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L’hémostase regroupe 1’ensemble des processus biologiques assurant le maintien de
I’intégrité vasculaire et permettant I’arrét des saignements. Suite & une lésion vasculaire, le
vaisseau se contracte afin de réduire le débit sanguin et les plaquettes adhérent a la paroi Iésee
formant ainsi un agrégat plaquettaire qui limite le saignement en colmatant la breche.
Interviennent ensuite la cascade enzymatique de la coagulation qui consolide I’agrégat
plaquettaire grace a un réseau de fibrine, ainsi que la fibrinolyse résorbant le caillot afin de
rétablir la circulation sanguine normale (Versteeg et al., 2013).

Au niveau d’une artere malade, 1’érosion ou la rupture d’une plaque d’athérosclérose
conduit a I’adhérence, I’activation et 1’agrégation des plaquettes entrainant la formation d’un
thrombus blanc, riche en plaquettes et en fibrine. Ce thrombus peut occlure 1’artere soit au
niveau de la plaque, soit suite a la formation d’un embole et entrainer des pathologies
ischémiques graves comme 1’accident vasculaire cérébral (AVC) ou I’infarctus du myocarde.
Ces événements représentent aujourd’hui la premiére cause de mortalité dans le monde. D’apres
I’organisation mondiale de la santé, le nombre de déces d’origine cardiovasculaire est estimé
aux alentours de 17,7 millions chaque année, dont 7,4 millions dus a des pathologies
coronariennes et 6,7 millions a des AVC (World Health Organization, 2017).

L’utilisation d’antiagrégants plaquettaires dans le traitement et la prévention de la
thrombose artérielle est aujourd’hui bien établie. Les agents antiplaquettaires utilisés en
clinique ont prouve leur efficacité par leur capacité a réduire de maniére significative la
mortalité et la morbidité des pathologiques thrombotiques, mais ils sont également responsables
de risques de saignement et doivent donc faire I’objet d’une attention toute particuliere lors de
leur prescription. Mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliquant les plaquettes
dans 1’hémostase et la thrombose artérielle permet de mieux maitriser les traitements anti-
plaquettaires et de développer de nouveaux agents antiplaquettaires avec un risque

hémorragique faible présentant donc un rapport bénéfice/risque plus éleve.

Une cible particuliérement intéressante pour le développement d’un nouvel
antiplaquettaire plus sdr est la glycoprotéine (GP) VI, un récepteur d’activation plaquettaire. En
effet, la GPVI est exprimée spécifiquement sur les plaquettes, n’a pas de role majeur en
hémostase comme mis en évidence chez des patients déficients pour ce récepteur qui présentent
uniquement des saignements modérés (Jandrot-Perrus et al., 2019) et elle est impliquée en
thrombose artérielle (Hechler and Gachet, 2011; Kuijpers et al., 2009). Deux agents ciblant la

GPVI sont actuellement évalués dans des essais cliniques. Il a récemment été montré que la
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GPVI ne lie pas uniquement le collagene, mais aussi le fibrinogeéne et la fibrine (Alshehri et al.,
2015; Induruwa et al., 2018; Mammadova-Bach et al., 2015; Mangin et al., 2018; Onselaer et
al., 2017). 1l semble donc important de comprendre 1’importance de ces différentes interactions
dans le processus de croissance et de stabilité du thrombus.

D’autres cibles potentielles pour le développement de nouveaux antiplaquettaires sont
les intégrines B1 plaquettaires, impliquées dans les étapes initiales d’adhérence et d’activation
des plaquettes. Un rdle des intégrines a2B1 et a6Pf1 en thrombose expérimentale a été mis en
évidence (He et al., 2003a; Schaff et al.,, 2013). Concernant la troisiéme intégrine (1
plaquettaire, I’a5B1, un récepteur a la fibronectine, son rdle en hémostase et en thrombose

artérielle n’était pas connu au moment d’entreprendre ce travail.

Une situation inflammatoire peut induire un risque hémorragique et lorsque le
saignement se développe au niveau d’organes sensibles comme le cerveau, les conséquences
sont graves pour le patient. Des études semblent indiquer que les récepteurs plaquettaires jouant
un role dans I’arrét du saignement suite a un traumatisme, comme le complexe GPIb-1X-V et
I’intégrine allbB3, ne participeraient pas a 1’arrét du saignement en conditions inflammatoires
(Deppermann et al., 2017; Goerge et al., 2008; Rayes et al., 2018a). A ce jour, le r6le des

intégrines B1 dans ce processus n’est pas connu.

Mon travail de thése a visé a mieux caractériser le réle de la GPVI et des intégrines
plaquettaires en hémostase, en thrombose et dans 1’arrét des saignements en conditions
inflammatoires. J’ai tout d’abord étudié le role de I’interaction entre la GPVI et le fibrinogéne
dans la croissance et la stabilité du thrombus. Je me suis ensuite intéressée au role de 1’intégrine
a5PB1 plaquettaire a la fois en hémostase et en thrombose artérielle. Enfin, j’ai évalué le role des

intégrines plaquettaires dans I’arrét des saignements en conditions inflammatoires.
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j Intima: cellules endothéliales

Limitante élastique interne
Meédia: cellules musculaires lisses

j Limitante élastique externe
] Adventice: fibroblastes

Figure 1 : Schéma général de la structure des vaisseaux sanguins.



I. Le systeme vasculaire

Le systéme vasculaire comprend 1’ensemble des vaisseaux sanguins, a savoir les artéres,
les artérioles, les capillaires, les veinules et les veines. La paroi de ces vaisseaux est composée
d’une couche de cellules endothéliales formant 1’endothélium et du sous-endothélium. La
composition cellulaire et moléculaire du sous-endothélium varie sensiblement en fonction du
type de vaisseau. La fonction principale du systéme vasculaire est de distribuer 1’oxygéne et les

nutriments aux différents organes tout en éliminant les déchets.

A. Lastructure des vaisseaux sanguins

La paroi des vaisseaux est constituée de trois couches : I’intima, la média et I’adventice.
L’intima, au contact du sang circulant dans la lumiére du vaisseau, se compose d’une couche
de cellules endothéliales orientées dans le sens du flux sanguin reposant sur la membrane
basale, liant I’endothélium au tissu conjonctif. La limitante élastique interne formée de fibres
¢lastiques sépare I’intima de la média. Cette dernic¢re est composée de plusieurs couches de
cellules musculaires lisses disposées de maniere longitudinale et d’une matrice extracellulaire
comprenant du collagéne de type | et 11, des fibres élastiques et des protéoglycanes (O’Connell
et al., 2008; Rhodin, 1967; Waller et al., 1992). La média est séparée de ’adventice par une
limitante élastique externe. L’adventice, la couche la plus externe de la paroi vasculaire, est
constituée de fibroblastes, de collagene de type | et 11 et de fibres élastiques (Mazurek et al.,
2017; Rhodin, 1967) (Figure 1).

Les artéres distribuent le sang chargé en oxygeéne depuis le ventricule cardiague gauche
vers les organes en fonction du besoin. Leur paroi épaisse avec une média riche en fibres
élastiques et en cellules musculaires lisses maintient la pression sanguine via la contraction de
la paroi. Les artéres se divisent pour former les artérioles d’un diamétre inférieur & 0,5 mm
composées d’une ou de deux couches de cellules musculaires lisses, ne présentant pas de lame
¢lastique externe et dont I’adventice est compos€¢ uniquement d’une couche de fibres de
collagene et élastiques. Elles sont responsables de la resistance périphérique permettant de
réduire la pression sanguine arrivant aux capillaires. Les capillaires, d’un diamétre de 5 a 10
pum, se composent de cellules endothéliales entourées par une membrane basale et de péricytes.

De par leur paroi fine, ils sont responsables des échanges entre le sang et les organes. Les



capillaires convergent ensuite vers les veinules dont la paroi est entourée de cellules
musculaires lisses ou de péricytes selon leur taille. Enfin, les veines présentent peu de couches
de cellules musculaires lisses dans la média, mais un adventice épais avec du collagene et des
fibres musculaires lisses. Leur paroi est moins épaisse que celle des artéres mais la lumiére des
veines est plus grande (Aird, 2007; Mazurek et al., 2017) (Figure 2).

Capillaire

Cellule endothéliale d% Péricyte

Membrane basale #~ N\, Limitante élastique

Fibroblaste Cellule musculaire lisse

3 Matrice extracellulaire

Figure 2 : Schéma de la composition de la paroi des capillaires et des arteres (Adapté de
Schoneberg et al., 2018).



B. Lacomposition cellulaire et moléculaire de la paroi vasculaire

1. Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales forment une monocouche de cellules aplaties et polarisées
tapissant la paroi interne du systeme cardiovasculaire et formant 1’endothélium. Leur face
luminale est en contact avec le sang circulant, alors que leur face basolatérale est ancrée sur des
protéines de la membrane basale qui sont synthétisées, entre autres, par les cellules
endothéliales. En effet, les cellules endothéliales produisent et sécrétent dans le sous-
endothélium des protéines comme le facteur Willebrand (FW), les collagénes, la fibronectine
et les laminines (Jaffe et al., 1974; Kramer et al., 1985; Mandarino et al., 1993). Le FW est
également retenu dans des granules de stockage, que I’on appelle corps de Weibel-Palade, et
est sécrété dans le sang aprés activation des cellules endothéliales, par exemple durant un

processus inflammatoire.

La perméabilité sélective de I’endothélium

L’endothélium permet de contenir le sang dans son compartiment tout en facilitant les
échanges gazeux et de nutriments entre le sang et les organes qu’il doit alimenter. La
perméabilité de la monocouche de cellules endothéliales est contrdlée par deux types de
jonctions cellulaires majoritaires : les jonctions intermédiaires et les jonctions serrées. Les
jonctions intermédiaires sont principalement composées de cadhérine endothéliale vasculaire
(VE-cadhérine) qui lie des caténines telles que la p120-caténine permettant de stabiliser la VE-
cadhérine dans la membrane plasmique et d’empécher son internalisation (Xiao et al., 2005), et
I’a-caténine faisant le lien entre la VE-cadhérine et le cytosquelette d’actine. Pour leur part, les
jonctions serrées permettent 1’adhérence des cellules endothéliales entre elles via les occludines
et les claudines (Furuse et al., 1993; Krug et al., 2014; Morita et al., 1999). L’assemblage de
ces jonctions serrées dépendrait de la formation préalable des jonctions intermédiaires (Taddeli
et al.,, 2008). Enfin, on trouve également un troisieme type de jonctions endothéliales, les

jonctions communicantes formant des canaux transmembranaires.

Les échanges de gaz et de petites molécules comme les ions entre le compartiment
vasculaire et I’environnement, a travers la barriere endothéliale, se font librement par diffusion

passive. Cependant, le passage de fluide, de macromolécules et de cellules circulantes vers
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I’espace interstitiel est régulé. Ce passage peut se faire de deux maniéres : i) par voie
transcellulaire aussi appelée transcytose, qui fait intervenir des canaux, des transporteurs ou des
vésicules, permettant de transporter du glucose et de I’albumine par exemple (Komarova and
Malik, 2010; Schubert et al., 2001; Tiruppathi et al., 1997) ; ou ii) par voie paracellulaire peu
sélective, par passage dans les espaces entre les cellules c’est-a-dire par les jonctions inter-

endothéliales suite a leur ouverture transitoire (Komarova and Malik, 2010).

Le maintien de I’intégrité vasculaire

La langue frangaise définit I’intégrité comme 1’état d’une chose qui est conservé sans
altération de son état original. L’intégrité vasculaire correspond donc a I’absence d’altération
des vaisseaux sanguins et de leurs composants, que ce soit au niveau de la structure ou de la
fonction, cette derniére faisant référence ici a leur capacité a retenir le sang dans le systeme
vasculaire et a éviter la fuite de plasma et/ou de cellules sanguines. Par définition, le maintien
de I’intégrité vasculaire fait donc intervenir la conservation de la barriére semi-permeéable,
c’est-a-dire la perméabilité sélective de 1’endothélium et donc le maintien des jonctions inter-
endothéliales.

En effet, les jonctions intercellulaires sont critiques dans le maintien de 1’intégrité
vasculaire, et notamment les jonctions intermeédiaires puisque les souris déficientes pour la VE-
cadhérine (Carmeliet et al., 1999) ou traitées avec un anticorps anti-VE-cadhérine (Corada et
al., 1999) présentent une hyperperméabilité vasculaire induisant le décés des souris a 1’état
embryonnaire. Pour leur part, les jonctions serrées sont particulierement importantes au niveau
cerébral puisque les souris deficientes pour la claudine-5 meurent peu apres la naissance d’un
défaut de la barriere hématoencéphalique (Nitta et al., 2003). Enfin, le réle du troisieme type
de jonctions, les jonctions communicantes, dans la régulation de la perméabilité vasculaire n’est

pas encore clair.

Il est important de noter qu’en fonction de I’organe, la perméabilité et les jonctions inter-
endothéliales peuvent varier, surtout au niveau des capillaires. En effet, chez ’Homme on
trouve trois types de capillaires qui se distinguent par la morphologie de leur monocouche de
cellules endothéliales : i) ceux a endothélium continu qui se trouvent dans la peau, les poumons,
le cerveau, le cceur et la rétine et permettent un passage limité de macromolécules ; ii) ceux a

endothelium fenétré facilitant les échanges que 1’on retrouve également au niveau de la peau
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mais aussi du rein, de I’intestin, des glandes exocrines et endocrines ; et enfin iii) Ceux a
endothélium discontinu présents dans certains sinusoides, au niveau du foie et de la moelle
osseuse qui permettent un passage encore plus important de macromolécules (Potente and
Mékinen, 2017; Sarin, 2010).

Le role anti- et pro-thrombotique des cellules endothéliales

Les cellules endothéliales jouent un réle majeur dans la régulation de 1’homéostasie
vasculaire. D’une part, en situation normale, elles présentent une fonction antithrombotique
permettant de prévenir 1’activation des plaquettes et de la coagulation. Les cellules
endothéliales préviennent 1’activation des plaquettes grace i) au glycocalyx chargé
négativement qui empéche leur adhérence, ii) aux ectonucléotidases CD39 et CD73 qui
dégradent 1’adénosine diphosphate (ADP) et 1’adénosine diphosphate (ATP) en adénosine,
stimulant la formation d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) intraplaquettaire qui
maintient les plaquettes au repos (Marcus et al., 1997; Minor et al., 2019), iii) a la production
de prostaglandine (PG) I2 et de monoxyde d’azote (NO). La PGI> interagit avec les récepteurs
IP plaquettaires couplés a la protéine Gs activant 1’adénylate cyclase (AC), alors que le NO
diffuse a travers la membrane et induit 1’activation de la guanylate cyclase (GC). Ces deux
enzymes conduisent respectivement a la formation d’AMPc et de GMPc, inhibant les fonctions
plaquettaires (Mellion et al.,, 1981; Moncada et al., 1976). D’autre part, les cellules
endothéliales ont un rdle anticoagulant car i) 1’héparane sulfate exprimé a leur surface
potentialise 1’activité de 1’antithrombine III et du cofacteur II de I’héparine (Rosenberg, 1989;
Tollefsen and Pestka, 1985), ii) elles produisent de la thrombomoduline activant la protéine C
qui elle, inactive les FVa et FVIIla essentiels a la coagulation (Loghmani and Conway, 2018)
et iii) elles expriment I’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI) limitant la génération
de thrombine (Kato, 2002). Enfin, les cellules endothéliales ont un réle pro-fibrinolytique
puisqu’elles libérent I’activateur tissulaire du plasminogene (t-PA), protéase transformant le
plasminogéne en plasmine qui dégrade alors la fibrine (Suzuki et al., 2011).

A T’inverse, suite a leur activation par des stimuli physiologiques ou pathologiques, les
cellules endothéliales exposent a leur surface de la P-sélectine et libérent du FW, des molécules
permettant I’adhérence des plaquettes conférant ainsi un phénotype prothrombotique aux
cellules endothéliales (Cleator et al., 2006). Elles produisent et libérent aussi de 1’endothéline,
des especes réactives de [’oxygéne (ROS) et de I’angiotensine II aux propriétés

vasoconstrictrices (Arner and Hogestatt, 1991; Davel et al., 2011) réduisant le flux sanguin
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local et facilitant 1’adhérence des plaquettes. Les cellules endothéliales activées expriment
¢galement du facteur tissulaire (FT) alors que I’expression de thrombomoduline est réduite,
favorisant ainsi un état pro-coagulant (Moore et al., 1987). Enfin, les cellules endothéliales
activées sécrétent 1’inhibiteur de 1’activateur du plasminogéne de type I (PAI-1) réduisant
I’activité fibrinolytique (Handt et al., 1996).

2. Les cellules musculaires lisses, les fibroblastes et les péricytes

Les cellules musculaires lisses, principal composant de la média des arteres et des
veines, sont fusiformes et mononucléées. Dans les artéres saines, leur phénotype est
majoritairement contractile permettant d’assurer le maintien du tonus vasculaire. Lors d’une
Iésion vasculaire ou d’un renouvellement de la paroi, les cellules musculaires lisses peuvent
acquérir un phénotype sécrétoire (Frismantiene et al., 2018). Elles participent alors au maintien
de la matrice extracellulaire, matrice dynamique qui subit un remodelage continu, avec la
production de collagene, d’¢lastine, de fibronectine et de protéoglycanes (Wanjare et al., 2015).
En situation pathologique, les cellules musculaires lisses participent au développement des
plaques d’athérosclérose en sécrétant une quantité accrue de composants de la matrice

extracellulaire (Frismantiene et al., 2018).

Les fibroblastes, de forme étoilée ou fusiformes, sont les principales cellules de
I’adventice des arteéres et des veines. Ce sont les principaux producteurs de la matrice
extracellulaire de I’adventice avec notamment du collagéne, de 1’¢lastine et de la fibronectine.
Les fibroblastes sont impliqués dans la réparation tissulaire grace a leur capacité a dégrader les
tissus lésés et a régénérer les composants de la matrice (Stenmark et al., 2013). En situation
pathologique, ils participent également au développement des lésions d’athérosclérose par
formation de la néo-intima (Shi et al., 1996) et aux réponses inflammatoires par production de

cytokines, de facteurs de croissance et de protéases (Tieu et al., 2009).

Les péricytes sont des cellules localisées autour des capillaires présentant de longs
prolongements cytoplasmiques. Ces prolongements permettent la communication
intercellulaire, notamment avec les cellules endothéliales afin de maintenir la barriere hémato-

encéphalique (Chen et al., 2017b). Les péricytes participent également a la synthése de la
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matrice extracellulaire, a la contraction des vaisseaux, a la réparation tissulaire et a

I’angiogenése (Thomas et al., 2017).

3. La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire est un réseau composé a partir d’un répertoire de plusieurs
centaines de protéines divisees en deux principales classes de macromolécules. On retrouve les
protéoglycanes et les protéines fibreuses, ces derniéres étant composées notamment de
collagénes, d’élastine et de glycoprotéines comme la fibronectine et les laminines (Theocharis
et al., 2019). La matrice extracellulaire sert d’ancrage pour les cellules afin de former les tissus
et elle participe a la régulation de multiples processus cellulaires. Elle est notamment impliquée
dans la transmission de signaux de prolifération, de migration, de survie et de différenciation
des cellules endothéliales, des cellules musculaires lisses et des fibroblastes formant la paroi
vasculaire. La matrice extracellulaire est dynamique et subit un remodelage constant afin
d’assurer son maintien et donc la fonction et I’intégrité du tissu. On trouve d’une part la matrice
interstitielle située entre les cellules comme dans I’adventice et d’autre part une structure plus
spécialisée et plus organisée appelée membrane basale située dans I’intima et sur laquelle
reposent les cellules endothéliales (Theocharis et al., 2019). Au niveau vasculaire, une lésion
de la paroi peut exposer de la matrice extracellulaire, ce qui permet alors I’adhérence et

I’activation des plaquettes.

3.1. La membrane basale

Les cellules endothéliales reposent sur une matrice péricellulaire trés organisée appelée
membrane basale. Elle est principalement composée de collagene de type 1V, de laminines, de
nidogene et de perlécan (LeBleu et al., 2007). Un réseau de laminines qui permet 1’adhérence
des cellules endothéliales est connecté par le nidogéne et le perlécan (Aumailley et al., 1989) a
un réseau de collagéne de type IV sous-jacent, permettant de stabiliser la membrane basale
(Kdhn et al., 1981).

La membrane basale forme une barriére semi-perméable de par sa composition en

collagene et sa densité en protéines qui régulent la perméabilité vasculaire (Rowe and Weiss,
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2008). Elle possede des fonctions a la fois pro-angiogéniques puisqu’elle peut stocker et libérer
du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) et anti-angiogéniques par sa capacité a
libérer des domaines du collagene 1V, possédant des propriétés anti-angiogéniques (Okada and
Yamawaki, 2019).

Le réle de la membrane basale dans I’adhérence et ’activation plaquettaire

La plupart des composants de la membrane basale des vaisseaux sanguins permettent
I’adhérence des plaquettes apres une Iésion vasculaire, notamment le nidogene, le collagene de
type IV et les laminines ainsi que le FW et la fibronectine que 1’on retrouve également dans

cette structure.

3.2. Les fibres élastiques

Les fibres élastiques de la matrice extracellulaire permettent aux tissus sujets a des
étirements répétés comme les vaisseaux sanguins de s’étirer puis de retrouver leur forme initiale
a chaque cycle cardiaque. Elles présentent deux composants majeurs : 1’élastine et les
microfibrilles. L’¢élastine est synthétisée sous forme de monomeéres de tropo-élastine soluble
par les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales et les fibroblastes (Mecham et al.,
1981, 1983; Narayanan et al., 1976). La tropo-élastine contenant des domaines hydrophobes
s’assemble bout a bout par des domaines contenant des lysines, formant ainsi de petits agrégats
insolubles. Le deuxieme composant des fibres élastiques, les microfibrilles, sont composées de
fibrillines et des fibulines (Roark et al., 1995). Elles servent de socle permettant a 1’élastine de
s’y lier formant ainsi des fibres élastiques matures (Sato et al., 2007). L’importance des fibres
élastiques de la matrice extracellulaire est attestée par I’existence de maladies cardiovasculaires
comme le syndrome de Marfan di a une mutation génétique de la fibrilline entrainant une
altération de la média des vaisseaux pouvant aller jusqu’a la dissection aortique (Bitterman and

Sponseller, 2017).

Le role des fibres élastiques dans I’adhérence et ’activation plaquettaire

I a été montré que la fibrilline permet I’adhérence des plaquettes en condition de flux
faible (Ross et al., 1998) et que des peptides dérivés de 1’¢lastine réduiraient 1’agrégation des
plaquettes et la formation de thrombi a la fois in vitro et in vivo (Kawecki et al., 2014). Ces

résultats suggerent que les fibres élastiques pourraient moduler le processus hémostatique.
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3.3.  Les protéoglycanes

Les protéoglycanes sont sécrétés par les cellules endothéliales, les cellules musculaires
lisses et les fibroblastes. Ils incluent les protéoglycanes de la membrane basale comme le
perlecan (500 kDa) ou 1’agrine (200 kDa) et ceux retrouvés plus en profondeur dans la matrice
extracellulaire comme le versican (400 kDa) et la décorine (environ 36 kDa) (lozzo and
Schaefer, 2015) (Figure 3). Ces protéoglycanes sont composés d’une protéine centrale sur
laquelle s’attachent de manicre covalente des glycosaminoglycanes (GAG), polysaccharides
anioniques présentant des répétitions de disaccharides, comme la chondroitine sulfate, le

kératane sulfate ou encore I’héparane sulfate, faisant de chaque GAG une chaine unique.
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membrane basale de la MEC
0% ’.o‘
s s et d
oo @@ e
Perlecan Endorepellin Lsssces
HS Laaan 22 2
aaaaastd
sceioofoviee D .
Seesesedesesee ecorin
s (s/Ds

Agrin !
HS
Versican Vo

Figure 3: La structure des protéoglycanes (Adapt¢ de Theocharis et al, 2016). CS,
chondroitine sulfate; DS, dermatane sulfate ; HS, héparane sulfate; MEC, matrice

extracellulaire.

Les protéoglycanes sont importants pour I’organisation de la matrice extracellulaire. De
par leurs GAGs chargés négativement, leur propriété hydrophile et leur conformation étendue,
les protéoglycanes forment un hydrogel remplissant les espaces intercellulaires et permettant
de supporter les variations de pression (Buschmann and Grodzinsky, 1995). Ils sont impliqués
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dans la signalisation, la prolifération, la migration, la différenciation et I’adhérence cellulaire,
mais aussi dans I’interaction des cytokines et des facteurs de croissance (Hildebrand et al., 1994;
Wight et al., 1992). Les protéoglycanes modulent également I’angiogenése puisque le perlécan
peut étre pro-angiogénique par son extrémité N-terminale mais aussi anti-angiogénique par son

domaine V situé a I’extrémité C terminale (Gubbiotti et al., 2017).

Le role des protéoglycanes dans I’hémostase

Les protéoglycanes régulent également 1’hémostase. 1ls joueraient un réle procoagulant
par le versican qui inhiberait 1’activité anticoagulante du TFPI (Zheng et al., 2006). D’autre
part, les charges négatives des GAG permettent 1’activation du facteur FXII et donc le
déclenchement de la coagulation (Wujak et al., 2015). Les protéoglycanes sont impliqués dans
I’adhérence et I’activation des plaquettes, comme la décorine et le perlécan via I’intégrine a231
(Bix et al., 2007; Guidetti et al., 2002). Il a également été proposé que le versican assure
I’adhérence plaquettaire en condition de flux faible (Mazzucato et al., 2002). Enfin, le perlécan
aurait des propriétés antithrombotiques du fait de la présence d’héparane sulfate qui lie G6b-B,

un récepteur inhibiteur des plaquettes (Vogtle et al., 2019).

3.4. Les glycoprotéines de la paroi vasculaire

La matrice extracellulaire de la paroi vasculaire contient de nombreuses glycoprotéines
comme les collagénes et les laminines. D’autres sont présentes a la fois dans la paroi vasculaire
et dans la circulation comme le FW, la fibronectine, la vitronectine et les thrombospondines.
Enfin, d’autres glycoprotéines adhésives, comme le fibrinogéne, sont essentiellement présentes

dans le plasma.

3.4.1. Les collagénes

Les collagénes, protéines les plus abondantes de la matrice extracellulaire, sont
synthétisés par les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les fibroblastes (Jaffe
et al., 1976; Jones et al., 1979). Chez les vertébrés, on en trouve 28 types différents (Ricard-

Blum, 2011). Ils sont formés de chaines polypeptidiques a enroulées en hélices gauches sur
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lesquelles on trouve des répétitions du motif Glycine (Gly)-X-Y ou X et Y représentent
respectivement la proline et I’hydroxyproline. L’association de trois hélices gauches forme une
triple hélice droite, précurseur soluble du collagéne appelé procollagene. Les extrémités C- et
N-terminales du procollagene sont ensuite retirées par protéolyse ce qui permet de former le
tropocollagéne, s’organisant en polymere de collagéne insoluble (Sorushanova et al., 2019)
(Figure 4).

— Structure en
triple hélice

Chaine A

Section transversale
de la triple hélice

X Chaine B

Figure 4 : La structure du collagéne (Adapté de Sorushanova et al., 2019).

Au niveau vasculaire, on trouve trois grandes catégories de collagene (Osidak et al.,
2015). La premiere est constituée des collagenes fibrillaires avec les collagénes de type | et 111
majoritairement, mais aussi le collagéne V, retrouvés dans la média et I’adventice (Murata et
al., 1986). La deuxieme catégorie est composée des collagenes formant des réseaux avec le type
IV, constituant majeur de la membrane basale, et le type VIII surtout présent dans le sous-
endothélium (Kittelberger et al., 1990; Kiihn, 1995). Enfin, la derniére catégorie comprend les
autres collagenes avec i) les collagenes formant des microfibrilles perlées comme le type VI
dans I’intima (von der Mark et al., 1984), ii) les collagénes associés aux fibrilles, appelés Fibril-
Associated Collagens with Interrupted Triple helices (FACIT), avec les types XIV et XVI
proches de la membrane basale, iii) les collagénes associés a la membrane basale comme les
collagene XV, XVIII et XIX (Myers et al., 1996, 1997; Saarela et al., 1998), iv) les collagénes

lies aux membranes comme le type XIII exprimé par les cellules endothéliales (Héagg et al.,
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1998) et v) le collagéne d’ancrage de type VII se trouvant dans le sous-endothélium (Sakai et
al., 1986).

Les collagénes jouent un role structural puisqu’ils sont responsables de la résistance et
de I’¢lasticité du vaisseau. Ils sont également impliqués dans la différenciation, la prolifération,
I’adhérence, la migration et I’infiltration cellulaire (Heino, 2007; Hurskainen et al., 2010;
Koyamaetal., 1996; Liu et al., 2018). L’ importance des collagénes dans les vaisseaux sanguins
est attestée par des maladies comme le syndrome d’Ehlers-Danlos de type vasculaire induit par
des mutations du gene codant le collagéne III et caractéris€ par une anomalie d’élasticité

vasculaire entrainant des dissections et des ruptures d’anévrisme (Pepin et al., 2014).

Le role des collagénes dans I’adhérence et I’activation plaquettaire

Suite a une lésion vasculaire exposant la membrane basale et la matrice interstitielle, les
collageénes sont exposés. Ils permettent I’adhérence, ’activation et 1’agrégation des plaquettes
et participent donc a la formation d’un clou hémostatique (Knight et al., 1999; Nieswandt and
Watson, 2003; Ross et al., 1995; Saelman et al., 1994; Savage et al., 1996).

3.4.2. Les laminines

Les laminines sont des glycoprotéines hétérotrimériques composées d’une chaine a,
d’une chaine B et d’une chaine y reliées par des ponts disulfures. Chez les mammiferes, on
trouve 16 isoformes dont le nom dépend de la composition, par exemple la laminine (LM) 411
contient les chaines a4, B1 et y1 (Aumailley et al., 2005). Les laminines sont synthétisées par
les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les fibroblastes (Gospodarowicz et
al., 1981; Walker-Caprioglio et al., 1995; Woodley et al., 1988). Elles font partie des
composants les plus abondants de la membrane basale ou elles forment un réseau interagissant
avec le collagene IV (Yurchenco, 2011). Au niveau vasculaire, on trouve quatre isoformes
majeures : LM411, LM421, LM511 et LM521 (Hallmann et al., 2005; Schaff et al., 2013). Elles
participent a I’angiogenese et a I’architecture des vaisseaux par régulation de 1’adhérence, la

prolifération, la différenciation et la migration des cellules (Tzu and Marinkovich, 2008).

Le role des laminines dans I’hémostase
Au niveau hémostatique, les laminines permettent 1’adhérence des plaquettes en
condition statique et de flux via I’intégrine a6B1 (Hindriks et al., 1992; Ill et al., 1984; Inoue et
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al., 2006; Schaff et al., 2013; Sonnenberg et al., 1988). De plus, en condition de flux, elles
peuvent lier le FW, favorisant ainsi I’adhérence des plaquettes via la GPIb (Inoue et al., 2008;
Schaff et al., 2013). Les laminines entrainent ¢galement 1’activation des plaquettes suite a
I’interaction avec a6Blet la GPVI pour les laminines possédant une chaine a5, (Inoue et al.,
2006; Schaff et al., 2013). Les laminines contribueraient a la formation de thrombi in vivo
(Schaff et al., 2013) et a la coagulation en activant le FXII favorisant ainsi la formation de
fibrine (White-Adams et al., 2010).

3.4.3. Le facteur Willebrand

Le FW est une glycoprotéine multimérique du plasma impliquée dans I’hémostase. On
le retrouve également dans les cellules endothéliales et les mégacaryocytes, cellules par
lesquelles il est synthétisé (Jaffe et al., 1974; Sporn et al., 1985). 1l est tout d’abord exprimé
sous forme de molécules de pro-FW qui s’associent par des ponts disulfures pour former des
dimeres (500 kDa), puis des multiméres de haut poids moléculaire (jusqu’a 20,000 kDa)
(Sadler, 2009; Wagner and Marder, 1984). Ces derniers sont internalisés dans les granules o
plaquettaires et les corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales, ou ils sont stockés
(Cramer et al., 1985; Wagner et al., 1982). Les corps de Weibel-Palade libérent du FW de
maniere constitutive a la fois dans le sang ou il constitue la majorité du FW circulant, et dans
le sous-endothélium (Giblin et al., 2008).

Le FW est compose de plusieurs domaines : i) le domaine Al qui lie la GPIba des
plaquettes et le collagene de type IV, ii) le domaine A2 site de clivage du FW par A Desintegrin
and Metalloproteinase with ThromboSpondin type 1 repeat 13 (ADAMTS13) réduisant la taille
et la réactivité des multimeres circulants, iii) le domaine A3 site de liaison du collagéne sous-
endothélial de type I et 11, iv) le domaine C4 présentant une séquence RGD qui lie I’intégrine

allbP3 et v) le domaine D3 site de liaison du FVIII (Brehm, 2017) (Figure 5).
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Figure 5 : La structure du FW (Adapté de Brehm et al, 2017). ADAMTS-13, A4 disintegrin
and metalloproteinase with thrombospondin type 1 repeat-13 ; RGD, Arginine-Glycine-Acide
aspartique

Le role du FW dans I’hémostase

Un r6le majeur du FW est d’assurer 1’attachement des plaquettes au site d’une lésion
vasculaire par sa capacité a s’attacher a de nombreuses protéines exposées comme les laminines
ou le collagene. Il joue un réle particulierement important a des taux de cisaillement supérieurs
41,000 s, puisqu’il est la seule protéine adhésive capable d’assurer I’adhérence des plaquettes
par son interaction avec la GPIba (Savage et al., 1996). Le FW peut également interagir avec
I’intégrine allbB3 plaquettaire ce qui pourrait favoriser 1’adhérence stable et I’agrégation des
plaquettes (Goto et al., 1995; Savage et al., 1996). De plus, il est impliqué dans I’attachement
des plaquettes a la surface d’un thrombus déja formé et contribue donc a la croissance des
thrombi (Kulkarni et al., 2000). Chez I’'Homme, le réle du FW en hémostase est mis en évidence
par la maladie de Willebrand, dont il existe trois types. Les types 1 et 3, définis par un défaut
quantitatif en FW modéré et généralement inférieur a 40% pour le type 1 et sévére avec une
absence totale de FW circulant pour le type 3. Ce défaut quantitatif conduit a une réduction
d’adhérence et d’agrégation des plaquettes. La maladie de Willebrand de type 2 est caractérisée
par un défaut qualitatif ¢’est-a-dire une dysfonction du FW, et est divisée en 4 sous-types. Le
sous-type 2A ou l’on retrouve un défaut en FW multimérique de haut poids moléculaire
conduisant également a une réduction d’adhérence des plaquettes ; le sous-type 2B caracterisé
par une augmentation de 1’affinité du FW pour la GPIba induisant la formation de complexes
plaquettes — FW rapidement éliminés de la circulation, conduisant ainsi a une thrombopénie.
Une perte des multimeres de FW est également constatée; le sous-type 2M pour lequel

I’adhérence des plaquettes est aussi reduite du fait d’une mutation réduisant I’affinité du FW
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pour les plaquettes ou le collagene ; et enfin le sous-type 2N lié a des mutations impactant
I’affinité du FW pour le FVIII (Leebeek and Eikenboom, 2016).

De plus, le FW joue également un rdle dans la coagulation puisqu’il transporte le FVI1I
via son domaine D3 et de ce fait le protége de la dégradation et ’ameéne au site de 1ésion
vasculaire facilitant la coagulation (Fay et al., 1991). Certains patients souffrant de maladie de
Willebrand présentent également une réduction du FV1I1 circulant, secondaire a la réduction du
FW, induisant davantage de saignements que ceux dus au simple déficit en FW. Cette
observation est tout particulierement vraie pour la maladie de Willebrand de type 3 souvent

associee a un deficit sévere en FVIII induisant des hémarthroses (van Galen et al., 2012).

3.4.4. Lafibronectine

La fibronectine est une glycoprotéine exprimée dans de nombreux tissus qui joue d’une
part un réle structurel et d’autre part un réle de régulation des fonctions des cellules ancrées
dans la matrice extracellulaire. Elle se compose de monomeres comprenant trois domaines
répétés majeurs, FNI, FNII et FNIII, ainsi qu’une région variable « V » (Maurer et al., 2015b).
Par épissage alternatif, jusqu’a 20 isoformes différents peuvent étre générés, incluant ou non
des extra-domaines (ED) A et EDB et la région «V » (Ffrench-Constant, 1995). Les
monomeres s’assemblent en dimeres par des ponts disulfures, qui peuvent ensuite s’associer

pour former des multiméres (Figure 6).

EDB EDA

—-.12.1 2SN 8 91011121314'15-—

N-ter C-ter
I FNI
FNII
FNIII

Figure 6 : La structure de la fibronectine. EDA, extradomaine A; EDB, extradomaine B; FNI,
domaine de type I; FNII, domaine de type II; FNIII, domaine de type III; V, région variable
(Adapté de To et al., 2011).
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La fibronectine se trouve sous deux formes principales : la fibronectine plasmatique
soluble et la fibronectine cellulaire insoluble. La fibronectine plasmatique ne contient ni EDA
ni EDB, mais la région «V » peut étre présente (Magnusson and Mosher, 1998). Elle est
synthétisée par les hépatocytes (Tamkun and Hynes, 1983) et sécrétée dans le sang ou elle
circule dans sa conformation compacte inactive a une concentration de 300 pg/mL chez
I’Homme (Rocco et al., 1984). La fibronectine plasmatique compacte peut interagir avec des
récepteurs de surface cellulaire comme 1’intégrine a5B1, ce qui permet son passage en forme
étendue (Baneyx et al., 2001; Fogerty et al., 1990). Elle expose alors des domaines permettant
son auto-assemblage comme le domaine FNI1-5 ainsi que plusieurs domaines FNIII (Bultmann
et al., 1998; Hocking et al., 1994; Schwarzbauer, 1991; Sechler et al., 2001), ce qui conduit a
la formation d’un réseau fibrillaire. La fibronectine cellulaire, quant a elle, présente des
domaines EDA et/ou EDB (To and Midwood, 2011). Elle est synthétisée par différents types
cellulaires dont les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les fibroblastes de la
paroi vasculaire (Jaffe and Mosher, 1978; Lyons-Giordano et al., 1987; Ruoslahti et al., 1973).
Elle est également synthétisée par les mégacaryocytes et stockée dans les granules a
plaquettaires (Schick et al., 1997; Wencel-Drake et al., 1985). La fibronectine cellulaire est

retrouvée dans I’intima, la média et I’adventice sous forme de fibrilles (Takasaki et al., 1991).

La fibronectine permet 1’assemblage et I’organisation de la matrice extracellulaire en y
incorporant les collagenes I et 111, la fibrilline et le fibrinogéne (McDonald et al., 1982; Pereira
et al., 2002; Sabatier et al., 2009). Elle joue un role important lors du développement
embryonnaire et tout particulierement dans la mise en place des vaisseaux sanguins (Astrof and
Hynes, 2009), ce qui est confirmé par le décés au stade embryonnaire des souris déficientes en
fibronectine suite a des défauts vasculaires (George et al., 1993). Elle permet aussi I’adhérence,
la migration et la différenciation des cellules (To and Midwood, 2011). Plus récemment, il a été
montré que la fibronectine est aussi impliquée dans la thromboinflammation, ¢’est-a-dire une
interaction et une coopération entre la thrombose et Iinflammation, liée a
I’ischémie/reperfusion au niveau cérébral et cardiaque (Chorawala et al., 2018; Dhanesha et al.,
2015, 2019) et dans I’athérosclérose (Doddapattar et al., 2015, 2018).

Le role de la fibronectine dans I’adhérence et ’activation plaquettaire
La fibronectine assure 1’adhérence et I’activation des plaquettes en condition statique et

de flux, avec un maximum d’adhérence a 300 s (Beumer et al., 1994; McCarty et al., 2004;
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Polanowska-Grabowska et al., 1999). Les récepteurs plaquettaires impliqués dans ces
interactions sont les intégrines aSP1, avB3 et allbP3 qui interagissent avec la séquence RGD
de la fibronectine (Beumer et al., 1994; McCarty et al., 2004). La fibronectine régule également
la stabilité et la croissance des thrombi puisqu’en son absence la formation d’un thrombus
occlusif est retardée (Matuskova et al., 2006; Ni et al., 2003), et ce surtout via ’EDA (Chauhan
et al., 2008; Prakash et al., 2015).

3.4.5. Lavitronectine

La vitronectine est une glycoprotéine multimérique synthétisée par le foie (Suzuki et al.,
1985). On la retrouve principalement dans le plasma ou elle circule a une concentration de 200
a 400 pg/mL dans sa forme repliée peu réactive (Kobayashi et al., 1994). La forme
multimérique réactive de la vitronectine est présente dans la matrice extracellulaire, la paroi
vasculaire et les plaquettes (Parker et al., 1989; Seiffert and Schleef, 1996; Stockmann et al.,
1993). Suite a I’activation plaquettaire, elle est sécrétée.

La vitronectine est impliquée dans I’adhérence, 1’étalement, la migration et la

prolifération des cellules.

Le role de la vitronectine dans I’hémostase

La vitronectine participe a I’hémostase puisqu’elle permet 1’adhérence et 1’agrégation
des plaquettes (Asch and Podack, 1990; Reheman et al., 2005; Wu et al., 2004) en liant les
intégrines avB3 et allbpf3. De plus, la vitronectine serait impliquée dans la croissance et la
stabilisation des thrombi (Konstantinides et al., 2001; Wu et al., 2004), en effet chez les souris
déficientes en vitronectine 1’occlusion vasculaire semble retardée (Eitzman et al., 2000;
Reheman et al., 2005). La vitronectine joue un role dans la coagulation en liant le complexe
thrombine — antithrombine, protégeant ainsi la thrombine de 1’inactivation par I’antithrombine
(1 and Ruoslahti, 1985; Podack et al., 1986). Elle lie également le PAI-1 formant un complexe

qui serait inhibiteur de la thrombine activée (Stoop et al., 2000).
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3.4.6. Lesthrombospondines

Les thrombospondines (TSP) constituent une famille de cing glycoprotéines
synthétisées par les mégacaryocytes, les cellules endothéliales, les fibroblastes et les cellules
musculaires lisses (Cramer et al., 1989; Jaffe et al., 1983; Mosher et al., 1982). Les TSP sont
présentes dans les granules a plaquettaires (Wencel-Drake et al., 1985), dans la paroi vasculaire
notamment au niveau de I’intima et de la média (Stenina et al., 2003) et dans le plasma ou elles
circulent a la concentration de 100 a 300 ng/mL (McCrohan et al., 1987).

Les TSP régulent les interactions cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire en
interagissant avec des récepteurs cellulaires, des protéines de la matrice extracellulaire et des
cytokines (Adams and Lawler, 2011). Elles influencent des processus biologiques comme
I’angiogenése et la réparation tissulaire (Muppala et al., 2015; Sweetwyne and Murphy-Ullrich,
2012).

Le role des thrombospondines dans I’adhérence et I’activation plaquettaire

Au niveau de ’hémostase, les plaquettes adherent sur une surface de TSP1, processus
dépendant des intégrines 021 et allbp3 en condition statique (Agbanyo et al., 1993) et faisant
¢galement intervenir la GPIba et le CD36 en condition de flux (Jurk et al., 2003; Nergiz-Unal
et al., 2011). Les TSP sont impliquées dans 1’agrégation plaquettaire (Boukerche and
McGregor, 1988; Isenberg et al., 2008; TuszynskKi et al., 1988) et jouent également un role en
thrombose en recrutant les plaquettes et en stabilisant le thrombus (Bonnefoy et al., 2006).

3.4.7. Le fibrinogéne

Le fibrinogéne est une glycoprotéine hexamérique soluble jouant un réle clé en
hémostase. 1l est synthétisé par les hépatocytes du foie (Drury and McMaster, 1929) puis libéré
dans le plasma ou il circule a la concentration de 2 a 4 mg/mL (Lowe et al., 1997). Le
fibrinogéne est également stocké dans les granules a plaquettaires (Harrison et al., 1990;
Wencel-Drake et al., 1985), suite a son endocytose médiée par I’intégrine allbB3 depuis la
circulation, et dans les cellules endothéliales (Kurozumi et al., 1984)

Au niveau structurel, le fibrinogéne est composé de trois chaines polypeptidiques, Aa,

BB et v, chacune présente en deux exemplaires. Les chaines individuelles forment d’abord des
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hétérodimeres Aoa-y et BB-y, puis des semi-molécules trimériques Aa-BB-y et enfin des
complexes hexameériques (Aa-Bf-y)2 liés par des ponts disulfures. La partie centrale du
fibrinogene hexamérique, appelée région E, est constituée des extrémités N terminales des six
chaines présentant les sites de clivages des fibrinopeptides A et B. Au niveau latéral, on trouve
les domaines globulaires appelés régions D, composés des extrémités C terminales des chaines
Bp ety (Kattula et al., 2017) (Figure 7).
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Figure 7 : La structure du fibrinogéne. FpA, fibrinopeptide A; FpB; fibrinopeptide B (Adapté
de Kohler et al., 2015).

Le role du fibrinogéne dans I’adhérence et ’activation plaquettaire

Le fibrinogene joue un role crucial en hémostase en assurant I’agrégation plaquettaire.
En effet, il posseéde deux séquences RGD sur les chaines Aa et une séquence de douze acides
aminés sur I’extrémité C terminale de la chaine y qui lient I’intégrine alIbB3 activée, permettant
ainsi de lier les plaquettes entre elles (Smith et al., 1990). En condition statique, les plaquettes
adhérent et s’activent sur le fibrinogéne (Savage and Ruggeri, 1991). En condition de flux
faible, leur adhérence reste plut6t faible et limitée aux conditions de flux bas (Polanowska-
Grabowska et al., 1999; Savage et al., 1996). Par I’intermédiaire de la thrombine issue de la
cascade de la coagulation, le fibrinogene soluble est transformé en fibrine insoluble via le
clivage des fibrinopeptides A et B (Litvinov et al., 2005) permettant son assemblage pour
former un reseau insoluble de fibrine stabilisant les agrégats plaquettaires. Le fibrinogéne
interviendrait également dans la croissance des thrombi par sa capacité a activer les plaquettes
suite a la liaison a la GPVI (Mangin et al., 2018).
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L’importance du fibrinogéne en hémostase est confirmée par 1’existence de maladies
comme |’afibrinogénémie et la dysfibrinogénémie caractérisées respectivement par une absence
totale de fibrinogéne circulant et un fibrinogéne circulant non fonctionnel (Tiscia and
Margaglione, 2018). Ces maladies peuvent induire des saignements, mais parfois également
des thromboses microvasculaires que 1’on n’explique pas a ce jour (Mukaddam et al., 2015). Il
a été proposé que la thrombine qui n’est pas utilisée pour générer de la fibrine chez ces patients
reste disponible pour agir en tant qu’activateur plaquettaire conduisant a la formation de
thrombi (Dupuy et al., 2001). Ces pathologies sont reproduites dans le systeme murin avec une
réduction de 1’agrégation plaquettaire et une augmentation du temps de saignement chez des
souris pour lesquelles le fibrinogéne est génétiquement inactivé (Holmback et al., 1996; Suh et
al., 1995).
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Il. Les plaguettes sanguines, I’hémostase et la thrombose

artérielle

A. Les plaquettes : définition et structure

Les plaquettes sanguines sont de petites cellules anucléées discoides issues du
remodelage du cytoplasme des mégacaryocytes de la moelle osseuse (Pease, 1956; Ru et al.,
2016). Chez I’Homme, les plaquettes ont un diamétre d’environ 2 micrométres. Les deux tiers
circulent 7 & 10 jours a une concentration de 150 000 a 450 000 plaquettes par microlitre. Le
tiers restant se trouve dans la rate (Aster, 1966). Elles sont éliminées par les macrophages de la
rate et du foie (Quach et al., 2018).

Les plaquettes se composent principalement d’une membrane plasmique, d’un
cytoplasme, d’un cytosquelette et d’organites. La membrane plasmique est constituée d’une
bicouche asymétrique comprenant des phospholipides, du cholestérol, des glycolipides, des
protéoglycanes et des glycoprotéines (Gremmel et al., 2016). Elle présente des invaginations
formant le systéme canaliculaire ouvert (SCO) qui permet d’augmenter la surface d’échange
entre la plaquette et le milieu extérieur et qui constitue également une réserve de membrane
pour le changement de forme qui survient lors de I’activation plaquettaire (Escolar et al., 1989).

Le cytosquelette plaquettaire se compose principalement de microtubules formant un
réseau circonférentiel sous la membrane plasmique, appelé bande marginale, et de filaments
d’actomyosine a la fois sous la membrane plasmique et dans le cytosol. Il est responsable de la
forme discoide des plaquettes au repos ainsi que du changement de forme lors de 1’activation
aboutissant a la sécrétion du contenu des granules plaquettaires (White, 1969).

Les organites plaquettaires comprennent les mitochondries, les grains de glycogene, le
systeme tubulaire dense et les granules. Les granules plaquettaires sont de trois types : les
granules a, les granules denses ou d et les granules lysosomales ou A. 1ls permettent le stockage
de protéines et d’enzymes. Les granules a sont les plus abondants (environ 40 par plaquette
chez I’'Homme) (Eckly et al., 2016), et contiennent principalement des glycoprotéines adhésives
(fibrinogene, FW), des facteurs de la coagulation (facteur V, XI, XIIl, FT), des facteurs de
croissance (facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF), VEGF) ainsi que de la P-
sélectine (Harrison and Cramer, 1993). Les granules &, moins de 10 par plaquette humaine,
(Eckly et al., 2016) contiennent notamment de I’ADP, de I’ATP et du calcium impliqués dans
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I’agrégation plaquettaires, ainsi que des polyphosphates impliqués dans la coagulation
(McNicol and Israels, 1999). Enfin, les granules A contiennent des protéases (Tableau 1). Les
granules a et d plaquettaires jouent un role crucial en hémostase suite a la libération de facteurs
pro-agrégants et procoagulants qui amplifient I’activation et I’agrégation des plaquettes et la
coagulation permettant la formation du clou hémostatique. Les patients ayant un défaut
qualitatif ou/et quantitatif des granules a ou o ainsi que de leur contenu présentent
respectivement un syndrome des plaquettes grises ou la maladie du pool vide, avec une
tendance hémorragique mise en évidence par la présence d’ecchymoses, d’épistaxis et de
ménorragies (Masliah-Planchon et al., 2013; Pluthero et al., 2018). Les granules plaquettaires
jouent également un réle au-dela de I’hémostase puisqu’ils sont impliqués dans I’angiogenése
et la réparation tissulaire via la libération de facteurs de croissance, ainsi que dans

[’athérosclérose.
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Tableau 1: Le contenu des granules plaquettaires. ADP, adénosine diphosphate; ATP,

adénosine triphosphate; EGF, facteur de croissance épidermique; FW, facteur Willebrand; PAI-

1, inhibiteur de I’activateur du plasminogéne 1; PDGF, facteur de croissance dérivé des

plaquettes; PF4, facteur plaquettaire 4; TGF-, transforming growth factor-1; TLI-1, triggering
receptor expressed on myeloid cells (TREM)-like transcript-1; TSP-1, thrombospondine-1;

VEGF, facteur de croissance endothélial vasculaire.

Granules a Granules 8 Granules A
Glycoprotéines adhésives: Ca?* Hydrolases
fibrinogéne, FW, TSP-1,
fibronectine, vitronectine ADP Métalloprotéases
Facteurs de la coagulation: ATP
facteurs V, XI, XIII, facteur
tissulaire, kininogéne de haut Sérotonine
poids moléculaire
Polyphosphate
Inhibiteurs de la fibrinolyse:
o2-anti-plasmine, PAI-1 Pyrophosphate

Facteurs de croissance:
PDGEF, TGF-B, EGF, VEGE,
PF4
P-sélectine

TLT-1

Albumine
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B. Le rdle des plaquettes en hémostase : I’hémostase primaire

Le processus d’hémostase inclu 1’hémostase primaire, la coagulation et la fibrinolyse,
dont la premiére phase, I’hémostase primaire, est assurée par les plaquettes qui adherent,

s’activent et agrégent au site 1&sé.

1. Les mécanismes moléculaires de I’hémostase primaire

Les mécanismes moléculaires de I’hémostase primaire ont été largement décrits. Suite
a une lésion vasculaire, les plaquettes adhérent aux protéines sous-endothéliales exposées au
flux sanguin. En condition de flux rapide ou les contraintes de cisaillement a la paroi sont
importantes, le FW lié au collagéne sous-endothélial recrute les plaquettes par interaction avec
le complexe GPIb-1X-V (Savage et al., 1996). L’adhérence stable des plaquettes est assurée par
I’interaction entre les intégrines de la famille f1, a2B1, a5B1 et a6p1, et leurs ligands respectifs
le collagéne, la fibronectine et les laminines (Bergmeier and Hynes, 2012). L’intégrine allbf3
intervient également dans l’adhérence stable des plaquettes par liaison au FW et a la
fibronectine sous-endothéliale. L’interaction entre le collagéne et la GPVI déclenche une
cascade de signalisation intracellulaire qui renforce I’activation plaquettaire (Zahid et al., 2012).
Ceci se traduit par le changement de forme des plaquettes, qui se contractent et émettent des
filopodes, et par la libération du contenu des granules plagquettaires comprenant I’ADP et I’ATP.
Les plaquettes activées synthétisent et libérent également du thromboxane A2 (TxA2). Ces
agonistes solubles via leurs récepteurs, P2Y1 et P2Y12 pour I’ADP, P2X1 pour ’ATP et le
récepteur au thromboxane et aux prostaglandines (TP) pour le TxA2, amplifient 1’activation
plaquettaire en augmentant I’affinit¢ de I’intégrine allbB3 pour son ligand principal, le
fibrinogene soluble. Ce dernier relie les plaquettes entre elles pour assurer leur agrégation et la
constitution du clou hémostatique (Versteeg et al., 2013). Certaines plaquettes activées
exposent a leur surface la phosphatidylsérine, un phospholipide chargé négativement,
permettant le recrutement de facteurs de coagulation et la génération de thrombine aboutissant
a la formation d’un réseau de fibrine insoluble qui stabilise 1’agrégat et arréte les saignements

en conditions physiologiques (Palta et al., 2014) (Figure 8).
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Figure 8: Les mécanismes moléculaires de I’hémostase primaire. ADP, adénosine

diphosphate; ATP, adénosine triphosphate; Fgn, fibrinogeéne; FN, fibronectine; FW, facteur
Willebrand; GP, glycoprotéine; LM, laminines; PAR, protease-activated receptor ; TP,

récepteur au thromboxane et aux prostaglandines; TxA2, thromboxane A2.

31



2. Les récepteurs plaquettaires impliqués dans I’hémostase primaire

L’hémostase primaire repose sur la capacité des plaquettes a former le clou
hémostatique au site d’une lésion vasculaire afin de limiter le saignement. Ce processus est
assuré par des récepteurs qui permettent 1’adhérence, 1’activation et 1’agrégation plaquettaire.
On distingue les récepteurs entrainant une signalisation basée sur des tyrosines kinases et les
récepteurs aux agonistes solubles dont la majorité sont des récepteurs couplés aux protéines G

méme s’il existe un récepteur canal ionique, le récepteur P2Xj.

2.1. Les récepteurs entrainant une signalisation basée sur des tyrosine-

kinases

2.1.1. Lecomplexe GPIb-1X-V

Le complexe GPIb-1X-V est exprimé uniquement dans la lignée mégacaryocytaire,
c’est-a-dire dans les mégacaryocytes et les plaquettes. Il fait partie de la superfamille des
protéines riches en leucines (Hickey et al., 1989; Lopez et al., 1988). C’est un
multimere compose de quatre glycoprotéines transmembranaires : 2 sous-unités GPIba liées a
4 sous-unités GPIbB par des ponts disulfures formant la sous-unité GPIb ; cette derniére est
associée de maniere non covalente a 2 sous-unités GP1X et & une ou deux sous-unités GPV (Du
etal., 1987; Liand Emsley, 2013; Mo et al., 2012; Modderman et al., 1992). On retrouve 25 000
copies de GPIb-1X et 12 500 copies de GPV par plaquette (Modderman et al., 1992).

Le complexe GPIb-1X-V est le récepteur plaquettaire majeur du FW. Son rdle principal
est d’assurer I’attachement des plaquettes par interaction avec le domaine A1 du FW sous-
endothélial ou du FW plasmatique adsorbé sur la matrice exposée lors d’une 1ésion vasculaire
(Andrews and Berndt, 2008). 1l est le seul récepteur a assurer ce réle a des taux de cisaillement
supérieurs a 1,000 s, tels que ceux qui sont présents dans les artéres (Savage et al., 1996). Le
site de liaison du FW se trouve sur la partie N-terminale de la sous-unité GPIba. La GPIba lie
également la TSP-1, la thrombine, le FXII, le kininogene de haut poids moléculaire, la P-
sélectine et I’intégrine leucocytaire aMB2 (macrophage-1 antigen (Mac-1)) (Bradford et al.,
1997, 2000; Jurk et al., 2003; Romo et al., 1999; Simon et al., 2000). Bien que le complexe

n’ait pas de motif de signalisation propre identifié a ce jour, la liaison du FW au complexe
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GPIb-1X-V entraine une cascade de signalisation via la Src-kinase et la phospholipase (PL) C
v2 menant a la mobilisation des stocks internes de calcium puis au changement de forme des

plaquettes avec formation de filopodes et activation de I’intégrine allbp3 (Mangin et al., 2003).

Un domaine mécano-sensible a été identifié sur la GPIba (Zhang et al., 2015). En
condition de cisaillement, il est exposé suite & la liaison d’un ligand et mene a la clairance des
plaquettes (Deng et al., 2016). Il a été montré que ce domaine mécano-sensible serait impliqué
dans les thrombopénies immunes par liaison d’auto-anticorps anti-GPIbo entrainant
I’exposition du domaine en question (Quach et al., 2018) et dans les thrombopénies induites par
les neuraminidases lors d’une infection (Wang et al., 2020). L’absence d’expression ou une
anomalie de fonction d’une des sous-unités du complexe GPIb-IX, mene a une pathologie
hémorragique appelée syndrome de Bernard-Soulier dont la prévalence est de 1/1 000 000. Ce
syndrome est caractérisé par une macrothrombopénie ainsi qu’une augmentation du temps de
saignement (Lanza, 2006). La pathologie est reproduite chez les souris déficientes pour GPIba
ou GPIbp (Kato et al., 2004, Strassel et al., 2007; Ware et al., 2000).

Le complexe GPIb-1X-V joue un réle important en thrombose artérielle. 1l a été montré
que I’absence ou le blocage de ce complexe réduit la thrombose artérielle dans des modéles
animaux (Bergmeier et al., 2006; Lei et al., 2014; Maurer et al., 2013; Strassel et al., 2007).

2.1.2. Les récepteurs entrainant une signalisation a partir d’un domaine
ITAM

Un ITAM (immunoreceptors tyrosine-based activation motif) est un motif se situant sur
la partie intra-cytoplasmique de certains récepteurs et qui est impliqué dans la transduction de
signal menant a I’activation cellulaire. Il est composé de deux séquences d’acides aminés
identiques séparées par 6 a 8 acides aminés. Cette séquence répétée comprend un résidu tyrosine
suivi de deux acides aminés et d’un résidu leucine ou isoleucine (YxxL/I). Le résidu tyrosine
de ce motif est phosphorylé par des tyrosine kinases, suite a 1’interaction du récepteur avec son
ligand, permettant ainsi de déclencher une cascade de signalisation. A la surface des plaquettes
humaines, trois récepteurs contenant des domaines ITAM sont exprimés: le complexe
GPVl/chaine y des récepteurs Fc (FcRy), C-type lectin-like receptor-2 (CLEC-2) et FcyRIIA
(Stegner et al., 2014).
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2.12.1. LaGPVI

La GPVI est une glycoprotéine transmembranaire de 62 kDa, composée de 339 acides
aminés et dont le géne est codé¢ par le chromosome 19 au niveau du locus q13.4 chez ’Homme
(Clemetson et al., 1999; Jandrot-Perrus et al., 2000). La GPVI est un récepteur de la
superfamille des immunoglobulines (lg) exprimé specifiquement dans les plaquettes et les
mégacaryocytes, ou elle est co-exprimée avec la FcRy (Jandrot-Perrus et al., 2000). On trouve

3000 a 5000 copies de ce complexe par plaquette (Best et al., 2003).

La structure de la GPVI

La GPVI comporte deux domaines extracellulaires de type Ig du cété N-terminal : les
domaines D1 et D2 qui permettent I’interaction avec les ligands, D1 étant le site majoritaire,
suivi d’un domaine mucine-like riche en sérine et thréonine liant les domaines extracellulaires
a la partie transmembranaire de la GPVI. Dans la région transmembranaire se trouve un résidu
arginine chargé positivement, qui permet de lier de maniere non covalente la GPVI au domaine
transmembranaire de FcRy (Morton et al., 1995). L’association de FcRy a la GPVI est
nécessaire a son expression de surface et initie sa signalisation (Nieswandt et al., 2000). La
région cytoplasmique de la GPVI, composée de 51 acides aminés chez I’Homme et de 27 acides
aminés chez la souris (Jandrot-Perrus et al., 2000), est divisée en quatre régions : i) la partie
juxtamembranaire qui est également impliquée dans I’interaction avec FcRy (Bori-Sanz et al.,
2003) ; ii) la région riche en acide aminés basiques qui interagit avec FcRy et lie la calmoduline
(Andrews et al., 2002; Bori-Sanz et al., 2003) impliquée dans la signalisation calcique et
régulant la perte de I’ectodomaine de GPVI (Gardiner et al., 2004) ; iii) la partie centrale de la
région cytoplasmique comprend un domaine riche en proline qui interagit avec les tyrosine
kinases de la famille Src, Fyn et Lyn, associées de maniére constitutive a la GPVI et impliquées
dans I’initiation de la signalisation de la GPVI (Suzuki-Inoue et al., 2002) ; et iv) la région C
terminale, dont le rle n’est pas connu (Figure 9).

Sur les plaquettes au repos, la GPVI est majoritairement exprimée sous une forme
monomeérique, la forme dimérique ne représentant que 20 a 30% de la GPVI (Jung et al., 2012).
Suite a ’activation plaquettaire, méme faible, la proportion de GPVI dimérique augmente de
maniere significative jusqu’a 40 a 50%. Cette derniere présente une affinité augmentée pour le

collagene (Jung et al., 2012; Loyau et al., 2012).
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Figure 9 : La structure du complexe GPVI/FcRy. Arg, arginine; Asp, aspartate; D1, domaine
1; D2, domaine 2; FcRy, chaine y des récepteurs Fc; GP, glycoprotéine.

Les ligands de la GPVI

La GPVI est connue pour étre le principal récepteur d’activation plaquettaire au
collagene fibrillaire (Nieswandt and Watson, 2003; Nieswandt et al., 2001a). Elle a également
été décrite comme étant un récepteur d’autres protéines adhésives dont le fibrinogene (Induruwa
et al., 2018; Mangin et al., 2018), la fibrine (Alshehri et al., 2015; Induruwa et al., 2018;
Mammadova-Bach et al., 2015; Onselaer et al., 2017) et les laminines (Inoue et al., 2006; Schaff
et al., 2013). Une controverse existe quant a ’interaction entre la GPVI et la fibronectine. En
effet, Bultmann et al ont proposé que la fibronectine serait un ligand de la GPVI (Biltmann et
al., 2010), mais quelques années plus tard il a été démontré au laboratoire que la GPVI ne
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jouerait pas de réle majeur dans 1’adhérence et 1’activation des plaquettes sur fibronectine
plasmatique ou tissulaire, qu’elle soit sous forme soluble ou fibrillaire (Maurer et al., 2015a).
Enfin, d’autres ligands endogénes ont été proposés dans la littérature : la vitronectine
(Schonberger et al.,, 2012), I’adiponectine (Riba et al., 2008) et I’extracellular matrix
metalloproteinase inducer (EMMPRIN) (Seizer et al., 2009), mais ces résultats n’ont pas

encore été confirmés.

La signalisation et la fonction de la GPVI

La signalisation de la GPVI a été particuliecrement bien étudiée. Ce travail s’est
notamment appuye sur des ligands spécifiques de la GPVI, comme le collagen-related peptide
(CRP), un peptide mimant la structure en triple hélice du collagéne et contenant une séquence
Glycine-Proline-Hydroxyproline (Gly-Pro-Hyp) répétée dix fois (Asselin et al., 1999; Knight
et al., 1999) ainsi que des venins de serpent comme la convulxine (Jandrot-Perrus et al., 1997,
Polgér et al., 1997), I’ophioluxine (Du et al., 2002) et I’alborhagine (Andrews et al., 2001).

La liaison du collagéne avec le domaine D1 extracellulaire de la GPVI entraine la
multimérisation du récepteur permettant de rapprocher les tyrosine kinases Fyn et Lyn,
interagissant avec le domaine intracellulaire de la GPVI, des domaines ITAM de FcRy. Ceci
entraine la phosphorylation des tyrosines du domaine ITAM et mene a son activation (Ezumi
et al., 1998; Quek et al., 2000) permettant le recrutement de la spleen tyrosine kinase (Syk) via
les domaines Src Homology 2 (SH2). Syk s’autophosphoryle et a son tour phosphoryle la src
homology 2 domain-containing leukocyte phoshoprotein of 76 kDa (SLP-76) (Gross et al.,
1999) et linker for activation of T cells (LAT) (Pasquet et al., 1999). LAT phosphorylé lie la
PLCy2, la phosphoinositide 3-kinase (PI3K), la protéine adaptatrice Grb2-related adapter
dowstream of Shc (Gads), la protéine kinase de Bruton (Btk) et les Vav1l et 3 formant ainsi le
complexe de signalisation LAT (Watson et al., 2005). Ce complexe conduit a I’activation de
PLCy2 qui génére de I’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et du diacylglycérol (DAG) conduisant
respectivement a la mobilisation de calcium et a I’activation de la protéine kinase C (PKC).
L’ensemble de ces évenements conduit a la dégranulation des plaquettes, a 1’activation des
intégrines et donc a 1’agrégation plaquettaire (Watson et al., 2005). On retrouve un défaut
d’agrégation en réponse au collagéne chez les patients, mais aussi chez les souris, déficients en
GPVI (Jandrot-Perrus et al., 2019; Nieswandt et al., 2001b). De plus, la signalisation de la GPVI
entraine 1’exposition de phosphatidylsérine anionique a la surface des plaquettes et participe

donc a leur activité procoagulante (Heemskerk et al., 2005) (Figure 10).
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Figure 10: La voie de signalisation déclenchée par le complexe GPVI/FcRy. DAG,
diacylglycérol; Fyn, tyrosine-protein kinase Fyn; Gads, Grb2-related adapter dowstream of
Shc; GPVI, glycoprotéine VI; IP3, inositol 1,4,5-triphosphate; ITAM immunoreceptor tyrosine-
based activation motif, LAT, linker for activation of T cells; PI3K, phosphoinositide 3-kinase;
PIP2, phosphatidylinositol 4',5'-bisphosphate; PKC, protéine kinase C; PLCy2, phospholipase
Cy2; SLP76, protéine adaptatrice scr homology 2 domain-countaining leukocyte phoshoprotein
of 76 kDa; Syk, spleen tyrosine kinase (Adapté de Rayes ef al., 2019).
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Le role de la GPVI dans la formation d’un agrégat ne se limite pas a sa capacité a activer
les plaquettes apres interaction avec le collagéne expose dans une paroi vasculaire lésée. En
effet, il a été propose que son interaction avec la fibrine qui est générée au cours de la formation
d’un caillot, renforce 1’adhérence, 1’activation et les fonctions procoagulantes des plaquettes
(Alshehri et al., 2015; Mammadova-Bach et al., 2015). Enfin, la GPV1 est également impliquée
dans la croissance du thrombus par sa capacité a lier le fibrinogene présent dans toutes les
couches d’un agrégat. En effet, un travail du laboratoire a montré que la perfusion de sang traité
avec un anticorps bloquant anti-GPVI inhibe fortement la croissance du thrombus (Mangin et
al., 2018).

Le réle de la GPVI en hémostase

Les informations concernant le réle de la GPVI en hémostase ont été recueillies en
grande partie grace aux patients présentant un défaut de ce récepteur. Chez I’Homme, la
déficience en GPVI peut étre acquise ou congénitale. Dans la majorité des cas, les patients
présentent des défauts acquis dus a la présence d’autoanticorps anti-GPV1 (Bellucci et al., 2005;
Boylan et al., 2004; Sugiyama et al., 1987; Takahashi and Moroi, 2001). A ce jour, uniguement
quelques patients présentant des mutations de la GPVI ont été identifiés (Dumont et al., 2009;
Hermans et al., 2009; Matus et al., 2013). Ces patients sont généralement identifiés suite a la
présence de saignements mineurs de type purpura ou épistaxis (Jandrot-Perrus et al., 2019). On
peut reproduire cette déficience génétique chez une souris knock-out (KO) pour la GPVI mais
également chez des souris traitées avec anticorps anti-GPVI, JAQL, induisant une
immunodéplétion de la GPVI a la surface des plaquettes (Kato et al., 2003; Nieswandt et al.,
2001b). Il a été montré que ces souris ne présentent pas de prolongement du temps de
saignement aprés une section de I’extrémité de leur queue. L’ensemble de ces observations

indique que la GPVI ne serait pas indispensable a I’hémostase.

Le réle de la GPVI en thrombose artérielle

De nombreuses études qui se basent sur des modéles in vitro, ex vivo et in vivo ont
identifié un r6le important de la GPVI en thrombose artérielle (Bender et al., 2011; Dubois et
al., 2006; Hechler et al., 2010; Konstantinides et al., 2006; Massberg et al., 2003). La majorité
des études in vivo se sont appuyées sur des modeles expérimentaux réalisés sur des vaisseaux

sains qui ne représentent que peu les conditions retrouvées chez les patients. Des études de deux
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groupes différents ont confirmé le role central de la GPVI en thrombose artérielle en se basant
sur des modeles de thrombose expérimentale aprés rupture d’une plaque d’athérosclérose chez
des souris déficientes en apolipoprotéine E (ApoE), se rapprochant d’avantage des conditions

retrouvées en clinique (Hechler and Gachet, 2011a; Kuijpers et al., 2009).

2.12.2. CLEC-2

CLEC-2 est un récepteur transmembranaire de la famille des C-type lectin. C’est un
hemi-immunoreceptor tyrosine-based activation motif (hemITAM) puisque sa partie
cytoplasmique comporte une seule séquence YxXxL, contrairement aux récepteurs ITAM
classiques qui présentent une répétition (Rayes et al., 2019). Il est codé par le géne CLEC1B du
chromosome 12 au niveau du locus p13.31 du génome humain. CLEC-2, d’un poids
moléculaire entre 32 et 40 kDa, est exprimé sur les plaquettes humaines a raison de 2 000 a
4 000 copies par plaquette (Gitz et al., 2014). On le retrouve également sur les monocytes, les
cellules dendritiques, les granulocytes, les cellules natural killer (NK) et les cellules Kupffer
du foie chez ’Homme (Colonna et al., 2000). A ce jour, aucun cas de patients déficients en
CLEC-2 n’a été décrit.

CLEC-2 a ét¢ identifié par chromatographie d’affinité comme étant un récepteur a la
rhodocytine, un venin de serpent (Suzuki-Inoue et al., 2006). La podoplanine, une glycoprotéine
transmembranaire, a par la suite été identifiée comme ligand endogene de CLEC-2 (Suzuki-
Inoue et al., 2007) et c’est le seul connu a ce jour. La podoplanine est exprimée par les cellules
endothéliales lymphatiques, les podocytes rénaux, les cellules alvéolaires type | et le plexus
choroide (Breiteneder-Geleff et al., 1997; Rishi et al., 1995; Tomooka et al., 2013). On la
retrouve également au niveau des cellules endothéliales des capillaires cutanés chez des patients
présentant des maladies inflammatoires de type eczéma ou psoriasis (Groger et al., 2007). Elle
est cependant absente du réseau vasculaire en condition normale, ce qui souleve des questions
sur le role physiologique de I’interaction entre CLEC-2 et la podoplanine. Il a été proposé que
I’interaction entre CLEC-2 plaquettaire et la podoplanine est impliquée dans la séparation des
vaisseaux sanguins et lymphatiques lors du développement embryonnaire (Bertozzi et al., 2010;
Suzuki-Inoue et al., 2010). Ce récepteur est également impliqué dans la régénération tissulaire.
En effet, il a été mis en évidence qu’au niveau de 1ésions cutanées les kératinocytes expriment

la podoplanine et que les plaquettes, via I’expression de CLEC-2, régulent la fonction de la
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podoplanine, diminuant ainsi la migration des kératinocytes lors de la réépithélialisation de
I’épiderme (Asai et al., 2016).

La liaison d’un ligand a CLEC-2 induit le regroupement des récepteurs, la
phosphorylation du résidu tyrosine de I’hemITAM, ce qui entraine I’activation de Syk ainsi que
la phosphorylation et 1’activation de LAT, SLP-76, Btk et PLCy2 (Fuller et al., 2007; Spalton
et al., 2009; Suzuki-Inoue et al., 2006). Cette voie de signalisation conduit alors a I’activation
et I’agrégation plaquettaire, notamment via la sécrétion du contenu des granules plaquettaires
et la formation de TxA2 (Lombard et al., 2018) (Figure 11). CLEC-2 ne semble pas jouer de
role clé en hémostase puisque chez des souris n’exprimant pas CLEC-2 sur les cellules
hématopoiétiques ou dont la voie de signalisation de CLEC-2 n’est pas fonctionnelle, le temps
de saignement n’est pas altéré (Haining et al., 2017; Hughes et al., 2010; Suzuki-Inoue et al.,
2010).

Un réle de CLEC-2 en thrombose expérimentale a été mis en évidence. Le KO de
CLEC-2 étant létal, deux approches ont été utilisées : la premiere repose sur la transplantation
de cellules de foie feetal de souris CLEC-2" dans des souris irradiées, permettant ainsi d’obtenir
des souris n’exprimant pas CLEC-2 au niveau des cellules sanguines, en particulier au niveau
des plaquettes (Inoue et al., 2015; Suzuki-Inoue et al., 2010) ; la seconde approche est basée
sur I’administration d’un anticorps anti-CLEC-2, INU1, qui entraine une immunodéplétion de
CLEC-2 a la surface des plaquettes (Bender et al., 2013; May et al., 2009). L’utilisation de ces
souris a permis de montrer une réduction de la thrombose expérimentale dans des modéles de
lIésion des artérioles mésentériques ou de I’artere fémorale induite par une application de
chlorure de fer ou I’utilisation d’un laser. A ce jour, le ligand de CLEC-2 induisant son
activation lors d’une thrombose artérielle n’a probablement pas encore été identifié. Il semble
peu probable que la podoplanine soit impliquée dans la thrombose expérimentale dans la souris
puisqu’elle ne se trouve ni sur les cellules endothéliales vasculaires ni sur les cellules sanguines.
En revanche, la podoplanine est exprimée dans les plaques d’athérosclérose mais uniquement
en son centre, pas en surface (Inoue et al., 2015), suggérant un potentiel role de I’interaction
podoplanine-CLEC-2 en thrombose artérielle apres rupture de plaque. Il a également été mis en
évidence que CLEC-2 serait impliqué en thrombose artérielle indépendamment de la
signalisation hemITAM. Des souris présentant le récepteur CLEC-2 mais sans voie de
signalisation fonctionnelle n’ont pas mis en évidence de protection contre la thrombose dans le
modele au chlorure de fer sur les arteres mésentériques, cependant le traitement de ces mémes

souris par un fragment Fab bloquant la fonction de CLEC-2 les protége contre la thrombose,
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mettant en évidence un réle de CLEC-2 en thrombose artérielle indépendamment de sa voie de

signalisation (Haining et al., 2017).
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Figure 11 : La voie de signalisation déclenchée par le récepteur CLEC-2. Btk, Bruton
tyrosine kinase, CLEC-2, C-type lectin-like receptor-2; DAG, diacylglycérol; IP3, inositol
1,4,5-triphosphate; ITAM immunoreceptor tyrosine-based activation motif, LAT, linker for
activation of T cells; PIP2, phosphatidylinositol 4',5'-bisphosphate; PKC, protéine kinase C;
PLCy2, phospholipase Cy2; SFK, kinase de la famille des Src; SLP76, protéine adaptatrice scr
homology 2 domain-countaining leukocyte phoshoprotein of 76 kDa; Syk, spleen tyrosine
kinase; TxA2, thromboxane A2 (Adapté de Rayes et al., 2019).
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2.1.2.3. FeyRIIA

Le récepteur FcyRIIA, aussi appelé CD32a, est un récepteur transmembranaire de la
famille des récepteurs a la partie constante (Fc) des Ig, appartenant au sous-groupe FcRy
(Daéron, 1997). 1l est codé par le gene FCGR2 situé sur le chromosome 1 au niveau du locus
q23. FcyRIIA est principalement exprimé sur les cellules du systéme immunitaire dont les
monocytes, les macrophages, les neutrophiles et les cellules dendritiques (Bruhns, 2012). Il a
été identifié sur les plaquettes humaines (Rosenfeld et al., 1985), ou I’on en trouve 1 000 a 4
000 copies par plaquette (Tomiyama et al., 1992). C’est le seul récepteur aux 1gG exprimé sur
les plaquettes. L’expression de FcyRIIA est limitée aux primates et n’est pas retrouvée chez la
souris (Bruhns, 2012).

Le récepteur FcyRIIA est composé de deux domaines extracellulaires Ig-like D1 et D2,
dont le deuxieme est responsable de la liaison au ligand (Maxwell et al., 1999). On trouve
¢galement un domaine transmembranaire suivi d’une queue cytoplasmique contenant un
domaine ITAM avec deux séquences consensus YxxL. Le motif ITAM de FcyRIIA est atypique
puisqu’il comporte 12 acides aminés entre les deux séquences YxxL, plut6t que les 6 a 8 acides

aminés retrouvés classiqguement (Arman and Krauel, 2015).

Le FcyRIIA est un récepteur de faible affinité pour les IgG monomériques mais présente
une affinité plus importante pour les complexes immuns (Karas et al., 1982). Il est activé par
des auto-anticorps anti-complexe héparine-facteur plaquettaire 4 (PF4) lors des thrombopénies
induites par 1’héparine, mais aussi par les 1gGs agrégées et les IgGs opsonisées sur des
pathogenes (Arman and Krauel, 2015). La liaison de la partie Fc d’un IgG a FcyRIIA entraine
la dimérisation du récepteur (Ramsland et al., 2011) puis la phosphorylation et I’activation des
tyrosines du domaine ITAM de la queue cytoplasmique par la famille des Src kinases (Fyn et
Lyn). Les ITAM phosphorylés deviennent le site d’ancrage du domaine SH2 de la protéine Syk
(Yanaga et al., 1995). Syk active alors PLCy2 et la voie PI3K (Gratacap et al., 1998).
L’activation de FcyRIIA conduit a 1’étalement des plaquettes, a la mobilisation calcique, a la
libération du contenu des granules et a I’agrégation des plaquettes via les intégrines (Arman
and Krauel, 2015). Le FcyRIIA ne semble pas avoir de réle direct en hémostase, mais il pourrait
contribuer a ’activation des plaquettes dans un contexte immunitaire ou inflammatoire.

Il existe une coopération entre le FcyRIIA et d’autres récepteurs plaquettaires permettant
’activation de la voie de signalisation sans ligand spécifique de FcyRIIA. En effet, il a été

propos¢ que la liaison d’un ligand a I’intégrine allbB3 entrainerait la phosphorylation du
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domaine ITAM de FcyRIIA recrutant alors Syk qui amplifierait les signaux intraplaquettaires
(Boylan et al., 2008). La coopération entre le FcyRIIA et I’intégrine allbB3 indépendamment
de la présence d’IgG a d’ailleurs été confirmée chez des souris transgéniques exprimant le
récepteur FcyRIIA humain (Zhi et al., 2013). Enfin, il a été proposé que la liaison d’un ligand
a la GPIba entrainerait I’activation des composants de la cascade de signalisation de FcyRIIA,

mais cette observation n’a pas été confirmée (Canobbio et al., 2001; Sullam et al., 1998).

Un polymorphisme de FcyRIIA dd au remplacement d’une arginine par une histidine en
position 131 a été¢ mis en évidence dans la population générale ce qui augmente 1’affinité pour
les IgG (Warmerdam et al., 1991). Ce polymorphisme est associé a des maladies immunitaires,
inflammatoires et cardiaques (Kroupis et al., 2010). De plus, une augmentation de 1’expression
de FcyRIIA a la surface des plaquettes aurait été mise en évidence chez des patients présentant
une thrombose artérielle sur plaque d’athérosclérose, un diabéte, une maladie rénale ou un AVC
ischémique (Calverley et al., 2002; Serrano et al., 2007). Enfin, les patients présentant des
maladies liées a la présence de complexes immuns développent souvent une hypercoagulabilité
et sont a risque thrombotique (Zhi et al., 2015).

2.1.3. Les intégrines

Les intégrines représentent une superfamille de récepteurs transmembranaires. Elles
sont nommeées ainsi du fait de leur complexe transmembranaire responsable de I’intégration des
signaux venant du domaine extracellulaire vers le cytosquelette (Tamkun et al., 1986). Les
intégrines sont des hétérodimeéres résultant de 1’association non covalente de deux chaines
glycoprotéiques a et B. Chaque sous-unité comprend un domaine extracellulaire N-terminal,
une hélice transmembranaire et un court domaine cytoplasmique C-terminal (Campbell and
Humphries, 2011). Chez ’Homme, on trouve 24 intégrines dues a diverses combinaisons de 18
sous-unités a et de 8 sous-unités  (Barczyk et al., 2010).

Les intégrines sont des récepteurs qui régulent 1’adhérence, la migration, la
prolifération, I’étalement et 1’apoptose des cellules, et participent a de trés nombreux processus
physiopathologiques dont I’hémostase, la thrombose, le cancer et les réponses immunitaires
(Hynes, 2002). Elles répondent a la liaison de ligands solubles, de ligands présents a la surface

cellulaire, de la matrice extracellulaire ou de contre-récepteurs comme la GPIb par exemple.
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L’activation des intégrines

La stimulation d’une cellule par un signal intracellulaire appelé signalisation inside-out
entraine I’activation de I’intégrine marquée par un changement de conformation ainsi qu’un
regroupement a la surface membranaire. Le changement de conformation du domaine
extracellulaire augmente 1’affinité de 1’intégrine pour les ligands (Luo et al., 2007). Des études
de microscopie électronique ont permis de montrer que les intégrines se présentent sous trois
conformations différentes (Takagi et al., 2002) :

- L’état de repos : I’ectodomaine de 1’intégrine se trouve dans une conformation fermée
et repliée sur elle-méme formant un V inversé. Elle possede alors une faible affinité
pour les ligands extracellulaires puisque leur site de liaison se trouve proche de la
surface membranaire

- L’¢état intermédiaire : ’intégrine s’étend mais la téte globulaire reste fermée. Elle
présente une affinité intermédiaire pour ses ligands

- Et I’¢tat de forte affinité : 1’intégrine est étirée et la téte présente une configuration
ouverte exposant le site de liaison des ligands (Figure 12).

Les intégrines subissent ¢galement un regroupement en oligomeres ce qui permet d’augmenter
1’avidité pour leurs ligands (Carman and Springer, 2003). Le changement de conformation et le
regroupement des intégrines vont, via la reconnaissance des ligands extracellulaires, initier une
cascade de signalisation intracellulaire outside-in (Luo et al., 2007). Les intégrines sont donc
des récepteurs membranaires capables de transmettre une signalisation bidirectionnelle entre

les milieux intra et extracellulaires.
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Figure 12 : Les différentes conformations des intégrines (Adapté de Carman et al., 2003 et
Luo et al., 2007).

La structure des intégrines

Au niveau structurel, la partie extracellulaire des intégrines est composee en N-terminal
d’un domaine a hélices  pour la sous-unité a et d’un domaine A-like pour la sous-unité B, les
deux s’assemblant pour former une téte globulaire qui constitue le site de liaison des ligands
(Zhu et al., 2008). Le segment transmembranaire est composé de deux hélices paralleles, une
pour chaque sous-unité, dont la séparation serait nécessaire a la signalisation de I’intégrine (Hu
and Luo, 2015). Enfin, les courts segments intra-cytoplasmiques des sous-unités interagiraient
de facon non covalente, interaction qui est modifiée lors de la signalisation inside-out induisant

le changement de conformation de I’intégrine (Vinogradova et al., 2004).
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Les intégrines plaquettaires

Au niveau plaquettaire, deux familles d’intégrines sont exprimées. D’une part les
intégrines B1 qui assurent I’adhérence aux protéines de la matrice extracellulaire avec 1’a2p1,
I’a5B1 et 'a6Bl liant respectivement le collagéne (Staatz et al., 1989), la fibronectine
(Piotrowicz et al., 1988) et les laminines (Sonnenberg et al., 1988). Et d’autre part, les intégrines
B3, avec I’allbp3 impliquée dans I’agrégation des plaquettes et ’avp3 dont aucun rdle en

hémostase n’a été identifié a ce jour.

Le mécanisme moléculaire de ’activation des intégrines plaquettaires

Au niveau moléculaire, la liaison d’agonistes comme le FW, le collagéne, ’ADP, le
TxAZ2 ou la thrombine a leurs récepteurs plaguettaires respectifs initie la signalisation inside-
out des intégrines, un processus bien décrit pour I’intégrine allbf3, avec notamment I’activation
des voies PLCP ou PLCy. La PLC génére du DAG et de I’IP3, activant respectivement la PKC
et mobilisant le calcium intracellulaire, ce qui conduit a I’activation de Ras-related protein
(Rap) 1b via la protéine Calcium and diacylglycerol-regulated guanine nuclotide exchange
factor | (CaIDAG-GEFI) ou PI3K (Woulfe et al., 2002). Raplb activé interagit avec la taline
qui interagit elle-méme avec la queue cytoplasmique des sous-unités B3 et permet la
signalisation inside-out des intégrines (Bromberger et al., 2018). L’ importance de Raplb a été
démontré dans une souris KO qui présente une augmentation du temps de saignement et qui est
protégée dans un modéle de thrombose expérimentale (Chrzanowska-Wodnicka et al., 2005).
D’autre part, les souris dont la sous-unité B3 n’interagit pas avec la taline ou présentant une
déficience en taline-1 présentent une diminution de la signalisation inside-out d’alIbB3 ayant
pour conséquence un défaut d’agrégation plaquettaire et une augmentation du temps de
saignement (Nieswandt et al., 2007; Petrich et al., 2007). De plus, il a été montré que la
signalisation inside-out des intégrines B3 plaquettaires nécessite la présence de kindline-3 qui
coopere avec la taline : la kindline-3 augmenterait 1’interaction de la taline avec la sous unité 8
(Haydari et al., 2020). Une perte de fonction de la kindline-3 induit un défaut d’agrégation des
plaquettes a la fois chez la souris (Moser et al., 2008) et chez I"'Homme (Malinin et al., 2009)
ainsi que des saignements importants (Figure 13). Outre Raplb, taline et kindline, d’autres
protéines seraient impliquées dans 1’activation de la signalisation inside-out des integrines 3
comme la integrin-linked kinase (ILK) (Tucker et al., 2008). On retrouve également /’adhesion
and degranulation promoting adapter protein (ADAP) (Kasirer-Friede et al., 2014), la 3-

endonexine (Kashiwagi et al., 1997), la vinculine (Ohmori et al., 2010) et la famille des kindlin
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binding proteins (KBPs) avec les protéines paxilline et Hic-5 (Gao et al., 2017; Kim-Kaneyama
etal., 2012).
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Figure 13 : Les mécanismes moléculaires de I’activation des intégrines B3 plaquettaires
(signalisation inside-out). CalDAG-GEF], calcium and DAG-regulated guanine-nucleotide-
exchange factor; CLEC-2, C-type lectin-like receptor-2; DAG, diacylglycérol; GDP, guanosine
diphosphate; GPVI, glycoprotéine VI; GTP, guanosine triphosphate; IP3, inositol 1,4,5-
triphosphate; PAR, protease-activated receptor; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; PKC,
protéine kinase C; PLCP, phospholipase CB; PLCy, phospholipase Cy; Raplb, Ras-related
protein 1b; TP, récepteur au thromboxane et aux prostaglandines (Adapté de Stefanini ef al.,

2015).
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Il existe aussi des régulateurs négatifs de la signalisation inside-out des intégrines B3
plaquettaires. La Ras GTPase-activating protein 3 (Rasa3) est un inhibiteur de ’activation
plaquettaire agissant sur la signalisation inside-out des intégrines puisqu’elle est impliquée dans
I’inactivation de Raplb, lui-méme responsable de I’activation des intégrines (Stefanini et al.,
2015). D’autres protéines seraient également impliquées dans la régulation négative des
intégrines comme 1’a-actinine (Tadokoro et al., 2011), la calcium and integrin-binding protein
1 (CIB1) (Yuan et al., 2006), la docking protein 1 (Dok1) (Wegener et al., 2007), la filamine
(Berrou et al., 2017) et la tensine 1 (McCleverty et al., 2007).

En ce qui concerne les intégrines B1, les voies initiant le signal inside-out sont nettement
moins bien connues. Cependant, pour I’intégrine o2B1, il a été montré que ’activation de
I’intégrine allbP3 serait nécessaire et suffisante a son signal inside-out (Van de Walle et al.,
2007). En effet, une stimulation des plaquettes lavées induit une activation faible d’a2p1,
activation qui est largement augmentée lors de I’ajout de fibrinogéne. De méme, 1'utilisation
d’un antagoniste d’allbp3 ou de plaquettes de patients présentant une thrombasthénie de
Glanzmann et donc n’exprimant pas d’intégrines allbp3, inhibe I’activation de I’intégrine 021,
que ce soit en conditions statique ou de flux (Van de Walle et al., 2007). Enfin, contrairement
a ce qui se passe pour I’allbB3, les kindlines (1 et 2 dans ce cas) n’exerceraient pas un effet de
synergie avec la taline pour activer I’intégrine a581, mais au contraire inhiberaient 1’activation

induite par la taline (Harburger et al., 2009).

2.1.3.1. L’intégrine a2f1

Au niveau plaquettaire, I’expression de 1’intégrine a2f31 varie de 3 000 a 5 000 copies
par plaquette (Burkhart et al., 2012). Il existe chez I’ Homme un polymorphisme de la chaine
a2 responsable d’une variation de son niveau d’expression (Di Paola et al., 2005). Outre la
lignée mégacaryocytaire (Santoro et al., 1988), I’intégrine a2 1 est aussi exprimée entre autres
par les cellules épithéliales, les cellules endothéliales et les fibroblastes (Hemler et al., 1987;
Languino et al., 1989).

L’intégrine a2P1 est le premier récepteur au collagéne a avoir été identifié sur les
plaquettes (Santoro et al., 1988). Elle reconnait la séquence glycine — phénylalanine —
hydroxyproline — glycine — glutamate — arginine (GFOGER) du collagéne de type | avec une
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forte affinité (Knight et al., 2000). Le domaine de liaison du collagene, appelé domaine I, se
trouve sur la sous-unité a2 et est un homologue du domaine A3 du FW qui permet sa liaison au
collagene sous-endothélial. La liaison du collagéne a 1’a2f1 déclenche une signalisation
outside-in proche de celle de la GPVI en terme de molécules de signalisation impliquées, mais
d’intensité plus faible, conduisant a la libération de calcium intracellulaire et renforcant
I’activation des intégrines. Cela engendre donc le changement de forme, la formation de
filopodes, de lamellipodes et permet 1’étalement des plaquettes (Inoue et al., 2003) (Figure 14).
Il a également été proposé que 1’021 stimulerait Rap1b via la PI3K (Consonni et al., 2012).

Au-dela du collagéne, I’intégrine a2P1 aurait également d’autres ligands comme le
complexe protéique C1q du complément (Edelson et al., 2006), les laminines (Elices and
Hemler, 1989), la nétrine-4 (Yebra et al., 2011) et le perlecan (Bix et al., 2004).
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Figure 14 : La signalisation outside-in des intégrines p1 plaquettaires. Clq, facteur du
complément 1q; DAG, diacylglycérol; IP3, inositol 1,4,5-triphosphate; PKC, protéine kinase
C; PLCy, phospholipase Cy; SLP76, protéine adaptatrice scr homology 2 domain-countaining
leukocyte phoshoprotein of 76 kDa; Src, tyrosine kinase de la famille des Src; Syk, spleen

tyrosine kinase; TSP-1, thrombospondine-1.
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Au niveau fonctionnel, I’intégrine a21 a été identifiée comme le récepteur responsable
de I’adhérence des plaquettes au collagéne en condition statique (Saelman et al., 1994). En effet,
les plaquettes des souris déficientes pour la chaine 02 n’adhérent pas au collagéne (Chen et al.,
2002). En condition de flux, I’absence ou I’inhibition d’a2p1 réduit 1’adhérence stable des
plaquettes et la formation d’agrégats lorsque du sang est perfusé sur collagene (Moroi et al.,
2000; Sarratt et al., 2005). L’intégrine a2B1 n’a pas un role majeur dans I’activation des
plaquettes au collagene (Nieswandt et al., 2001a) mais jouerait un role dans la stabilité du
thrombus (Kuijpers et al., 2007).

L’intégrine a2B1 ne semble pas jouer un role clé en hémostase. En effet, un patient
présentant un défaut d’a2p1 a été décrit comme développant des hémorragies modérées pendant
I’enfance puis le risque hémorragique semble avoir régressé (Nieuwenhuis et al., 1986), de
méme que chez la souris pour laquelle une déficience pour la chaine a2 ou la chaine 1 ne
modifie pas le temps de saignement (Chen et al., 2002; Habart et al., 2013; Holtkdotter et al.,
2002; Nieswandt et al., 2001a). Le role de I’intégrine 021 en thrombose a été mis en évidence
dans des modeles de thrombose artérielle in vivo induite par le rose Bengal ou par le chlorure
de fer (He et al., 2003a; Kuijpers et al., 2007). De plus, il a été montré chez I’ Homme que la
présence d’un alléle induisant une augmentation de I’expression d’o2f1 serait associé a un
risque augmenté d’infarctus du myocarde, de rétinopathies diabétiques et d’accident vasculaire
cerébral (Matsubara et al., 2000; Santoso et al., 1999). On peut penser que 1’augmentation de
I’expression d’02f1 pourrait augmenter 1’adhérence des plaquettes au collagéne et donc

augmenter le risque de thrombose.

2.1.3.2. L’intégrine a5p1

L’intégrine a5P1 est exprimée notamment sur les cellules endothéliales, les fibroblastes,
les lymphocytes, les monocytes et les cellules cancéreuses (Kita et al., 2001; Wayner et al.,
1988). On la retrouve également au niveau plaquettaire a raison d’environ 2 000 a 4 000 copies
par plaguette. De maniére générale, I’intégrine aSB1 est impliquée dans la migration et la
différentiation cellulaire, surtout lors de I’embryogenése. En effet, I’absence de la sous-unité
a5 chez la souris entraine la mort embryonnaire par défaut de développement des vaisseaux

sanguins (Francis et al., 2002; Yang et al., 1993).

51



Le principal ligand de 1’intégrine a5pB1 est la fibronectine, un composant de la matrice
extracellulaire. Cette intégrine se lie au niveau de la séquence RGD (Arginine-Glycine-Acide
aspartique) ainsi qu’au niveau d’autres séquences, comme le motif proline-histidine-sérine-
arginine-asparagine (PHSRN) (Altroff et al., 2001; Mardon and Grant, 1994). L’intégrine a531
permet 1’adhérence initiale des plaquettes a la fibronectine en conditions statique et de flux
(Beumer et al., 1994; Maurer et al., 2015a; McCarty et al., 2004). L’interaction a5p1 —
fibronectine entraine ’activation des plaquettes, qui reste relativement faible, menant a une
augmentation intracellulaire de calcium, au changement de forme et a I’émission de filopodes
(Maurer et al., 2015a), sans formation de lamellipodes qui elle nécessite 1’intégrine allbp3
(McCarty et al., 2004) (Figure 14). L’intégrine a5p1 est également impliquée dans la formation
du thrombus in vitro sur fibronectine (Maurer et al., 2015a).

L’importance de I’intégrine a5p1 en hémostase n’était pas connue avant ce travail de
these. Son évaluation a nécessité le développement d’une souris déficiente pour ce récepteur
specifiquement au niveau mégacaryocytaire. De plus, aucun cas de patients présentant un défaut

de I’intégrine aSP1 n’a été décrit.

2.1.3.3. L’intégrine a6p1

L’intégrine a6p1 est exprimée a hauteur d’environ 2 000 & 4 000 copies par plaquette.
En dehors de la lignée mégacaryocytaire (Hemler et al., 1988), I’intégrine a6p1 est exprimée
sur les cellules endothéliales, les péricytes, les éosinophiles, les neutrophiles et les cellules
cancéreuses (Bohnsack, 1992; Georas et al., 1993; Larrieu-Lahargue et al., 2011; Wewer et al.,
1997).

Les principaux ligands de I’intégrine a6f31 sont les laminines (Sonnenberg et al., 1988),
des glycoprotéines hétérotrimériques qui composent les membranes basales et la matrice
extracellulaire (Yurchenco, 2011). L’intégrine a6B1 pourrait également interagir avec la TSP-
1. En effet, une interaction directe entre 1’intégrine a6fB1 et TSP-1 a été montrée entre les
cellules endothéliales microvasculaires et les cellules de fibrosarcome (Calzada et al., 2003)

ainsi qu’une réduction d’adhérence sur la TSP-1 des plaquettes déficientes pour a6 (Schaff et
al., 2013).
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L’intégrine a6P1 est le récepteur responsable de I’adhérence des plaquettes aux
laminines (Hindriks et al., 1992), notamment aux laminines 411, 511 et 521. L’association de
I’intégrine a6B1 avec la tétraspanine CD151 renforcerait I’adhérence aux laminines dans les
cellules hématopoiétiques (Lammerding et al., 2003). La voie de signalisation de 1’intégrine
a6B1 n’est pas bien définie mais I’adhérence des plaquettes via a6B1 activerait la tyrosine
kinase Syk ainsi que PLCy2, responsables de I’é¢talement des plaquettes sur laminines (Inoue et
al., 2006). En effet, I’adhérence des plaquettes sur laminines induit leur activation avec une
augmentation du calcium intracellulaire, un changement de forme et la formation de filopodes
(Inoue et al., 2006; Schaff et al., 2013), mettant en évidence un r6le des laminines qui dépasse
leur capacité a recruter les plaquettes (Figure 14). Il a également été montré que ’activation
est favorisée par la GPVI, comme mis en évidence par I’étalement réduit des plaquettes de
souris déficientes en GPVI sur laminines (Inoue et al., 2006; Schaff et al., 2013). Le role de
I’intégrine a6B1 plaquettaire dans le processus hémostatique ne semble pas étre clé puisque les
souris deficientes pour la sous-unité a6 spécifiquement au niveau de la lignée mégacaryocytaire
présentent un temps de saignement a la queue normal (Schaff et al., 2013). En revanche,
I’intégrine a6PB1 participe a la formation du thrombus. Les souris déficientes pour la sous-unité
a6 spécifiquement sur la lignée mégacaryocytaire sont protégées contre la thrombose,
notamment dans les modeéles in vivo de lésion mécanique et lésion au laser et ce de maniére
similaire aux souris déficientes pour les intégrines 1 plaquettaires (Schaff et al., 2013). Enfin,
I’intégrine a6B1 a également un role dans la dissémination métastatique par interaction avec la
A desintegrin and metalloproteinase (ADAM) 9 des cellules cancéreuses (Mammadova-Bach
etal., 2016).

2.1.3.4. L’intégrine allbp3

L’intégrine ollbp3, aussi appelée GPlIb-11la ou CD41/CD61, est un hétérodimere
composé d’une sous unité allb et d’une sous unité 3 (Jennings and Phillips, 1982), formant un
complexe de 230 kDa. Elle est codée par les genes ITGA2B et ITGB3, respectivement pour
I’allb et la B3, localisés sur le chromosome 17. C’est un récepteur fortement exprimé avec
80 000 copies a la surface d’une plaquette au repos et 30 000 copies se trouvant sur la membrane
du SCO et des granules o (Wagner et al., 1996). Ces dernieres sont exposées a la surface apres
I’activation plaquettaire, lors du changement de forme et de la sécrétion du contenu des
granules. L’intégrine allbp3 est spécifique de la lignée mégacaryocytaire (Uzan et al., 1991).
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Les ligands de I’intégrine allbp3

Le principal ligand de I’intégrine allbB3 est le fibrinogeéne. L’intégrine allbp3 lie a la
fois le motif RGD de la chaine o du fibrinogéne ainsi que la séquence KQAGDV présente sur
la chaine y (Springer et al., 2008). Elle reconnait également, au niveau de sa téte globulaire,
d’autres protéines possédant un motif RGD dont le FW, la fibronectine, la vitronectine, la
fibrine, la TSP-1 et le CD40 ligand (CD40L) (André et al., 2002; Plow et al., 2000; Podolnikova
etal., 2014).

La fonction de I’intégrine allbp3

La fonction principale de I’intégrine allbp3 est d’assurer 1’agrégation plaquettaire par
son interaction avec le fibrinogene plasmatique, qui permet les interactions plaquettes-
plaquettes (Marguerie et al., 1979). Il a également été montré que la liaison de 1’allbB3 avec le
FW est impliquée dans la formation d’agrégats (Moake et al., 1986, 1988). De plus, I’intégrine
allbB3 est impliquée dans I’adhérence stable des plaquettes par interaction avec le FW li¢ au
collagene et avec la fibronectine, tous deux situés dans le sous-endothélium (Giuliano et al.,
2003; Maurer et al., 2015a). L’importance des autres ligands de 1’intégrine comme la
vitronectine ou la TSP-1 reste a ce jour peu connue, méme si on peut penser qu’ils contribuent
a I’adhérence des plaquettes.

L’intégrine ollbB3 participe également au réle non hémostatique des plaquettes
puisqu’elle est impliquée dans certains processus inflammatoires comme la formation des
neutrophil-extracellular traps (NETSs) (Yan et al., 2019) ainsi que dans la progression de
certains cancers, notamment par son interaction avec I’intégrine av33 exprimée a la surface des

cellules tumorales par I’intermédiaire du fibrinogene (Lonsdorf et al., 2012).

La signalisation de I’intégrine allbp3

L’interaction de I’intégrine ollbB3 avec du fibrinogene soluble déclenche le
regroupement des intégrines (Buensuceso et al., 2003). S’en suit la signalisation outside-in,
séparée en deux voies initiees par des tyrosine kinases c-Src et Fyn de la famille Src qui sont
liées a la queue cytoplasmique de 3 (Obergfell et al., 2002). La premiere voie est induite par

la phosphorylation et 1’activation de c-Src conduisant a une cascade de signalisation en aval
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identique a celle décrite pour la GPVI et I’intégrine a2fB1 (Obergfell et al., 2001, 2002;
Wonerow et al., 2003). 11 a également été proposé qu’en réponse a 1’activation d’allbf3, on
observe un regroupement de Gal3 et de c-Src au niveau de la queue cytoplasmique de B3 qui
activerait la Rho GTPase-activating protein (RhoGAP), inhibant ainsi une petite GTPase de la
famille Rho appelée Ras homolog family member A (RhoA), pour pemettre 1’étalement des
plaquettes. Puis, un clivage de la liaison entre Src et la queue cytoplasmique de B3 par la
calpaine, permettrait I’activation de RhoA et I’induction de la rétraction du caillot (Gong et al.,
2010; Li et al., 2010). La deuxiéme voie de signalisation est induite par 1’autophosphorylation
de Fyn. Fyn phosphoryle alors deux tyrosines de la queue cytoplasmique de B3, Tyr747 et
Tyr759, ce qui entraine 1) I’activation de la focal adhesion kinase (FAK) qui stimule la PI3KB
et active la voie Akt (Gratacap et al., 2011) ; ii) la phosphorylation de protéines adaptatrices
comme Dok2, Grb2 et Shc associées a B3 (Hughan and Watson, 2007; Law et al., 1996),
aboutissant a I’activation de la voie des mitogen-activated protein kinases (MAPK) ; et iii) le
recrutement de la myosine liée a la queue cytoplasmique de B3 (Jenkins et al., 1998; Zhang et
al., 2004) et interagissant avec le cytosquelette d’actine. Ces voies de signalisation conduisent
au renforcement de I’activation de I’intégrine allbp3, au changement de forme des plaquettes
et entraineraient la sécrétion du contenu des granules, la synthése de TxA2 et la rétraction du
caillot de fibrine (Huang et al., 2019) (Figure 15). Il a été proposé par le groupe de Peter
Newman que I’intégrine allbB3 utilise le FcyRIIA comme un partenaire de signalisation.
L’interaction ligand-intégrine induirait la phosphorylation intracellulaire de FcyRIIA et donc
I’amplification du signal d’activation plaquettaire (Boylan Blood 2008 ; Zhi Blood 2013). Plus
récemment, notre équipe a identifié un role de la GPVI dans I’activation des plaquettes sur
fibrinogéne (Mangin et al., 2018). Puisque cette interaction GPVI — fibrinogéne participe a
I’activation plaquettaire, cela suggeére que la signalisation outside-in de 1I’intégrine allbfp3
pourrait avoir été surévaluée et que certains acteurs identifiés pourraient appartenir a la

signalisation de la GPVI.
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Figure 15 : La signalisation outside-in de I’intégrine allbp3. DAG, diacylglycérol; Dok2,
downstream of tyrosine kinase 2; FAK, focal adhesion kinase; FW, facteur Willebrand; Grb2,
growth factor receptor-bound protein 2; 1P3, inositol 1,4,5-triphosphate; MAPK, mitogen-
activated protein kinases; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; PKC, protéine kinase C; PLCy2,
phospholipase Cy2; RhoA, Ras homolog family member A; RhoGAP, Rho GTPase-activating
protein; Shc, SH2-countaining protein; SLP76, protéine adaptatrice scr homology 2 domain-
countaining leukocyte phoshoprotein of 76 kDa; Syk, spleen tyrosine kinase; TSP-1,
thrombospondine-1; TxA2, thromboxane A2 (Adapté de Gratacap et al., 2011; Jamasbi et al.,
2017). 56



Le role de ’intégrine allbB3 en hémostase

Le role de I’intégrine allbP3 en hémostase est illustré chez ’Homme par une maladie
hémorragique rare et grave, appelée thrombasthénie de Glanzmann qui survient lorsque 1’une
des sous-unités de cette intégrine est absente ou non fonctionnelle. Cette maladie autosomale
récessive est caractérisée par une diminution de la capacité des plaquettes a adhérer, s’étaler et
agréger (Nurden, 2006; Solh et al., 2015). Les patients présentent généralement un phénotype
hémorragique important souvent manifesté par des saignements cutanéomuqueux. Cette
pathologie peut étre reproduite chez la souris lorsque le géne de 1’allb ou de la B3 est inactivé.
Ces souris présentent un phénotype de thrombasthénie de Glanzmann avec des saignements, un
temps de saignement a la queue trés prolongé, une absence d’agrégation plaquettaire et de

formation de thrombi en flux (Hodivala-Dilke et al., 1999; Tronik-Le Roux et al., 2000).

Le réle de ’intégrine alIbp3 en thrombose

L’intégrine alIbPB3 joue un réle crucial en thrombose artérielle par sa capacité a assurer
I’agrégation plaquettaire et donc la croissance et la stabilité du thrombus (Akuta et al., 2020;
Goschnick et al., 2006; Hodivala-Dilke et al., 1999; Tronik-Le Roux et al., 2000). Son
importance en thrombose artérielle est attestée par 1’utilisation en clinique d’antiagrégants
plaquettaires ciblant cette intégrine : I’abciximab, 1’eptifibatide et le tirofiban. Ces agents sont
administrés par voie intraveineuse lors de situations d’urgence comme I’infarctus du myocarde
ou des interventions coronariennes percutanées, mais leur utilisation s’accompagne d’un risque

hémorragique important (voir paragraphe 11.D.2.4).

2.1.3.5. L’intégrine avp3

L’intégrine avP3 est un hétérodimeére. Le géne codant pour av (ITGAV) se trouve sur le
chromosome 2 et le géne codant pour B3 (ITGB3) sur le chromosome 17. L’intégrine avp3 est
exprimée de maniere ubiquitaire. On la retrouve tres faiblement exprimée sur les plaquettes et
les mégacaryocytes (Poujol et al., 1997) a hauteur d’une centaine de copies par plaquette. On
trouve aussi I’intégrine avP3 sur les cellules musculaires lisses, les fibroblastes, les neutrophiles

et les osteéoclastes (Kappert et al., 2001; Nesbitt et al., 1993; Rainger et al., 1999). Elle est
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exprimée au niveau de la face luminale des cellules endothéliales lors de leur activation (Rix et
al., 2016; Srivatsa et al., 1997). Enfin, certaines cellules tumorales expriment I’intégrine avp3
(Felding-Habermann, 2001).

Le ligand principal de 1’intégrine avp3 est la vitronectine (Felding-Habermann and
Cheresh, 1993) mais elle lie d’autres molécules de la matrice extracellulaire exprimant une
séquence RGD comme la fibronectine, le FW, le fibrinogeéne et également I’ostéopontine (Adair
etal., 2005; Bennett et al., 1997), cette derniere étant présente dans les plaques d’athérosclérose
et la paroi des vaisseaux lésés. Tout comme pour I’intégrine allbP3, la téte globulaire de
I’intégrine avP3 est formée par I’interaction entre le domaine a hélices B et le domaine A qui
permettent I’interaction des ligands.

Au niveau fonctionnel, il a ét¢é montré que l’intégrine avp3 est impliquée dans
I’adhérence des plaquettes a la vitronectine (Paul et al., 2003) et a la fibronectine (McCarty et
al., 2004). A ce jour, son importance en hémostase et en thrombose reste mal définie, méme si
elle semble avoir un réle mineur puisque des souris déficientes pour av spécifiquement au
niveau plaquettaire présentent un temps de saignement normal et une réponse non altérée dans
des modeles de thrombose expérimentale (non publié, Mangin P. et Léon C. 2016). Chez
I’Homme, aucune mutation de I’intégrine av n’a été rapportée comme induisant une maladie
hémorragique. Cependant, des anticorps dirigés contre cette intégrine ont été identifiés chez
certains patients atteints de purpura thrombopénique immunologique chronique, qui pourraient

aggraver la thrombopénie en inhibant la migration des mégacaryocytes (Zeng et al., 2018).

2.2. Les récepteurs aux agonistes solubles

Les récepteurs plaquettaires aux agonistes solubles appartiennent soit a une famille de
récepteur canal ionique, soit a une famille de récepteurs a sept domaines transmembranaires
couplés aux protéines G hétérotrimeériques (RCPG), ces dernieres étant composées des sous-
unités Ga, GB et Gy. Ils sont activés par des agonistes solubles comme I’ADP, ’ATP et le
TxAZ2, libérés par les plaquettes activées, ou par la thrombine, le produit final de la cascade
enzymatique de la coagulation. Ces récepteurs amplifient 1’activation plaquettaire permettant

ainsi de contribuer de maniére importante a I’hémostase et a la thrombose.
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2.2.1. Le recepteur P2X1

Le P2X1 est un récepteur a I’ATP appartenant a la famille des canaux ioniques. Il est
exprimé sur les cellules musculaires lisses, les neutrophiles, les macrophages (Hinze et al.,
2013; Lecut et al., 2009; Sim et al., 2007) et les plaquettes a hauteur de 100 a 150 copies par
plaquette (MacKenzie et al., 1996; Vial et al., 1997).

L’activation du récepteur P2X1 par I’ATP induit un influx intracellulaire rapide de
calcium conduisant a une depolarisation de la membrane cellulaire (MacKenzie et al., 1996) et
a la phosphorylation de la chaine 1égére de la myosine (MLC) responsable du changement de
conformation et de la dégranulation des plaquettes (Figure 16). P2X1 seul n’engendre pas
d’agrégation, mais son activation potentialise 1’agrégation des plaquettes en réponse au
collagéne, a I’ADP par I’intermédiaire des récepteurs P2Y, a la thrombine, au TxA2 et dans des
conditions de flux important (Erhardt et al., 2006; Fung et al., 2007; Gachet, 2006; Oury et al.,
2001, 2004; Vial et al., 2002). Récemment, il a aussi été montré que P2X; favoriserait
I’agrégation des plaquettes en réponse a I’activation du récepteur FcyRIIA (llkan et al., 2018).
Le récepteur P2X: se désensibilise rapidement suite a I’interaction avec I’ATP, ce qui a
compliqué I’étude in vitro de son réle dans la fonction des plaquettes (Gachet, 2006).
L’utilisation d’un antagoniste, le NF449, a néanmoins permis de mettre en évidence le role de
P2X1 dans I’activation des plaquettes au collagéne (Hechler et al., 2005). De plus, I’'importance
de P2X1 en hémostase et en thrombose artérielle a été étudiée in vivo grace au développement
de souris déficientes pour ce récepteur. La délétion ou I’inhibition de P2X chez la souris
n’induit pas de modification du temps de saignement, ce qui suggére un réle modeste en
hémostase (Hechler et al., 2003, 2005). Cependant, le réle important joué par le récepteur P2X;
en thrombose expérimentale a notamment été mis en évidence dans un modele de thrombose
laser par 1’utilisation de souris KO ou d’inhibiteurs de P2X; (Erhardt et al., 2006; Hechler et
al., 2003, 2005). De plus, ce role est confirmé par un phénotype prothrombotique des souris
présentant une surexpression de P2X; (Oury et al., 2003). Au vu de ces observations, P2X1
pourrait étre une cible antithrombotique potentielle méme si aucun agent thérapeutique n’est

utilisé en clinique a ce jour.
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2.2.2. Le recepteur P2Y1

Le récepteur P2Y1 & I’ADP appartient a la famille des RCPGs couplés a la sous-unité
Gag. II est exprimé de maniére ubiquitaire chez I’Homme et on le retrouve en particulier sur
les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les cellules immunitaires dont les
macrophages, les éosinophiles et les lymphocytes, au niveau pulmonaire et au niveau cérébral
(Abbracchio et al., 2006). Il est impliqué dans la neurogenése, la prolifération cellulaire et
I’inflammation vasculaire (Castaing-Berthou et al., 2017; Mishra et al., 2006; Zerr et al., 2011).
Il est aussi exprimé sur les plaguettes avec environ 150 copies par plaquette (Léon et al., 1997;
Ohlmann et al., 2010).

La liaison de I’ADP au récepteur P2Y1 entraine la dissociation de la protéine G du
récepteur. Gaq va alors se lier a PLCP et I’activer, permettant 1’hydrolyse du
phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2) en IP3 et DAG, entrainant la mobilisation calcique
et I’activation de la PKC (Offermanns, 2006). Cette voie de signalisation induit le changement
de forme des plaquettes et initie 1’agrégation plaquettaire (Fabre et al., 1999; Gachet, 2008;
Hechler et al., 1998; Léon et al., 1999). P2Y participe également a la fonction procoagulante
des plaquettes (Leon et al., 2003, 2004) (Figure 16). Le récepteur P2Y1 joue un réle important
en thrombose artérielle, ce qui a été démontré dans un modele murin de thromboembolisme
pulmonaire induit par injection intraveineuse de collagene-adrénaline ou de FT et dans des
modeles de thrombose localisée, notamment aprés une lésion induite par laser des artérioles
mésentériques ou par administration topique de chlorure de fer au niveau de la carotide (Fabre
et al., 1999; Gachet et al., 2006; Hechler et al., 2006; Lenain et al., 2003; Léon et al., 1999,
2001). De méme dans un modéle simien de thrombose au niveau de I’artére carotide, le
traitement par un antagoniste de P2Y1, le MRS2500, réduit la thrombose artérielle (Wong et
al., 2016). Enfin, le temps de saignement des animaux deficients en P2Y1 ou traités par un
inhibiteur de ce récepteur n’est que 1égérement augmenté, mettant en évidence un réle mineur
en hémostase (Fabre et al., 1999; Hechler et al., 2006; Léon et al., 1999; Wong et al., 2016).
Ces résultats font de P2Y1 une cible antithrombotique intéressante, méme si a ce jour aucun

agent ciblant ce récepteur n’est utilisé en clinique.
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Figure 16 : Les voies de signalisation déclenchées par les récepteurs aux agonistes solubles
P2Y,, P2Y,,, P2X, et TP. AC, adénylate cyclase; ADP, adénosine diphosphate; AMPc,
adénosine monophosphate cyclique; ATP, adénosine triphosphate; DAG, diacylglycérol; 1P3,
inositol 1,4,5-triphosphate; MLC, chaine légére de la myosine; PI3K, phosphoinositide 3-kinase;
PK, protéine kinase; PLCp, phospholipase B; Rap1b, Ras-related protein 1b; Rho-GEF, Guanine
nucleotide exchange factor for Rho; ROCK, Rho-associated protein kinase ; TP, récepteur au

thromboxane et aux prostaglandines; TxA2, thromboxane A2.
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2.2.3. Le récepteur P2Y12

P2Y 12 est un récepteur a I’ADP de la famille des RCPG couplé a la protéine Gai. Il est
exprimé a hauteur de 425 copies par plaquette (Ohlmann et al., 2013), et on le retrouve aussi
dans le tissu cérébral, les cellules musculaires lisses, les cellules dendritiques et certains
leucocytes (Ben Addi et al., 2010; Wang et al., 2004; Wihlborg et al., 2004).

La liaison de I’ADP au récepteur P2Y12 couplé a la protéine Gai induit I’inhibition de
I’AC, ce qui empéche I’augmentation de I’AMPc et I’activation de la protéine kinase A (PKA)
(Ohlmann et al., 1995). L’activation de P2Y12 conduit également a 1’activation de PI3Ky et 3,
de Raplb, de PKC et de protéine kinase B (PKB)/Akt (Cosemans et al., 2006; Guidetti et al.,
2008; Kim et al., 2004; Schoenwaelder et al., 2007; Woulfe et al., 2002). Ces voies de
signalisation jouent un rdle important dans I’activation des intégrines induisant 1’amplification
de l’agrégation plaquettaire (Gachet, 2008; Hechler and Gachet, 2011b) ainsi que dans
I’exposition de la phosphatidylsérine procoagulante a la surface des plaquettes (Leon et al.,
2003) (Figure 16). La stimulation de P2Y1, potentialise 1’agrégation induite par d’autres
agonistes plaquettaires, comme la thrombine, le collagéne, le TXA2 ou encore I’ADP via le
récepteur P2Y1 (Dangelmaier et al., 2001; Nieswandt et al., 2001c, 2002). L’importance de ce
récepteur en hémostase est confirmée par 1’augmentation du temps de saignement et les
hémorragies cutanéo-muqueuses ainsi qu’apres un traumatisme ou une chirurgie observés chez
les patients présentant une mutation de P2Y 1> (Cattaneo et al., 2003; Lecchi et al., 2015; Nurden
et al., 1995; Remijn et al., 2007; Shiraga et al., 2005). De méme, on observe une augmentation
du temps de saignement chez les souris présentant une déficience en P2Y 12 (Andre et al., 2003).

Le recepteur P2Y1> joue un role clé en thrombose artérielle ce qui est attesté par
I’existence d’une classe de médicaments antithrombotiques ciblant ce récepteur. Elle est
composée des thiénopyridines d’un coté avec le clopidogrel, le prasugrel et la ticlopidine, des
antagonistes irréversibles de P2Y 12, et des non thiénopyridines de 1’autre c6té avec le ticagrelor
et le cangrelor, des antagonistes réversibles (voir paragraphe 11.D.2.2). L’importance de
P2Y1, en thrombose artérielle a été confirmée au niveau expérimental par 1’utilisation
d’antagonistes de P2Y 1> ou de souris déficientes pour ce récepteur qui ont permis de mettre en
évidence une diminution de la thrombose dans plusieurs modéles expérimentaux (Andre et al.,
2003; Gachet et al., 2006; van Gestel et al., 2003).
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2.2.4. Le récepteur TP

Le récepteur TP, appartenant lui aussi a la famille des RCPG, est couplé aux protéines
Gagq et a Gal2/13. Il est exprimé par les plaquettes, avec 1 500 copies par plaquette (Halushka
et al., 1986). On le retrouve également sur les cellules endothéliales, les cellules musculaires
lisses, les monocytes et macrophages (Davi et al., 2012). 1l est principalement activé par le
TXA2, qui est synthétis¢ lors de I’activation plaquettaire. L’activation des plaquettes au
collagéne ou a la thrombine induit une augmentation de Ca?* activant la PLA2, qui génére de
I’acide arachidonique (AA) par hydrolyse des phospholipides membranaires. La
cyclooxygénase (COX)-1 métabolise alors I’AA en PGH2 instable, puis en TxA2 par la TxA2
synthase (O’Donnell et al., 2014). Le TxA2 a une demi-vie trés courte d’environ 30 secondes
(Hamberg et al., 1975), il agit donc par une action autocrine ou paracrine suite a sa diffusion a
travers la membrane plaquettaire du fait de ses propriétés liposolubles.

L’action du TxAZ2 sur le récepteur TP induit une voie de signalisation via Gaq menant,
par l’intermédiaire de la méme voie de signalisation que pour le récepteur P2Yi, a
I’augmentation du calcium intraplaquettaire et a 1’activation de PKC. Le récepteur induit
également une signalisation via Gal2 qui active Rho-GEF et la voie Rho-associated protein
kinase (ROCK) entrainant la phosphorylation de la chaine 1égére de la myosine (Klages et al.,
1999). Les voies de signalisation aboutissent au changement de forme, a la sécrétion du contenu
des granules et a I’agrégation plaquettaire (Figure 16) (Bauer et al., 1999; Getz et al., 2010).
Les patients présentant une mutation de TP ou un défaut de la voie du TxA2 présentent des
saignements modestes (Defreyn et al., 1981; Lages et al., 1981; Samama et al., 1981; Wu et al.,
1981) et les souris ont un temps de saignement augmenté (Cathcart et al., 2008; Thomas et al.,
1998; Yu et al., 2004), confirmant le réle de ce récepteur dans 1’hémostase.

La voie TXA2 — TP est la cible d’'un médicament antiagrégant plaquettaire largement
utilisé en clinique : I’aspirine (voir paragraphe 11.D.2.1), indiquant le role de TP en thrombose

artérielle.

2.2.5. Lesrécepteurs PAR

Les protease-activated receptors (PAR) sont des RCPG couplés aux protéines Gagq,
Gal2/13 et peut étre Gai dont il existe plusieurs sous-types. On retrouve PAR-1 et PAR-4 sur

les plaquettes humaines a hauteur de 1 500 a 2 000 copies par plaquette, ainsi que PAR-3 et
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PAR-4 sur les plaquettes de souris (Kahn et al., 1998, 1999). Les récepteurs PARs sont
également exprimés dans d’autres types cellulaires dont les cellules endothéliales, les cellules
musculaires lisses, les monocytes et les astrocytes (Ossovskaya and Bunnett, 2004).

La thrombine, une sérine protéase considérée comme 1’agoniste plaquettaire le plus
puissant, est le principal agoniste des récepteurs PAR (Coughlin, 2005). Le mécanisme
d’activation des récepteurs PAR par la thrombine est particulier puisque cette enzyme induit le
clivage de I’extrémité N-terminale extracellulaire du récepteur entre les résidus Arg41l et Ser42,
afin de libérer une nouvelle extrémité N-terminale qui pourra alors lier et activer le récepteur
PAR (Vuetal., 1991). PAR-1 et PAR-3 sont activeés par une faible concentration de thrombine
(de I’ordre de 1 uM), du fait de la présence d’une séquence hirudine-like facilitant la liaison de
lathrombine (Hung et al., 1992; Ishihara et al., 1997), alors que I’activation de PAR-4 nécessite
une concentration plus importante (de I’ordre d’une dizaine de uM) (Kahn et al., 1999). PAR-
1 et PAR-4 sont couplés, d’une part a la protéine Gaq et d’autre part a la protéine Ga12/13,
induisant une voie de signalisation similaire a celle décrite pour le récepteur TP (Klages et al.,
1999; Offermanns et al., 1994). Enfin, PAR-1 pourrait également étre couplé a la protéine Gai,
entrainant I’inhibition d’AC et diminuant la concentration d’AMPc, de la méme maniére que
pour le récepteur P2Y 1> (Kim et al., 2002). Ces voies de signalisation conduisent au changement
de forme, a la sécrétion du contenu des granules, a la libération de TxA2, a I’activation des
intégrines et a ’agrégation plaquettaire (Bauer et al., 1999; Henriksen and Hanks, 2002; Kahn
et al., 1999). De plus, ces récepteurs sont aussi impliqués dans 1’activité procoagulante des

plaquettes (Figure 17) (Andersen et al., 1999).

Les récepteurs PAR jouent un réle en thrombose chez la souris puisque les souris
déficientes pour PAR-3 et PAR-4 sont protégées dans des modeles de thrombose artérielle au
chlorure de fer, au laser et de thromboembolisme pulmonaire (Cornelissen et al., 2010;
Hamilton et al., 2004; Sambrano et al., 2001; Vandendries et al., 2007; Weiss et al., 2002). 1l a
¢galement été montré chez les primates que I’inhibition de PAR-1 reduit la thrombose artérielle,
confirmant ce réle (Chintala et al., 2010; Derian et al., 2003). De plus, un antagoniste de PAR-
1, le vorapaxar, a été approuvé aux Etats-Unis et en Europe dans le cadre de la prévention
secondaire des événements ischémiques et des inhibiteurs de PAR-4 sont en cours de

développement (voir paragraphe 11.D.2.5.3).
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Figure 17 : La voie de signalisation déclenchée par les récepteurs PAR. AC, adénylate
cyclase; AMPc, adénosine monophosphate cyclique; DAG, diacylglycérol; IP3, inositol 1,4,5-
triphosphate; MLC, chaine 1égére de la myosine; PAR, protease-activated receptor; PKA,
protéine kinase A; PLCP, phospholipase B; Rho-GEF, Guanine nucleotide exchange factor for

Rho; ROCK, Rho-associated protein kinase.
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C. Lerole des plaquettes dans le maintien de I’intégrité vasculaire

Au-dela de leur role dans I’arrét du saignement suite a une lésion vasculaire, les
plaquettes assureraient également le maintien de I’intégrité vasculaire, ¢’est-a-dire la prévention
d’altération des vaisseaux sanguins et de leurs composants, que ce soit au niveau de la structure
ou de la fonction, qui permet d’éviter la fuite de plasma et/ou de cellules sanguines. On sait
qu’un risque de saignement spontané, c’est-a-dire en absence de traumatisme évident, apparait
chez les patients qui présentent une thrombopénie de moins de 100 000 plaquettes/pL, et on
sait également que les patients avec une thrombopénie tres sévere, moins de 10 000
plaquettes/uL, doivent étre transfusés afin de prévenir 1’apparition de ces saignements (Piel-
Julian et al., 2018; Slichter, 2004), indiquant probablement un role des plaquettes dans le
maintien de I’intégrité vasculaire, puisque ces saignements apparaissent en absence de 1ésion.

Par définition, le maintien de I’intégrité vasculaire fait intervenir la conservation de la
barriere semi-perméable, c’est-a-dire la perméabilité sélective de 1’endothélium et donc le
maintien des jonctions inter-endothéliales. Trois études assez anciennes réalisées a 1’aide de
modeles ex vivo suggerent un rdle des plaquettes dans le support de la fonction barriére de
I’endothélium et donc dans le maintien de ’intégrité vasculaire. La premicre, publiée par
Danielli en 1940, a mis en évidence la formation d’cedémes lors de la perfusion de pattes de
grenouille avec du liquide de Ringer, ce qui n’est pas le cas lorsque des plaquettes sont perfusées
(Danielli, 1940). La deuxiéme, réalisée prés de 30 ans plus tard par Gimbrone, a montré que la
perfusion de thyroide de chien avec du plasma pauvre en plaquettes (PPP) induit un cedéme,
cedeme qui n’est pas retrouvé lors de la perfusion de plasma riche en plaquettes (PRP)
(Gimbrone et al., 1969). Une troisieme étude met également en avant ce réle des plaquettes au
niveau des microvaisseaux du coeur chez le rat puisque I’extravasation d’albumine, représentant
I’cedéme, est réduite lors de la perfusion de PRP par rapport a la perfusion de PPP (McDonagh,
1986). Enfin, une étude récente par microscopie intravitale a également confirmé la fuite de
fluide sanguin lorsqu’une thrombopénie sévere est maintenue pendant 24h chez la souris, ce
qui a été démontré par la présence de dextran injecté par voie intraveineuse, hors des vaisseaux
(Gupta et al., 2020). Il est a noter que ces travaux expérimentaux ont étudié la fuite de plasma
et donc la formation d’un cedéme, et pas le saignement en soi, ¢’est-a-dire la perte de cellules

sanguines.

En plus de cet effet sur I’cedéme, les plaquettes semblent également intervenir dans le

maintien de la structure endothéliale. L’observation de la nécrose des cellules endothéliales au
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niveau des thyroides de chien suite a la perfusion de PPP dans 1’étude de Gimbrone suggére
que les plaquettes pourraient « nourrir » I’endothélium (Gimbrone et al., 1969). Cette notion
est confortée par des études de microscopie électronique montrant un affinement et des
fenestrations de I’endothélium des capillaires et des veinules post-capillaires de la langue chez
le lapin thrombopénique (Kitchens, 1977; Kitchens and Weiss, 1975). Ces altérations de
I’endothélium semblent apparaitre dans les heures suivant I’induction de la thrombopénie et
étre corrigées lors d’un retour a un compte plaquettaire normal (Kitchens and Weiss, 1975).
Elles ont également été observées sur des capillaires de biopsies cutanées et musculaires de
patients présentant une thrombopénie sévere (Kitchens and Pendergast, 1986). Il est tout de
méme important de noter que certains groupes n’ont pas mis en évidence de différence dans la
structure endothéliale des capillaires d’animaux thrombopéniques par rapport a des animaux
témoins (Dale and Hurley, 1977; Shepro et al., 1980).

D. Lathrombose artérielle et les traitements antiplaquettaires

Les plaquettes jouent un role majeur lors d’une thrombose artérielle, définie comme la
formation pathologique d’un thrombus, pouvant conduire a I’obstruction d’un vaisseau sanguin.
Le thrombus se formant dans une artere est majoritairement composé de plaquettes et de fibrine.
Il induit une réduction de I’apport en oxygéne dans les tissus en aval du vaisseau touché.
Lorsque le thrombus est adhérent a la paroi vasculaire, il est appelé thrombus mural et peut
conduire a un infarctus du myocarde lors d’une atteinte des arteres coronaires. Un thrombus
mural peut également se fragmenter et former des emboles entrainés dans la circulation
sanguine pouvant aller se loger dans les arteres cérébrales et mener a un AVC ischémique ou

dans les artéres pulmonaires et induire une embolie pulmonaire.

1. La physiopathologie de I’athérosclérose et la thrombose artérielle

La thrombose artérielle est la principale complication de 1’athérosclérose, une maladie
vasculaire chronigue évoluant tout au long de la vie d’un individu et générant la formation
d’une plaque d’athérome dans la paroi d’une artére. Le développement de cette plaque est

favorisé par des facteurs comme une dyslipidémie, une hypertension artérielle ou un diabete
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aboutissant a I’activation des cellules endothéliales et a I’expression de molécules d’adhérence
permettant le recrutement des leucocytes circulants, tout particulierement des monocytes
(Gimbrone and Garcia-Cardefia, 2016). Ces monocytes migrent alors dans I’intima et se
différencient en macrophages capables de phagocyter le cholestérol pour former des cellules
spumeuses. S’en suit la migration des cellules musculaires lisses vasculaires depuis la media
vers I’intima ou elles proliférent et synthétisent le collagéne et 1’élastine, composants de la
matrice extracellulaire, pour former la chape fibreuse recouvrant et stabilisant la plaque (Libby
et al., 2011). Les cellules spumeuses et les cellules musculaires lisses situées au centre de la
plaque sont sujettes a 1’apoptose et a la nécrose, induisant la libération des lipoprotéines de
faible densité (LDL) oxydés et générant une zone riche en cholestérol appelée cceur lipidique

ou cceur nécrotique de la plaque (Libby et al., 2011) (Figure 18).
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Figure 18 : Le développement d’une plaque d’athérosclérose. SMCs, cellules musculaires

lisses (D’apres Libby et al., 2011).
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Ces plaques d’athérosclérose présentent une €volution continue au cours de la vie d’un
individu. Leur croissance peut conduire, lorsqu’elles sont trés volumineuses, a des perturbations
de flux locales, augmentant le risque de thrombose. Une plaque d’athérosclérose contient
également du matériel fortement thrombogene, avec notamment du FT (Toschi et al., 1997) et
du collagene (van Zanten et al., 1994), qui peuvent étre exposés au flux sanguin lors de la
rupture de la chape fibreuse ou lors de son érosion progressive, conduisant ainsi a la formation

d’un thrombus ou d’emboles.

2. Lestraitements de la thrombose artérielle : focus sur les approches

pharmacologiques

La prise en charge de la thrombose artérielle dépend de sa sévérité et de I’artére touchée.
Une combinaison composée d’une approche de cardiologie interventionnelle ou chirurgicale et
d’un traitement pharmacologique est généralement utilisée pour un retour a une circulation
normale et pour éviter la récidive. L’intervention de revascularisation consiste le plus souvent
en une angioplastie, ¢’est-a-dire une intervention transluminale percutanée permettant d’insérer
un stent au niveau de la plaque d’athérosclérose dans le but de maintenir 1’artére ouverte. Il est
¢galement possible d’éliminer directement la plaque en la meulant ou en I’excisant
(athérectomie ou endartériectomie), de récupérer les emboles avec un cathéter ou encore de
réaliser un pontage permettant de contourner la partie sténosée via un greffon (Mehta et al.,
2016; Sorini Dini et al., 2019). Ces interventions s’accompagnent de traitements
pharmacologiques par des antiagrégants plaquettaires principalement, mais aussi par des

anticoagulants, permettant ensuite de réduire le risque de récidive.

2.1. L’aspirine et les traitements ciblant les récepteurs TP

L’aspirine est un agent antiplaquettaire largement utilisé en clinique. Elle inhibe les
COX de manieére irréversible, notamment la COX-1 plaquettaire, par acétylation d’un résidu
sérine, ce qui empéche la transformation de I’acide arachidonique en prostaglandines, la
formation de TxA2 et donc I’activation des récepteurs TP impliqués dans les voies

d’amplification de I’activation plaquettaire (Awtry and Loscalzo, 2000) (Figure 19). Il a éeté

69



proposé qu’elle permettrait également I’augmentation de la synthése de NO par les plaquettes
réduisant ainsi leur activation (Chakraborty et al., 2003). L’aspirine, pour son activité
antiplaquettaire, est généralement utilisée par voie orale a la dose de 75 mg par jour dans le
traitement et la prévention secondaire des maladies cardiovasculaires thrombotiques comme
I’infarctus du myocarde et I’AVC (Antithrombotic Trialists’ Collaboration, 2002).

Le traitement a 1’aspirine s’accompagne d’effets indésirables dont des saignements, qui
peuvent notamment survenir au niveau gastro-intestinal, et le développement d’ulcéres (Garcia
Rodriguez et al., 2016). En effet, 1’aspirine est un inhibiteur non sélectif de COX-1 présent dans
les plaquettes de maniere constitutive, mais aussi de COX-2 inductible dans la plupart des
cellules nucléées. La COX-2 est responsable de la synthése de prostaglandines protectrices de
la muqueuse gastrointestinale mais n’est généralement pas affectée lors d’une prise d’aspirine
a des doses antiplaquettaires. Des inhibiteurs de TxA2 synthase et des antagonistes des
récepteurs TP, plus spécifiques que I’inhibition des COX, ont été développés. Ils ne sont
cependant pas disponibles en clinique car les inhibiteurs de TxA2 synthase n’ont pas montré
d’effet antithrombotique du fait de I’accumulation de précurseurs du TxA2, PGG: et PGHy,
pouvant également activer les récepteurs TP, et I’utilisation d’antagonistes de TP n’a pas montré

de bénéfice par rapport a ’aspirine (Fontana et al., 2014).

2.2. Les antagonistes des récepteurs P2Y12

Une deuxieme classe d’antiplaquettaires largement utilisée en thrombose artérielle cible
le récepteur P2Yi,. Les antagonistes de ce récepteur comprennent, d’une part les
thiénopyridines avec la ticlopidine, le clopidogrel et le prasugrel, des pro-drogues dont les
métabolites actifs inhibent de maniére irréversible et sélective le récepteur P2Y 12 ; et d’autre
part les autres antagonistes avec le ticagrelor et le cangrelor, qui sont eux des inhibiteurs directs
et réversibles de P2Y 12 (Gachet, 2015) (Figure 19). Ces antithrombotiques sont utilisés dans la
prévention et le traitement des événements thrombotiques comme le syndrome coronarien aigu,
la thrombose sur stent et I’AVC ischémique (Bagi and Miller, 2019; Jamasbi et al., 2017).

La principale limite du ciblage de P2Y 1> est le risque de saignement qui augmente avec
le degré d’inhibition du récepteur, expliquant que les doses utilisées en clinique ne permettent
d’inhiber qu’environ 50% de 1’agrégation plaquettaire. De plus, des polymorphismes des génes

codant les cytochromes P 450 (CYP450) hépatiques, qui metabolisent le clopidogrel en
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métabolite actif, induisent une variabilité de réponse aux doses classiquement recommandées
de clopidogrel et donc un risque accru d’événements cardiovasculaires graves pour environ un

quart des patients traités (Gachet, 2006; Zhao et al., 2019).
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Figure 19: Les antiplaquettaires utilisés en clinique et les nouvelles cibles
pharmacologiques. AA, acide arachidonique; COX-1, cyclooxygénase-1; FW, facteur
Willebrand; GP, glycoprotéine; PAR, protease-activated receptor; PGH2, prostaglandine H2;
PLA2, phospholipase A2; PM, phospholipides membranaires; TA, thromboxane A2 synthase;

TP, récepteur au thromboxane et aux prostaglandines; TxA2, thromboxane A2.
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Une deuxieme limite d’un des traitements anti-P2Y12 actuellement utilisés en clinique,
le clopidogrel, est le temps de latence de quelques heures nécessaire pour atteindre 1’effet
antiplaquettaire maximal, ce qui est problématique dans une situation d’urgence (Gachet, 2005).
Récemment, un nouvel inhibiteur sélectif et réversible de P2Y 1> administré par voie sous-
cutané, appelé selatogrel, a été développé (Ufer et al., 2020). Il a été testé en essai clinique de
phase 2 chez des patients présentant un infarctus du myocarde et met en évidence un effet
antiplaquettaire rapide sans complications hémorragiques (Sinnaeve et al., 2020).

2.3. Labithérapie antiplaquettaire

Le traitement recommandé en prévention secondaire de la thrombose artérielle et chez
les patients devant subir une intervention coronarienne transcutanée s’appuie sur une bithérapie
antiplaquettaire composée d’aspirine et d’un inhibiteur de P2Y12. Cette recommandation fait
suite a I’essai clinique CURE qui a mis pour la premicre fois en évidence qu’une double thérapie
composée d’aspirine et de clopidogrel réduisait davantage les évenements cardiovasculaires, en
comparaison a I’aspirine seule, chez les patients présentant un syndrome coronarien aigu devant
subir une intervention coronarienne transcutanée lorsqu’elle est administrée avant
I’intervention (Mehta et al., 2001). L’essai CHARISMA a ensuite confirmé I’effet de cette
bithérapie dans la prévention secondaire a long terme des infarctus du myocarde (Bhatt et al.,
2006).

Les recommandations actuelles préconisent 1’utilisation du prasugrel ou du ticagrelor
dans les bithérapies. En effet, I’étude TRITON-TIMI 38 réalisée chez des patients a risque de
syndrome coronarien aigu devant subir une intervention coronarienne percutanée montre que,
en combinaison avec l’aspirine, le prasugrel réduit plus le risque cardiovasculaire que le
clopidogrel, mais il augmente le risque de saignement (Wiviott et al., 2007). De méme pour le
ticagrelor, 1’étude PLATO comparant la combinaison ticagrelor et aspirine a clopidogrel et
aspirine chez des patients avec un syndrome coronarien aigu a mis en évidence une réduction
significative du risque cardiovasculaire dans le groupe traité par ticagrelor, sans augmentation
du risque de saignement (Wallentin et al., 2009).

Malgré son efficacité dans la prévention secondaire de la thrombose artérielle, la
bithérapie antiplaquettaire n’est pas recommandée suite & un AVC ischémique. En effet, la
reperfusion de la zone ischémique suite a une thrombolyse désagrégeant le caillot ou une

thrombectomie consistant a rétirer ce dernier, peut induire une transformation hémorragique de
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I’AVC ischémique. Cette transformation hémorragique fait suite au retour du flux sanguin dans
un tissu ischémié ou les vaisseaux présentent une pérméabilité augmentée. Dans cette situation,
I’utilisation d’une combinaison d’antiagrégants plaquettaires amplifie le risque de

transformation hémorragique pouvant devenir fatal pour le patient.

2.4. Les inhibiteurs de I’intégrine allbf3

La troisieme classe d’antiplaquettaires utilisée en thrombose artérielle cible 1’intégrine
allbB3 grace a I’abciximab, qui est un fragment Fab d’un anticorps monoclonal chimérique,
I’eptifibatide, qui est un heptapeptide cyclique, et enfin le tirofiban, qui est un composé de
synthese dérivé de la tyrosine (Giordano et al., 2016) (Figure 19). Ces agents sont administrés
par voie intraveineuse lors de situations d’urgence comme 1’infarctus du myocarde ou lors
d’interventions coronariennes percutanées (Jamasbi et al., 2017) parce qu’ils constituent des
antiagrégants  plaquettaires particulierement efficaces. Cependant, leur utilisation
s’accompagne d’un risque hémorragique important, encore plus que pour les antagonistes du
récepteur P2Y1,. Afin d’élargir leur utilisation a la prévention secondaire des maladies
cardiovasculaires, des antagonistes d’alIbB3 oraux ont été développés. Des effets indésirables
conséquents comme un risque de saignement important et une augmentation de la mortalité ont
été rapporteés, ce qui a entrainé 1’arrét brutal de leur utilisation (Chew et al., 2001). Cette
augmentation de mortalité semble étre due a 1’apparition de thromboses suite a 1’activation
paradoxale des plaquettes par les antagonistes d’allbpB3 oraux. Les antagonistes d’allbf3
actuels ciblent cette intégrine qu’elle soit dans un état activé ou non, augmentant ainsi le risque
de saignement. Pour limiter ce risque de saignement, des agents ciblant seulement 1’intégrine
allbB3 sous sa forme activée, qui n’affecteraient pas 1’hémostase sont en cours de
développement : i) des fragment variables d’anticorps bloquant I’alIbB3 activée (Hohmann et
al., 2013; Ziegler et al., 2018) ; ii) de petites molécules n’induisant pas de changement de
conformation (Li et al., 2014) ; iii) des agents ciblant la signalisation outside-in de I’intégrine
plutot que I’intégrine elle-méme et sans impact sur la signalisation inside-out (Huang et al.,
2015; Shen et al., 2013).
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2.5. Les nouvelles cibles pharmacologiques

Les traitements pharmacologiques de la thrombose artérielle classiquement utilisés cités
plus haut, réduisent efficacement de risque de thrombose mais s’accompagnent d’un risque de
saignement augmenté. Une nouvelle approche serait donc de développer des stratégies

thérapeutiques ciblant d’autres récepteurs plaquettaires afin de réduire les saignements.

25.1. L’axe GPIb-1X-V/facteur Willebrand

Le complexe GPIb-IX-V est une cible antithrombotique intéressante puisqu’il est
impliqué dans 1’adhérence des plaquettes au sous-endothélium exposé suite a une Iésion, qu’il
joue un réle important en thrombose artérielle et qu’il n’est exprimé que sur les plaquettes et
les mégacaryocytes.

Une premicre stratégie pour cibler 1’effet de ce complexe est indirecte et consiste a
bloquer le domaine Al du FW correspondant a son site de liaison au complexe GPIb-1X-V.
Trois agents de ce type ont été développés. Le premier, un anticorps appelé caplacizumab, a été
testé en essai clinique de phase 1 a la suite duquel son profil de sécurité lui a permis de passer
en essai de phase 2. Ce dernier, réalisé chez des patients présentant un syndrome coronarien
aigu candidats a une angioplastie, a montré ses effets antithrombotiques, mais également une
augmentation des saignements qui a conduit a I’arrét de 1’étude (Bartunek et al., 2013).
Cependant, le caplacizumab est aujourd’hui utilisé dans le traitement du purpura thrombotique
thrombopénique, une pathologie due a I’inactivation de la métalloprotéinase ADAMTSI13
induisant la formation de multiméres de FW prothrombotiques, puisqu’il réduit les
complications thrombotiques, malgré une légére augmentation du risque de saignement
(Peyvandi et al., 2016; Scully et al., 2019). Le deuxiéme agent anti-domaine Al du FW est
I’ARC1779, un aptamere, qui montre une inhibition des fonctions plaquettaires dans les études
cliniques de phase 1 (Gilbert et al., 2007). Cependant, 1’essai de phase 2 chez des patients
subissant une endartériectomie a di €tre arrété suite a 1’observation d’une augmentation des
saignements dans le groupe traité par ARC1779, et ce malgré une mise en évidence de la
réduction des évenements thromboemboliques (Markus et al., 2011). Un troisieme agent, le
TAGX-0004 qui est également un aptamere ciblant le FW a récemment été identifié et semble

prometteur puisqu’il inhibe la formation du thrombus in vitro (Kazuya Sakai et al., 2019).
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Une deuxieme stratégie pour inhiber le complexe GPIb-IX-V consiste a cibler
directement la GPIba avec un antagoniste direct dérivé de venin de serpent, I’anfibatide, afin
d’empécher ’interaction GPIba — FW/thrombine. En préclinique, il a ét¢ montré que
I’anfibatide inhibe 1’adhérence et I’agrégation des plaquettes in vitro, qu’il inhibe la thrombose
in vivo et qu’il protége les souris dans un modéle d’AVC ischémique sans augmenter le risque
de saignement (Lei et al., 2014; Li et al., 2015). Un essai de phase 2 chez des patients présentant
un infarctus du myocarde avec élévation du segment ST candidats & une angioplastie est
actuellement en cours pour évaluer la sécurité et ’efficacité de I’anfibatide (NCT02495012)
(Figure 19).

D’autres molécules ciblant la GPIba sont en cours de développement dont ’h6B4-Fab,
un anticorps monoclonal humanisé bloquant la liaison du FW qui réduit efficacement la
thrombose artérielle chez le babouin sans effet sur le temps de saignement (Fontayne et al.,
2008), et la GPG-290, une protéine recombinante bloquant I’interaction GPIba - FW, ayant des
effets similaires dans des modeles canins (Wadanoli et al., 2007).

25.2. LaGPVI

I1 a été montré que la GPVI n’est pas indispensable a I’hémostase, qu’elle est impliquée
dans la thrombose artérielle et que son expression est limitée aux plaquettes et aux
mégacaryocytes, ce qui en fait une nouvelle cible antithrombotique potentiellement sure.
Plusieurs stratégies thérapeutiques visent a inhiber son activation.

La premiére repose sur le Revacept, une protéine dimérique recombinante, composée
de deux domaines extracellulaires de la GPVI reliés a la partie constante d’un IgG1 humain,
formant ainsi une GPVI-Fc. Cette stratégie consiste a mimer la GPVI, donc a lier le collagéne
exposé suite a une lésion, bloquant ainsi les sites de liaison de la GPVI. In vitro, il a été montré
que le Revacept réduit la formation d’un thrombus sur plaque d’athérosclérose en flux (Mojica
Mufioz et al., 2017). Une étude clinique de phase 1 a montré qu’il inhibe 1’agrégation
plaquettaire au collagene ex vivo apres administration a des volontaires sains, sans augmenter
le temps de saignement (Ungerer et al., 2011). Le Revacept est actuellement évalué en étude de
phase 2 chez des patients présentant une insuffisance coronarienne stable devant subir une
intervention percutanée (NCT03312855) ainsi que chez des patients présentant une sténose
symptomatique des artéres carotides, un accident ischéemique transitoire ou un AVC ischémique

(NCTO01645306). Les premiers résultats de cette derniere étude indiquent qu’une dose de 120
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mg de Revacept diminue de 46% 1’apparition d’un nouvel AVC péri-interventionnel comparé
au placebo (AdvanceCOR GmbH, 2020). De plus, une stratégie pour augmenter d’avantage
I’activité antithrombotique du Revacept est a 1’étude et consisterait a coupler la GPVI-Fc avec
une ecto-ADPase CD39, qui inhibe les effets de I’ADP (Degen et al., 2017).

Une deuxiéme stratégie thérapeutique consiste a cibler la GPVI avec le Fab d’un
anticorps monoclonal anti-GPVI humaine, 9012. Plusieurs études montrent que cet anticorps
inhibe la réponse au collagéne lors de I’agrégation plaquettaire et la formation de thrombus in
vitro dans un modele de perfusion de sang (Lecut et al., 2003). Aprés administration chez le
singe, le compte plaquettaire et les tests de coagulation restent inchangés (Ohlmann et al.,
2008). La version humanisée de ce Fab, I’ACTO017 aujourd’hui appelé glenzocimab, inhibe
¢galement I’agrégation des plaquettes de singe en réponse au collagéne (Lebozec et al., 2017).
Son effet inhibiteur de la thrombose expérimentale a pu étre confirmé in vivo dans une souris
humanisée pour la GPVI (Mangin et al., 2012). Le glenzocimab a été testé avec succes chez
I’Homme dans un essai clinique de phase 1 (Voors-Pette et al., 2019) et est désormais évalué
en essai clinique de phase 2 chez les patients présentant un AVC ischémique aigu en
complément de la prise en charge classique (NCT03803007). En plus de son effet de prévention
de la thrombose artérielle, le glenzocimab pourrait également étre bénéfique chez des patients
ou la thrombose est déja constituée puisqu’il a été montré qu’il limite la croissance du thrombus
une fois ce dernier formé (Mangin et al., 2018). De plus, il permet in vitro la désagrégation des
thrombi a la fois pauvres en fibrine et de ceux riches en fibrine lorsqu’il est combiné au rt-PA,
ce qui constitue un argument supplémentaire pour son utilisation chez les patients en phase

aigué d’infarctus du myocarde ou d’AVC ischémique (Ahmed et al., 2020) (Figure 19).

2.5.3. Les récepteurs PAR

Le récepteur plaquettaire de la thrombine, PAR-1 est considéré comme une cible
antithrombotique potentielle puisqu’il permet I’agrégation des plaquettes a la thrombine et qu’il
est impliqué en thrombose artérielle. Un antagoniste compétitif réversible de PAR-1, le
vorapaxar, a été approuve aux Etats-Unis et en Europe dans le cadre de la prévention secondaire
des événements ischémiques suite a un infarctus du myocarde ou a une maladie artérielle
périphérique, en complément du traitement par aspirine et clopidogrel (Moon et al., 2018;
Scirica et al., 2012). Son utilisation est cependant limitée : il est contre-indiqué en cas

d’antécédents d’AVC ou d’hémorragies cérébrales du fait du risque de saignements
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intracérébraux (Morrow et al., 2013). Pour pallier a son utilisation restreinte, d’autres
inhibiteurs de PAR-1 sont en cours développement avec notamment les parmodulines ciblant
uniquement la partie cytoplasmique du récepteur (Aisiku et al., 2015), ainsi que le SCH 79797
(Mohamed et al., 2016).

Les plaquettes humaines possédent un deuxiéme récepteur de la thrombine permettant
leur activation, le PAR-4, qui représente également une cible antiplaquettaire devenue d’autant
plus intéressante que le ciblage de PAR-1 semble augmenter le risque de saignement. Deux
antagonistes sélectif de PAR-4 sont en cours de développement. Le premier, BMS-986120, est
un antagoniste réversible de PAR-4 qui réduit I’agrégation des plaquettes a la thrombine et
montre, in vivo chez le primate, un effet antithrombotique important sans impact majeur sur
I’hémostase (Wong et al., 2017). Un essai clinique de phase 1 a mis en évidence son effet sur
I’agrégation plaquettaire et la formation de thrombus ex vivo, sans impact sur le temps de
saignement (Wilson et al., 2018). Le deuxieme antagoniste, BMS-986141, réduit la formation
de thrombus in vitro et, comme le premier, est sans impact majeur sur I’hémostase (Meah et al.,
2020). 1l est actuellement en essai de phase 2 pour étudier son effet sur la réduction de la
récurrence des AVC chez des patients présentant un historique d’AVC ou d’accident

ischémique transitoire (NCT02671461) (Figure 19).

Au-dela du complexe GPIb-1X-V, de la GPVI et des récepteurs PAR, d’autres cibles
pour le développement d’antiplaquettaires sont également évaluées comme la PI3Kf et le

récepteur P2Y1 (Majithia and Bhatt, 2019).

E. Les fonctions non hémostatiques des plagquettes

Au dela de leur role dans I’arrét du saignement, les plaquettes sont également impliquées
dans des fonctions non hémostastiques. Au niveau physiologique, les plaquettes jouent un réle
dans le développement embryonnaire et feetal et ce via CLEC-2 qui semble impliqué dans la
séparation des vaisseaux sanguins et lymphatiques. En effet, les souris KO pour CLEC-2 au
niveau des plaquettes (Finney et al., 2012; Osada et al., 2012) présentent du sang dans les
vaisseaux lymphatiques au cours du développement.

Les plaquettes participent également a I’angiogenése, importante lors du développement
mais aussi suite a une ischémie localisée, puisqu’elles libérent des facteurs pro-angiogéniques

depuis les granules o comme le VEGF, le PDGF ou I’EGF. Cette capacité des plaquettes
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activées a libérer des facteurs de croissance leur confere également un rdle dans la réparation

tissulaire ce qui facilite le recrutement de cellules inflammatoires et de fibroblastes.

Les plaquettes interviennent dans 1’immunité innée puisque leurs récepteurs toll-like
receptor (TLR)-1 a 9 sont en mesure de reconnaitre des pathogenes et d’initier une réponse
antimicrobienne. En réponse au lipopolysacharide (LPS), les TLR-4 des plaquettes lient les
bactéries et sécrétent des peptides antimicrobiens comme les thrombocidines, les kinocidines
et la thymosine B4 pour les éliminer (Tang et al., 2002; Yeaman, 2014). Cette interaction LPS
— TLR-4 favorise également ’interaction plaquettes — neutrophiles, conduisant a la formation

de NETs qui permettent d’éliminer les pathogenes (Clark et al., 2007).

Les plaquettes sont impliquées dans certaines pathologies comme la métastase tumorale.
Ceci a été mis en évidence par Gasic et ses collaborateurs qui ont montré qu’une thrombopénie
réduit la capacité de cellules tumorales a coloniser le poumon apres leur injection intraveineuse,
processus réversé lors d’une transfusion de plaquettes (Gasic et al., 1968).

Les plaguettes semblent également impliquées dans I’arthrite rhumatoide comme
suggéré par I’augmentation du compte plaquettaire, appelée thrombocytose, observée chez les
patients souffrant de cette maladie inflammatoire, qui est correlée a la sévérité de la maladie
(Hutchinson et al., 1976). Ce role des plaquettes dans I’arthrite rhumatoide a été confirmé dans
un modeéle murin pour lequel une déplétion des plaquettes conduit a une réduction de
I’inflammation (Boilard et al., 2010).

Enfin, les plaquettes semblent jouer un réle dans des maladies autoimmunes comme par
exemple le lupus érythémateux systémique. Ceci a été suggéré par I’augmentation d’activation
basale des plaquettes ainsi que du CD40L soluble dans le sérum des patients, les plaquettes
étant la principale source de cette protéine (Duffau et al., 2010). De plus, dans un modéle de
souris, une thrombopénie réduit la présence d’anticorps et I’infiltration de leucocytes (Duffau
etal., 2010).
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I11. L’inflammation

L’inflammation est un mécanisme physiologique de défense du systéme immunitaire en
réponse a une agression de I’organisme. Elle peut étre septique c’est-a-dire induite par un
pathogéne comme une bactérie, un virus ou un parasite, ou aseptique induite par un allergene
par exemple du pollen ou certains aliments, un agent physique comme un traumatisme ou une
brdlure, un agent chimique comme une toxine, ou encore une réaction auto-immune comme
dans le cas de la polyarthrite rhumatoide ou la sclérose en plaques (Hawiger and Zienkiewicz,
2019). L’inflammation peut étre aigué, caractérisée par une réponse a 1’agression immédiate et
de courte durée, au maximum quelques semaines, ou chronique persistant pendant plusieurs
mois voire des années. Elle est généralement bénéfique puisqu’elle permet d’éliminer I’agent
responsable de ’agression et de faciliter la réparation tissulaire. Cependant, elle peut devenir

délétere si elle est prolongée comme dans le cas des maladies auto-immunes.

A. Le mécanisme général de la réaction inflammatoire

La réaction inflammatoire fait intervenir en premier lieu la phase vasculaire qui est
caractérisée par quatre signes cardinaux : la rougeur, la chaleur, le gonflement et la douleur. En
effet, les leucocytes détectent un signal de danger, s’activent et sécretent des médiateurs
inflammatoires. Les phagocytes et les mastocytes sécretent notamment la prostacycline, les
leucotriénes, le facteur d’activation plaquettaire (PAF) et le NO induisant une relaxation des
cellules musculaires lisses vasculaires et donc une vasodilatation des artérioles et des capillaires
de la zone inflammatoire (Medzhitov, 2008). Cette vasodilatation conduit & une augmentation
de I’apport sanguin local et a un ralentissement du flux, induisant la rougeur et la chaleur au
site inflammatoire (Sherwood and Toliver-Kinsky, 2004). Ensuite, un cedéme apparait suite au
passage de plasma dans le tissu interstitiel, ce qui se traduit par un gonflement des tissus pouvant
comprimer les terminaisons nerveuses et déclencher la douleur. Cet cedeme est dii a une
augmentation de la pression hydrostatique suite a la vasodilatation locale et a I’augmentation
de perméabilité de la paroi des microvaisseaux sous I’effet des médiateurs inflammatoires
comme [’histamine, la bradykinine, les leucotrienes et les protéines du complément

(Medzhitov, 2008; Sherwood and Toliver-Kinsky, 2004). Enfin, la diapédése des leucocytes

79



permet leur transmigration hors de la circulation sanguine et leur accumulation au site
inflammatoire.

Par la suite, la phase cellulaire intervient avec la formation d’un granulome
inflammatoire composé de cellules endothéliales, de fibroblastes, de mastocytes et de
macrophages résidents, mais aussi de polynucléaires, de monocytes et de lymphocytes
provenant de la circulation. Enfin la phase de résolution comprend la détersion, ¢’est-a-dire
I’¢élimination des tissus 1ésés et des pathogénes, initiée par les polynucléaires et les macrophages
recrutés au sein du granulome inflammatoire puisqu’ils sont capables de phagocytose. Cette

derniére phase comprend également la réparation et la cicatrisation.

B. Les mécanismes cellulaires et moléculaires de la réaction inflammatoire

1. L’activation des cellules endothéliales

La libération de médiateurs inflammatoires par les cellules immunitaires lors d’une
agression de 1’organisme active les cellules endothéliales (Pober and Sessa, 2007). On trouve
d’une part les médiateurs inflammatoires activant des RCPG avec I’histamine qui est libérée
des granules des mastocytes et des basophiles suite a leur activation (Borriello et al., 2017) et
qui lie son récepteur H1 couplé a une protéine Ga situé sur les cellules endothéliales (Heltianu
et al., 1982). La signalisation via H1 conduit a I’activation de la PLCp et a ’augmentation de
la concentration de calcium intracellulaire (Rotrosen and Gallin, 1986). L’activation des
cellules endothéliales conduit a la libération de médiateurs lipidiques via la PLA2 avec
notamment le PAF, des leucotriénes et des prostaglandines dont la PGI2 impliquée dans la
vasodilatation (Sharma et al., 2010). De plus, la formation de complexes calcium-calmoduline
augmente la phosphorylation de la chaine 1égere de la myosine et initie la contraction de 1’actine
liée aux jonctions inter-endothéliales, induisant ainsi la formation d’espaces entre les cellules
endothéliales et des fuites vasculaires (Garcia et al., 1995).

D’autre part, les cytokines inflammatoires sécrétées par les leucocytes activés stimulent
également les cellules endothéliales: le facteur de nécrose tumorale o (TNFo) par
I’intermédiaire du récepteur TNFR1 et de la voie du nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells (NF«B), et I’interleukine (IL) 1 via son récepteur IL-1R. Cette activation

induit I’expression de molécules d’adhérence avec notamment la P-sélectine, la E-sélectine, le
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vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) et I’intracellular adhesion molecule 1 (ICAM-1)
qui permettent 1’interaction avec les intégrines des leucocytes (Pober and Sessa, 2007). Le
TNFa et I’IL-1 induisent aussi la production de cytokines et de chimiokines comme I’IL-1, I’IL-
6, I’IL-8 et le TNFa par les cellules endothéliales (Krishnaswamy et al., 1998; Nilsen et al.,
1998). Enfin, ces cytokines inflammatoires sont aussi responsables de 1’augmentation de la
perméabilité vasculaire par ouverture des jonctions endothéliales (Ganter et al., 2008; Royall et
al., 1989; Wojciak-Stothard et al., 1998).

Les mediateurs inflammatoires présentés ici ne sont pas les seuls a activer
I’endothélium, d’autres facteurs comme les LDL oxydées, le LPS et la protéine C réactive

jouent également ce réle (Menden et al., 2013; Verma et al., 2002).

2. Ladiapédese des leucocytes

La diapédése des leucocytes est définie comme le processus de migration des leucocytes
a travers la paroi vasculaire pour atteindre le site inflammatoire et se fait en plusieurs étapes :
1) I’adhérence transitoire et le roulement a la surface des cellules endothéliales ; ii) 1’arrét ; iii)
le crawling ; iv) la transmigration endothéliale ; v) et enfin, le passage de la membrane basale
(Ley et al., 2007) (Figure 20).

2.1. L’adhérence transitoire et le roulement des leucocytes

La premiere étape de la diapédése des leucocytes est leur adhérence faible et transitoire
a ’endothélium vasculaire activé exprimant des molécules d’adhérence, ce qui induit leur
roulement. Cette interaction fait intervenir la E-sélectine et la P-sélectine exposée a la surface
de cellules endothéliales activées ainsi que leurs ligands situés sur les leucocytes, le P-selectin
glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) principalement (Mehta et al., 1998; Norman et al., 1995, 2000;
Xia et al., 2002), mais aussi I’E-selectin ligand-1 (ESL-1) et le CD44 (Hidalgo et al., 2007).
L’adhérence transitoire fait également intervenir I’interaction entre les intégrines o4
leucocytaires, notamment le very late antigen-4 (VLA-4 ou a4p1) et VCAM-1 endothélial

(Chan et al., 2001). Enfin, I’adhérence transitoire peut également se faire par I’interaction entre
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les leucocytes déja adhérents et les leucocytes circulants via I’interaction entre la L-sélectine et
PSGL-1 (Walcheck et al., 1996).

Flux sanguin

ﬁ
ﬂ

. 1. Adhérence 2.Roulement 3. Arrét 4. Crawling 5. Transmigration

LFA-1 5
ICAM-1

Figure 20 : Les différentes étapes de la diapédése des leucocytes. ICAM-1, intracellular

adhesion molecule 1, LFA-1, Lymphocyte function-associated antigen I; Mac-1, macrophage
antigen-1; PSGL-1, P-selectin glycoprotein ligand-1; VLAA4, Very Late Antigen-4; VCAM-1,

vascular cellular adhesion molecule 1 (Adapté de Caster et al., 2017).
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2.2. L’arrét des leucocytes

Le roulement des leucocytes permet I’interaction de leurs RCPGs avec les chimiokines
libérées par les cellules endothéliales activées. En effet, les chimiokines comme 1’IL-8, le
CXCL1 ou le CXCL2 chargeées positivement sont immobilisées a la surface de 1’endothélium
par liaison a 1’héparane sulfate chargé négativement (Massena et al., 2010). Leur interaction
avec les RCPGs des leucocytes induit le changement de conformation des intégrines
leucocytaires vers un état de forte affinité pour les ligands (Madcsai et al., 2015). L’interaction
des intégrines lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1 ou aLLB2) et VLA-4 avec leurs
ligands endothéliaux respectifs, ICAM-1 et VCAM-1, permet I’arrét des leucocytes
(Nourshargh and Alon, 2014). L’implication de ces intégrines est confirmée par les déficits
d’adhérence leucocytaire de type 1 (LAD-I) et de type Il (LAD-III), caractérisés par une
mutation du géne codant pour les intégrines B2 ou pour la kindline-3, une protéine du
cytosquelette impliquée dans 1’activation des intégrines, conduisant a une réduction de I’arrét

des leucocytes (Das et al., 2020).

2.3. Le crawling des leucocytes

Lorsque les leucocytes sont fermement adhérés a I’endothélium, ils s’aplatissent et se
polarisent afin de réaliser le crawling, c’est-a-dire une migration a la recherche d’un site
compatible & leur transmigration. Cette étape fait intervenir I’interaction entre 1’intégrine Mac-
1 ou aMp2 des leucocytes et ICAM-1 des cellules endothéliales (Phillipson et al., 2006). En
effet, il a été mis en évidence que bloguer Mac-1 avec un anticorps ou utiliser des neutrophiles
déficients en Mac-1 réduit les déplacements des leucocytes (Phillipson et al., 2006; Schenkel et
al., 2004). PSGL-1 serait également impliqué dans le crawling puisque les neutrophiles de
souris déficientes pour le PSGL-1 voient leur crawling réduit (Sreeramkumar et al., 2014). Il
dépendrait aussi de LFA-1 et du Vav guanine nucleotide exchange factor 1 (VAV-1), impliqués

dans la migration directionnelle (Phillipson et al., 2009; Schenkel et al., 2004).

2.4. Latransmigration des leucocytes

Une fois le site de transmigration repéreé, les leucocytes adhérants se trouvent entoures

de régions de cellules endothéliales riches en ICAM-1 et VCAM-1, formant une structure de
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type «coupe de transmigration » (Barreiro et al., 2008; Carman and Springer, 2004). Les
leucocytes peuvent alors effectuer I’extravasation hors des vaisseaux sanguins depuis la face
luminale jusqu’a la face basale des cellules endothéliales. Elle peut se faire par la voie
paracellulaire par les jonctions entre les cellules endothéliales ou par la voie transcellulaire

directement a travers les cellules endothéliales.

La transmigration paracellulaire

La transmigration paracellulaire est la voie la plus fréquemment empruntée par les
leucocytes avec jusqu’a 90% des passages. Elle s’effectue entre deux cellules endothéliales
adjacentes, au niveau des jonctions cellulaires.

Suite a I’interaction des intégrines des leucocytes avec ICAM-1 et VCAM-1 des cellules
endothéliales, la transmigration paracellulaire est régulée par la VE-cadhérine des jonctions
intermédiaires selon plusieurs mécanismes : i) la phosphorylation de la VE-cadhérine la
dissocierait du cytosquelette d’actine, aboutissant ainsi a 1’ouverture des jonctions et a la
transmigration des leucocytes (Allingham et al., 2007; Turowski et al., 2008) ; ii) la dissociation
de la vascular endothelial protein tyrosine phosphatase de la VE-cadhérine, qui maintient la
VE-cadhérine dans un état déphosphorylé, faciliterait sa phosphorylation (Broermann et al.,
2011; Nottebaum et al., 2008) ; et iii) la redistribution de la VE-cadhérine a distance des
jonctions du site inflammatoire favoriserait aussi la transmigration (Allport et al., 2000; Shaw
et al., 2001). De plus, d’autres molécules de jonctions comme la platelet endothelial cell
adhesion molecule-1 (PECAM-1), la molécule d’adhérence de jonction-A (JAM-A) et CD99
sont également impliquées dans la transmigration paracellulaire (Lou et al., 2007; Muller et al.,
1993; Woodfin et al., 2007). Au-dela des mécanismes directement liés aux molécules de
jonctions, la liaison des leucocytes aux cellules endothéliales augmente également les niveaux
de calcium cytosolique de I’endothélium (Huang et al., 1993), induisant la contraction des
cellules endothéliales et la formation de trous entre elles ce qui favorise la transmigration (Saito
etal., 1998).

La transmigration transcellulaire

La transmigration transcellulaire est plut6t rare et intervient surtout au niveau de la
barriére hémato-encéphalique du fait de la présence de nombreuses jonctions serrées réduisant
le passage paracellulaire. Ce type de transmigration nécessite la mise en place d’un canal
transcellulaire entre les membranes endothéliales apicales et basales (Carman et al., 2007). Le

crawling des leucocytes, le regroupement d’ICAM-1, I’intervention de PECAM-1 et de JAM-
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A (Carman, 2009), mais également 1’extension de protrusions leucocytaires dans les

membranes des cellules endothéliales, sont nécessaires.

2.5. Le passage des leucocytes a travers la membrane basale

Aprés le passage de la couche de cellules endothéliales, les leucocytes doivent
également traverser la membrane basale sous-jacente afin de terminer la transmigration dans le
milieu interstitiel. La membrane basale présente une distribution irréguliére de ses composants
avec des zones ou I’expression des laminines et du collagéne est fortement réduite (Voisin et
al., 2010; Wang et al., 2006). Il a été proposé que les neutrophiles dégraderaient les composants
de la membrane basale, dont le collagene 1V, le nidogene, les protéoglycanes et les laminines,
du fait de I’expression a leur surface de protéases comme 1’¢lastase et les métalloprotéases
matricielles, ce qui leur permettrait de se frayer un chemin (Cepinskas et al., 1999; Delclaux et
al., 1996; Keck et al., 2002; Wang et al., 2005). De plus, au niveau des capillaires et des veinules
post-capillaires, des péricytes enchassés dans cette membrane forment une couche discontinue
de cellules et il a été montré que les zones de faible expression en laminines et en collagéene
correspondraient aux zones de discontinuité des péricytes (Voisin et al., 2010; Wang et al.,
2006). Ces zones representeraient la localisation préférentielle de passage des leucocytes

puisqu’elles présentent une moindre résistance.

C. Lerole des plaquettes dans I’inflammation

La participation des plaquettes aux processus inflammatoires est bien documentée. Elle
est notamment mise en évidence par la réduction du recrutement des neutrophiles lors d’une
thrombopénie dans certains modeles inflammatoires comme la dermatite cutanée (Hara et al.,
2010), I’hypersensibilité de contact (Tamagawa-Mineoka et al., 2007) et la péritonite (Kornerup
et al., 2010; Petri et al., 2010). L’ implication des plaquettes dans 1’inflammation est basée sur
deux mécanismes distincts. D’une part, un réle direct lié a la capacité des plaquettes a interagir
physiquement avec les acteurs de I’inflammation dont les cellules endothéliales activées et les
leucocytes ce qui facilite le recrutement de ces derniers au site inflammatoire. D’autre part, un

réle indirect par lequel les plaquettes activées liberent le contenu de leurs granules menant a la
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régulation des cellules immunitaires. Les différentes interactions moléculaires impliquées dans
ce processus sont résumées dans le Tableau 2.

La participation des plaquettes au processus inflammatoire peut également conduire &
un phénomene appelé thromboinflammation. Il survient notamment lors de I’AVC ischémique
ou une activation de I’endothélium induite par 1’ischémie entraine le recrutement de plaguettes
et de leucocytes (De Meyer et al., 2016). 1l a également été mis en évidence que les patients
souffrant d’un AVC ischémique, présentent une augmentation des complexes leuco-
plaquettaires, indiquant une coopération entre ces deux types cellulaires dans la pathologie
(McCabe et al., 2005).
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Tableau 2 : Résumé des interactions moléculaires impliquant les plaquettes dans 1’inflammation.
CD40L, CD40 ligand; EMMPRIN, extracellular matrix metalloproteinase inducer; FW, facteur
Willebrand; GP, glycoprotéine; HMGBI1, high-mobility group box 1; ICAM, intracellular adhesion
molecule; 1L, interleukine; LFA-1, lymphocyte function-associated antigen-1; Mac-1, macrophage-1
antigen; MMP, métalloprotéases matricielles; NAP2, neutrophil activating peptide 2; NETs, neutrophil
extracellular traps; PAF, facteur d’activation plaquettaire; PF4, facteur plaquettaire 4; PSGL-1, P-selectin
glycoprotein ligand-1; RANTES, regulated upon activation normal T cell expressed and presumably

secreted; ROS, especes réactives de I’oxygene; VEGEF, facteur de croissance endothélial vasculaire.

Plaquettes — cellules endothéliales Plaquettes — cellules immunitaires
Récepteur/molécule Effet Récepteur/molécule Effet
impliqué(e) impliqué(e)
CD40L — CD40
CD40 — CD40L

Recrutement des

ICAM2 —Mac-1
leucocytes

ICAM-2 —-LFA-1
GPVI - EMMPRIN

Recrutement des

w
z
b=
=
w
-
g P-sélectine — PSGL-1 P-sélectine — PSGL-1 leucocytes
g GPIba — P-sélectine 5 3 . oIIbB3 — fibrinogéne —  Agrégats plaquettes —
g." CD40L — CD40 Ai:‘i:;gs ciets Mac-1 leucocytes
@ oIIbB3 — FW — avf3 o R Formation de NETs
= libération du contenu
@ oIIbp3 — ICAM-1 o .
= R des granules Recrutement des
= oITbB3 — fibrinogéne — T—
= eucocytes
- ICAM-1
z Agrégats plaquettes -
i GPo-Macl  p T e
a GPIb—LFA-1 5 o s
= leucocytes (élastase.
- MMP., libération de
ROS)
Formation de NETs
@ IL1-B Recrutement des
E Sérotonine leucocytes
= NAP2
7]
w
2 Augmentation de la R retids
g VEGE perméabilité HMGB1 -
E = J 3 endothéliale ; 4
=2 @ Sérotonine e Formation de NETs
S E PAF facilitant la
= % transmigration des Recrutement des
= neutrophiles leucocytes
=] B : §
2 RANTES Degnanulatl?n des
= PF4 leucocytes (élastase.
= MMP. libération de
-

ROS)
Formation de NETs
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V. Les saignements en conditions inflammatoires

Les saignements en conditions inflammatoires se manifestent dans différents territoires
vasculaires. Au niveau de la peau, on constate la présence de pétéchies caractérisées par des
points rouges, causes par un saignement mineur dd a la rupture de capillaires, ne disparaissant
pas a la vitropression et d’un diamétre inférieur a 10 mm. Ces saignements cutanés sans gravité
en tant que tels peuvent cependant étre le signe d’une pathologie sous-jacente plus grave comme
un sepsis sévere ou une méningite bactérienne. Au niveau d’autres organes, par exemple dans
le cerveau, les saignements en condition inflammatoire sont généralement dus a la
transformation hémorragique d’un AVC ischémique. On en trouve eégalement au niveau des
poumons suite & une pneumonie ou a une bronchite par exemple (Earwood and Thompson,
2015). Les conséquences sont alors bien plus graves qu’au niveau cutané. Dans la suite de ce
travail, nous nous sommes focalisés tout particulierement sur ces trois organes, la peau, le

cerveau et les poumons.

A. Le rdle des neutrophiles dans le déclenchement des saignements en conditions

inflammatoires

Deux groupes ont montré un réle majeur des neutrophiles dans I’induction des
saignements cutanés en condition inflammatoire dans un modéle murin de vascularite induite
par des complexes immuns, aussi appelée réaction passive inversée d’Arthus (rpA). En effet,
une déplétion de plus de 70% des neutrophiles réduit fortement I’apparition des saignements
(Gros et al., 2015; Hillgruber et al., 2015). C’est la transmigration des neutrophiles qui a été
identifiée comme 1’étape clé de ce processus puisqu’elle induit la formation de trou au niveau
de la paroi vasculaire et de ce fait, I’apparition de saignements, comme mis en €vidence grace
a I’inhibition pharmacologique de la transmigration et I’'imagerie intravitale (Hillgruber et al.,
2015).

Ce role des neutrophiles dans 1’induction des saignements en conditions inflammatoires
a également été €tudié au niveau d’autres organes chez la souris. Au niveau pulmonaire, leur
role semble proche de celui retrouvé au niveau cutané puisqu’une déplétion des neutrophiles
réduit D’apparition de saignements, tout comme une inhibition pharmacologique de leur

transmigration (Hillgruber et al., 2015). Un résultat similaire a également été observé au niveau
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rénal suite a I’inhibition d’infiltration des neutrophiles dans un modele de glomérulonéphrite
(Hirahashi et al., 2009). Pour ce qui est du cerveau, une transmigration des neutrophiles comme
inducteur de saignements n’a pas encore été décrite, malgré la mise en évidence de leur

recrutement suite a une inflammation.

B. La participation des plaquettes dans le déclenchement des saignements en

conditions inflammatoires

La capacité des plaquettes a interagir avec les cellules endothéliales activées et a
permettre le recrutement des neutrophiles (Tableau 2) implique qu’elles participent au
processus d’induction des lésions endothéliales menant aux saignements en situation
inflammatoire. Ce role a été¢ démontré lors d’une thrombopénie chez la souris, par une
diminution tissulaire de la concentration de myéloperoxydase (MPO), un marqueur
de I’infiltration des neutrophiles, et par des observations intravitales qui ont montré un

recrutement moindre de leucocytes dans les tissus (Gros et al., 2015; Hillgruber et al., 2015).

C. Lerole des plaquettes dans I’arrét des saignements en conditions inflammatoires

Méme si les plaquettes facilitent le recrutement des neutrophiles, leur role majeur est
d’arréter les saignements en conditions inflammatoires. Ceci est notamment illustré dans une
publication qui décrit le cas d’un patient présentant une thrombopénie modérée, qui suite a un
coup de soleil a développé des pétéchies localisées au niveau de la zone inflammatoire (Carbo
et al., 2009).

Le role des plaquettes dans I’arrét des saignements en conditions inflammatoires a été
étudié dans différents modeles expérimentaux, comme la réaction passive inversée d’Arhtus
(rpA), I’inflammation pulmonaire induite par du LPS ou encore 1’occlusion transitoire de
I’artére cérébrale moyenne (tMCAO). A noter qu’une limite de ces modeles, impliquant qu’ils
ne reflétent pas tout a fait la situation chez I’Homme, est qu'une thrombopénie sévere est
requise pour observer des saignements, c’est-a-dire moins de 5% du compte plaquettaire
normal. Cette observation a été faite par plusieurs groupes et dans plusieurs modeéles,

notamment i) des modéles cutanés comme la rpA (Boulaftali et al., 2013; Deppermann et al.,
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2017; Goerge et al., 2008; Gros et al., 2015; Hillgruber et al., 2015; Lee et al., 2017; Rayes et
al., 2018a), la dermatite irritante de contact (Goerge et al., 2008; Hillgruber et al., 2015) ou
celle due aux rayonnements UV (Hillgruber et al., 2015) ii) des modéles pulmonaires qu’ils
soient induits par les LPS (Boulaftali et al., 2013; Deppermann et al., 2017; Goerge et al., 2008;
Hillgruber et al., 2015; Lax et al., 2017; Lee et al., 2017; Rayes et al., 2018a) ou par rpA (Rayes
et al.,, 2018a) ; et iii) des modéles cérébraux d’ischémie reperfusion induits par occlusion
transitoire de 1’artére cérébrale moyenne (tMCAOQ) (Goerge et al., 2008; Zhao et al., 2009). On
retrouve aussi des saignements en conditions inflammatoires en cas de thrombopénie dans des
modeles de glomérulonéphrite a complexes immuns (Hirahashi et al., 2009), d’infection virale
(lannacone et al., 2008) ou de tumeur solide (Demers et al., 2011; Ho-Tin-Noé et al., 2008,
2009).

1. Les plaquettes dans I’arrét des saignements en conditions

inflammatoires : mécanismes cellulaires

Concernant le mécanisme cellulaire, il a été proposé que I’arrét des saignements en
conditions inflammatoires se ferait via des plaquettes individuelles qui couvriraient les zones
de passage des neutrophiles a travers les cellules endothéliales créant une barriere physique
bouchant ainsi les lésions, un role donc purement mécanique (Gros et al., 2014). Ce phénomeéne
pourrait différer du processus hémostatique classique dans le sens ou seulement une ou
plusieurs monocouches de plaquettes sont formées, par rapport a un clou hémostatique qui
contient de tres nombreuses plaquettes agrégées (Gros et al., 2015). En plus de leur role
purement mécanique, il a également été proposé que les plaquettes pourraient sceller les breches
vasculaires induites par le passage des neutrophiles en sécrétant le contenu de leurs granules
(Gros et al., 2014, 2015). En effet, méme en I’absence d’agrégation, I’interaction des plaquettes
avec les protéines matricielles exposées au niveau des lésions endothéliales entrainerait la
libération de facteurs solubles comme 1’angiopoiétine-1 et la sphingosine-1-phosphate (S1P)
ayant la capacité de resserrer les jonctions endothéliales (Gros et al., 2014; Herzog et al., 2013;
Ollivier et al., 2014) (Figure 21).
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Figure 21: Le role des plaquettes dans D’arrét du saignement en conditions
inflammatoires. Angl, angiopoiétine 1; S1P, sphingosine-1-phosphate (Adapté de Gros et al.,
2015).
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2. Les plaquettes dans I’arrét des saignements en conditions

inflammatoires : mécanismes moléculaires

Le role de la GPVI dans I’arrét des saignements en condition inflammatoire a été mis
en évidence dans le modéle de rpA cutané chez des souris génétiquement déficientes pour ce
récepteur (GPVI7) (Gros et al., 2015; Rayes et al., 2018a) et chez des souris fortement
thrombopéniques transfusées avec des plaquettes déficientes en GPVI (Boulaftali et al., 2013).
La GPVI serait également impliquée dans 1’arrét de ces saignements au niveau du myocarde
(Pachel et al., 2016) et de tumeurs solides (Volz et al., 2019). Au niveau pulmonaire, un modéle
d’inflammation basé sur l’inoculation intranasale de LPS et la transfusion de plaquettes
déficientes en GPVI a des souris thrombopéniques suggere également un rdle de ce récepteur
(Boulaftali et al., 2013), qui n’a pas été confirmé chez des souris GPVI’" (Rayes et al., 2018a).
Enfin, la GPVI n’est pas impliquée dans ’arrét des saignements cérébraux en condition
inflammatoire (Kleinschnitz et al., 2007; Kraft et al., 2015).

Le role d’un deuxiéme récepteur ITAM plaquettaire, CLEC-2, dans I’arrét des
saignements en conditions inflammatoires a également été évalué. Son implication a été mise
en évidence dans un modele de rpA et un modele d’inflammation pulmonaire au LPS basé sur
de la transfusion de plaquettes (Boulaftali et al., 2013), mais n’a pas été confirmé chez des
souris déficientes pour CLEC-2 au niveau plaquettaire (Rayes et al., 2018a). Cependant,
I’utilisation de souris déficientes a la fois pour GPVI et CLEC-2 met en évidence des
saignements cutanés plus importants que pour les souris GPVI7- (Rayes et al., 2018a), indiquant
une coopération entre ces deux récepteurs ou GPVI jouerait un réle majeur et CLEC-2 un réle

mineur.

Les saignements cutanés en conditons inflammatoires observés chez les souris
déficientes pour GPVI et CLEC-2 restent moins importants que ceux retrouvés chez les souris
thrombopéniques, indiquant I’implication probable d’autres récepteurs plaquettaires. Parmi ces
autres récepteurs potentiels, on trouve le complexe GPIb-1X-V et I’intégrine allbp3 impliqués
dans I’arrét des saignements suite a un traumatisme. L’utilisation de souris transgéniques
exprimant un complexe GPIb-1X-V non fonctionnel, ou la partie intracellulaire et
transmembranaire de la GPlba est couplée a la partie extracellulaire du récepteur ILAR humain
(hIL-4R0o/GPIba), ou des souris KO pour son principal ligand, le FW, ne présentent pas de
saignements aux points inflammatoires dans un modéle de rpA cutanée, indiquant que ce

récepteur ne joue pas de role majeur dans I’arrét des saignements en condition inflammatoire
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au niveau de la peau (Goerge et al., 2008; Rayes et al., 2018a). De méme, au niveau cérébral et
dans les tumeurs solides 1’absence de GPIb-IX-V fonctionnel n’induit pas de saignement (Ho-
Tin-Noé et al., 2008; Kleinschnitz et al., 2007; Kraft et al., 2015). Cependant, au niveau
pulmonaire des saignements modérés apparaissent chez les souris hlL-4Ro/GPIba suite a
I’inoculation intranasale de LPS suggérant un réle modeste du complexe GPIb-1X-V dans
I’arrét des saignements en condition inflammatoire pulmonaire, mais pas lors d’une rpA
pulmonaire (Rayes et al., 2018a).

Pour sa part, I’intégrine alIbp3 ne semble a premiére vue pas impliquée dans I’arrét des
saignements en condition inflammatoire au niveau cutané puisque les souris totalement
déficientes pour les intégrines B3 ou traitées par un anticorps anti-allbf3 ne présentent pas de
saignement dans un modele de rpA (Deppermann et al., 2017; Goerge et al., 2008). Comme
pour la peau, I’intégrine allbB3 ne semble pas impliquée au niveau des poumons ou d’une
tumeur solide (Ho-Tin-Noé et al., 2009; Rayes et al., 2018b). En revanche, au niveau cérébral,
un inhibiteur d’allbp3 induit des saignements intracraniens dans le modéle de tMCAO
(Kleinschnitz et al., 2007; Kraft et al., 2015).

L’implication d’autres récepteurs plaquettaires dans D’arrét des saignements en
conditions inflammatoires a également été étudiée. L utilisation d’un modele de rpA cutanée et
de LPS intranasal avec transfusion de plaquettes, a montré que les récepteurs TP, P2Y 1, et
PAR4 ne seraient pas impliqués dans 1’arrét de ces saignements (Boulaftali et al., 2013). En
revanche, dans un modele de colite, il a été mis en évidence que le P2X¢, un récepteur de I’ATP,
serait nécessaire a I’arrét des saignements intestinaux en condition inflammatoire (Wera et al.,
2020). Enfin, la P-sélectine ne semble pas jouer de role majeur dans 1’arrét des saignements en
condition inflammatoire au niveau de la peau (Goerge et al., 2008) alors que le triggering
receptor expressed on myeloid cells (TREM) like transcript — 1 (TLT-1), serait pour sa part

impliqué (Jessica et al., 2018).

En résumé, I’ensemble de ces données de la littérature met en évidence que 1’arrét des
saignements en conditions inflammatoires au niveau de la peau est indépendant des principaux
récepteurs classiqguement impliqués dans I’arrét des saignements suite a un traumatisme, a
savoir le complexe GPIb-1X-V et I’intégrine allbf3, mais qu’il dépend des récepteurs ITAMs
GPVI et CLEC-2. De plus, la contribution des différents récepteurs plaquettaires dépend de
I’organe observé, surement du fait des conditions rhéologiques différentes, et probablement

¢galement du mécanisme déclenchant I’inflammation (Tableau 3).
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Tableau 3: Résumé des récepteurs plaquettaires impliqués dans I’arrét des saignements en
conditions inflammatoires. CalDAG-GEF], calcium and DAG-regulated guanine-nucleotide-exchange
factor; CLEC-2, C-type lectin-like receptor-2; FcyR, chaine y des récepteurs Fc; FW, facteur Willebrand,

GP, glycoprotéine; IL, interleukine; LPS, lipopolysaccharide; rpA, réaction passive inversée d’Arthus;

PAR-4, protease-activated receptor-4; tMCAOQ, occlusion transitoire de I’artére cérébrale moyenne.

Modeéles expérimentaux Références
Cutané Pulmonaire Cérébral
rpA hIL4Re-GPIba ou LPS hIL4Ro-GPIbo tMCAO anti- Goerge et al, 2008
> FW-" : absence de ou FW--: GPIba : absence de Rayes et al, 2018
o saignement saignements modérés saignement Kleinschnitz et al,
2 ; _ 2007
& rpA hIL4Ro-GPIba : Kraft et al. 2015
Q absence de
saignement
rpA ou dermatite irritante Goerge et al.2008
de contact FcyR ™" : Sylvestre et al, 1994
absence de saignement Gros et al. 2015
o Rayes et al, 2018
= IPA GPVIt ’ Boulaftali et al, 2013
2-3 FABnSEIR Kleinschnitz et al.
rpA transfusion LPS transfusion tMCAO traitement 2007
traitement JAQ.1 : traitement JAQ.1 : JAQ.1 : absence de Kraft et al. 2015
réduction des réduction des saignement
saignements saignements
rpA PF4Cre-CLEC-2 : LPS PF4Cre-CLEC-2 Rayes et al, 2018
& absence de saignement : absence de Boulaftali et al. 2013
O saignement
=
d rpA transfusion CLEC-2- LPS transfusion
- : réduction des CLEC-2"" : réduction
saignements des saignements
rpA GPVI'- + PF4Cre- LPS GPVI'~ + anti- Rayes et al, 2018
a CLEC-2 : saignements podoplanine : absence Boulaftali et al. 2013
E" plus important que de saignement
E)J GPVI™"-
ot rpA transfusion LPS transfusion
; traitement JAQ.1 + traitement JAQ.1 +
s CLEC-2" : pas de CLEC-2"": pas de
réduction des réduction des
saignements saignements
& » rpA transfusion PAR4™- LPS transfusion Boulaftali er al. 2013
+ g | T clopidogrel +aspirine PAR4™- + clopidogrel
a% ou individuellement : + aspirine : correction
a i correction des des saignements
R saignements
rpA B3 total ou LPS anti-oIIbp3 : tMCAO anti- Goerge et al, 2008
Q CalDAG-GEFI"~ ou anti- absence de olTbP3 : Rayes et al, 2018
% oITbPB3: absence de saignement saignements Kleinschnitz et al.
saignement 2007
Kraft et al. 2015
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Problematisation du sujet et objectifs de la these

Les traitements antithrombotiques utilisés en clinique, malgré leur efficacité dans la
réduction de la thrombose, présentent un risque de saignement. Disposer d’agents qui
inhiberaient la thrombose artérielle mais avec un risque hémorragique faible représenterait une
avancée majeure. Un premier objectif de ma thése a porté sur la caractérisation et
I’identification de nouvelles cibles antiplaquettaires potentiellement plus sdres. Deux agents
anti-GPV1 ont été évalués favorablement dans des essais cliniques de phase 1. Ils ne présentent
pas d’impact sur I’hémostase et sont en cours d’évaluation dans le traitement de la thrombose
artérielle dans des essais de phase 2. Il semble donc essentiel de parfaitement maitriser le rdle
de ce récepteur dans la formation d’un thrombus. Récemment, le laboratoire a identifié le
fibrinogéne comme un nouveau ligand de la GPVI impliqué dans la croissance du thrombus
chez ’Homme. Un travail auquel j’ai participé (voir Annexe) a montré que la GPVI, par son
interaction avec le fibrinogéne, joue également un réle dans la stabilité du thrombus chez
I’Homme. Afin d’étudier ce réle in vivo, j’ai mené une étude ayant pour but de confirmer dans
la souris, le role de la GPVI dans la croissance et la stabilité d’un thrombus.

En parallele, mon travail de thése s’est intéressé a I’intégrine a5B1 plaquettaire, qui est
connue pour étre un récepteur de la fibronectine, mais dont I’'importance en hémostase et en
thrombose artérielle n’était pas connue. L’objectif de ce travail était d’évaluer I’intérét de cibler
cette intégrine dans le cadre d’une approche antithrombotique.

Les plaquettes jouent un role important dans le maintien de 1’intégrité vasculaire et sont
impliquées dans I’arrét du saignement en conditions inflammatoires. Au niveau moléculaire,
des études réalisées au cours des 15 derniéres années décrivent un réle important des récepteurs
plaquettaires GPVI et CLEC-2 dans ce processus, contrairement au complexe GPIb-1X-V et a
I’intégrine allbB3. Etant donné que GPVI et CLEC-2 ne sont pas des récepeurs d’adhérence
plaquettaire, se pose la question des récepteurs assurant le recrutement des plaquettes, un réle
qui pourrait étre joué par les intégrines de la famille B1. L’objectif de mon travail a consisté a
étudier le role des intégrines dans I’arrét du saignement en conditions inflammatoires dans
différents modéles expérimentaux en me focalisant sur les intégrines B1 et en revisitant celui de

I’intégrine allbp3.
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Comparaison du role de la GPVI humaine et murine dans la

croissance et la stabilité du thrombus

Publication 1 :

« Differential role of glycoprotein VI in mouse and human thrombus progression and
stability »

Emily Janus-Bell**, Muhammad Usman Ahmed'*, Nicolas Receveur!, Clarisse Mouriaux?,
Bernhardt Nieswandt?, Elizabeth E. Gardiner®, Christian Gachet!, Martin Jandrot-Perrus*®,

Pierre H. Mangin?

1Université de Strasbourg, INSERM, EFS Grand-Est, BPPS UMR-S1255, FMTS, F-67065
Strasbourg, France; 2Institute of Experimental Biomedicine, University Hospital and Rudolf
Virchow Center, University of Wiirzburg, Germany; *ACRF Department of Cancer Biology
and Therapeutics, The John Curtin School of Medical Research, The Australian National
University, Canberra, Australia; “Université de Paris INSERM, Hépital Bichat, Paris, France;

SActicor Biotech, Paris, France

* These authors contributed equally to this work.

Thromb Haemost. 2020 Oct 29. doi: 10.1055/s-0040-1718737.
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Introduction

La GPVI est un récepteur spécifique des plaquettes qui est considéré comme une cible
antithrombotique potentiellement sdre. Elle est principalement connue pour étre un récepteur
d’activation des plaquettes au collagéne, mais en 2018, le laboratoire a publi¢ que I’interaction
GPVI - fibrinogéne favorise également ’activation plaquettaire participant a la croissance du
thrombus (Mangin et al., 2018). Dans cet article, il a également été observé que la GPVI
humaine, mais pas celle de souris, facilite ’activation plaquettaire sur fibrinogéne en condition
statique. Plus récemment, une publication du laboratoire a laquelle j’ai contribué, a montré que
I’interaction entre la GPVI et le fibrinogene est également importante pour assurer la stabilité
du thrombus (Ahmed et al., 2020). Ce travail a été essentiellement réalisé grace a des
expeériences in vitro avec du sang humain et nous avons, par la suite, voulu confirmer le role de
la GPVI dans la croissance et la stabilité du thrombus in vivo chez la souris.

Pour cela, il a d’abord fallu confirmer les résultats in vitro obtenus chez I’Homme dans
le systeme murin. Pour étudier le réle de la GPVI dans la stabilité du thrombus, nous avons
utilisé un modele de perfusion de sang anticoagulé de souris sur du collagene afin de préformer
des agrégats riches en plaquettes, puis nous avons perfusé du tampon sur ces agrégats afin d’en
tester la stabilité. Nous avons également évalué le role de la GPVI de souris dans la croissance
du thrombus. Pour cela, nous avons utilisé un modéle de perfusion de sang de souris sur du
collagene ainsi que la microscopie confocale pour mesurer le volume des thrombi formés.
L’objectif initial de ce travail était de confirmer le rdle de la GPVI de souris dans la croissance
et la stabilité des thrombi afin de générer les résultats nécessaires avant de commencer les
expériences in vivo. Cependant, il a abouti a I’identification d’une différence d’espéces quant a
la fonction de la GPVI.

Ce travail, pour lequel j’ai signé premier auteur, a été accepté sous forme de lettre a

I’éditeur dans Thrombosis and Haemostasis en septembre 2020.
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Thromb Haemost

Introduction

Platelet glycoprotein (GP) VI is a promising, safe, antith-
rombotic target as its absence or blockade prevents in vitro
thrombus formation and experimental thrombosis in vari-
ous animal models without impacting the tail-bleeding
time.! In addition, patients with a mutation in the GPVI
gene exhibit only a mild bleeding diathesis,? further
suggesting that GPVI does not play a critical role in
hemostasis. GPVI is the main platelet activation receptor
for collagen and viewed as being important in the initia-
tion of thrombus formation.! In addition to collagen, GPVI
interacts physically or functionally with other adhesive
proteins including laminins, fibrin, and fibrinogen.>~” We
have shown that human GPVI activates platelets on immo-
bilized fibrinogen and that this process is key for the
progression and stability of human thrombi.”® In sharp
contrast, we observed that mouse GPVI does not promote
such an activation, as platelets deposited on fibrinogen do
not fully spread.” In this study, we investigated the conse-
quence of absence of GPVI/fibrinogen-mediated platelet
activation in mice on the regulation of thrombosis in
comparison to the human system. It is important to
appreciate species difference between humans and mice
as the latter represent the most broadly used animal model
to study experimental thrombosis and that a significant
part of our current understanding of the molecular mech-
anism of thrombosis relies on experiments performed
with these animals.

* These authors contributed equally to this work.
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Results and Discussion

To investigate the role of GPVI in mouse thrombus build-up,
beyond its role as a collagen receptor, we used a flow-based
assay. We preformed thrombi by perfusing hirudinated whole
blood of wild-type (WT) mice over immobilized type-I fibrillar
collagen for 1 minute at 300 s~ ' and stained platelet aggregates
with DiOCg (green). We next perfused hirudinated blood from
WT or GPVI/~ mice for 6 minutes at 300s ' which were
stained with the anti-GPIbf antibody RAM.1-A647 (red) to
visualize thrombus progression. Three-dimensional recon-
structed confocal microscopy images showed that the second
population of red platelets formed thrombi on the top of the
first population of green aggregates similarly with GPVI~/~ and
WT blood (=Fig. 1A). This was confirmed by measuring
thrombus volume, which indicated that the aggregates formed
with GPVI~/~ mouse blood presented a similar volume to WT
thrombi (WT: 5.7 +0.9um>?/um?; GPVI/~: 5.1 +0.6 um?/
um?, p > 0.05; = Fig. 1B). This result demonstrates that mouse
GPVI does not play a critical role in thrombus build-up beyond
its role as an initial collagen receptor and is in sharp contrast
with the key role played by human GPVL.” Moreover, this result
also implies that murine thrombus progression in the absence
of thrombin in mice primarily occurs via GPVI-independent
activation pathways, notably those relying on soluble agonists
such as thromboxane A2 and adenosine diphosphate (ADP;
=Fig. 1C). These in vitro observations are consistent with in
vivo results showing that following FeCls injury of the carotid
artery, which does not expose subendothelial proteins such as
collagen, thrombus build-up is largely independent of GPVI.®
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Fig.1 GPVIplaysakeyrolein human but notin mouse thrombus progression and stability. (A) Representative 3D reconstructed confocal images of wild-type
(WT) and GPVIdeficient (GPVI~/~) mouse thrombi obtained after perfusing hirudinated whole blood stained with RAM.1-A647 2 ug/mL (in red) over WT
aggregates for 6 minutes at 300 s~ . The preformed thrombi were obtained by perfusing WT mice hirudinated whole blood stained with DiOCg 1 umol/L (in
green) over fibrillar collagen for 1 minute at 300 s~". (B) Quantification of WT (n = 6) and GPVI~/~ (n = 7) thrombus volume by confocal microscopy. (C)
Representative DIC images obtained after perfusing WT mice hirudinated whole blood for 5 minutes at 300 s~' and washed with PBS for 3 minutes at 300s™".
For the ASA/MRS/ARC69931MX (AR-C) condition, WT whole blood was treated with 1 mM of aspirin, 10 uM of MRS 2500, and 10 uM of AR-C, 10 minutes
before perfusion. Scale bar represents 50 pm. (D) The curves represent the percentage of stable thrombi obtained 8 minutes after perfusion of PBS over WT
mouse (n=4) and human (n = 3) aggregates at indicated wall shear rates. Thrombi were preformed by perfusing human or WT mouse hirudinated whole
blood over collagen. For the ACT017 condition, 50 ug/mL of ACT017 was perfused over human thrombi at indicated wall shear rates. (E) Representative DIC
images obtained 8 minutes after perfusion of PBS at 300 s~' over preformed aggregates. Thrombi were preformed by perfusing WT mice hirudinated whole
blood over collagen, followed by the perfusion of WT or GPVI~/~ whole blood. For the ARC69931MX (AR-C) condition, 10 uM of AR-C in PBS was perfused over
preformed WT aggregates. Scale bar represents 50 um. (F) Quantification of the percentage of stable thrombi of WT (n = 5), GPVI !~ (n = 5) ,and WT + AR-C
(n = 5) after perfusing PBS with or without AR-C over preformed aggregates for 8 minutes at 300 s~ '. All the experiments were done with PDMS flow chambers
coated with type | fibrillar collagen at 200 pug/mL. Results are presented as mean + standard error of the mean (SEM). Ns p > 0.05, ***p < 0.001. Data were
compared using Mann-Whitney and chi-square test. 3D, three-dimensional; DIC, differential interference contrast; GPVI, glycoprotein VI; PBS, phosphate-
buffered saline.
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We next studied the role of GPVI in thrombus stability and
compared this process in humans and mice. Therefore, we
preformed aggregates in a similar way to that described
for ~Fig. 1(A, B), before testing the thrombus stability by
perfusing PBS over the surface. We observed that mouse
platelet aggregates were much less stable when compared to
human thrombi (=Fig. 1D). Indeed, a reduction in thrombus
stability in mouse versus human platelet thrombi was already
observed at wall shear rates of 300 s . This difference became
very obvious at 600s~' where almost all mouse thrombi

Thrombosis and Haemostasis

disaggregated while more than 80% of human platelet aggre-
gates were still stable (~Fig. 1D). These results indicate that
mouse platelet aggregates are much less stable than their
human counterpart in such an experimental setting. In parallel,
we observed that the blocking anti-GPVIagent ACT017 reduced
the stability of human platelet aggregates to the level of mouse
thrombi (=Fig. 1D). This result confirms that GPVI-fibrinogen
mediated platelet activation in humans markedly increases
thrombus stability. In contrast, when we perfused GPVI '~ or
WT blood over aggregates formed with WT blood as described
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Table 1 Comparision of mouse and human system with focus on GPVI

Human GPVI Mouse GPVI
Platelet count 300 =150 (x10°) platelets/uL 956 + 38 (x10°) platelets/uL
Copy number per platelet | 3,000-4,000 4,500-5,500

Structure * Human and mouse GPVI share a 64% homology
* Mouse GPVI cytoplasmic tail lacks the 24 Gterminal residues of human GPVI

Physiological ligands Fibrillar collagen

Fibrillar collagen

CRP

Fibrinogen Fibrin
Fibrin Laminin
Laminin

Nonphysiological ligands | Convulxin Convulxin

CRP (slightly less reactive)

GPVI shedding

ADAMs family members (ADAMs 10 and 17),
physiological and nonphysiological ligands ligands

ADAMs family members and nonphysiological

Signaling pathway

No major differences identified to date (FcRy chain, Src kinases, Syk, PI3 kinases, LAT, SPLP76, and
calmodulin all involved in human and mouse GPVI function)

Dependency on
soluble mediators

Human and mouse GPVl-initiated platelet activation relies on soluble agonists ADP and TxA2 for full
activation especially with low collagen concentrations

GPVl/collagen interaction | Human and mouse GPVI activate platelets through collagen which promotes thrombus formation

thrombus growth and stability

GPVI/fibrinogen interplay | Human GPVI interaction with fibrinogen supports | Mouse GPVI does not interact with fibrinogen

Arterial thrombosis

Under evaluation in phase Il studies

« Reduced experimental thrombosis in several
models when GPVI is absent/blocked

« Protection in an experimental stroke model in
GPVI-immunodepleted mice

Hemostasis

anti-GPVI agents (phase | studies)

Patients with GPVI deficiencies (acquired or ge-
netic) have a modest/no bleeding diathesis.

No spontaneous bleeding and no prolonged
bleeding time in healthy volunteers treated with

GPVI- or FcyR-deficient mice

« No spontaneous bleeding

* No bleeding during surgery

* No prolonged tail-bleeding time and normal
volume of blood loss when GPVI is absent or
blocked

Abbreviations: ADP, adenosine diphosphate; CRP, Greactive protein; GPVI, glycoprotein VI.

for the data in ~Fig. 1(A, B), we observed that GPVI '~ platelet
aggregates were as stable as WT platelet thrombi (~Fig. 1E).
Quantification confirmed no difference in the number of stable
platelet aggregates between GPVI/~ and WT thrombi (WT:
100 + 0%; GPVI~/~: 90 + 10%; ~Fig. 1F). As a positive control,
we used ARC69931MX (10 pM), an antagonist of the ADP
receptor P2Y,, which efficiently destabilized mouse platelet
aggregates (~Fig. 1E, F). Together, these results indicate that
mouse platelet thrombi are less stable than human thrombiand
that their stability at low shear does not critically rely on GPVI,
whereas GPVI is critical for the stability of human platelet
thrombi. We propose that this species difference does limit the
relevance of using standard mouse models to study the throm-
bus stabilizing action of GPVI and limits extrapolation of data
obtained on the progression and stability of thrombi in mice to
the human system with regard to GPVIL.

In conclusion, this study highlights a significant species
difference between the human and mouse hemostatic systems
with regard to the contribution of GPVI in thrombus progres-
sion and stability beyond GPVI's role as a collagen receptor
(=Table 1). The reason why mouse GPVI does not contribute to
thrombus build-up and stability most likely results from an
inability to promote platelet activation on fibrinogen. This
adhesive protein, found in every layer of a growing thrombus,
is very well known to support platelet aggregation through its

interaction with integrin allbf3, but also through its interplay
with human GPVI to promote and maintain platelet activation.
This species difference is critical when judging the importance
of GPVI in thrombosis as most of our knowledge is acquired
from in vivo experiments performed in mice. This study
suggests that the importance of GPVI in cardiovascular events
in humans might be more important than previously antici-
pated based on experiments in mice. This is particularly
important to highlight since anti-GPVI agents are currently
under evaluation in phase II studies in the setting of acute
coronary syndromes and ischemic stroke.
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Conclusion

Gréce a un modele de perfusion de sang hirudiné de souris wild-type (WT) sur du
collagene fibrillaire de type-1 immobilisé, nous avons préformé des thrombi avant de perfuser
du sang de souris WT ou déficientes pour la GPVI (GPVI7). De maniére surprenante, les
images de reconstruction 3D indiquent qu’il n’existe pas de différence de taille entre les thrombi
des souris WT et ceux des souris GPVI”. La quantification du volume des thrombi de la
seconde phase confirme ces observations, indiquant que la GPVI de souris, contrairement a la
GPVI humaine, ne joue pas un rdle clé dans la croissance du thrombus. Nous avons ensuite
évalué la stabilité des thrombi de souris en les soumettant a différents taux de cisaillement.
Nous avons utilisé un modele similaire au précédent comprenant la préformation de thrombi
puis la perfusion de tampon PBS sur ces thrombi, afin d’en tester la stabilité. Nous avons
observé que les agrégats de plaquettes de souris GPVI” sont aussi stables que ceux des souris
WT, ce qui a été confirmé par une quantification. Ces résultats indiquent que la GPVI de souris
ne joue pas non plus de role majeur dans la stabilité des thrombi murins.

En paralléle, nous avons comparé la stabilité des thrombi murins et humains a différents
taux de cisaillement et observé que les agrégats de plaquettes humaines sont plus stables que
ceux de souris. De plus, lorsque les thrombi humains sont traités avec I’ACT017, un agent
bloquant la GPVI, nous avons observé que les thrombi devenaient moins stables, leur stabilité
étant alors similaire a celle des thrombi de souris. Ces résultats indiquent que la GPVI humaine
est responsable de I’augmentation de stabilité des thrombi humains par rapport a ceux de souris.

En conclusion, cette étude met en évidence une différence d’espece entre ’Homme et
la souris concernant la contribution de la GPVI dans la croissance et la stabilité du thrombus.
Cette différence vient probablement de I’'impossibilité des plaquettes de souris a s’activer via
I’interaction GPVI — fibrinogéne. Chez la souris, une signalisation indépendante de la GPVI,
surement par I’intermédiaire des récepteurs TP et P2Y 12, permettrait donc d’assurer un certain

degré de stabilité des thrombi.
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Introduction

Les intégrines sont des récepteurs que 1’on retrouve a la surface des plaquettes avec deux
familles : les intégrines Bl comprenant I’a2B1, I’a5B1 et ’a6P1, ainsi que les intégrines B3
comprenant principalement I’allbB3. Parmi les intégrines B1, ’a2B1 et I’a6B1 sont impliquées
dans les étapes d’adhérence et d’activation plaquettaire et leurs roles en hémostase et en
thrombose ont également été mis en évidence (Habart et al., 2013; He et al., 2003b; Kuijpers et
al., 2003; Schaff et al., 2013). Un travail réalisé¢ au laboratoire a montré que I’intégrine a5p1,
participe a 1’adhérence, 1’activation et 1’agrégation des plaquettes sur de la fibronectine
fibrillaire en conditions de flux (Maurer et al., 2015a). L’importance de cette intégrine en
hémostase et en thrombose expérimentale n’était pas connue avant ce travail.

L’objectif de mon second papier a été d’évaluer le role de I’intégrine a5B1 en hémostase
et en thrombose artérielle. Pour ce travail, nous avons généré des souris déficientes pour cette
intégrine spécifiquement sur la lignée mégacaryocytaire. Nous avons en premier lieu caractérisé
ces souris et leurs plaquettes en évaluant notamment le compte plaquettaire et I’expression des
récepteurs de surface, afin de s’assurer de I’absence d’anomalies majeures. Nous avons ensuite
évalué les fonctions plaquettaires in vitro en réalisant des agrégations, en déterminant leur état
d’activation en réponse a des agonistes solubles par cytométrie en flux et en perfusant du sang
de souris anticoagulé sur différentes protéines adhésives. Nous avons également évalué le réle
de I’intégrine a5B1 en thrombose artérielle in vivo en soumettant ces souris a trois modeles de
thrombose expérimentale différents pour lesquels les conditions rhéologiques ainsi que les
protéines adhésives exposées différent. Enfin, nous avons évalué le role de ’intégrine a5p1 en
hémostase a ’aide d’un modele de temps de saignement a la queue. Un modele de réaction
passive inversée d’Arthus nous a également permis d’évaluer le role de I’intégrine a5B1 dans
I’arrét des saignements en conditions inflammatoires.

Ce travail, pour lequel je signerai en premier auteur, sera soumis prochainement pour

publication.
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ABSTRACT

The role of integrins in regulating platelet adhesion, activation and aggregation has been
extensively studied. Moreover, the pathophysiological importance of most of them has been
investigated, with the exception of integrin a5B1, a platelet receptor for fibronectin. The aim
of this study was to further characterize the role of integrin o581 in the interplay of platelets
with fibronectin and to determine its importance in hemostasis and arterial thrombosis. We
generated a mouse strain which does not express integrin a51 on platelets (a57). o57 mice
were viable and fertile and presented a normal platelet count with no apparent signs of
abnormality. Expression of the main platelet receptors and the response of a57 platelets to a
series of soluble agonists were all completely normal. Adhesion and aggregation of a5”
platelets under shear flow on fibrinogen, laminin or von Willebrand factor were unimpaired. In
contrast, a5 platelets displayed a marked decrease in adhesion, activation and aggregation on
fibrillar fibronectin and collagen. o57 mice presented no defect in a tail-bleeding time assay
and no increase in inflammatory bleeding in a reverse passive Arthus model. No defects were
observed in three distinct experimental models of arterial thrombosis based on laser-induced
injury of mesenteric vessels, ferric chloride-induced injury of the carotid artery or mechanical
injury of the abdominal aorta. In summary, this study shows that platelet integrin a5p1 is a key

receptor for fibrillar cellular fibronectin but is dispensable in hemostasis and arterial

thrombosis.

Key words: platelets, arterial thrombosis, integrin o581, fibronectin
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INTRODUCTION

Platelets adhere, become activated and aggregate at a site of vessel injury to form a hemostatic
plug which stops bleeding. They are also involved in maintaining vascular integrity and in the
arrest of inflammatory bleeding in various organs.(Goerge et al., 2008) On the other hand,
platelets play an instrumental role in arterial thrombosis by precipitating the formation of an
occlusive thrombus in a diseased artery, which results in life-threatening ischemic pathologies
such as myocardial infarction or ischemic stroke.(Jackson, 2011) The molecular mechanisms
involved in the interactions of platelets with an injured vessel wall have been extensively
investigated. The initial step of attachment of circulating platelets is ensured by binding of the
glycoprotein (GP) Ib-1X complex to subendothelial von Willebrand factor (VWF) at elevated
shear rates.(Savage et al., 1996, 1998) When the flow is slower, 31 and 33 integrins assist the
GPIb-1X complex to allow further platelet recruitment as well as stable adhesion to various
extracellular matrix proteins.(Savage et al., 1996, 1998) This enables the interaction of GPVI
with its ligands, including collagen, which initiates platelet activation.(Zahid et al., 2012)
Aggregation results through interactions of integrin allbB3 with plasma fibrinogen, forming a
plug that seals the breach in healthy vessels(Versteeg et al., 2013) or a pathological thrombus

in diseased arteries.(Jackson, 2011)

Platelets express at their surface five different integrins of the B1 and 33 families, namely a2p31,
a5B1, a6p1, avpf3 and allbf3 whose main ligands are collagen, fibronectin, laminins,
vitronectin and fibrinogen, respectively. allb3, the most abundant integrin at the platelet
surface(Wagner et al., 1996), enables platelet adhesion and aggregation through its binding to
fibrinogen. This receptor plays a major role in hemostasis as evidenced by the hemorrhagic
disorder known as Glanzmann’s thrombasthenia, where ollbf3 is absent or non-

functional.(Nurden, 2006) It is also the target of a class of potent anti-platelet agents, illustrating
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its key involvement in arterial thrombosis.(Jamasbi et al., 2017) The role of the other integrins,
notably the B1 integrins, appears to be limited to the initial step of platelet adhesion and
activation through interactions with extracellular matrix proteins. Concerning their importance,
it has been shown that the absence of either a2p1 or 61 has no major impact on the tail-
bleeding time in mice(Habart et al., 2013; Schaff et al., 2013), but reduces thrombosis in several
experimental models.(He et al., 2003a; Kuijpers et al., 2003; Schaff et al., 2013) In contrast, the

importance of a5B1 in hemostasis and arterial thrombosis has never been studied.

Integrin a5B1 is a well-known receptor for fibronectin, which is broadly expressed on various
cell types and plays an important role in migration and differentiation, especially during fetal
development. As a consequence, knocking out the a5 gene results in death at the embryonic
stage due to a defect in the mesoderm.(Yang et al., 1993) Concerning platelets, it has been
shown that a5B1 supports modest platelet adhesion and activation on fibronectin under
flow.(Beumer et al., 1994; McCarty et al., 2004) Using a blood flow assay, we compared the
relative contributions of a5p1 and allbB3 to platelet adhesion and activation on fibronectin.
We also showed that the GPIb-IX-V complex and toll-like receptor-4, but not GPVI,
contributed to the interaction of platelets with fibrillar tissue fibronectin located in the inner
layers of the vessel wall.(Maurer et al., 2015a) However, although the role of o531 as a platelet
receptor for fibronectin is recognized, its importance in hemostasis and arterial thrombosis

remains unknown.

To study the role of integrin a5B1 in hemostasis and arterial thrombosis, we generated a new
mouse strain which does not express this integrin on platelets or megakaryocytes (a57) by
crossing PFACre™ mice with animals expressing the a5 gene flanked by loxP sites. The function

of platelets from o5 mice were characterized using flow cytometry, aggregometry and flow-
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based in vitro assays. We also employed a tail-bleeding time assay, a reverse passive Arthus
(rpA) model and experimental thrombosis models to evaluate the participation of integrin a531

in hemostasis and arterial thrombosis.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

Materials and antibodies are described in the Supplementary Material.

Mice

Mice lacking integrin o5 in platelets were generated by crossing mice having a pure C57BL/6
background containing the Itga5 gene flanked by loxP sites (a5") with pure C57BL/6
transgenic animals selectively expressing Cre recombinase in the megakaryocyte lineage under
control of the platelet factor 4 (PF4) gene promoter (PF4-Cre®), (Jackson laboratories, Bar
Harbor). The offspring were intercrossed to produce animals homozygous for the floxed allele
(PF4-Cre*/o5"™ hereafter called a57). C57BL/6 PF4-Cre* mice served as controls (Ctrl),

unless specified otherwise.

Platelet count, volume and glycoprotein expression

Whole blood was collected into EDTA (6 mM) after severing the tail of anesthetized mice.
Platelet count and volume were analyzed in an automatic cell counter (Scil Animal Care
Company, Altorf, France) and surface glycoprotein expression was determined by flow

cytometry.

Preparation and properties of washed mouse platelets

Washed mouse platelets were prepared and platelet aggregation was measured as reported
previously.(Cazenave et al., 2004) Agonist-induced binding of soluble fibrinogen and exposure
of P-selectin were determined as previously described(Schaff et al., 2013) while

phosphatidylserine exposure was quantified by Alexa Fluor 488-annexin V binding.
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In vitro flow-based adhesion assay

PDMS flow chambers (0.1 x 1 mm) were coated with VWF binding protein (DDR2, 100
pg/mL), fibrinogen (100 pg/mL), laminins (100 pg/mL), collagen (200 pg/mL) or cellular
fibronectin (300 pug/mL) overnight at 4°C. Mechanical stretching of fibronectin was performed
as described previously.(Maurer et al., 2015a) To prevent non-specific adhesion, the channels
were blocked with phosphate buffered saline (PBS) containing human serum albumin (10
mg/mL) for 30 min at room temperature. Hirudinated (100 U/mL) whole blood drawn from the
abdominal aorta of anesthetized mice was perfused through the chambers at the indicated wall
shear rates and platelet adhesion was observed in real-time and analyzed as detailed
elsewhere.(Schaff et al., 2013) Thrombus formation on fibrillar fibronectin was monitored as

previously reported.(Maurer et al., 2015a)

In vivo thrombosis models

Platelets were labeled by administering 3,3’-dihexyloxacarbocyanine iodide to anesthetized
mice. Ferric chloride (FeCls)-mediated thrombosis was induced by applying a 3x3 mm
Whatman filter paper saturated with 7.5% FeCls laterally to the carotid artery for 2.5 min.
Thrombosis was initiated mechanically by pinching the abdominal aorta with forceps for 15 s.
Thrombus formation was monitored in real-time with a fluorescent macroscope (Leica
Microsystems, San Westlar, Germany) and a CCD camera (CoolSNAP HQ2, Photometrics,
Roper Scientific). Laser-induced thrombosis was triggered in mesenteric arterioles using a high
intensity 440 nm pulsed nitrogen dye laser applied with a Micropoint system (Photonic
Instruments, Andor Technology, Belfast, UK) causing a deep injury. Thrombus formation was
monitored in real-time by bright field and fluorescence microscopy (Leica DM IRB) using a

CMOS ORCA Flash V2 camera (Hammamatsu Photonics, Massy, France).
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Bleeding time
The bleeding time and volume of blood lost were determined by transversally severing a 3 mm

segment from mouse tails, as reported previously.(Léon et al., 2007)

Reverse passive Arthus (rpA) model
An rpA reaction was elicited in anesthetized mice by intradermal injection of an anti-bovine
serum albumin antibody (60 pg/spot), followed by retro-orbital injection of bovine serum

albumin (75 mg/kg), as previously described.(Goerge et al., 2008)

Statistical analyses

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism software (see Figure Legends).
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RESULTS

Characterization of a5-deficient mice and platelets

To study the role of integrin o581 in platelet functions, we crossed a mouse strain floxed for
the o5 gene with a strain expressing Cre recombinase under control of the PF4 promoter (a/57
). No obvious abnormalities were detected in o557 mice which bred normally. Deletion of a5
had no impact on the platelet count or volume, while surface expression of the major
glycoproteins was normal, except for that of integrin a5, which was reduced by 80% (Table
1). Using light-transmission aggregometry, we found that platelets from a57- mice responded
normally to a series of agonists including adenosine diphosphate (ADP) (2 uM), collagen (2.5
ug/mL), thrombin (0.2 U/mL) and U46619 (1 uM), (Figure 1A and B). No differences in P-
selectin exposure, fibrinogen binding or annexin V binding in response to ADP, thrombin,
proteinase-activated receptor 4 (PAR-4) peptide or convulxin were observed by flow cytometry
in o57 platelets as compared to controls (Figure 1C-E). This confirmed that platelets deficient
in integrin a5 respond normally to a GPVI ligand and a series of soluble agonists. Thus, a5-
deficient mice appeared to be normal while a5-deficient platelets displayed no major defect in

response to the main soluble platelet agonists.

Characterization of a5-deficient platelet adhesion under shear flow

We next evaluated the ability of a5B1 to support platelet adhesion to various surfaces under
flow by perfusing hirudinated blood over immobilized proteins. We observed normal adhesion
and rolling of a5 platelets recruited to VWF bound to DDR2 at 1,500 s (Figure 2A) and
normal adhesion of these platelets to fibrinogen and laminin at 300 s (Figure 2B). In contrast,

adhesion of a5” platelets to immobilized fibrillar fibronectin displayed a major defect as
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compared to controls, with a 78% reduction in the number of adherent platelets at 8 min (Ctrl:
7.1 £ 0.7 x 10%mm?; o57: 1.6 + 0.05 x 103’mm?) (Figure 2C and D). A detailed analysis
indicated that a5B1 was important to establish the initial bond with fibronectin, as the
recruitment of a57 platelets to the surface was decreased by 55% as compared to controls
(Figure 2E). Moreover, study of the adhesive behavior of the recruited platelets showed a
marked increase in numbers of a5 platelets detaching from the surface and a clear decrease in
stationary adhesion, highlighting the importance of a5B1 in stabilizing the bonds between
platelets and fibronectin (Figure 2F). These results indicated that platelet integrin a5p1 is a

major receptor for fibronectin supporting platelet attachment and maintaining the bonds to

ensure stable adhesion.

A major defect of a57 platelet activation and aggregation on fibrillar fibronectin and
collagen

Platelet activation is a key step in thrombus formation. Microscopic fluorescence images
showed a clear JonA-PE signal for control platelets accumulating on fibrillar fibronectin under
flow at 300 s, while only a weak signal was detected for o57 platelets, indicating that a5p1 is
important to promote ollbp3 activation on fibronectin (Ctrl: 26.9 + 8.8 x 10* AU; a57: 3.5 +
2.7 x 10* AU) (Figure 3A and B). We observed that thrombi formed in control blood but not
in a57 blood, highlighting a key role of a5p1 in platelet aggregation on fibrillar fibronectin
(Figure 3C and D). Surprisingly, a defect in thrombus formation was also observed when a5
"blood was perfused over fibrillar collagen, a surface which does not directly activate a5p1,
suggesting that this integrin participates in thrombus build-up, probably through interactions
with plasma fibronectin (Figure 3E and F). Altogether, these findings indicated that integrin

obB1 participates in thrombus growth on fibronectin-rich and fibronectin-poor surfaces.
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abB1 does not act as a major platelet receptor in experimental thrombosis

Mice deficient in platelet integrin a5p1 were studied in three models of arterial thrombosis
differing by the nature of the lesion, the vessel type and the local rheology. When the common
carotid artery was injured with a 7.5% solution of FeCls, a5” mice (n=6) presented a similar
profile of thrombus formation and disaggregation as compared to controls (n=3) (area under the
curve, Ctrl: 2 + 0.6 x 10° pm2;, o57: 2.1 + 0.2 x 10° um2; p>0.05), (Figure 4A and B). A
comparable result was obtained after mechanical injury of the abdominal aorta with forceps,
the thrombus area in a5” mice (n=5) being not significantly different from that in control mice
(n=5) (area under the curve, Ctrl: 4 + 2 x 108 um?2; o5 6 + 1 x 108 um2; p>0.05), (Figure 4C
and D). Finally, a57 mice (n = 3) also formed thrombi in a similar manner as control mice (n
= 3) following laser-induced injury of a mesenteric artery (area under the curve, Ctrl: 7.19 £
0.9 x 10% pm2; a57: 7.15 + 0.8 x 108 um?; p>0.05), (Figure 4E and F). Hence mouse platelet

a5B1 did not appear to be a major receptor for arterial thrombosis.

Platelets from a5” mice display no important hemostatic defect

a57 mice did not present any spontaneous bleeding. In addition, a5”- mice showed no signs of
excessive bleeding during surgery as compared to control animals, suggesting that the lack of
this integrin on platelets does not critically affect hemostasis. This was further supported by a
normal bleeding time (Ctrl: 302 + 119 s; o5 121 + 17 s) and normal volume of blood lost
(Ctrl: 259 + 130 pL; a5”: 130 + 84 pL) in a tail-bleeding time assay (Figure 5A and B).
Finally, we did not observe any effect on inflammatory bleeding in o557 mice as compared to
control mice in an rpA model of skin inflammation (Figure 5C and D). These results do not

favor a major role of integrin a5p1 in the murine hemostatic system.
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DISCUSSION

Platelets express numerous adhesion receptors, notably integrins, to sense the proteins exposed
on the subendothelium of an injured vessel and to ensure their efficient recruitment to the site
of injury. We confirm in this study using tissue-specific knock out combined with in vitro flow-
based assays, that integrin a5p1 is a functionally important receptor for efficient platelet
adhesion, activation and aggregation on immobilized fibrillar fibronectin and collagen, which
are found in the vessel wall. Interestingly, in the absence of a5B1, the other main platelet
receptor for fibronectin, allbf3, was inefficient in promoting normal platelet adhesion,
activation and aggregation, highlighting the importance of a5p1 in these processes. Despite
this functional importance demonstrated in vitro, we found that platelet o581 did not play an
essential role in the arrest of bleeding after trauma or under inflammatory conditions. Finally,
three distinct experimental models of thrombosis revealed no impact on thrombus formation in
abpB1-deficient mice as compared to controls, indicating that this receptor is probably not a

major factor in arterial thrombosis.

We observed that a5B1-deficient platelets aggregated normally in response to a series of soluble
agonists and to collagen. In addition, fibrinogen binding and P-selectin and annexin V exposure
in response to soluble agonists were completely normal, indicating no role of a5p1 in the
amplification step of platelet activation driven by these agonists. Adhesion under flow of a5p1-
deficient platelets to many adhesive surfaces including fibrinogen, laminins and VWF was
likewise unchanged. In contrast, we observed a marked impairment of the adhesion of these
platelets to immobilized fibrillar fibronectin and collagen. These results suggest that o531 is a
highly specialized platelet receptor for probably only one adhesive protein, fibronectin. This is
not a unique case, as platelets express many receptors to sense a single adhesive protein, notably
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the GPIb-1X complex and integrins a2p1, a6B1 and avB3 which bind respectively to VWF,
collagen, laminins and vitronectin.(Versteeg et al., 2013) The reason why platelets have
maintained distinct specific receptors is probably to ensure efficient adhesion to a wide range
of matrices found in different types of vessels and at different depths of injury.(Bergmeier and

Hynes, 2012)

It is well established that platelets express two main receptors for fibronectin, o581 and allbp3.
Our results confirm that a5B1 is a major receptor for fibronectin, since in its absence, we
observed a dramatic reduction in platelet adhesion and activation on fibrillar fibronectin with
almost no aggregation at all. As a consequence, our observations also indicate that ollbp3 alone
is not sufficient to compensate for the absence of a5B1 in the case of adhesion to a fibronectin
surface. We further found that a5p1, in addition to its role in initiating platelet adhesion and
activation on fibronectin(Beumer et al., 1994; McCarty et al., 2004), contributed to thrombus
growth on collagen, a process known to be mainly ensured by allbp3.(Cho and Mosher, 2006;
Matuskova et al., 2006; Ni et al., 2003) However, the impairment we observed when perfusing
a57 blood over collagen was very modest as compared to what has been reported when allbp3
is blocked or absent, where no thrombus growth occurs and only a platelet monolayer
forms.(Savage et al., 1998) One remaining question is the mechanism by which a5p1
participates in thrombus build-up, as this receptor does not interact with fibrinogen or vVWF,
two adhesive proteins found in a growing thrombus. Heyu Ni et al. reported many years ago
that mice deficient in both vVWF and fibrinogen were still able to form thrombi at late stages
and proposed a role of fibronectin in this process.(Ni et al., 2000) It is therefore reasonable to
propose that fibronectin exposed after platelet activation or plasma fibronectin, through
interaction with a5B1, participates in platelet aggregation. This is consistent with the role of
platelet o5B1 in facilitating the assembly of plasma fibronectin on the surface of activated
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platelets within a growing thrombus.(Olorundare et al., 2001) Such a multimerization of

fibronectin would increase its reactivity and pro-thrombotic potential.

Petzold et al. reported that the absence of all three platelet 1 integrins resulted in an increased
tail-bleeding time, suggesting that one or more of these integrins play an important part in
normal hemostasis.(Petzold et al., 2013) Using a similar tail-bleeding time assay, we found that
ab5B1-deficient mice did not bleed longer or lose more blood as compared to controls, indicating
that a5B1 is not a key platelet receptor for hemostasis in mice. This result might appear
surprising, especially since the absence of either a2 or a6 likewise had no impact on the tail-
bleeding time.(Habart et al., 2013; Schaff et al., 2013) A possible explanation is that 1
integrins play redundant roles in hemostasis, where the absence of one integrin can be
compensated by the others to ensure the interaction of platelets with the extracellular matrix

components.

Platelets not only arrest bleeding after trauma, but also maintain vascular integrity and stop
inflammatory bleeding.(Goerge et al., 2008) The molecular mechanism relies on the
immunoreceptor tyrosine-based activation motif, GPVI and C-type lectin-like receptor II,
which promote platelet activation.(Boulaftali et al., 2013; Gros et al., 2015) An unresolved
question is which receptors support platelet adhesion at sites of inflammatory bleeding, since
the process appears to be independent of two major adhesion receptors, the GPIb-1X complex
and integrin allbB3.(Goerge et al., 2008; Rayes et al., 2018a) Our results exclude a key role of
a5B1, since no bleeding phenotype was observed in o57 mice using a cutaneous rpA model.
While further studies will be required to identify the adhesion receptors important to stop
inflammatory bleeding, it is tempting to speculate that compensatory mechanisms between such

receptors could explain why no major bleeding occurs when only one of them is absent.
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Using three distinct models of arterial thrombosis, in different vessels and under distinct
rheological conditions, we did not find any major involvement of a5p1 in thrombus formation,
even though a tendency was observed in two models. These results indicate that o531 alone
does not play a central role in experimental thrombosis. Moreover, a5p1 appears to be less
important than the two other B1 integrins, a21 and a6B1, which have both been shown to
contribute to experimental thrombosis in at least one of the models used in this study.(He et al.,
2003a; Kuijpers et al., 2007; Schaff et al., 2013) The apparent discrepancy we observed between
an important role of o581 in platelet aggregation on fibronectin in vitro and the absence of a
role in experimental models of thrombosis could be linked to the nature of the surface exposed
to the flowing blood in vivo, which might not contain enough fibrillar fibronectin. Another
explanation could be the ability of other platelet adhesion receptors to compensate for the lack
of a5B1 on platelets. As it has been reported that an evolved atherosclerotic plaque is
particularly rich in fibrillar fibronectin(Bultmann et al., 2010; Matter et al., 2004), it might be
interesting to test the impact of a5B1 blockade in apolipoprotein E-deficient models of

atherosclerotic plaque rupture.

In conclusion, in vitro experiments performed with a5p1-deficient mouse platelets indicated
that this integrin plays a very important role in supporting platelet adhesion, activation and
aggregation on fibrillar fibronectin and participates in thrombus growth. However, integrin
a5B1 appears to be dispensable for hemostasis under normal and inflammatory conditions and

is also not essential in in vivo models of experimental thrombosis.
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LEGENDS TO THE TABLE AND FIGURES

Table 1. Platelet counts, volumes and expression of major surface glycoproteins in Ctrl
and a57 mice.

Platelet counts and volumes in Ctrl and a5 mice were analyzed with an automatic cell counter;
values represent the mean = standard error of the mean (SEM). The surface expression of
various glycoproteins on platelets in whole blood from Ctrl and a5 mice was evaluated using
selective antibodies and flow cytometry; results are expressed as the mean fluorescence

intensity + SEM and were compared by the Mann-Whitney test. ** p < 0.01.

Figure 1: Characterization of the functional properties of 057 platelets. A and B, washed
platelets (3.0 x 10%/uL) from Ctrl and 57 mice were stimulated with adenosine diphosphate
(ADP) (2 pM), collagen (2.5 pg/mL) or U46619 (1 uM) in the presence of fibrinogen (320
pg/mL) or with thrombin (0.2 U/mL) in the absence of fibrinogen. Arrows indicate the point of
agonist addition and aggregation profiles are representative of 3 separate experiments (A). The
bar graph represents the percentage of platelet aggregation at 5 min (n = 3) (B). C and D,
washed platelets (5.0 x 10*/pL) from Ctrl and o.57- mice were stimulated for 10 min with ADP
(2 uM), thrombin (0.25 U/mL) or protease-activated receptor 4 (1 mM) and the binding of a
fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-P-selectin antibody (C) or FITC-fibrinogen
(D) was detected by flow cytometry. Results represent the mean fluorescence intensity +
standard error of the mean (SEM) in 3 separate experiments performed in duplicate and were
compared by the Mann-Whitney test. E, washed platelets (3.0 x 10%/uL) from Ctrl and a5
mice were stimulated with thrombin (0.25 U/mL), convulxin (15 nM) or both for 15 min,
incubated with Alexa Fluor 488-annexin V for 20 min and analyzed by flow cytometry. The

forward light scatter and fluorescence intensity of 10,000 cells were collected with a logarithmic
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gain and the percentage of annexin V-positive platelets was determined in the upper quadrant
of the plot. Data are expressed as the mean £ SEM in 3 separate experiments performed in

duplicate.

Figure 2: a5 platelets adhere normally to von Willebrand factor (vVWF), fibrinogen and
laminin but not to fibronectin. A, whole blood from Ctrl (n = 3) and a5 mice (n = 3) was
perfused at 1,500 s through PDMS flow chambers coated with VWF binding protein (DDR2,
100 pg/mL). Platelet adhesion was visualized in random fields by differential interference
contrast (DIC) microscopy, scale bar 20 um. The number of adherent platelets was determined
over 2 min. B, whole blood from Ctrl (n = 3) and 57 mice (n = 3) was perfused at 300 s
through PDMS flow chambers coated with fibrinogen (100 pg/mL) or laminin 411 (100
pg/mL). Platelet adhesion was visualized in random fields by DIC microscopy and the number
of adherent platelets was quantified over 5 min. C and D, whole blood from Ctrl (n = 5) and
a5” mice (n = 4) was perfused at 300 s through PDMS flow chambers coated with cellular
fibrillar fibronectin (300 pg/mL). Platelet adhesion was visualized in random fields by DIC
microscopy, scale bar 20 um (C). The number of adherent platelets was determined over 8 min
(D). E and F, whole blood from Ctrl (n = 5) and 57 mice (n = 5) was perfused at 300 s
through PDMS flow chambers coated with fibronectin and platelet attachment was quantified
over 60 s (E). The behavior of platelets on the fibronectin surface was recorded for 20 platelets
per perfusion over a period of 90 s in 5 different movies (F). Results are expressed as the mean
+ standard error of the mean and were compared by 2-way ANOVA (B) or the Mann-Whitney

test (E); * p <0.05.

Figure 3: Defective activation and aggregation of a5’ mouse platelets on fibronectin and

collagen. A and B, whole blood from Ctrl (n = 5) and 57 mice (n = 5) was perfused at 300 s
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! through PDMS flow chambers coated with cellular fibrillar fibronectin (300 pg/mL) for 15
min. Platelet adhesion was visualized in random fields by differential interference contrast
(DIC) microscopy and JonA-PE fluorescence microscopy, scale bar 20 um (A). The mean
fluorescence intensity of JonA-PE platelet labeling was quantified (B). C and D, whole blood
from Ctrl (n = 4) and a57 mice (n = 4) was perfused at 300 s through PDMS flow chambers
coated with fibronectin for 15 min. Thrombus formation was visualized in random fields by
DIC microscopy, scale bar 20 um (C). The area of thrombi of more than 15 pm? was quantified
(D). E and F, whole blood from PF4-Cre” (n = 7) and a57 mice (n = 7) was perfused at 300 s
! through PDMS flow chambers coated with collagen (200 pg/mL) for 10 min. Platelet
aggregation was visualized in random fields by confocal microscopy, scale bar 50 um (E). The
volume of the thrombi was quantified (F). Results are expressed as the mean * standard error

of the mean and were compared by the Mann-Whitney test (B, D and F); * p < 0.05.

Figure 4: Platelet integrin a5B1 does not play a major role in experimental thrombosis in
mice. A and B, thrombosis was triggered in Ctrl (n = 3) and 57 mice (n = 6) by application
of a filter paper saturated with 7.5% FeCls to the common carotid artery. Representative
fluorescence images of the thrombus (green) at the indicated time points after injury, scale bar
500 um (A). C and D, thrombosis was triggered in Ctrl (n = 5) and o57 mice (n = 5) by
compression of the abdominal aorta with forceps. Representative fluorescence images of the
thrombus (green) at the indicated time points after injury, scale bar 500 um (C). E and F,
thrombosis was triggered in Ctrl (n = 3) and a5” mice (n = 3) by superficial laser injury of a
mesenteric arteriole, 3-4 vessels per mouse. Representative composite images of the thrombus
(green) using bright field and fluorescence microscopy at the indicated time points after injury,

scale bar 50 um (E). Arrows indicate the direction of blood flow and the dotted lines the borders
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of the vessels. The time course of thrombus growth is represented by its surface area (mean +

standard error of the mean, B, D and F).

Figure 5: a57 mice display a normal bleeding time and do not present cutaneous bleeding
under inflammatory conditions. A and B, the tail of Ctrl (n = 6) and a5 mice (n = 6) was
sectioned. The time required for the first arrest of bleeding was recorded (A) and the volume of
blood lost was measured over 30 min (B). The symbols correspond to individual mice. C,
representative images of skin lesions 4 h after induction of a reverse passive Arthus (rpA)
reaction in Ctrl and a5 mice. White circles represent the points of injection of an anti-bovine
serum albumin antibody and yellow circles the points of injection of control IgG. D,
quantification of the hemoglobin content (mg/cm?) in skin biopsies from Ctrl (n = 4) and 057
mice (n = 4). Values are the mean + SEM and results were compared by the Mann-Whitney

test. Ns p > 0.05.
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Table 1

Ctrl as* Number of mice

Platelet count | 1095 +48 x 10*/pnL 1119 £ 29 x 10°/pL 13

Mean platelet | 4984 007 um®  4.68 + 0.02 pm® 13
volume

allbp3 3.16 £ 0.55 2.20 £0.23 3

a2 10.58 + 0.06 10.63 £ 0.13 3

as 1.16 £ 0.03 0.24 = 0.009** 6

a6 13.26 = 0.11 13.18 £ 0.18 3

p1 2.66 = 0.28 2.30 £0.19 3

GPIba 6.70 = 0.44 5.21 +£0.26 3

GPV 1.12 £ 0.01 1.02 £ 0.03 3

GPIX 2.21£0.21 2.03 £ 0.02 3

GPVI 1.71 £ 0.04 1.39 £ 0.01 3
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SUPPLEMENTARY MATERIALS AND METHODS

Materials

ADP, fibronectin, fatty acid free human serum albumin (HSA), hemoglobin (Hb), fibrinogen,
thrombin and U46619 were from Sigma-Aldrich (Lyon, France). EDTA was from Invitrogen
(Paisley, UK), acid citrate dextrose (ACD) from Bioluz (St-Jean-de-Luz, France) and
recombinant hirudin from Transgene (llIkirch-Graffenstaden, France). Apyrase was purified
from potatoes as previously described.(Cazenave et al., 2004) Collagen was from Takeda
(Horm®, Linz, Austria), laminin from Biolamina (Stockholm, Sweden) and Von Willebrand
factor (VWF) binding protein DDR2 was from Cambcol (Ely, UK). Alexa Fluor 488-annexin V
was from Life technologies (Bleiswijk, Netherlands). FITC- fibrinogen and DIOCs (3,3’-
dihexyloxacarbocyanine iodide) were from Molecular Probes (Paisley, UK). Ferric chloride
(FeCls) was from Prolabo (Fontenay-sous-Bois, France) and bovine serum albumin (BSA) from
Euromedex (Souffelweyersheim, France). Xylazine (Rompun®) from Bayer, ketamine
(Imalgene®) from Merial and isoflurane (Vetflurane®) from Virbac were purchased from

Elvetis (Domloup, France).

Antibodies

PE-conjugated anti-o2 (clone HMo02), anti-a5 (clone SH10-27) and anti-a6 antibodies (clone
GOH3), and Alexa Fluor 488-conjugated anti-p1 antibody (clone HMp1-1) were from
Biolegend (San Diego, CA, USA). FITC conjugated anti-allbp3 (clone Leo.F2), anti-GPIba
(clone Xia.G7), anti-GPV (clone Gon.G6), anti-GPIX (clone Xia.B4), anti-GPVI (clone Jag.1)
and anti-p3 antibodies (clone Luc.H11), and PE-conjugated anti-activated allbB3 antibody
(JONA-PE) were from Emfret Analytics (Wurzburg, Germany). FITC-coupled anti-P-selectin

antibody (clone RB40.34) was from BD Pharmingen (San Diego, CA, USA). Anti-BSA
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antibody was from MP Biomedicals (Solon, OH, USA) and non-immunizing IgG-control from

Southern Biotech (Birmingham, Alabama, USA).

Platelet glycoprotein expression

Whole blood was collected into ETDA (6 mM) after a 1-mm severing of the tail of mice
anesthetized with isoflurane inhalation. Briefly, collected blood was diluted with PBS to obtain
a concentration of 100,000 platelets/pL. Labeled antibodies against murine platelet allbB3, o2,
as, a6, B1, GPIba, GPV, GPIX and GPVI were incubated with diluted blood for 20 min at room
temperature. After dilution with 500 pL of PBS, surface glycoprotein expression of 10,000

platelet events was determined by flow cytometry.

Washed platelet preparation, and measurement of platelet aggregation, P-selectin
exposure, soluble fibrinogen and annexin V binding

Blood drawn into ACD anticoagulant from the abdominal aorta of 4 to 5 mice was pooled and
platelets were washed by sequential centrifugations and adjusted to 300,000 platelets/pL in
Tyrode’s albumin buffer containing 0.02 U/mL apyrase. Washed platelets aggregation was
measured turbidimetrically in an APACT 4004 aggregometer (ELITech, Puteaux, France) in
response to ADP (2 uM), collagen (2.5 pg/mL), thrombin (0.2 U/mL) and U46619 (1 uM). For
soluble fibrinogen binding and P-selectin exposure, washed platelets adjusted to 50,000
platelets/uL were incubated with FITC-fibrinogen (20 pg/mL) or FITC-coupled anti-P-selectin
antibody (25 pg/mL) and stimulated with agonists (ADP 2 uM, Thrombin 0.25 U/mL or PAR4
1 mM). For phosphatidylserine exposure, washed platelets adjusted to 300,000 platelets/uL
were stimulated with agonists (convulxin 15 nM, thrombin 0.25 U/mL or both) for 15 min and
then incubated with Alexa Fluor 488-annexin V (1/10™) for 20 min in the presence of 100 U/mL

hirudin. Fluorescence was determined as previously published.(Schaff et al., 2013)
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In vitro flow-based adhesion assay and measurement of thrombi volume

Flow experiments were performed as previously described.(Schaff et al., 2013) PDMS flow
chambers (0.1 x 1 mm) were coated with VWF binding protein (DDR2, 100 pg/mL), fibrinogen
(100 pg/mL), laminins (100 pg/mL) or collagen (200 pg/mL) overnights and blocked with HSA
(10 mg/mL in PBS) for 30 min. Hirudinated (100 U/mL) whole blood drawn from the
abdominal aorta of adult mice was perfused through the coated PDMS chambers with a
programmable syringe pump (Harvard Apparatus, Holliston, MA) at indicated wall shear rates
for the indicated time. Platelet adhesion was monitored by differential interference contrast
(DIC) (Leica DMI14000B) using a 63x, 1.25 NA oil objective and a Hammamatsu ORCA Flash
4L.T camera (Hammatsu Photonics, Massy, France).

For fibronectin flow-based assays, PDMS flow chambers (0.1 x 1 mm) were coated with
cellular fibronectin (300 pg/mL) overnights and blocked with HSA (10 mg/mL in PBS) for 30
min. Mechanical stretching of cellular fibronectin was performed as described.(Maurer et al.,
2015a) After hirudinated (100 U/mL) whole blood perfusion at 300 s for 15 min, the number
of adherent platelets was quantified on DIC images and the platelet adhesion behavior was
analyzed on videos: platelets adherent for more than 15 s were considered stationary adherent
and platelets adherent for less than 15 s were classified in the detachment class. After
hirudinated (100 U/mL) whole blood perfusion in presence of JONA-PE (1/50°) at 300 s for
15 min, allbB3 integrin activation was determined by quantification of fluorescence images.
Fluorescent platelets were monitored by DIC or fluorescence microscopy (Leica DMI14000B)
using a 40x, 1.3 NA oil objective and a CMOS ORCA Flash 4L.T camera (Hammamatsu
Photonics, Massy, France). Hirudinated (100 U/mL) whole blood perfusion at 300 s* for 15

min was used to quantified area of thrombus over fibronectin.
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Ferric chloride-mediated thrombosis in carotid artery

FeCls-mediated thrombosis was performed in 7- to 11-week-old mice as previously
described.(Eckly et al., 2011) Briefly, mice were anesthetized with xylazine 10 mg/kg and
ketamine 100 mg/kg and received an injection of DIOCs to label platelets. The left common
carotid artery was exposed and vascular injury was induced by applying a 3x3 mm Whatman
filter paper saturated with 7.5% FeCls laterally to the carotid artery for 2.5 min. Thrombus
formation was monitored for 40 min in real time with a fluorescent macroscope (Leica
Microsystems San Westlar, Germany) coupled to a CCD (charge-coupled device) camera
(ORCA-Fusion C14440-20UP, Hamamatsu, Japan). Image acquisition and analysis were

performed with Metamorph software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

Mechanical-injury-induced thrombus formation in abdominal aorta

Thrombosis was performed in 8- to 10-week-old mice as previously described.(Mangin et al.,
2012) Briefly, the abdominal aorta of xylazine 10 mg/kg and ketamine 100 mg/kg anesthetized
mice was isolated and DIOCs was injected to label platelets. A mechanical injury of the aorta
was induced by pinching it with forceps for 15 s. Thrombus formation was monitored in real
time with a fluorescent macroscope (Leica Microsystems San Westlar, Germany) and a CCD
camera (ORCA-Fusion C14440-20UP, Hamamatsu, Japan). Image acquisition and analysis

were performed with Metamorph software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

Laser-induced thrombus formation in mesenteric arterioles

Thrombosis was performed in 3- to 4-week-old mice (10-13 g) as previously described.(Hechler
et al., 2010) Briefly, mice were anesthetized with xylazine 10 mg/kg and ketamine 100 mg/kg
and received an injection of DIOCe to label platelets. A localized deep injury of a mesenteric

arteriole (85-115 pum in diameter) was induced with a high intensity 440-nm-pulsed nitrogen
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dye laser applied with a Micropoint system (Photonic Instruments, Andor Technology, Belfast,

UK). Images were acquired with SlideBook 6 software (3i SAS, Paris, France).

Bleeding time

The bleeding times and volumes of blood lost were determined by transversally severing a 3-
mm segment from the distal tail of 50-60-day-old mice anesthetized with isoflurane inhalation,
as previously reported.(Léon et al., 2007) The tail was immersed in 0.9% saline at 37°C and the
time needed for the bleeding to stop was recorded. The saline tube containing blood was spun
for 5 min, the pellet was homogenized in lysis buffer and used for blood lost quantification

comparing the optical density at 540 nm with a standard curve.

Reverse passive Arthus (rpA) reaction

An rpA reaction was elicited on isoflurane anesthetized mice by intradermal injection of an
anti-BSA antibody or non-immunizing 1gG (60 pg/spot in PBS), followed by retro-orbital
injection of BSA (75 mg/kg in PBS), as previously described.(Goerge et al., 2008) Mice were
killed after 4 h and 8-mm skin biopsies were homogenized in 250 pL PBS. The homogenate
was spun for 5 min and the supernatant used for hemoglobin analysis, comparing the optical

density at 405 nm with a standard curve.
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Conclusion

Les résultats de ce travail mettent en évidence que les plaquettes des souris déficientes
pour I’a5B1 ne présentent pas de défaut particulier. Au niveau fonctionnel, elles agrégent,
activent I’intégrine allbB3 et sécrétent le contenu de leurs granules normalement en réponse a
des agonistes solubles. Elles adhérent également normalement sur une surface de FW, de
fibrinogene ou de laminines. Cependant, en conditions de flux, les plaquettes de ces souris
présentent un défaut majeur d’adhérence, d’activation et d’agrégation sur une surface de
fibronectine fibrillaire. De plus, nous avons également constaté un défaut de croissance des
thrombi sur collagéne. Dans trois modeles in vivo distincts, I’utilisation de ces souris n’a pas
permis de mettre en évidence un role majeur de 1’intégrine a5B1 en thrombose artérielle. Enfin,
un mode¢le de temps de saignement a la queue ainsi qu’un mode¢le de réaction passive inversée
d’Arthus n’ont pas non plus mis en évidence de role majeur de cette intégrine en hémostase
ainsi que dans I’arrét des saignements en conditions inflammatoires.

L’ensemble de ces résultats suggere que I’intégrine aS5B1 est impliquée dans
I’adhérence, ’activation et I’agrégation des plaquettes a la fibronectine et également dans la
croissance du thrombus. Cependant, cette intégrine ne semble pas jouer de rb6le majeur en

hémostase et en thrombose artérielle.
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Introduction

Les saignements en conditions inflammatoires se manifestent sous forme de pétéchies
notamment au niveau cutané, mais peuvent également apparaitre au niveau cerébral et
pulmonaire ou ils ont des conséquences graves pour les patients. Les plaquettes sont impliquées
dans I’arrét de ces saignements au niveau cutané par I’intermédiaire des récepteurs GPVI et
CLEC-2 (Boulaftali et al., 2013; Rayes et al., 2018a), mais pas du complexe GPIb-1X-V et des
intégrines B3 (Deppermann et al., 2017; Goerge et al., 2008; Rayes et al., 2018a). La GPVI et
CLEC-2 n’étant pas des récepteurs d’adhérence plaquettaire, on s’est intéressé au role des
intégrines dans ’arrét des saignements en conditions inflammatoires, puisqu’elles sont
impliquées dans 1’adhérence des plaquettes suite a une lésion traumatique.

L’objectif de mon troisiéme projet a ét¢ d’étudier ’importance des intégrines B1 et 3
plaquettaires dans I’arrét des saignements en conditions inflammatoires. Pour cela, nous avons
utilisé le modele de la réaction passive inversée d’Arthus (rpA) induisant une inflammation
cutanee locale, auquel nous avons soumis des souris totalement déficientes pour les intégrines
B3, ou déficientes pour les intégrines Bl et/ou B3 plaquettaires. En parallele, un modele
d’inflammation pulmonaire et un modele d’occlusion transitoire de 1’artére cérébrale moyenne
(tMCAO) ont également permis d’évaluer le role de ces intégrines dans ’arrét des saignements
en conditions inflammatoires au niveau pulmonaire et cérébral.

Ce travail, pour lequel je signerai en premier auteur, sera soumis prochainement pour

publication.
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ABSTRACT

The main function of platelets is to arrest bleeding at sites of injury. Platelets also stop bleeding
under inflammatory conditions through a mechanism proposed to rely on GPVI and CLEC-2,
which appears to be independent of the receptors classically involved in the arrest of bleeding,
the GPIb-V-IX complex and B3 integrins. This raises the question of which platelet receptors
support stable platelet adhesion at sites of inflammation, a role played by integrins during
trauma. In this study, we found that PF4Cre-B3” and alIb” mice, but not full integrin f3 knock-
outs, developed local petechial bleeding after a cutaneous reverse passive Arthus reaction,
pointing to a central role of platelet alIbp3 in this process. PF4Cre-p17- animals did not present
bleeding, while PF4Cre-B17/p3”" mice developed more severe cutaneous bleeding than
PF4Cre-p3™ ones, implying a cooperation between these integrin families in stopping
inflammatory bleeding in the skin. Similar results were obtained in a stroke model, where only
PFACre-B17/B3” mice developed cerebral bleeding. Platelet B3 integrins were also playing a
role in the arrest of pulmonary bleeding after LPS challenge. Altogether, these results identify

a major role of platelet integrins in the arrest of bleeding under inflammatory conditions.
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INTRODUCTION

The main physiological function of platelets is to stop bleeding at sites of injury by forming a
hemostatic plug which seals the breach (Versteeg et al., 2013). Platelets also participate in the
arrest of bleeding under inflammatory conditions, since thrombocytopenic mice and humans
develop local bleeding at sites of inflammation (Boulaftali et al., 2013; Carbo et al., 2009;
Goerge etal., 2008; Gros et al., 2015; Hillgruber et al., 2015; Rayes et al., 2018a). Such bleeding
is induced in the skin by neutrophil transmigration through the vascular wall (Gros et al., 2015;
Hillgruber et al., 2015). The molecular mechanism by which platelets stop petechial bleeding
relies on ITAM receptors, primarily GPVI, with CLEC-2 playing a secondary role (Boulaftali
et al., 2013; Rayes et al., 2018a). These observations, together with the fact that petechial
bleeding appears to be independent of the GPIb-V-IX complex and 3 integrins (Deppermann
etal., 2017; Goerge et al., 2008; Rayes et al., 2018a), would suggest that platelets play a part in
arresting bleeding under inflammatory conditions, independently of the receptors classically
involved in hemostasis. This also raises the question of how platelets are recruited at
inflammatory sites. Such a role could be fulfilled by the three B1 integrins expressed at the
platelet surface, 021, a5B1 and a6PB1, which all bind to subendothelial matrix proteins and

whose involvement in the arrest of bleeding during inflammation remains unknown.

In this study, we investigated the role of platelet 1 and 3 integrins in arresting bleeding under

inflammatory conditions in the skin, brain and lungs, using mice deficient in one (PF4Cre-B17-

and PF4Cre-B37) or both (PF4Cre-B17-/37) integrin families in the platelet lineage.
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MATERIALS AND METHODS

Materials
Anti-BSA antibody was from Cappel and the IgG-control from BD Bioscience. Bovine serum
albumin (BSA) was from Euromedex. Hemoglobin (Hb) and lipopolysaccharide (LPS) (L9143)

were from Sigma-Aldrich.

Animals

C57BL/6J mice were from Charles River Laboratories. B1" (R. Féssler, Max Planck Institute)
(Potocnik et al., 2000) and B3™M mice (K. Weilbaecher, USA) were crossed with PF4Cre* mice
(Tiedt et al., 2007). PF4Cre-B17/p37" mice were generated in our animal facilities. Total B3
knock-out mice (B37") were donated by J. Reiser. alIb” mice were previously described [12].
All procedures for animal experiments were approved by the Regional Ethical Committee for
Animal Experimentation and the French government (approval no: 2019040211599410 and

2017061410012423).

Reverse passive Arthus (rpA) reaction and in vivo imaging

Mice were anesthetized with isoflurane. An rpA reaction was elicited by intradermal injection
of an anti-BSA antibody or non-immunizing 1gG (60 pg/spot), followed by retro-orbital
injection of BSA (75 mg/kg), as previously described (Goerge et al., 2008). Eptifibatide (16
mg/kg) was injected retro-orbitally. After 4 hours, the mice were killed and punch biopsies were
blended in 250 pL PBS. The homogenate was spun and the supernatant used for Hb analysis
(plate reader, 405 nm). For in vivo imaging, a dorsal skinfold chamber was employed as

described previously (Goerge et al., 2008).
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Lung inflammation model
Mice were anesthetized with xylazine 5 mg/kg and ketamine 50 mg/kg and inoculated
intranasally with P. Aeruginosa LPS (1 ug). After 24 hours, 2 broncho-alveolar lavages (BAL)

with 1 mL cold PBS were performed to analyze the Hb content.

Stroke model, MRI and histological analysis

Transient middle cerebral artery occlusion (tMCAOQ) was induced by inserting for 120 min a
siliconized monofilament (Doccol) into the common carotid artery (Goerge et al., 2008). After
6 hours, the mice were: i) anesthetized and scanned by MRI (7T, Bruker, Germany); ii)
sacrificed and the brains cut into 1 mm coronal sections to measure intracerebral hemorrhage

volumes.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism software (see figure legends).
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RESULTS AND DISCUSSION

To evaluate the role of platelet integrins in arresting bleeding during cutaneous inflammation,
we used an rpA model. In agreement with previous studies, we observed that the absence of
integrin B3 (total B37 knock-out) (Figure 1A, B) or pharmacological blockade of alIbB3 with
eptifibatide (Figure 1C, D) did not result in bleeding at inflammatory sites. In contrast, platelet-
specific integrin p3-depleted mice (PF4Cre- B37°) developed severe bleeding (WT: 0.39 + 0.04
mg Hb/cm?; PF4Cre- B3 0.78 = 0.09 mg/cm?; p<0.01) (Figure 1E, F). Similar results were
obtained with olIlb” mice (WT: 0.19 + 0.03 mg/cm?; allb”: 0.42 + 0.07 mg/cm?; p<0.05),
confirming the central role of platelet allbf3 integrin in stopping cutaneous bleeding during
inflammation (Figure 1G). The use of a skinfold chamber revealed the occurrence of petechial
bleeding in PF4Cre- 37 animals at earlier time points, which is typical of inflammatory
bleeding (Figure 1H). How can we explain that tissue-specific PF4Cre-p3” but not full p37-
knock-out mice display bleeding in the rpA model? As vascular injury in this model is mediated
by neutrophils transmigrating through the endothelium (Gros et al., 2015; Hillgruber et al.,
2015) and neutrophils express p3 integrins, we hypothesize that in 37~ mice, neutrophils might
not induce vascular damage. To evaluate this hypothesis, it would be interesting to do intravital

microscopy using skinfold chambers to follow neutrophil extravasation in the tissue.

We also identified a role of platelet B1 integrins in stopping bleeding after skin inflammation.
Thus, while depletion of all three platelet Bl integrins (PF4Cre- f177) did not result in skin
hemorrhages, mice expressing neither platelet p1 nor platelet p3 integrins (PF4Cre-p17/37")
presented bleeding (1.22 + 0.13 mg Hb/cm?), which was significantly increased as compared to
PF4Cre-p37 mice (0.78 + 0.09 mg/cm?; p<0.05) (Figure 11, J). These results not only identify

anovel role of B1 integrins in stopping inflammatory bleeding, but also highlight a cooperation
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between platelet B1 and B3 integrins in the arrest of bleeding after a local skin inflammatory

challenge.

To further evaluate the part played by platelet integrins in arresting bleeding during
inflammation, we used a tMCAO model. Since the majority of PF4Cre-B3” and PF4Cre-p17
/B3 mice die 24 hours after occlusion of the MCA (data not shown) (Kleinschnitz et al., 2007;
Kraft et al., 2015), we sacrificed the animals at very early stages, i.e., 6 hours after induction of
occlusion. Under these experimental conditions, ischemic infarcts were observed in all mice
(Figure 2A, B). On SWI-MRI sequences and by histological analysis, we observed important
cerebral hemorrhages in the brain sections of PF4Cre-B17/p37, but not of WT, PF4Cre-B17 or
PF4Cre-p37 mice (Figure 2A). This was confirmed by measuring cerebral hemorrhagic
volumes, which were markedly increased in PF4Cre-B17/B37 (1.63 + 0.46 mm3, n=17) as
compared to WT mice (0.18 + 0.07 mm?3, n=8; p<0.05) (Figure 2C). These findings indicate
that similarly as in the skin, platelet 1 and B3 integrins cooperate to arrest cerebral bleeding

under inflammatory conditions.

In parallel, we used an LPS-induced lung inflammation model to investigate the role of platelet
integrins in the arrest of pulmonary bleeding during inflammation. Consistent with previous
observations (Boulaftali et al., 2013; Deppermann et al., 2017; Goerge et al., 2008; Hillgruber
etal., 2015; Rayes et al., 2018a), we found that severe platelet immunodepletion increased lung
hemorrhages under inflammatory conditions (data not shown). We observed bleeding in the
BAL fluids from PF4Cre-B37-and PF4Cre-B17/B3™, but not in PF4Cre-B17 mice (Figure 2D).
This was supported by the Hb quantification in the BAL fluids which was increased in PF4Cre-
B3’ and PF4Cre-B17/p3” (PF4Cre-B37: 0.88 + 0.14 mg Hb/mL; PF4Cre- p17/B37: 1.16 +

0.22 mg Hb/mL) as compare to Ctrl mice (Ctrl: 0.17 £ 0.06 mg Hb/mL; p<0.01) (Figure 2E).
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These results show that platelet B3 integrins also play a role in the arrest of inflammatory

pulmonary bleeding.

In conclusion, this work leads us to propose that platelet B1 and B3 integrins cooperate to stop

bleeding under inflammatory conditions in the skin and brain. In addition, we did observe a role

of platelet Bz integrins in the arrest of bleeding in inflamed lungs.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Platelet p1 and B3 integrins stop cutaneous bleeding under inflammatory
conditions. A, Representative images of skin lesions 4 hours after induction of an rpA reaction
in wild-type (WT) and total p3-deficient mice (total 37). B, Quantification of the Hb content
(mg/cm?) in cutaneous rpA biopsies of WT (n=3) and total B37- mice (n=3). C, Representative
images of skin lesions 4 hours after induction of an rpA reaction in control (Ctrl) and
eptifibatide-treated mice. D, Quantification of the Hb content (mg/cm?) in cutaneous rpA
biopsies of Ctrl (n=5) and eptifibatide-treated mice (n=4). E, Representative images of skin
lesions 4 hours after induction of an rpA reaction in WT and platelet-specific B3 integrin-
deficient mice (PF4Cre-p37). F, Quantification of the Hb content (mg/cm?) in cutaneous rpA
biopsies of WT (n=8) and PF4Cre-B3” mice (n=8). G, Quantification of the Hb content
(mg/cm?) in cutaneous rpA biopsies of WT (n=7) and allb integrin-deficient mice (allb™)
(n=7). H, Representative images of skin lesions before and 3 hours after induction of
inflammation in dorsal skinfold chambers of WT and PF4Cre-B3” mice. |, Representative
images of skin lesions 4 hours after induction of an rpA reaction in WT, platelet-specific B1
integrin-deficient (PF4Cre-p17), PF4Cre-B3” and platelet-specific p1 and B3 integrin-deficient
mice (PF4Cre-B17/p37). K, Quantification of the Hb content (mg/cm?) in cutaneous rpA
biopsies of WT (n=17), PF4Cre-B1” (n=8), PF4Cre-p3” (n=9) and PF4Cre-p17/B3” mice
(n=15). Ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, Mann-Whitney test or Bonferroni-corrected 1-way

ANOVA.

Figure 2: Platelet integrins arrest bleeding under inflammatory conditions in the brain
and lungs. A, Representative images of cerebral infarcts (T2WI sequence), cerebral

hemorrhages (SWI sequence) and histological coronal brain sections (1 mm thick) 6 hours after
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induction of tMCAO in WT, PF4Cre-p17-, PF4Cre-B3”- and PF4Cre-B17/B3” mice. B,
Quantification of infarct volumes (mm?) in coronal brain sections 6 hours after induction of
cerebral occlusion in WT (n=8), PF4Cre-B17- (n=4), PF4Cre-p3” (n=4) and PFACre-B17/3"
mice (n=17). C, Quantification of hemorrhagic volumes (mm?) in coronal brain sections 6 hours
after induction of cerebral occlusion in WT (n=8), PF4Cre-p17- (n=4), PF4Cre-B3” (n=3) and
PF4Cre-B17/B37 mice (n=17). D, Representative images of BAL fluids 24 hours after
induction of lung inflammation in Ctrl, PF4Cre-B17-, PF4Cre-B3”- and PF4Cre-p17/B3" mice.
E, Quantification of the Hb content (mg/mL) in BAL fluids 24 hours after induction of lung
inflammation in Ctrl (n=7), PF4Cre-B17- (n=6), PF4Cre-p3” (n=5) and PF4Cre-p17/B3" mice
(n=6). Results are presented as the mean + SEM. Ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
Dunn-corrected Kruskal-Wallis test (for cerebral data) or Bonferroni-corrected 1-way

ANOVA.
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Figure 2
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Conclusion

Cette ¢tude nous a permis de mettre en évidence qu’au cours d’une inflammation
cutanée induite dans le modéle de la rpA, 1’absence d’intégrines 3 a la surface des plaquettes,
mais pas une absence totale de B3 dans toutes les cellules, conduit a des saignements
inflammatoires localisés. Ces résultats indiquent un rdle important des intégrines (3
plaquettaires dans I’arrét des saignements en conditions inflammatoires au niveau de la peau.
Afin de comprendre 1’absence de saignements chez les souris totalement déficientes pour les
intégrines 3, j’ai récemment mis au point une approche de microscopie intravitale permettant
d’observer la transmigration des neutrophiles a travers la paroi vasculaire. Ce nouveau mode¢le,
couplé a I’utilisation des deux lignées de souris déficientes pour les intégrines B3 citées
précédemment, devrait nous permettre d’évaluer le réle de ces intégrines dans le processus de
transmigration. Notre hypothése est qu’en 1’absence d’intégrines B3 sur les neutrophiles, ces
derniers ne sont pas en mesure de transmigrer a travers 1’endothélium vasculaire, et donc qu’ils
n’induisent pas de bréches vasculaires, expliquant ainsi 1’absence de saignements chez ces
souris dans le modéle de rpA classique. Nous avons également identifié une coopération des
intégrines 1 et B3 plaquettaires dans 1’arrét des saignements inflammatoires puisque les souris
doublement déficientes pour ces intégrines au niveau plaquettaire saignent plus que les PF4Cre-
B3. En parall¢le, I’utilisation d’un mode¢le d’inflammation pulmonaire induit par 1’inoculation
intranasale de LPS et d’un modé¢le d’inflammation cérébrale induit par 1’occlusion transitoire
de l’artere cérébrale moyenne (tMCAO) nous ont permis d’identifier une coopération des
intégrines B1 et B3 plaquettaires dans 1’arrét des saignements en conditions inflammatoires.

En conclusion, I’ensemble de ces travaux indiquent que les intégrines B3 plaquettaires
sont impliquées dans 1’arrét des saignements en conditions inflammatoires au niveau cutan¢ et
pulmonaire et qu’il existe une coopération avec les intégrines 1 plaquettaires au niveau cutané,

pulmonaire et cérébral.
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Apres une Iésion vasculaire, les plaquettes adhérent, s’activent et agrégent au site de
Iésion pour former un clou hémostatique qui limite le saignement. Elles sont également
impliquées dans la thrombose artérielle, a I’origine de pathologies graves comme 1’infarctus du
myocarde ou I’AVC ischémique. La thrombose artérielle est aujourd’hui traitée et prévenue par
des medicaments antiagrégants plaquettaires qui ont montré leur efficacité pour réduire la
mortalité des pathologies thrombotiques. Cependant, la principale limite de ces traitements est
I’augmentation du risque de saignement limitant leur utilisation dans certaines situations,
comme I’AVC ischémique, pour lequel le risque de transformation hémorragique est élevé et
peut avoir de graves conséquences pour le patient. Identifier de nouvelles cibles
antiplaquettaires plus slires pourrait réduire le risque de saignement tout en conservant 1’effet

antithrombotique.

L’objectif de mon projet de thése a été de mieux caractériser le role de la GPVI et des
intégrines plaquettaires en hémostase, en thrombose artérielle et dans I’arrét de saignements en
conditions inflammatoires, avec comme perspective 1’identification de nouvelles cibles
antithrombotiques potentiellement plus slres. Les résultats obtenus indiquent : i) 1’existence
d’une différence d’espéce entre I’Homme et la souris quant au role de la GPVI dans la
croissance et la stabilité du thrombus ; ii) un réle de I’intégrine a5p1 dans I’adhérence,
’activation et I’agrégation des plaquettes en condition de flux sur une surface de fibronectine
et de collagéne sans réle majeur de cette intégrine en hémostase et en thrombose artérielle; et
i11) un role des intégrines Bl et B3 plaquettaires dans 1’arrét des saignements en conditions

inflammatoires au niveau cutané, pulmonaire et cérébral.

La GPVI est le principal récepteur d’activation des plaquettes au collagéne (Nieswandt
and Watson, 2003; Nieswandt et al., 2001a). L’identification d’une interaction entre la GPVI et
le fibrinogéne (Ahmed et al., 2020; Mangin et al., 2018), m’a conduit a évaluer son importance
dans la thrombose artérielle in vivo. Il a d’abord été entrepris de confirmer les résultats obtenus
in vitro chez ’'Homme. Une retombée inattendue de ce travail a ét¢ ’identification d’une
différence d’espece entre ’Homme et la souris quant au réle de la GPVI dans la croissance et
la stabilité des thrombi. En effet, la GPVI de souris ne joue pas, contrairement a la GPVI
humaine (Mangin et al., 2018), un réle cl¢é dans la croissance des thrombi lorsque 1’implication

du collagene est limitée, puisque la croissance des thrombi se fait sur ceux préformés, sans
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interaction avec le collagene sous-jacent. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus in vivo
quelques années plus tét dans un modele de thrombose artérielle induite par une lésion au
chlorure de fer de I’artére carotide, que 1’on sait ne pas exposer de collagéne et qui ne met pas
en evidence un réle de la GPVI (Eckly et al., 2011). En ce qui concerne la stabilité des thrombi,
nous avons mis en évidence qu’elle est augmentée chez I’Homme et ce grace a la GPVI
humaine. L’explication de cette différence provient fort probablement de I’incapacité des
plaquettes de souris a s’activer via I’interaction entre la GPVI et le fibrinogéne (Mangin et al.,
2018). Nous avons ensuite confirmé que la GPVI1 de souris ne joue pas de role dans la stabilité
des thrombi, puisque cette derniére n’est pas réduite chez les souris déficientes pour la GPVI.
Chez la souris, une signalisation indépendante de la GPVI permet donc de maintenir un degré
d’activation plaquettaire suffisant pour assurer la stabilité du thrombus, notamment par

I’intermédiaire des récepteurs P2Y 12 et TP.

L’identification d’une différence d’espece entre I’Homme et la souris liée au role de la
GPVI dans la formation d’un thrombus est importante car deux agents anti-GPV1 sont en cours
d’évaluation dans des essais cliniques. Le premier est un fragment humanisé d’anticorps
bloquant la GPVI, ACTO017 également appelé Glenzocimab, et le second est une molécule
composée de deux domaines extracellulaires de la GPVIreliés au fragment Fc d’un IgG formant
une GPVI-Fc, qui mime la GPVI, appelée Revacept. Ces deux molécules sont actuellement en
essai de phase 2 chez des patients présentant un AVC ischémique aigu ou une insuffisance
coronarienne stable devant subir une intervention percutanée (NCT03803007 ; NCT03312855 ;
NCTO01645306). La différence d’espéce que j’ai identifié suggere que le role de la GPVI dans
la formation d’un thrombus aurait été sous-estime sur la base des essais réalisés dans la souris
ou la GPVI ne permet pas I’activation des plaquettes en réponse au fibrinogene. Il est donc
envisageable que les nouveaux antiplaquettaires en développement ciblant la GPVI soient plus
efficaces chez ’Homme que ce que laissaient présumer les études précliniques chez la souris.
Cette différence d’espéce s’ajoute a d’autres déja identifiées au niveau plaquettaire, comme la
taille et le compte plaquettaires, leur demi-vie (Schmitt Exp Hematol 2001), ’hétérogénéité du
nombre et du contenu des granules plaquettaires (Eckly et al., 2016), et la différence de réponse
a certains agonistes comme 1I’ADP (Ware, 2004). 11 est important d’en tenir compte avant toute
extrapolation des données chez I’Homme, sachant que les souris sont treés largement employées

pour étudier le réle des plaquettes en hémostase et en thrombose.
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Quel serait I’intérét de développer un agent qui cible spécifiquement 1’interaction entre
la GPVI et le fibrinogéne ? Bien que le développement d’un tel antagoniste aurait un intérét sur
le plan cognitif en vue de discriminer I’importance relative de I’interaction entre la GPVI et le
collagene versus la GPVI et le fibrinogene, son intérét thérapeutique parait discutable. En effet,
le ciblage sélectif de 1’interaction GPVI/fibrinogeéne a peu de chance de diminuer d’avantage
un risque hémorragique qui est déja minime en absence de ce récepteur. Enfin, sur le plan de
I’efficacité antithrombotique, il est probablement plus intéressant de disposer d’un agent qui
limite I’interaction avec I’ensemble des ligands de la GPVI, qui pourrait améliorer d’avantage
I’effet antithrombotique de ceux bloquant I’interaction de la GPVI avec le collagéne, mais il

serait intéressant de tester ces hypothéses avec des approches expérimentales.

Les antiagrégants plaquettaires utilisés en clinique ciblent principalement les étapes
d’activation et d’agrégation des plaquettes. Une piste poursuivie par plusieurs équipes serait de
développer des antiplaquettaires ciblant [’interaction des plaquettes avec la matrice
extracellulaire, une étape intervenant t6t dans le processus thrombotique. Ces interactions
plaquettes — matrice extracellulaire impliquent en majorité les intégrines de la famille 1
(Bergmeier and Hynes, 2012). Parmi celles-ci, on trouve les intégrines 021 et a6f1 qui jouent
un réle en thrombose artérielle (He et al., 2003a; Kuijpers et al., 2003; Schaff et al., 2013), mais
dont I’implication en hémostase est modeste (Habart et al., 2013; Schaff et al., 2013), en faisant
de nouvelles cibles antiplaquettaires potentiellement intéressantes. Pour sa part, I’importance
de I’intégrine a5p1 en hémostase et en thrombose artérielle n’avait jamais été évaluée, ce qui a
constitué¢ le deuxieme axe de mon projet de theése. J’ai mis en évidence que les souris
n’exprimant pas I’intégrine aSB1 spécifiquement au niveau plaquettaire présentent un temps de
saignement qui n’est pas modifié. Cette observation vient compléter celles déja publiées
montrant €¢galement des temps de saignement normaux chez les souris déficientes pour 1’021
et ’a6B1 au niveau plaquettaire (Habart et al., 2013; Schaff et al., 2013). Etant donné que les
souris déficientes pour les trois intégrines B1 ont un temps de saignement augmenté, il est fort
probable que ces trois récepteurs présentent une compensation fonctionnelle importante
permettant de maintenir I’interaction des plaquettes avec la matrice extracellulaire et donc le

processus hémostatique méme en 1’absence de 1’'un d’entre eux (Petzold et al., 2013).
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Dans ce deuxi€éme projet, nous avons mis en évidence que I’intégrine a5B1 plaquettaire
est impliquée dans 1’adhérence, 1’activation et 1’agrégation des plaquettes in vitro sur une
surface de fibronectine cellulaire fibrillaire. Cependant, notre étude n’a pas permis de montrer
de rbéle majeur de cette intégrine dans des modeéles de thrombose artérielle in vivo. Cette
discordance entre les résultats obtenus in vitro et in vivo pourrait s’expliquer par les modeles
utilisés. D’une part, le modéle de perfusion in vitro évalue 1’adhérence et 1’activation des
plaquettes exclusivement sur une protéine adhésive a la fois, ici la fibronectine, c¢’est-a-dire le
ligand d’a5B1, ce qui maximise les chances d’observer un effet et peut exagérer 1I’importance
du récepteur par rapport a une situation in vivo dans laquelle une matrice complexe est exposée.
D’un autre c6té, une des limites des modéles in vivo que j’ai utilisés est que nous n’avons pas
vérifié I’exposition de fibronectine au niveau des 1ésions vasculaires. L’absence d’exposition
ou une exposition de faible quantité de cette protéine pourrait expliquer pourquoi aucun effet

inhibiteur n’est constaté in vivo.

En plus du rdle de I’intégrine a5pB1 dans 1’agrégation des plagquettes sur une surface de
fibronectine, nous avons également observé un défaut d’agrégation sur une surface de collagene
en flux. Cette observation est surprenante puisque I’intégrine a5B1 ne lie pas directement le
collagene. Ceci suggere que le défaut pourrait intervenir dans la phase de croissance du
thrombus plutot que dans 1’étape initiale d’adhérence et d’activation sur du collagéne. On peut
imaginer un rdle de I’intégrine a5B1 dans la croissance du thrombus par sa capacité a interagir
avec de la fibronectine plasmatique qui s’incorpore dans le thrombus. Cette hypothése serait en
accord avec le travail de Heyu Ni qui montre que les souris déficientes a la fois pour le FW et
pour le fibrinogéne, forment des thrombi, probablement via la fibronectine (Ni et al., 2000).

Une deuxieéme limite de mon étude de I’intégrine aSB1 est que nous avons réalisé nos
modeles de thrombose sur des vaisseaux sains, qui ne reflétent pas parfaitement la situation
pathologique retrouvée chez I’Homme. En effet, la thrombose artérielle survient généralement
dans un vaisseau malade apres érosion ou rupture d’une plaque d’athérosclérose. Ces plaques
sont d’ailleurs décrites pour étre riches en fibronectine (Rohwedder et al., 2012), qui serait
exposée au sang circulant suite a la rupture de la plaque. Pour reproduire au mieux la pathologie,
des modéles de thrombose ont été mis au point chez des souris déficientes en apolipoprotéine
E (ApoE™), qui développent des plaques d’athérosclérose (Nakashima et al., 1994), aprés
rupture de plaque par une aiguille ou par des ultrasons (Hechler and Gachet, 2011a; Kuijpers et

al., 2009). Avant de conclure sur I’absence de role de I’intégrine a5B1 plaquettaire en thrombose
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artérielle, il serait nécessaire de réaliser ces modeles de thrombose sur plaque sur une nouvelle
lignée aprés croisement des souris ApoE” et déficientes pour 1’intégrine aSp1 plaquettaire.
Cette approche permettrait d’évaluer le role de I’intégrine a5p1 dans la thrombose artérielle et

d’ouvrir une perspective de développement d’antiplaquettaire ciblant I’a5p1.

Une situation inflammatoire peut induire un risque hémorragique qui peut avoir des
conséquences dramatiques si le saignement se développe au niveau céerébral. Au niveau
moléculaire, 1’arrét de ces saignements inflammatoires a été décrit pour étre indépendant des
récepteurs classiquement impliqués en hémostase suite a une Iésion traumatique, a savoir le
complexe GPIb-1X-V et I’intégrine allbB3 (Goerge et al., 2008). Dans ce contexte, mes travaux
de thése visaient a évaluer I’implication d’autres intégrines plaquettaires dans 1’arrét de ces
saignements, en se focalisant notamment sur les intégrines B1 qui n’avaient pas été étudiées, et
a réviser le role des intégrines B3 plaquettaires. Ce travail m’a permis d’identifier un role des
intégrines B3 plaquettaires dans I’arrét des saignements en condition inflammatoire au niveau
cutané puisque nous avons mis en évidence dans le modéle de rpA cutané 1’apparition de
saignements chez les souris déficientes spécifiquement pour les intégrines B3 plaquettaires. A
priori, ce résultat semble aller a I’encontre de ce qui a été publi¢ en 2008, a savoir que les
intégrines 33 ne sont pas impliquées dans I’arrét des saignements en conditions inflammatoires
(Goerge et al., 2008). Cependant, dans cette étude de 2008, c’est une souris déficiente pour les
intégrines B3 dans I’ensemble des tissus et cellules qui avait été utilisée, résultat que nous
confirmons d’ailleurs en utilisant ces mémes souris qui ne saignent pas dans le mod¢le de rpA

cutané.

La raison pour laquelle nous observons des saignements chez les souris déficientes pour
les intégrines B3 spécifiquement au niveau des plaquettes, mais pas chez celles totalement
déficientes pour ces intégrines, n’est pas encore tout a fait claire. Nous savons que les
neutrophiles expriment des intégrines B3 (Janardhan et al., 2012) et que ces dernieres sont
impliquées dans des fonctions comme la migration et la génération d’espéces réactives de
I’oxygene (Kim et al., 2014; Rainger et al., 1999). Notre hypothese est que dans un KO total de
I’intégrine B3, les neutrophiles ne seraient pas capables de transmigrer et n’induiraient donc pas
de Iésion de la paroi vasculaire. Pour tester cette hypothése, nous avons réalisé un modele de
chambre d’observation dorsale couplé & de la microscopie intravitale permettant de suivre en

temps réel la réaction inflammatoire cutanée, dans le but d’évaluer I’extravasation des
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neutrophiles hors du systéme vasculaire chez les souris PF4Cre-p3 et B37. Nos premiers
résultats semblent mettre en évidence une réduction de la transmigration des neutrophiles chez
les souris totalement déficientes pour les intégrines B3, venant ainsi conforter notre hypothese.
Ces resultats restent cependant a confirmer sur un nombre de souris plus important. Si cette
réduction de transmigration des neutrophiles se confirme, nous ne pourrons cependant pas
exclure que ce phénomeéne soit dd & une modification des interactions des cellules endothéliales
entre elles, puisqu’elles expriment également des intégrines 3. Pour éliminer cette hypothése
moins probable, nous envisageons d’utiliser des souris déficientes pour les intégrines (3
uniquement a la surface des neutrophiles en croisant des souris dont le géne de I’intégrine B3
est encadré par des sites lox avec des souris exprimant la Cre-recombinase sous promoteur du

géne codant Ly6G, spécifique des neutrophiles.

Au cours de I’évaluation du role des intégrines plaquettaires dans I’arrét des saignements
en situation inflammatoire, une question reste en suspens. Nous avons observé des saignements
en conditions inflammatoires au niveau de la peau chez les souris PF4Cre-B3, mais pas chez
celles traitées avec un inhibiteur de 1’intégrine alIbB3, appelé eptifibatide (Integrilin®), ciblant
pourtant spécifiquement les plaquettes. Il est possible que ’inhibition de ce récepteur soit
incomplete, en effet chez la souris il faut utiliser des doses importantes de cet inhibiteur pour
atteindre une efficacité et une inhibition de 1’agrégation plaquettaire. De plus, 1’eptifibatide
présente une stabilité limitée in vivo, alors que nous observons un phénomene évoluant sur 4
heures. Enfin, dans le cas des saignements en conditions inflammatoires, seule une
thrombopénie tres sévere induit des saignements (Goerge et al., 2008) laissant imaginer que
seul un inhibiteur ayant un impact important sur les plaquettes permettrait de mettre en évidence

un saignement.

Pour conclure, mes travaux s’inscrivent dans une perspective globale de caractérisation
du réle des récepteurs plaquettaires en hémostase et en thrombose et d’identification de
nouvelles cibles antiplaquettaires plus sdres. Le ciblage de la GPVI, pour lequel deux agents
sont actuellement en développement, semble prometteur d’autant plus que ’identification d’une
différence d’espéces Homme Vs souris laisse penser que les effets chez I’ Homme pourraient
étre plus importants que ceux initialement observés en préclinique. L’intégrine a5p1 joue un
role important dans 1’adhérence, 1’activation et I’agrégation plaquettaire a la fibronectine, et

méme si les modéles de thrombose artérielle sur vaisseaux sains n’ont pas conduit a
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I’identification d’un réle majeur dans ce processus, 1’identification d’un mode¢le se rapprochant
de la physiopathologie retrouvée chez I’Homme pourrait conduire a I’identification d’un role
de cette intégrine. Enfin, la mise en évidence d’un rdle des intégrines Bl et B3 plaquettaires
dans I’arrét des saignements en conditions inflammatoires confirme que le ciblage des

intégrines B3 s’accompagne d’un risque de saignement important.
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Pharmacological Blockade of Glycoprotein VI
Promotes Thrombus Disaggregation in the
Absence of Thrombin

Muhammad Usman Ahmed, Valeria Kaneva, Stéphane Loyau®, Dmitry Nechipurenko, Nicolas Receveur®, Marion Le Biris,
Emily Janus-Bell, Mélusine Didelot, Antoine Rauch®, Sophie Susen, Nabil Chakfé, Frangois Lanza®, Elizabeth E. Gardiner®,
Robert K. Andrews®, Mikhail Panteleev, Christian Gachet®, Martine Jandrot-Perrus, Pierre H. Mangin

OBJECTIVE: Atherothrombosis occurs upon rupture of an atherosclerotic plaque and leads to the formation of a mural thrombus.
Computational fluid dynamics and numerical models indicated that the mechanical stress applied to a thrombus increases
dramatically as a thrombus grows, and that strong inter-platelet interactions are essential to maintain its stability. We investigated
whether GPVI (glycoprotein VI)-mediated platelet activation helps to maintain thrombus stability by using real-time video-microscopy.

APPROACH AND RESULTS: We showed that GPVI blockade with 2 distinct Fab fragments promoted efficient disaggregation of
human thrombi preformed on collagen or on human atherosclerotic plaque material in the absence of thrombin. ACTO17-
induced disaggregation was achieved under arterial blood flow conditions, and its effect increased with wall shear rate. GPVI
regulated platelet activation within a growing thrombus as evidenced by the loss in thrombus contraction when GPVI was
blocked, and the absence of the disaggregating effect of an anti-GPVI agent when the thrombi were fully activated with
soluble agonists. The GPVI-dependent thrombus stabilizing effect was further supported by the fact that inhibition of any of
the 4 key immunoreceptor tyrosine-based motif signalling molecules, src-kinases, Syk, PI3K@, or phospholipase C, resulted
in kinetics of thrombus disaggregation similar to ACTO17. The absence of ACTO17-induced disaggregation of thrombi from
2 afibrinogenemic patients suggests that the role of GPVI requires interaction with fibrinogen. Finally, platelet disaggregation
of fibrin-rich thrombi was also promoted by ACTO17 in combination with r-tPA (recombinant tissue plasminogen activator).

CONCLUSIONS: This work identifies an unrecognized role for GPVI in maintaining thrombus stability and suggests that targeting
GPVI could dissolve platelet aggregates with a poor fibrin content.

GRAPHIC ABSTRACT: A graphic abstract is available for this article.

Key Words: fibrinogen ® hemostasis ® platelet ® rheology ® thrombosis

See accompanying editorial on page 1964

rial thrombosis. Upon vascular injury platelets adhere,

Platelets play a central role in hemostasis and in arte-
become activated and aggregate to form a hemostatic

platelets are less activated and no significant amounts of

plug in a healthy vessel and a mural thrombus that can
become occlusive, in a diseased artery.' It has been reported
that the thrombus is heterogeneous in composition with (1)
a core, rich in fibrin composed of highly activated plate-
lets located close to the site of injury, in which important
amounts of thrombin are generated; (2) a shell, in which

thrombin are generated, as evidenced by the absence of
fibrin.2 From a therapeutic point of view, preventing the shell
to grow or dissolving it appear as attractive strategies to
prevent arterial occlusion and ischemic pathologies.
Platelets express a repertoire of adhesion receptors
that engage with subendothelial adhesive matrix proteins
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Nonstandard Abbreviations and Acronyms

Highlights

Fc Fc receptor
GP glycoprotein
PI3K phosphoinositide 3-kinase

r-tPA recombinant tissue plasminogen
activator

VWF von Willebrand factor

WSR wall shear rate

+ GPVI-mediated platelet activation is important to
maintain the stability of a thrombus.

* Blocking anti-GPVI Fab fragments, but not dimeric
GPVI-Fc, promote platelet disaggregation in a
shear-dependent manner.

» The use of anti-GPVI agents which directly target
GPVI could promote disaggregation of platelet rich
thrombi

after vessel wall injury. Under conditions of elevated blood
flow found in arteries, the first step of platelet attach-
ment is initiated by the GP (glycoprotein) Ib-IX-V com-
plex interaction with VWF (von Willebrand factor) present
in the subendothelium. Stable adhesion is supported by
integrins of the B1 and 3 family, namely a2f1, abp1,
a6p1, allbp3, and avBf3 which bind to collagen, fibro-
nectin, laminins, fibrinogen, and vitronectin, respectively.
Concomitantly, these receptors together with the colla-
gen receptor, GPVI (glycoprotein VI) initiate intracellular
signals leading to platelet activation.® Activated platelets
release soluble mediators, including thromboxane (Tx)A2
and ADP which reinforce platelet activation and increase
the affinity of integrin allbp3, for its main ligand, fibrino-
gen, allowing platelet aggregation.” The thrombus com-
position is heterogeneous with a core containing highly
activated platelets and a shell with weakly and reversibly
activated platelets.? The specific signaling mechanisms
responsible for maintenance of platelets in this state is
unclear, potential candidacies include GPIb (glycopro-
tein Ib)-dependent signalling,® soluble agonists,2® and we
recently proposed GPVI."

GPVI is a member of immunoglobulin receptor fam-
ily which is specifically expressed on megakaryocytes
and platelets.> GPVI is considered as not being critical
for hemostasis, based on the fact that GPVI-deficient
subjects present a mild bleeding phenotype and GPVI-
deficient mice show no spontaneous bleeding and no
prolongation in tail-bleeding time.#7'° In contrast, it has
been reported that absence of GPVI impairs experi-
mental thrombosis in several models of localized vascu-
lar injury.""'? Remarkably, GPVI-immunodepleted mice
were also protected from thrombosis after ultrasound or
mechanical injuries to atherosclerotic plaques in ApoE-
deficient mice.'®'* Together, these observations suggest
that GPVI is a particularly promising and potentially safe
antithrombotic target.?

GPVI physically associates with the FcR(Fc receptor)
y-chain and the Src family kinases Lyn and Fyn." Ligand
binding to GPVI promotes its clustering which results in
phosphorylation of the immunoreceptor tyrosine-based
motif of the FcR y-chain by Src family kinases.'® This
leads to the recruitment of Syk and formation of signal-
ing complexes which activate PLCy2 (phospholipase

2128  September 2020

Cy2) resulting in mobilization of intracellular Ca®* stores,
a key second messenger of platelets. GPVI engagement
efficiently results in the release of soluble agonists such
as ADP and TxA2 which enhance platelet activation.'”
GPVI is best recognized as a platelet activation receptor
for fibrillar collagen and supports efficient platelet aggre-
gation in vitro.'"” We and others provided evidence that
GPVI participates in platelet activation to laminins.'®'® We
also reported that GPVI plays an important role in platelet
adhesion and activation on fibrin.2®2' More recently, we
proposed that human GPVI participates in platelet activa-
tion on immobilized fibrinogen, which could support a new
role for GPVI in thrombus growth.” The primary aim of
this study was to investigate the role of GPVI beyond the
well-documented initial stages, on the process of throm-
bus stability. The outcome of this study was to assess
the potential of targeting this receptor in the setting of a
treatment, when a thrombus had already formed.

We showed that growing thrombi experience elevated
mechanical stress, which represents a major challenge to
maintain their stability. We developed a numerical model
which highlighted the importance of maintaining strong
inter-platelet bonds to resist to the increase in mechani-
cal stress when a thrombus grows. Using an experimen-
tal approach, we identified a key role of GPVI-mediated
platelet activation in maintaining thrombus stability in the
absence of thrombin, through its interplay with fibrinogen.
These results indicate that targeting GPVI when a plate-
let-rich aggregate had already formed promotes disag-
gregation, opening new avenues for the use of anti-GPVI
agents to prevent vessel occlusion. In addition, an anti-
GPVI agent can also be combined to a thrombolytic agent
to dissolve a fibrin-rich thrombus.

MATERIALS AND METHODS

Patients

Two White patients suffering from congenital afibrinogenemia
were collected for the study. The patients were related and
expressed the same homozygous mutation ¢.1001 G>A in exon
5, resulting in a nonsense p.W334X mutation of FGA (fibrinogen
A) gene, previously reported to lead to premature termination of
translation of fibrinogen o chain.?? For these 2 patients, plasma

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2020,40:2127-2142, DOI: 10.1161/ATVBAHA.120.314301
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fibrinogen was undetectable by antigen and functional assays
with unclottable prothrombin, activated partial thromboplastin,
thrombin time, and reptilase time tests. Both patients suffered
from spontaneous and post-traumatic bleeds but also had a past
history of arterial or venous thromboembolism (ischemic stroke
in patient 1, 2 episodes of superficial venous thrombosis, and 1
episode of deep venous thrombosis in patient 2; the 3 venous
thrombosis events in patient 2 occurred under replacement ther-
apy with fibrinogen concentrate) as reported previously.?® At the
time of the study, the 2 patients were treated on demand with
fibrinogen concentrates. No infusion of fibrinogen concentrate
was performed in the previous 21 days before blood collection.
The collection was approved by the French government under
the number: DC-2008-642.

Computational Fluid Dynamics and Fluid-

Structure Interaction Analysis

To assess the evolution of mechanical stress during throm-
bus growth, we used computational fluid dynamics combined
with additional fluid-structure interaction analysis. Thrombi
were represented as the hemi-spheres protruding into ves-
sels of 600 pm diameter. Constant pressure boundary con-
ditions were chosen for the blood flow corresponding to a
wall shear rate (WSR) of 300 s~'. Subendothelial matrix and
thrombus were represented as isotropic elastic media with
Young modulus value derived from thrombus nanoindentation
analysis,?* while blood was considered as a Newtonian fluid. A
fluid-structure interaction module of Comsol Multiphysics was
used for computation of flow and flow-induced mechanical
stress throughout the system. See Figure | and Table | in the
Data Supplement for more details.

Computational Model of Thrombus Formation

We developed a 2-dimensional model of thrombus formation with
platelets represented by particles of different sizes® The model
considers 2 types of inter-platelet interaction: (1) a primary GPIb-
VWF-mediated interaction, modelled by stochastically associat-
ing and disassociating springs between platelets; the model was
validated using experiments addressing platelet interactions with
VWF-coated surfaces?; (2) an allbf33-fibrinogen-mediated inter-
action modelled by Morse potential. Parameters of potential were
acquired using experimental data on forces between single plate-
lets.?” The adhesive force increases with the time platelets spend
in the thrombus. To study thrombus dynamics during the initial
phase of thrombus growth, we decreased integrin-mediated force
between platelets by 10% to 80%. Blood was considered as an
incompressible Newtonian fluid described with Navier-Stokes
and the continuity equations. The flow field was computed con-
sidering the partial vessel blockade by the thrombus. Equations
describing both the flow profile and hydrodynamical forces that
act on platelets were solved using the Open-FOAM (field opera-
tion and manipulation) simpleFoam solver.?® To infer how inter-
platelet forces depend on both thrombus size and shear rate, the
stationary configuration of tightly (hexagonally) packed equally
sized disks under steady flow was analyzed. Disks, which rep-
resented platelets, were gathered in a semi-spherically shaped
thrombus. To simplify the analysis, only Morse potential was used
to describe platelet-platelet attraction. Injury was modelled as the
array of adhesive interaction sites localized at the vessel wall.

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2020;40:2127-2142, DOI: 10.1161/ATVBAHA.120.314301

In Vitro Flow-Based Adhesion Assay

Microfluidic flow chambers or glass microslides (for scanning
electron microscopy experiments) were prepared as previously
described.? For most experiments, human hirudinated blood
(100 U/mL) was perfused through the microfluidic channels,
with the exception of flows on plaque material for which we
used nonrecalcified citrated blood. The human atheroscle-
rotic plaque homogenates (1 mg/mL) prepared as previously
described.?® To form fibrin-rich clots, citrated blood incubated
with DIOC, (0.5 pmol/L) to label platelets and with DyLight
650-conjugated anti-fibrin (10 ug/mL) was recalcified with
CaCl, (125 mmol/L) and MgCl, (85 mmol/L) immediately
before perfusing it through collagen coated microfluidic cham-
bers at 1500 s~'. Disaggregation of a thrombus was defined as
the detachment of at least 3 platelets or more in a field.

Light Transmission Aggregometry

Human washed platelets were prepared from ACD-
anticoagulated blood by sequential centrifugation as previously
described®' The platelets were suspended at a concentration
of 3x10°/pL in Tyrode buffer containing 0.35% human serum
albumin and 2 pL/mL apyrase. Platelet aggregation was mea-
sured turbidimetrically after addition of different agonists, in the
presence of human fibrinogen (0.8 mg/mL).

Scanning Electron Microscopy

Adherent platelets in glass microslides were fixed for 45 min-
utes with 26 mg/mL glutaraldehyde in 0.1 mol/L cacodylate
buffer containing 20 mg/mL sucrose (305 mOsm, pH 7.3)
and scanning electron microscopy was performed as previ-
ously described.®

Statistical Analysis

Results are expressed as mean=SEM. All statistical analyses
were performed with the GraphPad Prism program, version 5.0
(Prism, GraphPad, LaJolla, CA). Nonparametric Mann-Whitney
U test was used when applicable, and %? test with CI of 95%
was used for categorical variables. One-way ANOVA or 2-way
ANOVA followed with a post hoc Bonferroni was used for mul-
tiple comparisons. A<0.05 were considered statistically signifi-
cant. Details are found in the figure legends.

RESULTS

Blood Flow-Induced Mechanical Stress
Challenges the Stability of a Growing Thrombus

A mural thrombus in an injured artery experiences
forces applied by the flowing blood. Computational fluid
dynamics simulations indicated that surface shear stress
was maximal at the thrombus apex and increases with
thrombus height (Figure 1A through 1C). These external
stress acting on the surface is redistributed throughout
the thrombus and results in internal mechanical stress.
Fluid-structure interaction analysis performed using the
continuous 3-dimensional model indicated that internal
mechanical stress (von Mises stress) was maximal at the
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Figure 1. In silico evidence that sustained platelet activation is crucial for the stability of a growing thrombus.

A-C, Computational fluid dynamics simulations were performed to determine surface shear stress exerted on a semi-spherical thrombi of
different sizes. A, Image representing the distribution of the shear stress on the surface of thrombi of 450 pm at flow conditions corresponding
to wall shear rates of 300 s™' (at sites distal to thrombus). B, Point-connecting line graph represents the shear stress as a function of thrombus
height at constant pressure drop boundary conditions. C, Images represent the distribution of the shear stress on the surface of thrombi of 300
pm, 450 pm, and 550 pm height in a channel of 600 pm at constant pressure drop boundary conditions. D, Distribution of inter-platelet forces
in a 2-dimensional (2D) thrombus subjected to the flow corresponding to 500 s™'. (Continued)
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Figure 1 Continued. Each inter-platelet force is shown as a line colored corresponding to the force value. Only forces corresponding to
extended inter-platelet bonds are shown. Platelets contours are shown in gray color. E, The dependence of maximum inter-platelet bond
extension force on thrombus height obtained in a 2D model (wall shear rate [WSR] of 500 s~'). F, The dependence of maximum inter-platelet
bond extension force on a wall shear rate obtained for 2D thrombus of 26 pm height. G, Representative images of the dynamics of thrombus
formation in silico. The injury region is shown in black; platelets are represented by circles of different colors (darkening color reflects the extent
of platelet activation). WSR is 760 s'; arrow indicates flow direction. Scale bar represents 5 um. H-J, The graphs plot thrombus height over
time at 750 s7'. I, The arrow represents the time at which a 3-fold increase in WSR was applied (H and I; n=6). 1, The arrow represents the
time at which the force between platelets was reduced by 40% (n=10). Bar graph represents area under curve (AUC). Nonparametric Mann-

Whitney U Test; ***P<0.001.

thrombus base and was also increased with both throm-
bus height and blood flow velocities (Figure | in the Data
Supplement). Similar results were obtained in a particle-
based 2-dimensional model showing that inter-platelet

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2020;40:2127-2142, DOI: 10.1161/ATVBAHA.120.314301

forces within a thrombus were maximal at its base reach-
ing elevated values of 350 pN for a thrombus of 26 pm
in height and increased with thrombus height and WSR
(Figure 1D through 1F). Together, these results indicate
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that both flow-dependent surface forces and internal
platelet-platelet forces increase as a mural thrombus is
growing in the vessel lumen. To assess the impact of flow-
induced mechanical forces during thrombus growth, we
developed a numerical particle-based model of thrombus
formation dynamics which reproduces rheology found
in arteries (750 s~'). This model recapitulates the main
features of thrombosis with (1) platelet adhesion, (2)
platelet activation depicted as they become darker (vari-
ous levels of activation ranging from white (resting) to
grey (activated), and (3) recruitment of circulating plate-
lets which results in linear thrombus growth (Figure 1G
and 1H; Movie | in the Data Supplement). The impact
of elevated shear on thrombus stability was evidenced
by the disruption of the thrombus occurring when a
3-fold increase in shear rate was applied at 30 seconds,
(Figure 11; Movie Il in the Data Supplement). The impor-
tance of the inter-platelet bond strength in maintaining
thrombus stability was shown by disaggregation taking
place when the inter-platelet force was reduced by 40%
at 30 seconds (Figure 1J; Movie Il in the Data Supple-
ment). This disaggregation highlighted the importance of
a sustained platelet activation during thrombus growth
to maintain its integrity. As GPVI is an activation recep-
tor, we investigated whether it participates in maintaining
thrombus ability to resist mechanical stress and whether
its targeting could promote disaggregation.

Blockade of GPVI During Thrombus Growth
Promotes Disaggregation in the Absence of
Thrombin

Hirudinated human whole blood was flowed over col-
lagen to preform aggregates followed by perfusion of
50 pg/mL of a blocking humanized anti-GPVI Fab frag-
ment, ACTO17, at an arterial WSR of 750 s~'. Real-time
video-microscopy showed that numerous individual
platelets detached from the top of aggregates treated
with ACTO17 resulting in a clear disaggregation (Fig-
ure 2A; Movie IV in the Data Supplement). Quantification
indicated a 4.9-fold increase in the number of platelet
thrombi disaggregating after treatment with ACTO17
when compared with control buffer (Figure 2B). ACTO17
also lowered the time to initiation of disaggregation by
45% (Figure 2C). The diaggregating effect of ACTO17
was also evidenced when we maintained whole blood
perfusion throughout the experiment (Movie V in the
Data Supplement) and was not limited to hirudin as
an anticoagulant, as a similar result was obtained with
heparin and citrate (data not shown). Similar results
were obtained on human atherosclerotic plaque mate-
rial, where ACTO17 promoted efficient disaggregation
of platelet thrombi that were formed with citrated blood
(Figure 2D). This disaggregation obtained by blocking
GPVI was not restricted to ACT017, as another GPVI
blocker, the Fab fragment of 1G5 mAb exhibited similar

2132  September 2020

effects (Figure 2E). In contrast, thrombi did not disaggre-
gate when equivalent concentrations of Fab fragments
of the nonblocking anti-GPVI antibody 3J24 were per-
fused, suggesting that the inhibitory effect of ACTO17
and 1Gb is related to their ability to disrupt ligand binding
to GPVI (Figure 2F and 2G). Finally, we observed that
soluble GPVI-Fc, used at a concentration which inhib-
its collagen-induced platelet aggregation, did not dis-
aggregate preformed aggregates (Figure 2F and 2G).
Together, these results indicate that direct blockade of
GPVI ligand binding, but not a competition approach,
promotes disaggregation of preformed platelet thrombi,
highlighting a novel role of GPVI in maintaining the sta-
bility of a thrombus during its build-up when thrombin
generation was blocked. In the rest of our study, we
have mainly used ACTO17 as an agent that directly
blocks GPVI.

Shear Forces Promote Disaggregation of
Platelet Aggregates When GPVI Is Blocked

We next evaluated whether ACTO17 promotes disag-
gregation in a Born-type aggregometer. Washed human
platelets were stimulated with collagen, U46619 or
ADP, and ACTO17 was added to the suspension once
aggregation reached maximal values. We did not observe
any disaggregation upon the addition of ACTO17 (Fig-
ure 3A). Because shear is low in an aggregometer
(<100 s7'), one hypothesis could be that ACTO17-
induced platelet disaggregation occurring in the blood
perfusion assay depends on the presence of elevated
shear forces. To examine that, we preformed aggregates
in the flow system at 750 s~' for 3 minutes and perfused
ACTO17 at WSR ranging from 150 s up to 750 s~
In agreement with the result obtained in the light trans-
mission aggregometer, ACTO17 did not promote disag-
gregation of platelet thrombi under venous blood flow
conditions (150 s7), (Figure 3B). In contrast, signs of
disaggregation were observed at an arterial WSR of 300
s™' with a maximal number of disaggregating thrombi
being achieved at 750 s~' (Figure 3B and 3C). Measur-
ing the initial time of thrombus disaggregation further
highlighted the importance of increasing blood flow con-
ditions on ACTO17-induced platelet thrombus disaggre-
gation (Figure 3D). These results are in agreement with
our observations in silico showing that elevated shear
forces promote disaggregation when platelet activation
is inhibited.

The Disaggregating Effect of GPVI Blockade
Relies on the Inhibition of Platelet Activation

As GPVI is an activation receptor, we hypothesized that
ACTO17-induced disaggregation in the absence of throm-
bin, is linked to an impairment of GPVI-mediated platelet
activation in the growing thrombus. To test this hypothesis,

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2020,40:2127-2142, DOI: 10.1161/ATVBAHA.120.314301
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Figure 2. GPVI (glycoprotein VI) blockade promotes disaggregation of preformed thrombi in vitro.

A-C and E-G, Hirudinated (100 U/mL) human whole blood was perfused for 3 min at 750 s~ through microfluidic flow chambers coated
with a solution of type I fibrillar collagen (200 pg/mL) to preform aggregates. A-C, ACT017 (50 pg/mL) or control buffer was perfused

over the preformed aggregates at 750 s~' for 12 min. A, Representative differential interference contrast microscopy images of thrombi
subjected to ACTO17 or control buffer diluted in PBS. The black arrow indicates the flow direction. Scale bars represent 20 um. (Continued)
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we perfused elevated nonphysiological concentrations of
soluble agonists (ADP or TRAP [thrombin receptor activa-
tor peptide]) over preformed aggregates to maximally acti-
vate platelets and overcome the GPVI activatory pathway,
before injecting ACTO17. We observed that under such
conditions ACTO17 was less efficient in promoting disag-
gregation and that the time of disaggregation was delayed,
indicating that its effect is linked to the regulation of plate-
let activation (Figure 4A and 4B). In parallel, we examined
thrombus contraction in real-time, as a readout of platelet
activation. While thrombi were contracting and appeared
more compact over time in the control, a clear loosening
and surface expansion was observed when ACTO17 was
perfused over contracted thrombi (Figure 4C; Movie VI
in the Data Supplement). This was confirmed by quanti-
fication which showed that the surface occupied by the
ACTO17-treated thrombi was significantly increased in
comparison with untreated control (Figure 4D). Scan-
ning electron microscopy images confirmed the loosen-
ing of the aggregates treated with ACTO17 and showed
that individual platelets were also less contracted when
compared with control, confirming that ACTO17 impairs
platelet activation (Figure 4E). As GPVI promotes plate-
let activation through a signaling pathway that has been
well characterized, we evaluated the effect of inhibitors of
several key immunoreceptor tyrosine-based motif signal-
ing proteins such as src-kinase (PP2), Syk (PRT060318),
PIBKB (phosphoinositide 3-kinase; TGX-221), and
PLCy2 (U73122). The inhibitors increased the number
of disaggregating thrombi by 3.6-fold, 2.6-fold, 2.2-fold,
and 4.4-fold, respectively, to a similar level as the once
achieved with ACTO17 (Figure 4F). Moreover, the initial
time of thrombus disaggregation also showed a signifi-
cant decrease for all 4 inhibitors when compared with
control which was very close to the one of ACTO17 (Fig-
ure 4G). The number of disaggregating thrombi and time
of initiation of disaggregation were very similar between
ACTO17 and 1G5 (Figure 2) as compared with inhibition
of the 4 immunoreceptor tyrosine-based motif signal-
ing molecules, suggesting that disaggregation occurring
when GPVI is blocked, relies on an impairment of GPVI-
mediated platelet activation.

Disaggregation Induced When GPVI Is Blocked
Relies on the Presence of Fibrinogen

We recently proposed that the role of GPVI in thrombus
build-up relies on its ability to promote platelet activation on
fibrinogen.” To evaluate whether thrombus disaggregation
occurring when GPVI is blocked, is linked to this property,
we performed experiments with blood of 2 patients with
congenital afibrinogenemia. We observed that perfusion of
hirudinated whole blood of both patients over immobilized
collagen resulted in the formation of thrombi at 750 s,
even though they appeared smaller than the control (Fig-
ure BA). This was expected since platelet aggregation in
the absence of significant levels of fibrinogen has been
previously reported and shown to rely on VWF.*2 While
ACTO17-induced thrombus disaggregation in the control,
little effect was observed on thrombi of either patient at
750 s~' (Figure 5B). This result indicates that blockade
of GPVI has no impact on thrombus disaggregation in
the absence of normal levels of fibrinogen, even though
these thrombi appeared looser than normal thrombi in
agreement with a previous report.®* Quantification con-
firmed the absence of ACTO17-induced disaggregation
with blood from the patients as compared with controls
(Figure 5C). These results propose the existence of a
link between fibrinogen and GPVI in allowing the stabil-
ity of a growing thrombus.

Combination of ACT017 and r-tPA Promotes
Disaggregation of Fibrin-Rich Clots In Vitro

So far, we observed that GPVI contributes to the stabiliza-
tion of a platelet-rich thrombus which contains no fibrin,
suggesting that anti-GPVI agents could remove the part of
the thrombus corresponding to the shell3* We next evalu-
ated whether blockade of GPVI has also an impact on a
thrombus core in which thrombin is found and which is sta-
bilized by fibrin. Initially, we formed fibrin-rich thrombi by
perfusing recalcified citrated human blood over collagen at
1500 s'. The high fibrin content of the thrombi was evi-
denced on 3-dimensional reconstructed images obtained
with a fluorescently conjugated anti-fibrin antibody (Fig-
ure 6A). ACTO17 had a minor effect on thrombus disag-
gregation with detaching platelets being mainly localized

Figure 2 Continued. B, Bar graphs represent the number of disaggregating thrombi (x10-%)/um?; control: 3.2x10£0.7x10~*
disaggregating thrombi/um?; ACTO17: 18.7x107*£1.9x10 disaggregating thrombi/pm?; ***<0.001, n=8. C, Scatter plots represent the
time at which disaggregation was initiated, expressed in minutes; meant+SEM; nonparametric Mann-Whitney U Test; control: 9.6£0.3 min;
ACTO017: 4.4£0.1 min; ***P<0.001, n=8 (D) Citrated (3.2%) human whole blood was perfused for 4 min at 300 s~' through glass microslides
coated with a solution of human atherosclerotic plaque homogenates (1 mg/mL) to preform aggregates, before perfusing ACT017 (50 ug/
mL) or control buffer in the same blood at 300 s~ for 12 min. Bar graphs represent the number of disaggregating thrombi (x107)/um? (n=4).
meanSEM; nonparametric Mann-Whitney U Test; ***P<0.001. E, 1G5 (50 pg/mL) or Fab IgG diluted in PBS was perfused over preform
aggregates at 750 s~ for 12 min. Bar graphs represent the number of disaggregating thrombi (x10~4)/um? (n=3). Two-tailed paired t test;
**P<0.01. F, ACTO17 (50 pg/mL), 3J24.2 (50 pg/mL), GPVI-Fc (50 pg/mL), or control buffer diluted in PBS were perfused over the preformed
aggregates at 750 s~ for 12 min. Bar graphs represent the number of disaggregating thrombi (x107*)/pm?; control: 3.7x10~4+0.9x10~*
disaggregating thrombi/pm?; 3J24.2: 3.56x10*+1.7x 10~ disaggregating thrombi/pm?; ns, P>0.5, n=4-8. G, Scatter plots represent time to
initiation of disaggregation, expressed in minutes; 3.0x107*+1.4x10~* disaggregating thrombi/pm?; non significant (ns); P#>0.5, n=4-8. Bar is

the mean+SEM; Bonferroni multiple comparison test; ***P<0.001.
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Figure 3. Shear regulates ACT017-induced disaggregation of preformed thrombi.

A, Human washed platelets (3.0x10°/pL) were stimulated with collagen (2.5 pg/mL), U46619 (2 pmol/L) or ADP (20 pmol/L) in the presence
of fibrinogen (64 pg/mL). ACTO17 (50 pg/mL) or control buffer was added at maximal aggregation (indicated by an arrow). Aggregation profiles
are representative of 3 separate experiments (n=3).B-D, Hirudinated (100 U/mL) human whole blood was perfused over immobilized collagen
(200 pg/mL) for 83 min at 750 s~ to preform aggregates. Then, ACT017 (50 pg/mL) diluted in PBS was perfused over preformed aggregates
at different wall shear rate (WSR; 150 s, 300 s™', and 750 s™') for 12 min. B, Representative differential interference contrast microscopy
images of thrombi subjected to ACT017 or control buffer diluted in PBS at indicated WSR. The black arrow indicates the flow direction. Scale
bars represent 20 pm. C, Bar graph represents the percentage of stable thrombi (n=3). 2 test with Cl of 95%; *P<0.05 and ***P<0.001.

D, Interleaved bars represent time to initiation of disaggregation after perfusion of ACTO17 or control buffer diluted in PBS over human
aggregates, expressed in minutes (n=3); mean+SEM. Bonferroni multiple comparison test; ***£<0.001.
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Figure 4. The disaggregating effect of ACT017 relies on impairment of GPVI (glycoprotein VI)-mediated platelet activation.
A-B, Hirudinated (100 U/mL) human whole blood was perfused for 3 min at 750 s™' through microfluidic flow chambers coated with a solution of
type | fibrillar collagen (200 pg/mL) to preform aggregates, before perfusing buffer containing or not ADP (50 pmol/L) or TRAP (thrombin receptor
activator peptide; 50 pmol/L) at 750 s~' for 2 min and then at 150 s™' for 3 min, followed by ACT017 (60 pg/mL) or control buffer diluted in PBS at
750 s~ for 12 min. A, Bar graphs represent the number of disaggregating thrombi (x107~)/um? (n=4). B, Scatter plot represents the time at which
disaggregation was initiated, expressed in minutes (n=4). mean+SEM; Bonferroni multiple comparison test; ***£<0.001. C-D, Hirudinated (100
U/mL) human whole blood was perfused for 3 min at 750 s™' through microfluidic flow chambers coated with a solution of type | fibrillar collagen
(200 pg/mL) to preform aggregates, before perfusing ACT017 (50 pg/mL) or control buffer diluted in PBS at 750 s~' for 12 min. C, Representative
differential interference contrast microscopy images of thrombi subjected to ACTO17 or control buffer at 5 and 11 min. The black arrow indicates
the flow direction. Scale bars represent 5 um. D, Scatter plot represents the variation in thrombi size measured between 5 and 11 min (n=3).
Mean+SEM; nonparametric Mann-Whitney U test; Asize: control: —=90.2420.7 pm?; ACT017: 82.0+18.3 um?; **£<0.001; n=3. (Continued)
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Figure 4 Continued. E, Representative scanning electron microscopy images of thrombi subjected to ACT017 or control buffer at 15 min.
Scale bars represent 5 um. F-G, Hirudinated (100 U/mL) human whole blood was perfused for 3 min at 750 s™' through microfluidic flow
chambers coated with a solution of type | fibrillar collagen (200 pg/mL) to preform aggregates, before perfusing ACTO17 (50 pg/mL), PP2

(5 pmol/L), PRT060318 (5 pumol/L), TGX-221 (1 pmol/L), and U73122 (5 umol/L) or DMSO diluted in PBS at 750 s~' for 12 min. F, Bar
graphs represent the number of disaggregating thrombi (x107#)/um?; control: 4.1x107#+0.8x10~* disaggregating thrombi/um?; ACTO17:
18.7x107%+1.9x10* disaggregating thrombi/um?; PP2: 15x10~*+1.7x10~* disaggregating thrombi/pm?; PRT060318: 18.2x107+1.9x10™*
disaggregating thrombi/pm?; TGX-221: 16x107*+1.5x10~* disaggregating thrombi/um?; U73122: 17.5x107%+0.6x10~* disaggregating
thrombi/pm?; ***P<0.001; n=4—8. G, Scatter plot represents the time at which disaggregation was initiated, expressed in minutes (n=4—8).
Mean+SEM; Bonferroni multiple comparison test; control: 8.9+0.6 min; PP2: 4.5+0.7 min; PRT060318: 3.8+0.2 min; TGX-221: 4.0+0.5 min;

U73122: 4.1£0.1 min; ***P<0.001; n=4,; ***P<0.001.

at the thrombus edge where less fibrin was present, which
is explained by the ability of fibrin to entrap platelets and
thereby stabilize the thrombus (Figure 6B; Movie VI in
the Data Supplement). This result is in agreement with
the view that fibrin stabilizes the clot. We next wondered
whether ACTO17 would cooperate with a thrombolytic
approach based on r-tPA (recombinant tissue plasmino-
gen activator) to enhance thrombus disaggregation. We
showed that perfusion of r-tPA in platelet-poor plasma
efficiently reduced the fibrin signal over time confirming
its thrombolytic effect (Figure 6C and 6D). We observed
that r-tPA alone promoted thrombus disaggregation which

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2020;40:2127-2142, DOI: 10.1161/ATVBAHA.120.314301

was probably linked to its ability to lyse fibrin and lower the
stability of the thrombus (Figure 6E). Interestingly, combin-
ing r-tPA with ACTO17 significantly increased thrombus
disaggregation as compared with r-tPA alone, highlight-
ing the potential of an anti-GPVI agent combined with a
thrombolytic reagent to promote thrombus disaggregation
(Figure 6E). Similar results were obtained when a combi-
nation of ACTO17 and r-tPA was perfused over thrombi
formed on a tissue factor-collagen coated surface with a
clear loosening of platelet aggregates being evidenced
by a marked increase in surface occupied by the thrombi
(Figure 6F and 6 G). Together, these results suggest that
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g Figure 5. ACT017-induced thrombus disaggregation depends on fibrinogen.
§ Hirudinated (100 U/mL) human whole blood from healthy volunteers or patients suffering from afibrinogenemia was perfused for 3 min at
E— 750 s™' through microfluidic flow chambers coated with a solution of type | fibrillar collagen (200 pg/mL) to preform aggregates, before
<] perfusing blood containing ACT017 (50 ug/mL) or control buffer for 7 min. A, Representative differential interference contrast microscopy
R images of thrombi subjected to ACT017 or control buffer. The black arrow indicates the flow direction. Scale bars represent 20 um. B, Bar
P graphs represent the number of disaggregating thrombi (x10~4)/um? (n=2). C, Scatter plots represent the time at which disaggregation was
8 initiated, expressed in minutes; ACTO17: healthy human: 20.5x10~"+1.6x10~* disaggregating thrombi/um?; afibrinogenemic patient-1 and 2:

0.0x107+0.0x10~* disaggregating thrombi/pm?; (n=2).

combining a thrombolytic strategy with a blockade of GPVI ~ blood flow, thrombus dynamics is sensitive to platelet
could dissolve mural thrombi lodged in the vascular bed. activation state which determines the critical platelet-
platelet forces within the thrombus. A decrease in plate-
let activation level or an increase in the blood flow, result
DISCUSSION in platelet disaggregation in the numerical model. This
in silico result is perfectly in line with the disaggregating
In this study, based on the in silico model of thrombus  effect of ACTO17 observed in vitro, which is expected
dynamics, we propose that under conditions of arterial  to lower platelet activation state within the thrombi and
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Figure 6. Effect of ACT017 and r-tPA (recombinant tissue plasminogen activator) on disaggregation of fibrin-rich clots.

Citrated (3.2%) human whole blood was labelled with a DyLight 650-coupled anti-fibrin antibody (10 ug/mL) and was recalcified by adding CaCl,
(12.5 mmol/L) and MgCl, (3.5 mmol/L) just before perfusing it through collagen coated microfluidic flow chambers at 1500 s™'. Once platelet-

rich thrombi were formed, a brief washing step was performed to rinse the thrombi before perfusing platelet-poor plasma (PPP) obtained from the
same donor (hirudinated blood) in the presence of ACT017 (50 pg/mL) or rtPA (50 pg/mL) alone or in combination, at 3000 s~ for 35 min. A,
Representative 3-dimensional (3D) reconstructed confocal microscopy image of thrombi. Fibrin is stained in red and platelets in gray. (Continued)
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Figure 6 Continued. B, Bar graphs represent the number of disaggregating thrombi (x10-%)/um? (n=3). Mean£SEM; nonparametric Mann-
Whitney U test; ns denotes not significant. C, Representative 3D reconstructed confocal microscopy image of thrombi subjected to r-tPA or
control buffer diluted in PPP. D, Connecting line graphs represent the surface area coverage of fibrin (expressed as percentage of control) over
time (n=3); mean+SEM. E, Bar graphs represent the number of disaggregating thrombi (x10%)/um? (n=3). Mean=SEM; Bonferroni multiple
comparison test; ***P<0.001. F and G, Citrated (3.2%) human whole blood was labelled with a DyLight 650-coupled anti-fibrin antibody

(10 pg/mL) and was recalcified by adding CaCl, (12.5 mmol/L) and MgCl, (3.5 mmol/L) just before perfusing it through collagen and TF-
coated microfluidic flow chambers at 1500 s™'. F, Representative bright field/epifluorescence microscopy images of r-tPA pretreated thrombi
subjected to ACTO17 or control buffer diluted in PPP. Fibrin appears in red. G, Bar graphs represent increase in surface occupied (expressed
in percentage) by the disaggregating thrombi (n=3). Mean+SEM,; %2 test with Cl of 95%; control: 10.5+2.9% increase in surface area;

ACTO17: 32.5%+2.0% increase in surface area ***£<0.01; n=3.

with the fact that this disaggregating effect increases
with the higher values of blood flow (WSR). This study
demonstrates that platelet activation is not a short-lived
process which aims only to activate integrins to allow
bond formation, but represents a long-lasting process
that maintains strong inter-platelet bonds.

Most of the experiments performed in this study have
been based on perfusions of anticoagulated blood in flow
chambers which represents a limitation, as no thrombin
is generated under such conditions and, therefore, differs
from an in vivo situation. On the contrary, such a situation
could mimic the part of the thrombus named the shell, in
which it has been reported that no significant amount of
thrombin is found based on the absence of fibrin.

We have recently reported that blockade of GPVI
impairs the growth of a thrombus that had already
formed most likely by preventing platelet activation
and, therefore, aggregation.” We proposed that this
effect was linked to an inhibition of GPVI/fibrinogen-
mediated platelet activation, as platelets from GPVI-
deficient patients were unable to spread on fibrinogen.
The importance of GPVI/fibrinogen interaction in throm-
bus formation is further evidenced in the present article

2140  September 2020

through the use of blood from afibrinogenemic patients.
First, we confirmed that perfusing fibrinogen-poor
blood over collagen formed thrombi, through a mecha-
nism proposed to rely on VWF/allbf3 interaction.’ We
observed that while ACTO17-induced disaggregation
of control thrombi, it had little effect on thrombi formed
with blood from 2 afibrinogenemic patients. Importantly,
ACTO17 exhibited almost no effect despite the fact that
such thrombi were looser than control and, therefore,
more prone to disaggregate.® This result suggests that
the effect of GPVI blockade on thrombus disaggre-
gation could be linked to its interplay with fibrinogen.
Moreover, observation of thrombus disaggregation in
real-time clearly shows that platelets detaching are the
one on the top of the thrombus, that is, those interacting
with fibrinogen, and never those attached to the surface
through strong interaction with collagen.

It is well accepted that absence or blockade of GPVI
prevents thrombus formation in vitro and in several in vivo
models of experimental thrombosis.'"'? These results
underscore a potential beneficial role of anti-GPVI agents
in preventing arterial thrombosis, notably during percuta-
neous coronary intervention. Indeed, this procedure leads

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2020;40:2127-2142. DOI: 10.1161/ATVBAHA.120.314301
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to exposure of highly reactive fibrillar collagen which ini-
tiates platelet activation and thrombus formation through
GPVI. Therefore, blocking GPVI in such a setting now
stands as a very promising antithrombotic strategy. Anti-
GPVI agents could also be beneficial in patients with an
ongoing thrombosis in addition to their use in prevention
since we recently reported that an anti-GPVI blocking
agent, ACTO17, limits thrombus growth once a throm-
bus had already formed.” The results presented in this
article extend these findings, showing that anti-GPVI
agents promote disaggregation of thrombi, which was
unexpected. This disaggregating effect was observed
on fibrin-poor thrombi, which mimic the thrombus shell,
representing the prominent part of the thrombus. This
suggests that anti-GPVI agents could destabilize the
shell, thereby preventing vessel occlusion. Additionally,
we showed that thrombi rich in fibrin, a condition that
mimics the core of the thrombus, are also destabilized
by ACTO17 when used in combination with r-tPA. The
disaggregating effects of anti-GPVI agents used in
combination with r-tPA on fibrin-rich thrombi opens new
avenues for the use of such agents in clinical settings
where a thrombus had already formed, such as during
acute phases of myocardial infarction or stroke. This
adds new arguments to previous observations that mice
immunodepleted for GPVI were protected in a stroke
model, in favor of a beneficial effect of anti-GPVI anti-
bodies in stroke.®

This study presented the results obtained exclu-
sively from experiments in vitro with human blood. In
this model, human whole blood is perfused over fibril-
lar collagen and forms a mural thrombus which is likely
to mimic a pathological situation encountered during
arterial thrombosis. We aimed to confirm these observa-
tions in vivo. As ACTO17 blocks human but not mouse
GPVI, we used a mouse strain in which murine GPVI
was genetically replaced by its human counterpart.® To
our surprise, ACTO17 did not promote disaggregation
of preformed mouse platelet thrombi in vitro, indicating
that GPVI is not important to maintain the integrity of
mouse thrombi (article in preparation). For these rea-
sons, evaluating the effect of blocking human GPVI on
thrombus stability during the initial phase of thrombus
growth could not be achieved in a mouse. This is not the
only example of major differences between platelets of
the 2 species, other being related to the thrombin recep-
tors and the presence of the immunoreceptor tyrosine-
based motif receptor, FcyRlla (Fc gamma receptor IIA).

Dimeric GPVI-Fc, unlike the 2 distinct blocking anti-
GPVI Fab fragments ACTO17 and 1G5, did not promote
thrombus disaggregation. There is strong experimental
evidence that dimeric GPVI-Fc inhibits collagen-induced
platelet aggregation in vitro and ex vivo. GPVI-Fc also
reduces experimental thrombosis probably through
impairing GPVI interaction with collagen exposed at site
of injury.?”® The reason why GPVI-Fc has no effect on

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2020;40:2127-2142, DOI: 10.1161/ATVBAHA.120.314301

thrombus disaggregation could have 2 explanations.
First, direct blockade of GPVI with an antibody has been
proposed to be more efficient than using a competition
approach based on GPVI-Fc in static and flow experi-
ments.3*3® Second, we reported that dimeric GPVI-Fc
does not bind fibrinogen, which is the ligand of GPVI in
a growing thrombus,” and therefore, it is expected that
such an agent would have no effect. This observation has
important clinical implications as ACTO17 and GPVI-Fc
have both successfully completed phase | and are cur-
rently being evaluated in phase Il clinical trials.**° Here
we describe that direct blockade of GPVI with Fab frag-
ments, but not with GPVI-Fc, promotes disaggregation
of both fibrin-poor and fibrin-rich thrombi. Our data sug-
gests that such agents should be evaluated in trials of
patients with ischemic stroke treated with r-tPA. This is
especially relevant since anti-GPVI agents do not appear
to impact hemostasis and so carry a reduced bleeding
risk when compared with other antiplatelet agents.®
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Le role de la GPVI et des intégrines plaquettaires en hémostase, en
thrombose et dans I’arrét des saignements en conditions
inflammatoires

L’adhérence, ’activation et 1’agrégation des plaquettes assurent 1’hémostase, mais sont
¢galement a 1’origine de la thrombose artérielle responsable de pathologies ischémiques graves. Ces
pathologies sont traitées par des antiplaquettaires ayant prouvé leur efficacité, mais qui augmentent le
risque de saignement. L’objectif de ce travail a été¢ de mieux comprendre les mécanismes impliquant les
plaquettes en hémostase, en thrombose artérielle et dans 1’arrét des saignements en conditions
inflammatoires afin de réduire le risque hémorragique li€¢ a ces traitements. L’identification d’une
différence du réle de la GPVI dans la formation du thrombus entre I’Homme et la souris indique que les
agents anti-GPVI en développement pourraient étre plus efficaces chez les patients que ce que laissait
prévoir les études précliniques. L utilisation de souris déficientes pour 1’intégrine a5B1 plaquettaire n’a
pas mis en évidence un rdle majeur de ce récepteur en thrombose artérielle, malgré une réduction de
I’agrégation plaquettaire sur une surface de fibronectine en flux, suggérant que ce récepteur n’est pas
une cible antithrombotique intéressante. Enfin, 1’identification d’un role des intégrines Bl et B3
plaquettaires dans ’arrét des saignements en conditions inflammatoires confirme le risque de
saignement li¢ au ciblage des intégrines B3 plaquettaires.

Mots clés : plaquettes, hémostase, thrombose artérielle, GPVI, intégrines

The role of GPVI and platelet integrins in hemostasis, thrombosis

and the arrest of bleeding under inflammatory conditions

Platelet adhesion, activation and aggregation ensure hemostasis but can also lead to arterial
thrombosis inducing serious ischemic pathologies. Those are treated and prevented with antiplatelet
agents which are reducing mortality but also increase the bleeding risk. The aim of this work was to
improve our understanding of the mechanisms implicating platelet in hemostasis, arterial thrombosis
and the arrest of bleeding under inflammatory conditions in order to reduce the bleeding risk due to
these agents. Identification of a differential role of GPVI in thrombus formation between Human and
mice indicate that anti-GPVI agents in patients might be more efficient than expected based on
preclinical studies. The use of genetically deficient mice for platelet a5p1 integrin did not point out a
major role for this receptor in arterial thrombosis, although a reduction in platelet aggregation on
fibronectin was evidenced in flow-based experiment. Identification of a role for platelet B1 and 3
integrins in the arrest of bleeding under inflammatory conditions confirm the increased bleeding risk
due to platelet B3 integrin targeting.

Keywords: platelet, hemostasis, arterial thrombosis, GPVI, integrins
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