,19,43,45]. Here again, an important issue to con-
sider, particularly in mice with defective primary hemostasis, is
the risk of bleeding from injection-related trauma, which can
cause false-positive results. Careful examination of the bleeding
pattern can help distinguish between inflammation- and trauma-
induced bleeding. Inflammation-induced bleeding manifests as
petechiae with multiple clearly distinguishable bleeding spots,

RPA-induced Trauma-induced
Control skin bleeding skin bleeding
{ \ F - X »=
] .
v/ §
‘I
y

Figure 1.

Distinguishing neutrophil-induced bleeding from trauma-induced bleeding in the cutaneous reversed passive Arthus reaction.

Thrombocytopenia or compromised platelet function can lead to false-positive bleeding from injection-related trauma in the cutaneous RPA.

Examination of the bleeding pattern makes it possible to distinguish between neutrophil-induced and trauma-induced bleeding bleeding. Whereas
neutrophil-induced bleeding occurs under the form of multiple petechiae, trauma-induced bleeding takes the form of a single diffuse blood stain. The
images show the typical aspect of neutrophil-induced and injection trauma-induced skin bleeding in thrombocytopenic mice subjected to the cutaneous
RPA. The control corresponds to the skin a thrombocytopenic mouse left unchallenged.
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indicative of microvessel rupture caused by leukocyte infiltration
(Figure 1). In contrast, trauma-related bleeding takes the form of
a single diffuse blood stain (Figure 1). Distinguishing between
RPA- and trauma-induced bleeding may, however, become more
difficult as RPA bleeding spot density and size increases with
reaction progression and/or severity (Figure 1). Therefore, for
optimal assessment of inflammation-induced bleeding, skin
examination should be carried out before the distinct petechiae
merge together into a larger stain. As compared to edema forma-
tion and leukocyte recruitment, bleeding in mice with normal
platelet function is actually a late event that is usually evaluated
at 8 hours after RPA initiation, when tissue injury is severe and
readily apparent [42,52]. Intravital microscopy analysis of the
cutaneous RPA using the dorsal skinfold chamber model has
shown that, in contrast, RPA-induced bleeding in thrombocyto-
penic mice can be detected as early as 20 min after reaction
initiation[8]. These results have thus revealed that platelets sur-
reptitiously intervene to ensure hemostasis from the very onset of
inflammation. From a methodological point of view, this means
that defects in this platelet function can be detected and analyzed
early after reaction eliciation. In agreement with this notion, skin
bleeding in mice with a deficiency in GPVI or GPVI signaling is
obvious after 4 hours of cutaneous RPA [9,18,19], a timing at
which no macroscopic bleeding is visible in mice with normal
platelet count and function [8,9,18,19,33].

Platelet recruitment to the inflamed vasculature is another
parameter that can be investigated in the cutaneous RPA. In
a comparable manner to neutrophil recruitment that can be eval-
uated by skin MPO content, platelet accumulation at the RPA site
can be quantified by measuring a protein abundantly stored in
platelet granules (e.g. platelet factor 4) in skin biopsies|18].
Furthermore, the possibility of combining the cutaneous RPA
with intravital microscopy in the dorsal skinfold chamber allows
real-time analysis of platelet interactions with leukocytes and the
vessel wall at the reaction site. Such analysis has shown that
neutrophils and single platelets are recruited to inflamed capil-
laries and post-capillary venules within minutes of reaction induc-
tion[18]. Although it has not been taken advantage of yet, the
cutaneous RPA is also compatible with other in vivo imaging
methods which have proven their usefulness for the study of
inflammation, such as noninvasive fluorescence imaging for
detection and quantification of vascular permeability, cell traffick-
ing, or proteolytic activity by the mean of enzyme-activatable
fluorescent probes [69,70].

Finally, inflammation-induced changes in gene and protein
expression can also be investigated in the cutaneous RPA using
transcriptome and proteome analysis techniques. Analysis by
reverse transcription quantitative polymerase chain reaction of
RNA isolated from skin samples has notably shown that platelet
depletion by busulfan leads to a reduction in the production of
major pro-inflammatory cytokines, such as interleukin 6 and
tumor necrosis factor a, during the RPA[42].

Conclusions

The mouse cutaneous RPA has been essential to the demonstra-
tion of the continuous hemostatic action of platelets in inflamed
organs. Recent studies have suggested that this model could be of
particular interest for investigating the aggregation-independent
functions of individual platelets in inflammation[18]. More gen-
erally, it provides a well-characterized and accessible model for
studying how platelets promote edema formation and neutrophil
recruitment, and how they repair neutrophil-induced vascular
injury during inflammation. The mechanisms underlying hemos-
tasis in the cutaneous RPA have however been shown to be
different from those involved in other inflammatory settings like
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LPS-induced lung inflammation or cerebral ischemia/reperfusion
(Table I) [1,9]. The pathways of inflammatory responses (e.g.
FcR-dependent or driven by pattern recognition receptors) vary
greatly with the stimulus nature, and so do the vascular bed
characteristics (e.g. endothelial cell phenotype, basement mem-
brane and perivascular extracellular matrix composition) and
types of resident immune cells with the organ considered.
Platelets have the capacity to differentially sense a variety of
environmental cues, including extracellular matrix components
and inflammatory stimuli, through distinct types of activating
and inhibitory receptors. It might not be surprising, then, that,
as was shown previously [1,9,33], the respective contribution of
platelet receptors to inflammation regulation is both organ and
stimulus-dependent. Therefore, in a comparable manner to the
study of thrombosis, which requires the use of various models
[16,24], the functions of platelets in inflammation cannot be fully
apprehended without the use of mutliple models of inflammation.
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Dans la partie introductive de ce travail, nous avons pu voir qu’en dehors de I’'hémostase,
les plaquettes ont un rble essentiel dans les réactions inflammatoires. Les plaquettes sont
importantes dans la protection des saignements au cours des réactions inflammatoires et ce dans
différents organes. Les récepteurs plaquettaires GPVI et CLEC-2 ont été identifiés comme étant
potentiellement les principaux récepteurs responsables de cette fonction protectrice des
plaquettes. L’objectif principal de ce travail de thése a été d’étudier le role des plaquettes et de

leurs récepteurs dans différents modeles inflammatoires.

Dans un premier temps nous avons cherché a déterminer si et comment GPVI et CLEC-2
coopéraient pour assurer la fonction hémostatique des plaquettes dans différents modeéles
inflammatoires. Dans mon 1 article, nous avons montré qu’au cours des réactions
inflammatoires, les mécanismes par lesquels les plaquettes préviennent les saignements varient
en fonction du stimulus inflammatoire ainsi que de I'organe stimulé. En effet, dans un modéle
d’inflammation cutanée chez la souris (la rpA cutanée), nous avons montré que GPVI jouait un
réle majeur dans le contrdle des saignements inflammatoires cutanés alors que CLEC-2 ne jouait
gu’un réle mineur, visible uniqguement en absence de GPVI. Dans un modéle d’inflammation
pulmonaire induit par inhalation d’endotoxine, nous avons montré que ni GPVI ni CLEC-2 n’était
impliqué dans la protection des saignements inflammatoires. Ainsi, contrairement a I’hypothese
selon laquelle ces deux récepteurs plaquettaires joueraient un role central dans la prévention des
saignements inflammatoires [139], nos résultats ont démontré que la prépondérance
fonctionnelle de ces récepteurs observée dans le cas d’une inflammation cutanée ne pouvait pas
étre généralisée a toutes les situations inflammatoires. En effet, nous avons montré que la
hiérarchie fonctionnelle entre récepteurs plaquettaires dans la prévention des saignements
inflammatoires variait a la fois avec le stimulus et le site inflammatoires. Ces variations
mécanistiques en fonction du contexte inflammatoire rendent difficile la prédiction du réle
respectif des différents récepteurs plaquettaires dans la prévention des saignements
inflammatoires. Une meilleure compréhension des facteurs déterminant le réle respectif des
différents récepteurs plaquettaires dans cette fonction pourrait cependant permettre d’anticiper
le risque hémorragique associé a la prise d’antiplaquettaires administrés en conditions
inflammatoires et d’orienter au mieux les prises de décisions thérapeutiques. Par exemple, en
raison du rble délétere joué par les plaguettes au cours des accidents vasculaires cérébraux

ischémiques (AVCs) en tant que constituant cellulaire principal des thrombi artériels, mais
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également en tant que cellules pro-inflammatoires favorisant I'infiltration des leucocytes dans le
parenchyme cérébral a la phase aigué des AVCs, il a été proposé que [utilisation
d’antiplaquettaires pourrait limiter les Ilésions d’ischémie-reperfusion cérébrale [259].
Néanmoins, des études dans des modeles d’AVC chez la souris ont montré que parallélement a
ces effets délétéres, les plaguettes exercaient une fonction bénéfique cruciale en prévenant les
saignements induits par I'inflammation associée a I'ischémie-reperfusion cérébrale [125], [140].
Cette situation illustre I'ambivalence des plaquettes au cours des réactions inflammatoires et
I'intérét potentiel de bloquer sélectivement leurs fonctions inflammatoires déléteres tout en
préservant leur fonction hémostatique. L'existence de nombreuses voies d’activation
plaquettaire et d’un large choix de médicaments antiplaquettaires déja disponibles (ex : aspirine,
thienopyridines, ticagrelor) ou en cours de développement (ex : anticorps anti-GPVI tel que le
Glenzocimab [260], GPVI dimérique soluble (Revacept) [261], anticorps anti-GPlb tel que

I’Anfibatide [262]) offre une telle perspective.

Il est probable que plusieurs facteurs, non-exclusifs, déterminent ensemble les voies
d’activation plaquettaire engagées dans une situation inflammatoire donnée. Qutre les stimuli
inflammatoires dont certains sont capables d’activer directement les plaquettes via des
récepteurs spécifiques (ex: PAMPs et PRRs, complexes immuns et récepteurs FcyRIIA), nos
résultats suggérent un role du lit vasculaire dont dépend la composition de la lame basale et de
la matrice extracellulaire périvasculaire et donc la nature des ligands et des protéines adhésives
potentiellement exposés aux plaquettes circulantes. Nos résultats montrent en effet qu’au
contraire de la podoplanine, le collagéne de type IV est exposé au sang circulant au cours de la
rpA cutanée, une situation propice et en accord avec I'engagement et le role de la GPVI au cours
de cette réaction. Le réle prépondérant de la GPVI dans la prévention des saignements cutanées
au cours de la rpA pourrait également s’expliquer par le fait que les collagénes de type | ou lll sont
particulierement abondants dans la peau [264]. De fagon intéressante, dans nos résultats non
publiés mais présentés ci-apres, nous avons de la méme maniere comparé I’exposition au sang
circulant de la podoplanine, du collagéne de type IV et du vVWF au cours de l'inflammation
pulmonaire aigué induite par inhalation d’endotoxine. Ces résultats mettent en évidence une
exposition et/ou accumulation préférentielle du vVWF au cours de cette réaction (Figure 36). Ce

résultat est compatible avec un engagement de la GPlb dans ce modéle inflammatoire et semble
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donc cohérent avec I'implication de la GPlb dans la prévention des saignements pulmonaires que

nous avons rapportée [263].
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Figure 36. Comparaison de I’exposition au sang circulant de ligands de différents récepteurs plaguettaires au cours d’une
inflammation pulmonaire aigué induite par inhalation d’endotoxine. Comparaison de I'accumulation intrapulmonaire de
microspheres fluorescentes recouvertes d’anticorps non-relevants contréles ou ciblant le collagene (ligand de GPVI), la
podoplanine (ligand de CLEC-2) ou le facteur de von Willebrand (ligand de GPIb-V-IX). Ces microsphéres ont été injectées
dans la circulation par voie intraveineuse chez des souris ayant subi une inflammation pulmonaire par inhalation
d’endotoxine puis leur recrutement a été quantifié par mesure de la fluorescence des différents types de billes par
cytomeétrie en flux apres digestion des poumons. Coll : collagene. PDPN : podoplanine. vWf : von Willebrand factor.

En plus de variations dans la composition du sous-endothélium et de la matrice
périvasculaire, il existe une hétérogénéité phénotypique considérable de I'endothélium entre les
différents organes et méme selon la taille du vaisseau. Par exemple, I'endothélium peut étre
hautement perméable, comme dans le rein ou le foie, ou particulierement imperméable, comme
au niveau de la barriere hémato-encéphalique [264]. Par ailleurs, il est intéressant de noter que
comme dans les cellules du systeme immunitaire, |'activation des récepteurs a motif ITAM des
plaguettes peut étre contrebalancée par I'activation de récepteurs a motif ITIM [265]. Suite a
I'activation de ces récepteurs, des protéines tyrosine-phosphatases comme SHP-1 et SHP-2 sont
recrutées et peuvent inactiver certains effecteurs des voies de signalisation ITAM (Syk, PLCy, SLP-
76 ou LAT) [266]. Les plaguettes expriment plusieurs récepteurs a motif ITIM comme PECAM-1
(ou CD31), CEACAM-1 (Carcinoembryonic antigen cell adhesion molecule-1 ou CD66a), G6b-B, ou
encore LILRB (Leukocyte immunoglobulin-like receptor subfamily B) qui inhibent I'activation des

plaguettes induite par le collagéne et des agonistes de GPVI [267]—[270]. Ainsi, I'engagement de
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ces récepteurs par leurs ligands respectifs peut inhiber certaines voies d’activation plaquettaire.
L’expression des ligands des ITIMs plaquettaires, comme par exemple le perlecan pour G6b-B
[271], au sein du sous-endothélium et la variation de cette expression en fonction des différents
organes reste a ce jour peu explorée. On peut toutefois envisager qu’une expression différentielle
de ces ligands inhibiteurs de certaines voies d’activation plaquettaire pourrait également
influencer les voies d’activation plaquettaire disponibles et engagées en fonction du lit vasculaire
inflammatoire. L’existence de souris transgéniques déficientes pour ces récepteurs plaquettaires
ITIMs pourrait permettre de déterminer l'influence de ces récepteurs sur les mécanismes de

prévention des saignements inflammatoires [272].

Bien que nos résultats aient mis en évidence et confirmé I'importance de la GPVI dans la
prévention des saignements inflammatoires dans le modele de rpA cutanée et, dans une moindre
mesure, montré celle de la GPlb dans la prévention des saignements inflammatoires pulmonaires
induits par le LPS, ils soulignent également I'importante redondance fonctionnelle existant entre
les nombreux récepteurs plaquettaires pour assurer I’hémostase dans les organes inflammés. En
plus de la capacité de CLEC-2 a compenser partiellement I'absence de GPVI au cours de la rpA
cutanée, il apparait que le blocage ou la délétion génétique d’un seul récepteur ou d’une seule
voie d’activation a un impact sur ’hémostase inflammatoire bien inférieur a celui d’'une déplétion
plaguettaire. De méme, il a été montré précédemment que I'hémostase inflammatoire est
totalement préservée chez la souris dés que le compte plaquettaire excéde 5 a 10 % du compte
normal [125]. Cette importante conservation de la fonction peut apparaitre rassurante d’un point
de vue thérapeutique et pourrait expliquer le fait que la plupart des antiplaquettaires ont peu de
complications hémorragiques graves, notamment en conditions inflammatoires. L’absence
d’étude rapportant l'incidence d’événements hémorragiques liés a la prise d’antiplaquettaires en
situation inflammatoire suggére qu’il pourrait s’agir d’événements particulierement rares.
Néanmoins, de nombreuses études cliniques ont rapporté des saignements tumoraux chez des

patients atteints de cancers et prenant des antiplaquettaires [273]-[275].
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Si I'on considere les similitudes entre prévention des saignements tumoraux et celle des
saignements inflammatoires qui reposent toutes les deux sur la réparation par les plaquettes de
dégats infligés par les leucocytes [80], les saignements tumoraux consécutifs a la prise
d’antiplaquettaires soulévent donc tout de méme la possibilité d’un risque hémorragique
comparable dans les organes inflammés, méme si a ce jour ce risque reste peu ou pas exploré.
C’est dans ce contexte que nous avons étudié dans mon 28™¢ article le risque de saignement
inflammatoire associé a un traitement par du Glenzocimab, un nouvel antiplaquettaire ciblant la
GPVI, actuellement en phase 2 d’évaluation clinique pour le traitement des AVCs. Pour cette
étude ol j’ai eu recours a la rpA comme situation modele dans laquelle la GPVI intervient dans
I’hémostase inflammatoire, mes résultats montrent qu’au contraire du déficit génétique total en
GPVI qui conduit a des saignements lors de la rpA cutanée, I'inhibition pharmacologique de la
GPVI par le Glenzocimab utilisé méme a des doses suprathérapeutiques, ne s’"accompagne pas
d’un tel effet. Ces résultats, combinés a I'absence de réle démontré de la GPVI dans la prévention
de la transformation hémorragique des AVCs, indiquent donc que l'utilisation de ce nouvel
antiplaquettaire chez les patients victimes d’AVCs n’entrainerait pas de surrisque hémorragique.
Ce résultat expérimental est cohérent avec le succés récent de la phase d’escalade de dose de
Glenzocimab réalisée chez 60 patients d’AVCs ayant recu ce médicament en complément de la
thrombolyse et/ou de la thrombectomie mécanique et chez qui aucune augmentation du risque
d’hémorragie intracérébrale ou d’autres événements hémorragiques n’a été observée. Le fait que
le Glenzocimab bloque efficacement I'activation et I'agrégation plaquettaires induites par le
collagene sans interférer avec I’'hémostase inflammatoire dépendante de la GPVI améne des
guestions quant au mode d’action de la GPVI pour cette fonction. Il a été montré que le
Glenzocimab bloquait I'interaction entre le collagéne et la GPVI mais |'épitope bloqué par le
Glenzocimab n’est a ce jour pas connu. De plus, I'effet du Glenzocimab sur les interactions de la
GPVI avec ses ligands autres que le collagéne (fibrin(ogén)e, laminine) reste a déterminer. Bien
gue le collagene soit exposé au cours de la rpA, il se pourrait donc que d’autres ligands de la GPVI
insensibles au Glenzocimab soient impliqués dans le recrutement et |'activation des plaquettes
dans ce modele. Par ailleurs, il est important de noter que nos expériences en chambre de
perfusion ont montré que malgré l'inhibition marquée de |'adhésion et de |'agrégation
plaguettaires aux fibres de collagénes par le Glenzocimab en conditions de flux, une adhésion

résiduelle persistait. L’hémostase inflammatoire ne nécessitant qu’une quantité limitée de
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plaguettes (= 10% du compte normal) et pouvant étre assurée indépendamment de |'agrégation
plaquettaire dans différents modeles d’inflammation, dont la rpA [276], cette adhésion résiduelle
au collagene pourrait étre suffisante au maintien de I'intégrité vasculaire dans la peau inflammée.
En tout état de cause, nos résultats sont en faveur d’une grande sécurité d’utilisation du

Glenzocimab d’un point de vue hémostatique.

Enfin, dans une derniére étude toujours en cours et s’inscrivant dans la continuité de mes travaux
sur I’hémostase inflammatoire, je me suis intéressée au réle des récepteurs GPVI et CLEC-2 dans
la stabilisation des vaisseaux tumoraux. Des analogies mécanistiques notables avaient jusqu’ici
été rapportées entre prévention des saignements tumoraux et hémostase inflammatoire. Comme
rappelé plus-haut, ces deux processus reposent en effet sur la réparation par les plaquettes de
dégats infligés par les leucocytes, réparation pouvant étre assurée par une faible quantité de
plaguettes et pour laquelle plusieurs des intégrines ou récepteurs d’adhésion plaquettaire
essentiels a ’'hémostase primaire (GPIb, intégrine allbf3) ne sont pas indispensables [131]. En
raison de ces analogies, notre hypothése initiale était que, comme suggéré pour I’hémostase
inflammatoire [139], GPVI et CLEC-2 pourraient jouer un réle primordial dans cette fonction au
sein des tumeurs solides. De plus, il avait été montré que la déplétion plaquettaire
concomitamment a lI'administration de médicaments anticancéreux permettait d’augmenter
I'accumulation intratumorale et donc l'efficacité de ces médicaments via les saignements
tumoraux ainsi provoqués [133]. Nous avions donc pour objectif secondaire de déterminer si GPVI
et CLEC-2 représentaient des cibles thérapeutiques potentielles dans le but de reproduire cet
effet, la déplétion plaquettaire n’étant pas une approche envisageable d’un point de vue clinique
en raison de I'important risque hémorragique. Ayant mis en évidence au cours de mes 1¢™travaux
de these les différences mécanistiques importantes concernant I’hémostase inflammation selon
le site et le type de réaction inflammatoire, j’ai eu recours pour cette étude a deux modeéles de
tumeurs solides affectant des organes différents : un modéle de cancer du sein triple négatif
(lignée AT3) et un modéle de mélanome (lignée B16F1). Nos résultats montrent que, dans ces
deux modeéles, des plaquettes individuelles non agrégées interagissent en permanence avec les
vaisseaux tumoraux. Cependant, nos données suggérent que ni GPVI ni CLEC-2 ne joue un role

majeur dans le recrutement et I'accumulation des plaquettes dans ces tumeurs. Ce résultat
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marque une 1°© différence notable quant au role de la GPVI dans ces modéles de tumeurs solides
et dans le modele de rpA cutanée, réaction au cours de laquelle la GPVI participe au recrutement
des plaquettes dans la peau inflammée [141]. Concernant les saignements tumoraux, nous
n’avons pas observé d’'impact de GPVI sur I'incidence ou la sévérité des saignements tumoraux
dans les tumeurs AT-3 ou B16F1. Nos résultats indiquent une légere augmentation
statistiquement significative du saignement des tumeurs de souris ayant un déficit en CLEC-2
plaguettaire. Cette augmentation est cependant trés modérée, son importance et sa signification
biologique restent a établir puisqu’elle ne s"accompagne pas d’une modification de la croissance
tumorale. Nos résultats indiquent donc que contrairement a notre hypothése, GPVI et CLEC-2 ne
joueraient pas de réle majeur dans la prévention des saignements tumoraux cytotoxiques par les
plaguettes. De plus, nos résultats préliminaires indiquent que ni le déficit en GPVI, ni le déficit en
CLEC-2 au niveau des plaquettes, ne permettrait d’augmenter I'accumulation intratumorale

d’anticorps anti-points de contréle immunitaire PD1/CTLA-4.

L’absence de phénotype hémorragique des tumeurs de souris GPVI”- et ayant un déficit en CLEC-
2 plaquettaire est en accord avec plusieurs études réalisées dans des modéles de métastases
pulmonaires expérimentales. Comme au niveau de tumeurs solides implantées a leur site de
développement primaire (peau, glande mammaire), les plaquettes préviennent également les
saignements au niveau de métastases pulmonaires établies [131]. Plusieurs études chez la souris
ont étudié I'impact d’un déficit ou d’une inhibition de GPVI ou CLEC-2 sur le développement de

métastases pulmonaires expérimentales. Il est intéressant de noter qu’aucune de ces études n’a
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rapporté de saignements pulmonaires chez les souris porteuses de métastases pulmonaires et

ayant un déficit en GPVI ou CLEC-2 (Figure 37) [206], [277], [278].

Depleted GPVI -/-

Figure 37. La thrombopénie induit des saignements dans les métastases pulmonaire mais pas la déficience en GPVI.
Photographies de poumons montrant I'aspect de métastases pulmonaires chez des souris ayant été traitées par un IgG
déplétant les plaquettes (a gauche) ou chez des souris déficientes en GPVI (a droite). Adapté de [131], [279].

Par contre, nos données sont en contradiction avec les résultats d’'une étude récente de Volz et
al. [134]décrivant un phénotype hémorragique de différents types de tumeurs solides implantées
chez des souris GPVI7- ou chez des souris traitées par un Fab induisant a une immunodéplétion
de la GPVI (JAQ1) [134]. Les raisons de cette différence entre nos résultats et ceux de cette étude
restent a élucider. Comme pour les modeles d’inflammation aigué [263], il existe probablement
des différences mécanistiques dans la prévention des saignements tumoraux par les plaquettes
liées au type de tumeur. Néanmoins, parmi les modéles de tumeurs utilisés dans I'étude de Volz
et al. figure le modéle de tumeur mammaire AT-3 que nous avons également utilisé. Concernant
la capacité du Fab anti-GPVI JAQ1 a provoquer des saignements tumoraux, la encore ces résultats
indiqguant que le blocage fonctionnel de la GPVI permettrait d’augmenter la perméabilité
vasculaire au sein des tumeurs sont en opposition avec nos résultats. Nous avons en effet montré
qgue le blocage de la GPVI par du Glenzocimab n’avait pas d’incidence sur la survenue
d’hémorragies tumorales. Cette différence peut s’expliquer par le mode d’action du Fab JAQ1 qui
en plus d’entrainer un blocage et une immunodéplétion de la GPVI a la surface des plaquettes,
provoque une thrombopénie transitoire (Figure 38) [280]. Ainsi, les saignements observés chez
les souris traitées par JAQ1 pourraient peut-étre dus a I'effet combiné d’une inhibition de la GPVI

et d’une baisse du compte plaquettaire.
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Figure 38. Impact du Fab anti-GPVI JAQ1 sur le compte plaquettaire. Comparaison de I’effet de doses croissantes du Fab
JAQ1 injecté a des souris sur le compte plaquettaire. Issu de [280].

Parmi les aspects qu’il nous reste a explorer, il pourrait étre intéressant de vérifier si, comme dans
la rpA cutanée, les deux récepteurs GPVI et CLEC-2 coopérent pour prévenir les saignements
tumoraux. L'utilisation de souris doublement invalidées a la fois pour GPVI et CLEC-2 pourrait

permettre de répondre a cette question.

En conclusion, mes résultats ont contribué a une meilleure compréhension des mécanismes
plaquettaires impliqués dans la prévention des saignements dans les organes inflammés et dans
les tumeurs. En montrant la grande variabilité de ces mécanismes en fonction des réactions et du
site inflammatoire et des modeles de tumeurs, nos résultats soulévent la difficulté de prédire le
risque hémorragique inflammatoire associé a la prise d’antiplaquettaires et d’identifier une cible
pharmacologique plaquettaire unique pour le développement de traitements adjuvants des

thérapies anticancéreuses médicamenteuses.
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Résumé

En plus d’assurer I’hémostase suite aux blessures, les plaquettes préviennent également les
saignements au cours des réactions inflammatoires et dans les tumeurs solides en réparant les
lésions vasculaires générées par les leucocytes. Les récepteurs plaquettaires GPVI (principal
récepteur plaquettaire au collagene) et CLEC-2 (récepteur de la podoplanine) ont été identifiés
comme étant potentiellement essentiels a la prévention des saignements inflammatoires et
tumoraux.

Notre objectif a été dans un premier temps de déterminer si et comment les récepteurs GPVI et
CLEC-2 cooperent pour assurer la fonction hémostatique des plaquettes dans les organes
inflammeés. A I'aide de différents modeles d’inflammation aigué chez la souris, nous montrons
gue le récepteur CLEC-2 intervient dans ’hémostase inflammatoire uniquement en cas de déficit
en GPVI, assurant ainsi une redondance fonctionnelle partielle permettant de limiter les
saignements inflammatoires. Par ailleurs, nos résultats montrent qu’alors que GPVI et CLEC-2
assurent ensemble I'hémostase inflammatoire dans la peau inflammée, ils n’interviennent pas
dans cette méme fonction en cas d’inflammation pulmonaire ou cérébrale. Ainsi, nos résultats
montrent que la contribution respective des différents récepteurs d’adhésion et d’activation
plaquettaires, dont GPVI et CLEC-2, a 'lhémostase inflammatoire varie en fonction du stimulus
inflammatoire ainsi que de l'organe affecté. Suite a ces résultats montrant I'importance du
récepteur GPVI dans la prévention des saignements inflammatoires cutanés, nous avons évalué
le risque de saignhement inflammatoire associé a la prise de glenzocimab, un nouveau médicament
antiplaquettaire ciblant la GPVI et actuellement en phase 2 d’évaluation clinique pour le
traitement des accidents vasculaires cérébraux. Nos résultats montrent que contrairement a un
déficit génétique en GPVI, I'inhibition pharmacologique de la GPVI par le glenzocimab n"augmente
pas le risque de saignements inflammatoires cutanés. Ces résultats indiquent donc que le
traitement par du glenzocimab n’interfére pas avec la fonction de la GPVI dans I’'hémostase
inflammatoire et présenterait donc un excellent profil de s(reté méme en conditions
inflammatoires.

Enfin, en vue des analogies mécanistiques existant entre hémostase inflammatoire et tumorale,
nous avons cherché a déterminer la contribution des récepteurs plaquettaires GPVI et CLEC2 au
maintien de la vasculature tumorale dans deux modéles de tumeurs : cancer du sein (PyMT, lignée
cellulaire AT3) et mélanome sous-cutanée (lignée cellulaire B16F1). Dans ces deux modéles, nous
montrons que des interactions physiques ont lieu en permanence entre plaquettes et vaisseaux
tumoraux. Cependant, le déficit en GPVI ou en CLEC-2 n’a aucun impact sur ces interactions ni
méme sur la survenue de saignements tumoraux. Nos résultats indiquent que les plaquettes sont
des composants importants du microenvironnement vasculaire tumoral mais les récepteurs
plaguettaires impliqués dans les interactions plaquettes/tumeurs et dans la stabilisation des
vaisseaux tumoraux restent encore a identifier.

Dans leur ensemble, nos résultats contribuent a une meilleure compréhension des fonctions des
plaquettes et de leurs récepteurs GPVI et CLEC-deux dans les réactions inflammatoires et dans
I'hémostase tumorale, une premiére étape nécessaire au développement de nouvelles
applications thérapeutiques des médicaments antiplaquettaires.

Plaguettes ; ITAM plaquettaires ; GPVI ; CLEC-2 ; intégrité vasculaire ; hémostase inflammatoire ;
hémostase tumorale ; anti-GPVI ; mélanome ; tumeur du sein
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Summary

Besides their crucial role in primary hemostasis, platelets are now also recognized for their role
in preventing inflammatory and tumor bleeding by repairing vascular lesions generated by
leukocytes. The platelet receptors GPVI (main platelet collagen receptor) and CLEC-2 (podoplanin
receptor) have been identified as potentially essential in the prevention of inflammatory and
tumor bleeding.

Our objective was first to determine if and how GPVI and CLEC-2 cooperate to ensure the
hemostatic function of platelets in inflamed organs. Using different mice models of acute
inflammation, we show that CLEC-2 is involved in inflammatory hemostasis only in GPVI deficient
mice, thus ensuring partial functional redundancy to limit inflammatory bleeding. Furthermore,
our results show that while GPVI and CLEC-2 together provide inflammatory hemostasis in the
inflamed skin, they are not involved in the same function in the inflamed lungs or brain. Thus, our
results show that the respective contribution of the various platelet adhesion and activation
receptors, including GPVI and CLEC-2, to inflammatory hemostasis varies according to the
inflammatory stimulus and the affected organ. Considering these results showing the importance
of the GPVI receptor in the prevention of inflammatory skin bleeding, we next evaluated the risk
of inflammatory bleeding associated with glenzocimab treatment, a new antiplatelet drug
targeting GPVI and currently in phase Il clinical trial in stroke patients. Our results show that unlike
genetic deficiency in GPVI, pharmacological inhibition of GPVI by glenzocimab does not increase
the risk of inflammatory skin bleeding. These results indicate that treatment with glenzocimab
does not interfere with the function of GPVI in inflammatory hemostasis and thus displays an
excellent safety profile in inflammatory conditions.

Finally, because of the mechanistic analogies existing between inflammatory and tumor
hemostasis, we sought to determine the contribution of platelet GPVI and CLEC2 receptors to the
maintenance of tumor vasculature in two tumor models: breast cancer (PyMT, AT3 cell line) and
subcutaneous melanoma (B16F1 cell line). In these two models, we show that physical
interactions take place permanently between platelets and tumor vessels. However, GPVI or
CLEC-2 deficiency has no impact on these interactions or on tumor bleeding. Our results indicate
that platelets are important components of the tumor vascular microenvironment but the
platelet receptors involved in platelet/tumor interactions and in the stabilization of tumor vessels
have yet to be identified.

Taken together, our results contribute to a better understanding of the functions of platelets and
their GPVI and CLEC-2 receptors in inflammatory reactions and in tumor hemostasis, a necessary
first step in the development of new therapeutic applications of antiplatelet drugs.
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