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Chapitre 1 Physiologie plaquettaire

1 Réle physiologique des plaquettes
Depuis leur identification dans leur participation au « bouchon hémostatique », participation soutenue

et théorisée par Berger en 1970, le role attribué aux plaquettes s’étend aux files des années avec une

participation a I'immunité, a l'inflammation et aux processus cancéreux (Harrison 2005).

1.1 Implication dans I’'hémostase

Les plaquettes, ou thrombocytes, sont des fragments de cellules anucléées issues des mégacaryocytes
de la moelle, elles possédent une durée de vie de 7 a 10 jours (Harrison 2005). L'ultrastructure d’une
plaguette normale comporte de nombreuses organelles telles que des granules de stockage (granules
alpha, denses et lysosomes), des mitochondries et un réseau de membrane interne appelé systeme
canaliculaire interne (White 1968; Blair et al. 2009). Les plaquettes circulent de facon individuelle a
hauteur de 150 a 450 G/L chez I'adulte (figure 1.1). De par leur petite taille et de par leur nombre
relativement faible par rapport a la quantité d’érythrocytes, une concentration plus élevée de
plaguettes est localisée dans les couches externes du régime laminaire que forme le flux sanguin
circulant, ce qui les exposent plus facilement aux inhibiteurs endothéliaux (Aarts et al. 1983). En
revanche, lors d’une bréche vasculaire (figure 1.2), elles concourent avec d’autres acteurs sanguins au
rétablissement de I'intégrité vasculaire et a I’arrét des saignements (de Revel et al. 2004). L’hémostase
comporte trois phases avec d’une part I’hémostase primaire, a I'origine de la formation du clou
plaguettaire (figure 1.3), et d’autre part la coagulation qui implique les facteurs de coagulation activés,
ce qui géneére de la thrombine puis de la fibrine insoluble consolidant du caillot (figure 1.4) (de Witt et
al. 2014). La derniere étape consiste a détruire le caillot une fois la lésion réparée, il s’agit de la

fibrinolyse (figure 1.5) qui a pour but de rétablir une circulation normale.

Globules rouges

|
‘ )
CD QPlaquenes Sécrétion O Ampification el :v:"

Activation O @)
Adhésior\ 2 =

2

Figure 1. Représentation schématique de I'hémostase, schéma adapté d’aprés Li et al., 2017. 1) Les plaquettes

circulation .
5
v

circulent a I’état de repos dans la circulation, 2) au cours d’une bréche vasculaire, elles adhérent au sous
endothélium démasqué et vont alors sécréter leur contenu granulaire, 3) les agents sécrétés permettent le
recrutement d’autres plaquettes ce qui constitue une étape d’amplification de I’activation plaquettaire. 4) Au
cours de la coagulation, la thrombine va transformer le fibrinogene en fibrine qui s’incorpore alors au caillot et
permet sa consolidation, 5) une fois la bréche réparée le caillot est dissous par la plasmine lors de la fibrinolyse.




2 Production plaquettaire

2.1 Maturation et différenciation de la lignée mégacaryocytaire

Les plaquettes sont issues de cellules géantes appelées mégacaryocytes (MK), de 20 a 150 um de
diametre, elles-mémes issues des cellules souches hématopoiétiques, CSH (Vainchenker et al. 2017).
Chez I'adulte, les CSH situées dans la moelle osseuse des os plats s’engagent dans une différenciation
qui les conduit au stade de progéniteurs hématopoiétiques puis au stade de progéniteur myéloide

commun avant de s’engager dans la lignée mégacaryocytaire (Debili et al. 1996).

Au stade de progéniteurs mégacaryocytaires, stade CFU-MK (Colony forming unit megakaryocyte), les
cellules ne sont pas morphologiquement reconnaissables mais elles expriment le CD34, marqueur
commun des cellules hématopoiétiques immatures. Elles se retrouvent a proximité des vaisseaux
sinusoides (Lichtman et al. 1978) et leur différenciation et maturation se font sous I'influence de divers
facteurs comme la thrombopoiétine (TPO), les cytokines environnantes comme les interleukines IL6,
IL11, I’érythropoiétine (EPO) et certains lipides de la niche hématopoiétique dont la sphingosine 1

phosphate (S1P) (Niazi et al. 2019) (Annexe 1).

Au cours de ce phénomeéne continu, stimulé par la TPO, les CFU-MK se différencient en
mégacaryoblastes de stade | puis en mégacaryocytes basophiles ou de stade Il pour finalement aboutir
aux mégacaryocytes matures de stade lll, également nommés mégacaryocytes plaquettogénes. Il
existe tout au long de cette évolution une augmentation de la ploidie par endoréplication (Nagata et
al. 1997; Vitrat et al. 1998; Lordier et al. 2008) des MK jusqu’a 16 N en moyenne chez 'Homme et 128
N chez la souris (Tomer et al. 1988; Corash et al. 1989). Ceci s"accompagne d’une accélération de la
synthése des constituants cellulaires et une disparition de marqueurs des CSH comme le CD34 au profit
de marqueurs spécifiques des MK et des plaquettes comme le CD41 (GPllb), et le CD42b (GPIb) (figure
2).
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Figure 2. Représentation schématigue de la mégacaryopoiése, adaptée de Vainchenker et al, 2017. Le nombre

de cellules souches s’accroit avant que ces derniéres ne multiplient leur matériel nucléaire lors
d’endoréplications successives. Le mégacaryocyte poursuit sa maturation au cours du temps, sous stimulation
de laTPO, comme en témoigne la disparition de marqueurs de ces CSH, en particuliers le CD34 et par |'apparition
de marqueurs spécifiques de la lignée, le CD41 et le CD42b. Une fois au stade mature, il y a la libération de
proplaquettes dans la circulation puis fragmentation de ces proplaquettes en plaquettes. TPO : thrombopoiétine.

Une étude originale du groupe de Begonja montre que les nucléotides inhibiteurs plaquettaires jouent
également un role au cours de la maturation des MK et de la production des plaquettes. Il existe un
pic d’AMPc qui permet la maturation et la différenciation des progéniteurs en MK puis I’AMPc laisse
place a un pic de GMPc qui est nécessaire pour I'étape de libération des plaquettes (Begonja et al.

2013).

2.2 Plaquettogenese

C’est au stade du MK mature que le cytosquelette et les mebranes de démarquation se réarrangent
pour former des proplaquettes puis des plaquettes (Radley et Scurfield 1980; Cramer et al. 1997),
chaque MK pouvant alors former 1000 a 2000 plaquettes. Le MK, qui est a proximité des vaisseaux
sanguins, réorganise son réseau de microtubules pour former des protrusions (Patel et al. 2005) au
travers de la monocouche endothéliale du sinus médullaire vers la circulation ou il libére alors les
proplaquettes (figure 3) (Behnke 1969; Italiano et al. 1999). Depuis quelques années un deuxiéme site
de production plaquettaire est reconnu suite a divers travaux, il s’agit de la circulation pulmonaire

(Levine et al. 1993; Lefrancais et al. 2017).
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Figure 3. Réarrangement du cytosquelette et formation des plaquettes, d’aprés Thon et al, 2010. Au cours de la
maturation, le mégacaryocyte subit des transformations majeures dont la migration des microtubules en

périphérie de la cellule et la répartition des granules de sécrétion le long de ces microtubules. Le réarrangement
des microtubules devenus périphériques va permettre la formation de pseudopodes et protrusions a I’origine de

la formation des plaquettes.

Issus de la fragmentation des MK, les plaquettes ne posseédent pas de noyau mais contiennent toute
la machinerie nécessaire pour la synthése protéique dont TARNm (Booyse et al. 1967; Warshaw, et al.
1967; Shaw, Chesterman et al. 1984; Kieffer et al. 1987). Cependant il existe trés peu de synthése
protéique dans les plaquettes, la majeure partie des variations quantitatives protéiques provenant du

MK.
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2.3 Morphologie plaquettaire

Mesurant 2 a 4 um et de forme discoide, |'ultrastructure plaquettaire a depuis longtemps fait I'objet
de travaux de microscopie électronique, qui permettent de distinguer trois zones : une premiere zone
externe avec la membrane et les récepteurs plaquettaires, une seconde zone intermédiaire avec le
cytosquelette et une troisiéme zone interne avec les systemes canaliculaires, les granules de sécrétion

et les mitochondries (figure 4).

Figure 4. Ultrastructure d’'une plaguette vue en microscopie électronique a transmission (White et Rao 1982).

DTS : systeme tubulaire dense, OCS : systéme canaliculaire ouvert, DB : granule dense, MT : microtubules, G :
granule alpha, M : mitochondrie.

2.3.1 Zone externe

La membrane cytoplasmique des plaquettes est de composition comparable a celle des autres cellules
avec des phospholipides assemblés en bicouche dans laquelle s’insére du cholestérol, des glycolipides
et des protéines membranaires. Elle présente une asymétrie de répartition des phospholipides avec
les phospholipides cationiques sur la face externe et ceux anioniques (phosphatidylsérine et
phosphatidyléthanolamine) sur la face interne. Au repos, la flipase une « ATP-dependent
aminophospholipid translocase » permet de maintenir cette asymétrie, asymétrie qui est rompue lors
de I'activation avec I'exposition des phospholipides anioniques a la surface rendant les plaquettes
procoagulantes. De nombreuses protéines sont insérées dans la membrane plasmique, on y trouve
notamment des récepteurs de I'activation plaquettaire comme les récepteurs a la thrombine ou a
I’ADP, des canaux ioniques et certaines intégrines comme a2B1 et allbf3 qui peuvent fixer

respectivement le collagene et le fibrinogéne.
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2.3.2 Zone intermédiaire

2.3.2.1 Cytosquelette d‘actine

L’actine, protéine la plus abondante dans les plaquettes (Thon et al. 2012), est présente a 40 % sous
forme polymérisée de fibres d’actine, et les 60 % restant constituent une réserve de polymeres.
L’actine intervient pendant les phénomenes liés a I'activité contractile des plaquettes impliquée dans

le changement de forme et la sécrétion au cours de I'activation plaquettaire (Diagouraga et al. 2014).

2.3.2.2 Les microtubules

Les microtubules se situent au niveau de la bande marginale des plaquettes. lls forment un réseau
circulaire structurant et donnant la forme discoide aux plaquettes (White 1984). Composés d’alpha et
de béta tubuline, ce sont des structures dynamiques qui peuvent se polymériser et dépolymériser
selon I'activité cellulaire, ce qui permet entre autres de déplacer certains organites en fonction des

besoins cellulaires.

2.3.3 Zone interne

2.3.3.1 Systeme canaliculaire

Le systéme canaliculaire se compose du systéme canaliculaire ouvert (OCS) et du systéeme tubulaire
dense (STD) (Behnke 1969; White et al. 1980). L'OCS est un réseau de membrane invaginée
communiquant avec la surface, il facilite I'’endocytose, intervient dans la sécrétion plaquettaire et
constitue une réserve de membranes pour la formation de pseudopodes lors de I'activation
plaquettaire. Le STD est un reliquat du réticulum endoplasmique du MK ( White 1972) et permet entre

autres de séquestrer le calcium par I'intermédiaire de la calréticuline.

2.3.3.2 Granules

Les plaquettes possedent divers types de granules et organelles, dont des peroxysomes, et des
granules sécrétoires : les granules alpha, les granules denses et les lysosomes, chacun étant de
composition différente et assurant des fonctions complémentaires. Les plaquettes contiennent
également des mitochondries qui participent au métabolisme oxydatif avec la production d’ATP,
régulent la production des especes réactives de l'oxygene et assurent la respiration cellulaire

(Akkerman et al. 1981; Zharikov et al. 2013).

2.3.3.2.1 Granules alpha
Les granules alpha sont les granules de stockage les plus nombreux avec un nombre moyen de 50 a 80

par plaquettes. lls contiennent également un grand nombre de protéines dont des protéines qui
interviennent lors de I’'hémostase (tels que le fibrinogene, le facteur Willebrand et la fibronectine) et
des facteurs de croissance pour stimuler la cicatrisation (Vascular Epithelium Growth Factor, Platelet-

Derived Growth Factor et Transforming growth factor beta). La membrane des granules alpha
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constitue également un pool de réserve pour l'intégrine allbf3 qui est exposée lors de la sécrétion
plaquettaire, augmentant le nombre total de ce récepteur a la surface. C'est aussi sur cette membrane
gu’est spécifiguement localisée le P-sélectine, protéine qui, lorsqu’elle est exprimée a la surface
plaquettaire, est un marqueur de la sécrétion de ces granules. Formés a partir de I'appareil de golgi,
les granules alpha sont localisés proche de I'OCS et fusionnent avec ce dernier lors de I'étape de

sécrétion (Flaumenhaft 2003).

2.3.3.2.2 Granules denses
Les granules denses jouent également un réle lors de |'activation plaquettaire et favorisent la

vasoconstriction. IIs contiennent de I’ADP, de la sérotonine qui est une amine vaso-active et des cations
bivalents comme le calcium et le magnésium (Yadav et al. 2017). La sécrétion du contenu des granules
denses participe a I'amplification de I'agrégation plaquettaire avec I'’ADP sécrété qui active les
plaquettes avoisinantes. Des travaux récents, dont ceux de notre équipe suggerent la présence de
I’AMPc, inhibiteur plaquettaire, au sein des granules denses (Decouture et al. 2015; Massimi et al.

2015).

2.3.3.2.3 Lysosomes

Les lysosomes se composent de différentes hydrolases acides dont la cathepsine, la B-galactosidase et
I’élastase qui leur conferent un role dans la dégradation des composants biologiques issus du
métabolisme cellulaire. La libération du contenu de ces granules, qui participent a la lyse des thrombi,

nécessite une forte activation plaquettaire.

2.4 Durée de vie des plaquettes

La plaquettogeneése réalisée par les MK aboutit a la production des plaquettes circulaires, immatures
et possédant un stock d’ARN, nommées plaquettes réticulées (Dale et al. 1995). Au cours de leur vie,
elles deviennent matures avec notamment I'acquisition de leur forme discoide et vivent 7 a 10 jours
dans la circulation chez I’lhomme (Harrison 2005). La durée de vie des plaquettes est conditionnée par
leur utilisation biologique comme dans I’hémostase mais également par la clairance plaquettaire qui
inclut le vieillissement cellulaire avec la désialylation de la membrane cytoplasmique (Hoffmeister
2011; Kauskot et al. 2018). La plupart des médicaments sont susceptibles d’interférer sur la durée de

vie ou la production des plaquettes par des mécanismes divers, toxiques ou immunologiques.
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3 Hémostase primaire

Dans la circulation sanguine, les plaquettes circulent a I’état de repos grace aux propriétés thrombo-
résistantes de I'’endothélium intact. En effet, les cellules endothéliales produisent notamment des
inhibiteurs de I'activation plaguettaire comme la prostacylcine 12 (PGI-2) et le monoxyde d’azote (NO),
qui activent respectivement la voie de ’AMPc et du GMPc (Smolenski 2012). L’endothélium présente
également une activité ecto ADP-asique a sa surface conférée par le CD39 et CD73, qui limitent
I'activation plaquettaire a I’ADP en le dégradant en adénosine, molécule qui possede une activité
inhibitrice plaquettaire (Marcus et al. 1997). Au cours d’une breche vasculaire, I'endothélium subit une
série de changements et acquiert un phénotype pro-thrombotique avec entre autres I'arrét de la
sécrétion du NO et de la PGI-2 et a I'inverse la sécrétion de molécules pro-thrombotiques telles que le
thromboxane A2. Par ailleurs, la breche vasculaire conduit a I'exposition de la matrice sous
endothéliale, riche en protéines adhésives dont le collagéne et le facteur von Willebrand (VWF). En
présence de forces de flux importantes (> 800 s-1) (Weiss et al. 1978), les plaquettes roulent puis
adhérent au VWF via la glycoprotéine GPIb-V-IX ; mais cette adhésion doit étre renforcée par des
récepteurs d’adhésion que sont les récepteurs au collagéne, a21 et GPVI et al. 2007; Z. Li et al. 2010)

pour obtenir une adhésion stable des plaquettes.

Une fois adhérées, les plaquettes forment des pseudopodes, s’étalent, s’agrégent les unes aux autres
et sécretent leur contenu. Parmi les molécules libérées par les plaquettes, il existe une amine
vasoactive, la sérotonine, mais aussi I'adénosine diphosphate (ADP) et des molécules néosynthétisées,
telles que le thromboxane A2 (Ally et al. 1980; Murugappa et al. 2006) ; I'ADP et le thromboxane A2
sont deux molécules qui jouent un réle crucial dans I’activation plaquettaire. Cette sécrétion, ainsi que
la thrombine puissant activateur plaquettaire générée paralléelement par la cascade de la coagulation,
vont permettre le recrutement d’autres plaquettes circulantes et induire le phénomeéne

d’amplification de I'activation plaquettaire au voisinage de la lésion (Blair et al. 2009).

Les différents activateurs plaquettaires conduisent a I'activation d’une voie commune nommée la voie
« inside-out » responsable de I'activation de I'intégrine allbB3 (GPIlb/llla), nécessaire a la formation
de I'agrégat. En particulier, allbB3 va fixer le fibrinogéne au niveau de la séquence RGDX et de la

séquence dodécapeptide ce qui aboutit a la formation d’un agrégat plaquettaire.
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4 Activation plaquettaire par contact avec le sous-endothélium

4.1 Voie du complexe GPlb-IX-V

La liaison des plaquettes au VWF immobilisé se fait par I'intermédiaire du complexe des glycoprotéines
GPIb-IX-V (Luo et al. 2007), récepteur majoritaire de I'adhésion plaquettaire avec plus de 25 000 copies
exprimées. C’'est un récepteur transmembranaire qui se compose des glycoprotéines GPlba (CD42b),
GPIbpB (CD42c), GPIX (CD42a) et GPV (CD42d) pour un ratio de 2 :4:2 :1 (figure 5) (Luo et al. 2007).
D’abord exprimé sous forme immature (Dong et al. 1998) il acquiert ses modifications post
traductionnelles, N-glycosylation et O-glycosylation, et devient mature permettant entre autres de

conférer une charge négative aux plaquettes au repos via ses sialylations.

Afin de se fixer a la sous unité GPIba, le VWF doit se lier au collagéne au niveau de la lésion ou changer
de conformation a I'aide des forces de flux (J. Chen et al. 2005; Thomas 2009; Liu et al. 2015). Par
ailleurs, les sous-unités GPIbP et GPIX aident a I'assemblage. De méme, |'expression et la relocalisation
du récepteur au sein des radeaux lipidiques membranaires (G. Xu et al. 2015) favoriserait I'adhérence

au collagene comme le suggérent les travaux de Feng et al 2000 et Williamson et al 2002.

HIGH SHEAR AGGREGATION
VWF Fibrinogen

l I

GPlb-IX-V GPlib-llla (allbp3)

Pl 3-kinase
U s » | S PKC|-~
Syk Lyn
ERK-1/2 Cytoskeleton

Figure 5. Voie de signalisation du récepteur GPIb-IX-V, (adaptée selon Andrews et al., 2003). Le VWf se fixe sur

le complexe GPlb-IX-V, ce qui entraine le recrutement de la protéine 14-3-3. Cette protéine va activer divers
effecteurs plaquettaires que sont PI3K, Src, Syk, PKC pour aboutir a I'activation de I'intégrine allbpf3 et a la
sécrétion granulaire.

Apreés liaison du VWF au complexe GPlb-IX-V (Kasirer-Friede et al. 2004), la sous-unité GPlb recrute la
protéine 14-3-3 qui active diverses protéines de signalisation (PI13-K, Src, Syk, PKC) qui vont aboutir a
I"augmentation cytosolique du calcium, au réarrangement du cytosquelette, a la sécrétion des granules

et a I'activation de l'intégrine allbB3 (figure 5). La phosphorylation de la sous-unité GPlba, par la
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protéine kinase A, permet également le recrutement de la protéine 14-3-3 mais induit cependant une

régulation négative de la liaison du VWF au récepteur GPlb-IX-V (Canobbio et al. 2004).

Lorsque le récepteur est non fonctionnel ou absent, comme dans le syndrome de Bernard et Soulier,
on observe un dysfonctionnement de I’"hémostase primaire qui se traduit par une macrothrombopénie

et un syndrome hémorragique (Belluci et al. 1985; Costa et al. 2003; Berndt et al. 2011).

3.2 Voie du récepteur GPVI/ FcRy

La liaison au collagéne se fait via la glycoprotéine transmembranaire GPVI dimérisée. GPVI est
également couplée a la chaine y des récepteurs Fc (FcRy) (Miura et al. 2002; Herr et al. 2009) qui est
responsable de la transduction du signal (Quek et al. 2000; Rayes et al. 2019). Le récepteur GPVI est

présent a hauteur de 3000 copies par plaguettes (Best et al. 2003).

Apreés liaison du collagéne, les kinases de la famille SFK (Fyn et Lyn) constitutivement associées a GPVI
phosphorylent le motif ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) du récepteur FcRy
permettant le recrutement de SyK (B. Nieswandt et al. 2001; Polgar et al. 1997; Ezumi et al. 1998). Syk
s’autophosphoryle et est phosphorylé par les kinases de la famille SFK, lui permettant de recruter
I’adapteur membranaire LAT (Linker for activation of T cells) et tous ses effecteurs. On retrouve parmi
ces partenaires la PI3-K (phosphoinositide 3-kinase), qui phosphoryle le PIP2 (phosphatidylinositol
(4,5)-bisphosphate) en PIP3 (Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate) responsable de I'activation
d’AKT (protéine kinase B), et la PLCy2 (phospholipase C gamma 2) qui produit du DAG (diacyl-glycerol)
et de I'IP3 (inositol 1,4,5-trisphosphate) respectivement responsable de I’activation de la PKC et de
I"augmentation du calcium cytosolique suite a sa mobilisation du systéme tubulaire dense. AKT, PKC,
en association avec le calcium conduisent a I'agrégation et a la sécrétion d’ADP et de thromboxane A2

néosynthétisé (B. Nieswandt et al. 2001; Atkinson et al. 2001).
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Figure 6. Représentation de la voie GPVI- FcRy selon Rayes et al 2019. Apres la liaison du collagéne a la GPVI, une

tyrosine de la famille SFK phosphoryle les motifs ITAM du FcRy. Syk est ensuite phosphorylé et
s’autophosphoryle, recrutant LAT et ses partenaires ce qui aboutit a la formation de deux second messagers,
I'lP3, du DAG, a I'activation d’AKT, promouvant l'activation plaquettaire. SHP1/2 : “Src-homology 2 domain (SH2)-
containing PTPs 1/2"; ITIM: “Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif”, SFK: “Src Family Kinases”; ITAM:
“Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif”; Syk: “Tyrosine-protein kinase SYK”; LAT: “Linker for
activation of T cells”; PIP3: “Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate”; PIP2: “phosphatidylinositol (4,5)-
bisphosphate”; PI3K: “phosphoinositide 3-kinase”; GADS/GRB2: “GRB2-related adaptor downstream of Shc /
Growth factor receptor-bound protein 2”; BTK/TEC: “Bruton's tyrosine kinase / Tyrosine-protein kinase Tec”;
VAV1/3: “vav guanine nucleotide exchange factor 1/3”; SLP76: “SH2 domain containing leukocyte protein of
76kDa”; PLCy2: “phospholipase C gamma 2”; AKT: “Protein kinase B”; DAG: “diacyl glycerol”; IP3: “inositol 1,4,5-
trisphosphate”; PKC: “Protein kinase C".

Pour éviter une activation inappropriée, notamment en cas de forces de flux trop importantes, il existe
des mécanismes de régulation négative des complexes GPVI-FcRy notamment par élimination du
récepteur suite au clivage de la partie extracellulaire de GPVI (« sheeding ») par les métalloprotéases
ADAM-10 et 17 (Gardiner et al. 2007). Par ailleurs, I'activation d’une voie de signalisation ITIM
(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif) via les récepteurs PECAM ou GP6B conduit a
I'inhibition de Syk et donc de la signalisation sous-jacente. Une réponse altérée au collagene peut étre
observée lors d’un déficit en récepteur FcRy (Poole et al. 1997; B. Nieswandt et al. 2001) ou en cas de
traitement a I'aspirine qui va réduire la part d’amplification que joue le thromboxane A2 lors de la

sécrétion (Roth et al. 1994).
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4.3 Voie de I'intégrine allbp3

L'intégrine allbB3, ou GPlIb-llla, est I'intégrine clé dans les interactions plaquettaires car elle permet
la formation du pont plaquette-fibrinogéne-plaquette (formation du clou plaquettaire) mais elle
permet aussi la rétraction du caillot. Sur les plaquettes au repos, allbB3 est exprimée sur la membrane
plasmique a raison d’environ 80 000 copies sous une conformation de faible affinité-avidité pour ses
ligands. Lors de l'activation plaquettaire, son expression a la surface augmente grace a un pool de
réserve mobilisable présent dans la membrane des granules alpha et dans le systéeme canaliculaire de

surface (Nurden et al. 1996).

Au cours de I'activation plaquettaire, 'augmentation du calcium et du DAG conduit a I'activation de
CALDAG-GEFI (Calcium and DAG-regulated guanine nucleotide exchange factor 1) responsable de
|'activation de la protéine RAP1-GDP en RAP1-GTP. Ce dernier permet le recrutement, par
I'intermédiaire des protéines RIAM (RAP-1-GTP-interacting adaptator molecule) de la taline 1 (protéine
du cytosquelette) ; il se fixe également au cours de I'activation plaquettaire, la protéine kindline 3
(protéine de point d’adhésion focale) a la partie B3 de I'intégrine (figure 7) (Bledzka et al. 2012; Yates
et al. 2012; Shattil et al. 2010).
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/ Rap1b Rap1b Rac RhoA
Agonlst ITAM 1 Ak l
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Figure 7. Présentation des voies « outside-in » et « inside-out » associées a allbB3, selon Estevez et al, 2017. Suite

a I'activation d’un récepteur plaquettaire, un signal intraplaquettaire permet d’activer I'intégrine allbB3 qui va
alors fixer le fibrinogéne et transmettre un signal intraplaquettaire favorisant la sécrétion des granules,
I’étalement des plaquettes mais aussi la rétraction du caillot. PKC: Protein kinase C, Rap 1: Ras-proximate-1,
ITAM: Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif, G13: G protein 13, Src: Proto-oncogene tyrosine-
protein kinase Src, Rac: Ras-related C3 botulinum toxin substrate, PI3K: Phosphoinositide 3-kinases, RhoA: Ras
homolog family member A, AKT: Protein kinase B, GSK3pB: Glycogen Synthase Kinase 3 beta, MAPKs: Mitogen-
Activated Protein Kinases.
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La liaison de ces deux protéines a I'intégrine n’est possible qu’aprés dissociation de la filamine A qui
empéche I'activation de I'intégrine en occupant les sites de liaison de la taline 1 et de la kindline 3 de
la partie B3 de I'intégrine (Rosa et al. 2019). Une fois la taline 1 et la kindline 3 liées, I'intégrine passe
de la conformation courbée inactive a une conformation « relachée » capable de fixer ses différents
ligands (Choi et al. 2013). Ces phénomenes d’activation de [Iintégrine, suite a un signal
intraplaquettaire, sont regroupés sous 'appellation de voie d’activation « inside-out » de I'intégrine

allbB3.

Une fois sous sa conformation « relachée », I'intégrine peut alors fixer son ligand, majoritairement le
fibrinogeéne, au niveau des sites RGDX et du dodécapeptide HHLGGAKQAGDV (Farrell et al. 1992;
Bennett et al. 1997). L'intégrine transmet alors un signal via la tyrosine kinase Src (Arias-Salgado et al.
2003; Senis et al. 2014) : c’est la voie « outside-in » (figure 7). Une des réponses dépendantes de cette
voie de signalisation « outside-in » est I'activité contractile des plaquettes qui résulte de la
restructuration du cytosquelette avec notamment une réorganisation des filaments d’actine. Cette
activité contractile est responsable de la rétraction du caillot, le rendant plus résistant aux forces de

flux et a la fibrinolyse (Carr 2003; Lam et al. 2011).
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5 Activation plaquettaire par des agents solubles

5.1 Voie des récepteurs PARs

L’activation plaquettaire induite par la thrombine s’effectue via les récepteurs couplés a des protéines
G trimériques que sont les récepteurs PAR, « protease actived receptor », dont PAR-1 et 4 chez
I'Homme (Kahn et al, 1998) et PAR-3 et 4 chez la souris ( Christopher et al. 2003). lls sont présents a
hauteur d’environ 1500 copies chez ’'Homme. PAR-4 répond a de fortes concentrations de thrombine
alors que le PAR-1 répond a des concentrations de thrombine plus faibles grace a la présence d’un
domaine hirudine like (Kahn et al. 1998; Liu et al. 1991; Jacques et al. 2000; Ayala et al. 2001). Le
récepteur subit un démasquage protéolytique en position N-terminale par la thrombine et c’est la

séquence démasquée qui se replie sur elle-méme pour activer le récepteur (Seeley et al. 2003).

Lors de la stimulation des récepteurs PAR, récepteurs couplés aux protéines Gq, Gz et G12/13 (Barr et
al. 1997; Offermanns et al. 1997; Moers et al. 2003), la thrombine induit une forte activation
plaquettaire partiellement dépendante de I’ADP et des thromboxanes sécrétés. Les récepteurs PAR
furent initialement proposés également couplés directement a la protéine Gi (Coughlin 2005). Plus
récemment, d’autres travaux montrent que lors de I'activation plaquettaire a la thrombine et en
présence d’un inhibiteur de I’ADP, il n’y a plus d’inhibition de I’AC qui est le reflet de I'activation de la
protéine Gi; laissant supposer que I'effet du récepteur PAR activé par la thrombine est d0 a I'effet

d’amplification par I’ADP qui active P2Y12 couplé a Gi (Kim et al. 2002) (voir ci-dessous).

Chez la souris, le récepteur PAR-3 n’aboutit pas a une signalisation directe mais joue le rdle de
cofacteur du PAR-4 ce qui permet a ce dernier d’étre activé par des doses de thrombine plus faibles

(figure 8) (Christopher et al. 2003; De Candia 2012).
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Figure 8. Modéle de réponse en tandem des récepteurs PAR chez la souris et chez 'Homme selon la

concentration en thrombine mise en jeux, selon Major et al, 2003. Quand de faibles doses de thrombine sont en

jeu, le PAR-3 murin active le PAR-4 qui permet I'activation plaquettaire tandis que chez 'Humain seul PAR-1 est
activé et des doses de thrombine plus fortes sont nécessaires afin d’activer PAR-4. PAR: protease actived
receptor.

Afin de s’affranchir de I'activité enzymatique de la thrombine et étudier spécifiquement la voie de
signalisation induite par un récepteur PAR, I'activation du dit récepteur peut se faire par I'utilisation
de peptides appelés TRAPs ou PARx-ap, « thrombin receptor activating peptides ». Ces peptides
correspondent aux derniers acides aminés présents sur la partie N-terminale nouvellement
démasquée a savoir SFLLRN pour le PAR-1 humain et AYPGKF pour le PAR-4 murin (Gerszten et al.
1994).

5.2 Voie des récepteurs purinergiques
L’ADP est un nucléotide activateur qui se fixe aux récepteurs couplés aux protéines G nommés P2Y1
et P2Y12, présents respectivement a hauteur de 150 et 400 copies et 'adénosine triphosphate (ATP)

se fixe quant a lui a la protéine canal P2X1.

Bien que I’ADP joue un réle crucial dans I’'hémostase, comme en témoigne la stratégie
antithrombotique souvent dirigée contre le récepteur P2Y12, I’ADP est un agoniste faible. En effet,
utilisé seul en présence de calcium extracellulaire, 'ADP n’induit qu’une agrégation réversible sans

sécrétion avec un réle spécifique pour chacun de ses récepteurs associés a une protéine G distincte.
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Figure 9. Récepteurs P2X1 et P2Y plaquettaires, adapté selon Gachet 2008. P2X1 est un canal qui permet I'influx
rapide de calcium extracellulaire, provoquant un changement de forme. P2Y1 est couplé a la protéine Gq et

permet le changement de forme et une activation plaquettaire réversible. P2Y12 est couplé a la protéine Gi et
permet 'inhibition de I’AC et de potentialiser la sécrétion et |'activation plaquettaire.

5.2.1 Récepteur P2Y1

La liaison de I’ADP au récepteur P2Y1 conduit a I'activation de la protéine Gg (Murugappa et Kunapuli
2006) qui permet d’activer la phospholipase C afin de produire de I'lIP3 et du DAG (Offermanns et al.
1997). Ces seconds messagers aboutissent respectivement a la mobilisation du calcium
intraplaquettaire et a I'activation de la PKC, ce qui permet I’activation transitoire des plaquettes et le

changement de forme (Jin et al. 1998; Daniel et al. 1998).

5.2.2 Récepteur P2Y12

Quand P2Y12 est stimulé par I’ADP, il active la protéine Gia2 (Foster et al. 2001; Yang et al. 2002) dont
la sous-unité a2 permet de lever I'inhibition plaquettaire induite par I’AMPc en diminuant son taux
basal via I'inhibition de sa production par blocage de I'adénylate cyclase (AC) (Yang et al. 2002;
Murugappa et al. 2006). D’autre part, les sous-unités By activent la voie PI3K-AKT (Dangelmaier et al.
2001) et, en inhibant la protéine GAP (GTPase-activating protein) Rasa3, permettent de maintenir la
petite protéine G, Raplb, sous sa forme activée Raplb-GTP. Ces voies de signalisation sont nécessaires
pour I'amplification de I'agrégation de I'agrégation médiée par P2Y1. L’activation de P2Y12 par I’ADP
sécrété joue également un réle crucial dans I'amplification de I'activation plaquettaire induite par
divers agonistes plaquettaires et en particulier par le collagéne (Dorsam et al. 2002; Bernhard et al.

2002; Jin et al. 2002; lyu et al. 2011).
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5.2.3 Récepteur P2X1

La liaison de I'ATP a la protéine canal P2X1 déclenche un flux de calcium extracellulaire entrant qui
permet d’augmenter rapidement le calcium cytosolique suite a I'activation plaquettaire. Bien que
|"augmentation cytosolique du calcium déclenché par P2X1 soit plus faible que celui produit par le
récepteur P2Y1 (Vial et al. 2002), il permet d’induire le changement de forme plaquettaire et ce
notamment lors de |'activation au collagene (Oury et al. 2001). Cet influx de calcium est cependant
potentialisé par la signalisation de P2Y1 (Vial et al. 2002) lors de l'activation des récepteurs

purinergiques a I’ADP.
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5.3 Voie des récepteurs des métabolites produits par la phospholipase A2
Sous I'action de phospholipase A2 cytosolique (PLA2C), dont I'activivté est dépendante du calcium
(Burke et al. 2009; Kramer et al. 1986), I'acide arachidonique (AA) est libéré a partir des phospholipides

de la membrane plasmique en méme temps que le lysophosphatidyl-Lyso-PAF métabolisé en PAF-

acéther.
Phospholipides
de la membrane cellulaire
I
PLA2
Lysophospholipides « l » Acides gras
’ N Acide arachidonique
Lyso-Paf
COX-1 tituti
: T s
PAF acéther -2 (inductible)
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Figure 10. Représentation de la voie métabolique catalysée par la phospholipase A2 avec ses principaux
métabolites, adaptée selon Gijon et al, 1999. La PLA2 permet de libérer du LYSO-PAF métabolisé en PAF et de
I'AA. UAA est métabolisé en 5-HPETE par la 12-LOX et en PGG2 par les COX1/2. PLA2: phospholipase A2; PAF:
platelet activating factor; 12-LOX: lipoxygénases 5; 5-HPETE: 5-hydroperoxyeicosatetraenoic acid; COX 1-2:

cyclooxygenase 1-2; PGG2: Prostaglandin G2.

5.3.1 Métabolisme de 'acide arachidonique

L'acide arachidonique (AA) est un acide gras polyinsaturé noté 20 :4 (n-6, n-9, n-12, n-15) faisant partie
de la famille des oméga 6. Il est produit a partir de I'acide linoléique en tant que précurseurs
d’hormones et d’effecteurs eicosanoides; c’est un acide gras essentiel. Il est inclus dans des
phospholipides membranaires dont la phosphatidyléthanolamine, la phosphatidylcholine et les
phosphatidylinositides. L'AA libéré depuis la membrane cellulaire est disponible pour étre métabolisé

par les cyclooxygénases, par les lipoxygénases (LOXs) ou pour réintégrer la membrane.

L’action plaquettaire des métabolites de la 12-LOX n’est pas complétement élucidée, étant parfois
décrits comme antithrombotiques avec la diminution du métabolisme de I’AA ce qui induit une baisse
de la synthése des thromboxanes et de leur role amplificateur de I'activation plaquettaire, mais ils sont
également décrit comme prothrombotiques en exercant un rétrocontrole positif sur la libération d’AA
via la phosphorylation et I'oxydation de la kinase p38 MAPK (Coulon et al. 2003) et en augmentant

I'agrégation induite par la thrombine (Sekiya et al. 1991).
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Au sein des plaquettes, la voie des cyclooxygénases est la voie principale du métabolisme de I'AA, elle
conduit a la formation de thromboxane A2, molécule activatrice plaquettaire. Ainsi, seule la voie des

COXs sera développée par la suite.
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Figure 11. Métabolisme de I'acide arachidonique selon Merier et al, 2014. Libéré a partir de la membrane par la

phospholipase C, I'AA peut étre métabolisé en prostanoides par les COX1-2, métabolisé en acide
hydroperoxyeicosanoique par le CYP4A et métabolisé en leucotrienes par les LOXs. Au sein des plaquettes, seules
les voies métaboliques de I’AA représentées par les COX et la 12-LOX sont présentes.

5.3.2 Voie des cyclooxygénases (COX)

La voie des cyclooxygénases, ou « prostaglandin endoperoxide H synthase », aboutit a la formation de
prostaglandines, notées de PGA a PGlI, et de thromboxane A2 (TXA2), agents modulateurs du tonus
cardiovasculaire et impliqués dans I’hémostase. Les COX sont des enzymes dimériques, ancrées a la
membrane (Picot et al. 1994; Xiao et al. 1998; Smyth et al. 2009), qui possédent deux actions, une
action cyclooxygénase qui permet d’abord de convertir I'AA en PGG2 (prostaglandine G2) puis une

action de peroxydase qui réduit le PGG2 en PGH2 (prostaglandine H2) (Kawahara et al. 2015).
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Figure 12. Représentation du métabolisme des COXs, selon Kawahara et al, 2015. L’AA peut étre métabolisé par

les cyclooxygénases 1 et 2 en prostaglandines (D, F, E, G) et en thromboxane A2. COX : cyclooxygenase; PGG2 :
prostaglandin G2; PGH2 : prostaglandin H2, PGD2 /F2 /E2 /12 : prostaglandin D2 /F2 /E2 /12; Tx synthase:
thromboxane synthase; TXA2 : thromboxane A2.

La COX se compose d’'un monomere qui possede une activité catalytique et d’'un deuxiéme monomere
qui agit comme régulateur allostérique du premier (Yuan et al. 2006). Selon les travaux de Yuan et al,
2006, le monomere catalytique fixe son ligand, induit un changement de conformation au niveau du
deuxiéme monomeére, I'empéchant alors de fixer un ligand. En retour, le deuxieme monomeére va

modifier la conformation allostérique du premier monomere favorisant alors son activité d’oxygénase.
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Figure 13. Représentation du mécanisme d’action de la COX, adaptée selon Yuan et al, 2006. Le premier

monomere fixe son ligand et induit un changement de forme du second monomere. Le second monomeére influe
sur la configuration du premier monomeére, lui permettant d’effectuer son activité enzymatique.

Dans divers types cellulaires, la COX-1 est responsable de la production basale de PGE-1 (Herschman
1996) et la COX-2 est une enzyme inductible faiblement exprimée (Lipsky et al. 2000) et dont
I’expression est augmentée notamment en cas d’inflammation ou en réponse aux forces de flux
élevées (O’Banion et al. 1992). Cependant, il existe des spécificités cellulaires avec 1) les cellules
endothéliales qui synthétisent de la PGI-2 et de la PGE-1 par la COX-2 (Smith et al. 2000) pour maintenir
les plaquettes circulantes au repos et 2) les plaquettes qui présentent la COX-1 (Reiter et al. 2000),

impliquée dans le production du thromboxane A2 et la COX-2 a un stade immature (Rocca et al. 2002).
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De nombreux travaux suggerent la présence d’une troisieme enzyme, nommé COX-3, exprimée
essentiellement au niveau cérébral et au niveau des coronaires (Chandrasekharan et al. 2002), mais
selon certains travaux, cette enzyme serait en réalité un variant d’épissage de la COX-1
(Chandrasekharan et al. 2002; Davies et al. 2004). Cette enzyme permettrait selon certains auteurs de
faire suite a I'action de la COX-2 sur l'inflammation aigue pour réduire I'inflammation plus tardive

(Willoughby et al. 2000; Serhan et al. 2002).

Au sein des plaquettes matures, seule la COX-1 est présente bien qu’en condition de renouvellement
accéléré des plaquettes (Patrignani et al. 1999), la COX-2 peut étre retrouvée exprimée au sein des MK
et des plaquettes immatures (Rocca et al. 2002). L’effet des prostaglandines sur les plaquettes sera

développé plus bas dans ce chapitre.

5.3.3 Voie du récepteur TP au thromboxane A2

L’AA, via la cyclooxygénase puis la thromboxane synthase (Bauer et al. 2014), peut générer du TXA2
qui exerce son action avant d’étre métabolisé en thromboxane B2 (TxB2) et al. 1975), seule molécule
dosable mais inactive (Ekambara et al. 2011; Zhou et al. 2015). Du fait de sa courte demi-vie, environ
30 secondes a 37°C (Hamberg et al. 1975), et de I'absence de stockage, le TXA2 agit comme un
médiateur lipidique autocrine ou paracrine, agissant sur les cellules vicinales a sa production que sont

majoritairement les plaquettes, les macrophages et les cellules mésangiales glomérulaires.

5.3.3.1 Effets endothéliaux du thromboxane A2

Au niveau vasculaire, le TXA2 est un agent vasoconstricteur puissant (Yamamoto et al. 1995) et un
agent mitogéne des cellules musculaires lisses aortiques (Morinelli et al. 1994). Le TXA2 est aussi un
agent promouvant le phénotype prothrombotique des cellules endothéliales par exposition de
molécules d’adhésion telles que les « intracellular adhesion molecule-1» (ICAM-1), les « vascular cell
adhesion molecule-1 » (VCAM-1) et les « endothelial leukocyte adhesion molecule-1 » (ELAM-1)
(Ishizuka et al. 1998).

5.3.3.2 Effets plaquettaires du thromboxane A2

A partir de I'acide arachidonique, la COX-1 et la thromboxane synthase microsomale plaquettaire
(Needleman et al. 1976; Sun 1977) forment majoritairement du thromboxane A2. Ce dernier peut
induire par lui-méme un changement de forme, I'agrégation et la sécrétion plaquettaire mais il joue
surtout le réle d’amplificateur de I'activation plaquettaire induite par des activateurs tels que la

thrombine ou le collagéne (Ally et al. 1980; Dorn et al. 1991).

Présent a hauteur de 1700 copies par plaquette, le récepteur des thromboxanes et prostanoides (TP)

est un récepteur dont seule la forme alpha est présente au sein des plaquettes (Habib et al. 1999;
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Friedman et al. 2015), bien que les ARNm de la forme béta soient également présents (Hirata et al.
1996). Le récepteur TP alpha est retrouvé dans les plaquettes associé aux protéines G des familles

Gag/11, G12/13 et Gs (Offermanns et al. 1994; Hirata et al. 1996; Kinsella et al. 1997).
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Figure 14. Voie générale du thromboxane A2 selon la protéine G stimulée, selon Nakahata et al, 2008. L’activation

du récepteur TP plaquettaire au thromboxane induit I'activation de différentes protéines G dont la voie des
protéines Gq/11, Gal12/13, Gs et Gi qui interviennent dans la régulation du taux d’AMPc cellulaire. A ce jour, la
protéine Gi n’est pas décrite comme couplée au récepteur TP dans les plaquettes. DAG: diacyl glycerol;
IP3: inositol 1,4,5-trisphosphate; PKC: Protein kinase C; PLCB: phospholipase C beta; PLCS: phospholipase C delta;
PI3K: phosphoinositide 3-kinase; MAPK: Mitogen-activated protein kinases; Rho: Rho GTPase.

La voie de la protéine Gq (Kinsella et al. 1997), voie majoritaire lors de I'activation du récepteur TP,
induit une activation de la phospholipase C beta (PLC-8) qui dégrade les phospholipides membranaires
en inositol 1,4,5-triphosphates et en diacylglycérol (IP3 et DAG) induisant une augmentation du
calcium intracellulaire (Houslay et al. 1986; Nakahata et al. 1989); facilitant alors I'activation
plaquettaire. La voie de la famille des protéines G12/G13 (Offermanns et al. 1994) controle la
phosphorylation de la chaine légére de la myosine par I'intermédiaire des kinases Rho (Kozasa et al.
1998) permettant le remaniement du cytosquelette d’actine et le changement de forme plaquettaire

lors de I'activation (Moers et al. 2004).

Au sein des plaquettes, le récepteur TP serait couplé a la voie de la protéine Gs comme le suggérent
les travaux de Hirata et al. ou la stimulation du recteur TP-a conduit a une augmentation de I’AMPc
plaquettaire. Les auteurs émettent I’hypothése que I'augmentation de la production de I'’AMPc
interviendrait lors d’une faible activation du récepteur TP-a, limitant I’activation plaquettaire et que
lors d’un activation du récepteur TP-a plus importante, I'activation de la PLC serait majoritaire et
conduirait a I'activation plaquettaire (Hirata et al. 1996). A ce jour, le récepteur TP n’est pas retrouvé
couplé avec la protéine Gi (Offermanns et al. 1994). La voie de la protéine Gh induit en paralléle de Gq

une élévation du calcium mais par I'intermédiaire de la PLC gamma (Vezza, Habib, et FitzGerald 1999).
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Augmenté lors de I'activation et I'agrégation plaquettaire, I'effet activateur plaquettaire du TXA2 peut
étre contre balancé par un rétrocontrbéle négatif suite a I'augmentation de la synthése de PGI-2
endothéliale (Hunt et al. 1992) et consécutivement de I’AMPc plaquettaire (Muck et al. 1997) qui

inhibent I’agrégation.

5.3.4 Régulation thérapeutique de la voie de |'acide arachidonique

L'AA et ses métabolites sont impliqués dans les phénomeénes d’inflammation, de constriction
vasculaire, d’asthme, d’agrégation plaquettaire et de cytoprotection ce qui en fait une voie de choix
pour proposer des médicaments afin de limiter certains de ces effets. Il existe donc un arsenal
thérapeutique pour limiter les effets de I’AA et des TXA2. Les glucocorticoides sont utilisés pour inhiber
la libération de I’AA via la PLA2, les inhibiteurs de la thromboxane synthase tels que le ozagrel (Uchida
et Murao 1981) et les inhibiteurs de la COX-1 tels que l'aspirine inhibent la formation des
prostaglandines et du thromboxane (Driver, Marks, et van der Wal 2019) et les inhibiteurs du récepteur

TP tels que le sulotroban (Patscheke et Stegmeier 1984).

De plus il existe des antagonistes spécifiques de certains métabolites finaux comme le montelukast qui
inhibe la fixation des leucotriénes a leur récepteur (Markham et al. 1998). Par ailleurs, il existe
également des analogues stables de la prostacycline, comme l'iloprost, utilisés dans le traitement de

I’hypertension artérielle pulmonaire (LeVarge 2015).
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6 Régulation de I'activité plaquettaire

Afin de maintenir I’'homéostasie de la réponse plaquettaire, d’éviter toute activation pathologique ou
inappropriée et de limiter I'extension du caillot sanguin au site de la breche vasculaire lors de
I’'hémostase, les plaquettes sont maintenues au repos ou limitées dans leur activation par divers

mécanismes régulateurs.

Certains de ces mécanismes, dont fait partie I'activité ecto ADP-asique, sont issus de I’endothélium. En
effet, les cellules endothéliales jouent un réle important dans le maintien au repos des plaquettes par
la synthése de prostaglandines mais également en limitant I'activation plaquettaire a I’ADP. L’ADP,
potentiellement libéré par I'’endothélium endommagé, les plaquettes activées et les érythrocytes, est
dégradé par une activité ecto ADP-asique portée par le CD39 (nucleotide phosphohydrolase). Cette
activité permet a I'endothélium de dégrader I’ATP en ADP et I’ADP en AMP, puis le CD73 dégrade '’AMP
en adénosine, elle-méme inhibitrice plaquettaire par activation de la voie de 'AMPc (Cooper et al.

1995; Marcus et al. 1997; Johnston-Cox et al. 2011).

ATP and ADP: ADP removed, adenosine forms:
Cell activation Return to baseline
ATP ADP AMP Adenosine

P,

="

71 i !
(CD39 CD39 CD73 -

Damaged/inflamed/ CD39, CD73-bearing Resting
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Figure 15. Séquence de dégradation de I’ATP et de I’ADP par le CD39 et le CD73, adaptée selon Fung et al, 2009.
Lors de dommage cellulaire, il y a sécrétion d’ATP et d’ADP (activateurs plaquettaires) qui sont dégradés par le

CD39 jusqu’au stade de ’AMP qui est lui dégradé en adénosine (inhibitrice plaquettaire) par le CD73.
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D’autres mécanismes, internes aux plaquettes, impliquent la régulation des motifs ITAMs par les motifs
ITIM, I'intervention de récepteurs nucléaires, la régulation des petites protéines a activité GTPases,
des mécanismes non spécifiques comme la désensibilisation des récepteurs couplés aux protéines G

et la voie des nucléotides cycliques, seule voie développée par la suite (Bye et al. 2016).
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from intact endothelium initiate activation following support sustained platelet regulators limit thrombus
o Levels of mtracellular vascular injury activation growth
cyclic nucleotides are * Platelets secrete * Integrin oy,B, binds * ESAM limits oy, B,
elevated secondary mediators ADP fibrinogen and supports activation
« PKA and PKG suppress and TxA, gadreganon  Desensitization of cell
platelet activation surface receptors
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Figure 16. Principaux mécanismes de contrdle de I'activation plaguettaire, selon Bye et al, 2016. Au repos, c’est
la voie des nucléotides cycliques stimulée par le NO et la PGI-2 produit par I'endothélium qui interviennent. Les
plaguettes connaissent également un rétrocontréle de I'activation par I'activité des motifs ITIM, la voie des
protéines ESAM qui limitent I'activation de I'intégrine allbpB3 et des mécanismes non spécifiques des plaquettes
avec la désensibilisation des récepteurs.
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7 Nucléotides cycliques plaquettaires

L’endothélium produit le monoxyde d’azote (NO) et la prostaglandine 2 (PGI-2) qui conduisent a
I"activation du systéme inhibiteur que représentent les nucléotides cycliques intraplaquettaires. Le NO
favorisant la production du 3’,5’-cyclic guanosine monophosphate (GMPc) par la guanylate cyclase (GC)
et la PGI-2 favorisant la production de 'AMPc par I'adénylate cyclase (AC). Le taux des nucléotides

cycliques est régulé par les phosphodiestérases qui les hydrolysent.

7.1 Voie du GMPc

7.1.1 Production du GMPc

Le NO, majoritairement produit par la NO synthase (NOS) de I'endothélium (R. M. Palmer, Ashton, et
Moncada 1988), induit une inhibition de I'adhésion plaquettaire a I'endothélium et de I'agrégation lors
d’activation plaquettaire par la thrombine (Palmer et al. 1987; Radomski et al. 1987). Pour ce faire, le
NO sécrété des cellules endothéliales active directement la GC plaquettaire a I'origine de la production
du GMPc. Ce second messager a pour cible la protéine kinase G dont les cibles une fois phosphorylées,

participent a I'inhibition de I'activation plaquettaire.

Par ailleurs, selon certains travaux, les plaquettes seraient également a |'origine d’'une synthese de NO
basale, qui lors de I'activation plaquettaire induite par le collagéne, serait accélérée (Zhou et al. 1995)
conduisant a une augmentation du GMPc plaquettaire et constituerait alors un mécanisme de

rétrocontrole de I'activation plaquettaire (Anfossi et al. 2002).

7.1.1.1 Production de NO par la NO synthase

La production de NO s’effectue a partir d’'un acide aminé non essentiel, la L-arginine (L-arg), présent a
haute concentration dans le plasma (80uM). La L-arg (figure 16.1) est oxydée sur I'atome d’azote
terminal de son groupement guanidine par la NOS pour produire la L-citrulline (figure 16.2) et le NO
(figure 16.2). Le NO peut étre par la suite oxydé en trioxyde d’azote (figure 16.4) avant de former des

nitrites (figure 16.5) puis des nitrates (figure 16.6).
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Figure 17. Voie de synthese du NO a partir de la L-arginine, selon Gambaryan et Tsikas 2015. La L-arginine est
convertie en L-citruline et en NO sous I'action de la NOS, une réduction du NO est possible en nitrate puis en
nitrite.
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La NOS des plaquettes est similaire a celle retrouvée dans les cellules endothéliales (Sase et al. 1995)
et se compose d’un dimere nécessitant la présence de la ferro-protoporphyrine IX (héme) et du
complexe calcium-calmoduline (/la NOS est une enzyme calcium dépendante). Afin de produire du NO,
la NOS a besoin de cofacteurs que sont le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) et la
flavine adénine dinucléotide (FAD) pour le transfert des électrons nécessaire a la réaction (Alderton,

Cooper, et Knowles 2001).

La NOS peut étre inhibée par le découplage du complexe calcium- calmoduline et peut étre activée par
phosphorylation via la kinase AKT (Dimmeler et al. 1999; Fulton et al. 1999; McCabe et al. 2000). Ainsi
les résultats de Freedman et al., qui mettent en évidence une augmentation de NO lors de I'activation
plaguettaire a I’ADP, peuvent s’expliquer par I'activation de la protéine AKT (lors de I'activation

plaquettaire a I’ADP) qui activerait la NOS et produirait du NO au cours de cette activation.

Bien que le NO ainsi que les nitrates et nitrites aient des actions plaquettaires, seul I'action du NO est
décrite comme pouvant activer la GC soluble (GCs) (Gerzer et al. 1981), et seule I'action du NO sur la

GCs sera développée par la suite.

7.1.1.2 Production du GMPc par la guanylate cyclase soluble

Le NO produit par les cellules endothéliales ne posséde pas de récepteur plaquettaire. De par sa nature
gazeuse, il diffuse au travers de la membrane plaquettaire pour activer la guanylate cyclase soluble
(GCs), seule forme présente de GC au sein des plaquettes. La GCs se présente sous la forme d’un
hétérodimere composé des sous unités alpha et béta nécessaires a I'activité enzymatique (Koesling et
al. 1991). La sous unité béta semble cependant plus importante, les travaux de Wedel et al. montrent
en effet qu’une délétion de la sous unité béta entraine une perte totale de I'activité enzymatique alors
qgue la délétion de la sous unité alpha induit seulement une perte partielle, bien que marquée, de

I"activité enzymatique (Wedel et al. 1995).

Chaque sous unité alpha et beta est composée de 4 domaines, seul le domaine H-NOX (heme-nitric
oxide/oxygen binding domain) N-terminal différe entre les deux sous unités. La sous unité beta
comporte un domaine H-NOX héminique responsable de la fixation du NO en N-terminal (Gerzer et al.
1981; Ignarro et al. 1982). L’'atome de fer contenu dans I’héme est initialement engagé dans un
complexe pentavalent, noté Fe(ll)-PPIX-(His) et comprenant I'histidine de la GCS, et c’est lors de la
fixation du NO a I'atome de fer que se forme le complexe hexavalent qui est réduit par la suite avec la
suppression de la liaison a I'histidine. La rupture de cette liaison induit un changement de
conformation de la GCs qui devient active (Stone et Marletta 1996; Dierks et al. 1997). La deuxiéme
partie de la GC comporte un domaine PAS (Per-ARNT-Sim domain) qui serait impliqué dans la

dimérisation des sous unités et permettrait également de maintenir 'activité constitutive de la GCs
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(Ma et al. 2008). Une troisieme partie se compose du domaine structural CC (helical coiled-coil) en
hélice et enfin la quatrieme partie C-terminale comporte le domaine cyclase. C’est le rapprochement

des deux CHD qui forme le site actif de I'enzyme (Montfort et al. 2017).

GTP

sGC-p

H-NOX PAS CcC Cyclase

Figure 17. Représentation de la structure de la GCs, adaptée selon Montfort et al. 2017. Seule la sous-unité beta
possede le motif héminique fixant le NO. Le reste de la structure, qui contient deux domaines de structure et le

domaine catalytique, est similaire entre les deux sous-unités.

Il est a noter que la GCs peut également étre activée directement sans passer par la partie héminique
de I'enzyme, de tels agents sont dit activateur de la GCs, dont les composés BAY 41-2272 et BAY 41-
8543 (Evgenov et al. 2006), alors que les agents activant la GCs par la partie héminique sont dit
stimulateurs de la GCs dont le composé YC-1 et les donneurs de NO tel que le nitroprussiate de sodium

(Priviero et al. 2010).

Bien que la structure soit acquise, le réarrangement des domaines suite a I'activation de la GCs est
encore sujet a débat et deux modeles ressortent. Le premier modele suggére que le domaine
héminique, apreés fixation du NO et coupure de la liaison a I'histidine, active le domaine cyclase par
I'intermédiaire d’un signal transmis par les domaines PAS (Campbell et al. 2014). Le deuxiéme modeéle
suggere que le domaine héminique soit constitutivement associé au site catalytique pour I'inhiber et
c’est lors du changement de conformation que le domaine héminique se détache, libérant et activant
le domaine cyclase (Fritz et al. 2013; Busker et al. 2014). L’activation de la GCs aboutit a la cyclisation

du GTP en GMPc, libérant également un pyrophosphate.

7.1.2 Effets plaquettaires du GMPc

Les premiers travaux concernant la voie du NO ont montré un effet inhibiteur sur I'activation
plaquettaire, effet inhibiteur médié par une augmentation intra plaguettaire du taux de GMPc. L’étude
de la voie NO/GMPc implique d’une part I'utilisation de donneur de NO, qui augmente la synthése du
GMPc, et d’autre part I'utilisation d’un inhibiteur spécifique de la PDES5, le sildénafil, qui empéche la
dégradation du GMPc (Gudmundsddttir et al. 2005). L'utilisation d’inhibiteur de PDE5 seul n’a pas
d’effet sur la concentration de GMPc plaquettaire (Wallis et al. 1999) et sur I'agrégation induite par le

collagéne, 'ADP et sur la sécrétion (Wallis et al. 1999; Berkels et al. 2001; Akand et al. 2015).

L’effet inhibiteur plaquettaire du NO implique I’activation de la protéine kinase dépendante du GMPc

(PKG) dont seule I'isoforme beta (PKG-18) est présente au sein des plaquettes humaines (Jang et al.
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2002) ; les plaquettes de souris quant a elles expriment les deux isoformes PKG-1B et une faible
quantité de PKG-la (Geiselhoringer et al. 2004). PKG-1B, contrairement a PKA, est une kinase
monomérique comportant a la fois le domaine catalytique et le domaine régulateur (Francis et al.
2002). Le domaine régulateur peut fixer deux GMPc et le domaine catalytique fixe le magnésium et
I’ATP ainsi que le substrat (Pfeifer et al. 1999). Les domaines de liaison au GMPc sont similaires a ceux
de PKA pour la liaison a 'AMPc; ils sont composés d’un tonneau béta, formé par huit feuillets béta
antiparalleles et de trois hélices alpha I'entourant (Pfeifer et al. 1999). Il existe au sein des feuillets
béta 6 et 7, responsables de la sélectivité du domaine aux nucléotides, la reconnaissance d’une
phénylalanine contenue dans le motif peptidique du substrat. Cette phénylalanine rend le substrat
spécifique pour PKG-1B (Colbran et al. 1992). Le groupe de Smith et al. reporte que le GMPc provoque
I’autophosphorylation de PKG-1pB sur la sérine 63 et 79, ce qui leve I'inhibition du domaine régulateur
et augmente l'activité de PKG-1B (Smith et al. 1996). L’activation de PKG inhibe les évenements induits

lors de I'activation plaquettaire.

Le GMPc inhibe, via PKG, la voie RhoA/ROCK ce qui induit une baisse de la phosphorylation de la chaine
légere de la myosine lla (MLC-lla) et induit la phosphorylation de la protéine Rap-1b et de la protéine
« vasodilator-stimulated phosphoprotein » (VASP) impliquée dans la polymérisation de [I'actine
(Halbrigge et al. 1990), mécanisme responsable de I'absence de changement de forme de plaquettes
incubées avec du NO avant activation (Aburima et al. 2017). L’activation de PKG induit directement
une baisse de I'augmentation intracellulaire du calcium lors de I’activation plaquettaire par I'inhibition
de la mobilisation du calcium via la protéine « IP3 receptor associated cGK-I substrate protein » (IRAG)
(Nguyen et al. 1991; Geiger et al. 1992; Cavallini et al. 1996; Antl et al. 2007) mais PKG induit
paradoxalement une expression de la P-sélectine au cours de I'activation plaquettaire (Schwarz et al.

2000).

Le NO empéche I'activation de I'intégrine allbB3 et serait capable, selon les travaux de Keh et al., de
neutraliser les intégrines allbPf3 déja activées (Horstrup et al. 1994; Aszédi et al. 1999; Keh et al. 2003).
Aprés incubation de NO, il est observé une augmentation d’un facteur 5 du GMPc mais également une
augmentation (bien que moindre (x 1,5)) de ’AMPc, inhibant tous les deux la phase secondaire de

I’agrégation au collagéne (Jang et al. 2002).

Bien que le réle inhibiteur plaquettaire du GMPc soit unanimement accepté dans la littérature, certains
groupes décrivent également un effet activateur au GMPc. En effet, dans ces travauy, ils observent que
I'utilisation de l'inhibiteur de PDES5 (qui ne modifie pas le taux plaquettaire de GMPc) induit une
augmentation de la réponse plaquettaire. Inversement, des plaquettes de souris invalidées pour PKG

(absence de signalisation en aval du GMPc), présentent une diminution de la réponse plaquettaire au
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VWEF et a de faibles doses de thrombine (Li et al. 2003). Des observations similaires sont également
retrouvées chez des patients déficitaires en GCs (Hervé et al. 2014). Si on prend en considération que
I"activation du GMPc et de PKG conduisent a I'activation de PDEs dégradant I’AMPc (voir ci-dessous),
I'effet positif de la voie du GMP/PKG observé par le groupe de Li et al. pourrait-étre di a 'effet des
PDE2A, activées par le GMPc, diminuant alors le taux d’AMPc et favorisant |'activation plaquettaire a
de faibles doses d’agonistes. Le groupe de Massberg et al. en 1999 montre également que dans des
souris témoins transfusées, déplétées en plaquettes, avec des plaquettes invalidées pour PKG, il y a

une baisse de I'adhésion des plaquettes a I'endothélium (Massberg et al. 1999).

Le rble stimulateur du GMPc sur I'activation plaquettaire n’est démontré a ce jour que par quelques
groupes et reste donc sujet a controverse. Si ce réle devait étre confirmé, cela pourrait alors laisser

place a un concept intéressant de I'action du GMPc qui serait biphasique.

7.1.3 Régulation du taux de GMPc

Tout comme un défaut d’activation, un excés d’activation de la voie NO/GMPc/PKG peut étre déléteére
comme le montrent les travaux de Annie-Jeyachristy et al.. Le groupe analyse des patients cirrhotiques
et observe que leurs plaquettes possédent une voie NO/GMPc/PKG amplifiée, ce qui se traduit en
clinique par un phénotype hémorragique (Annie-Jeyachristy et al. 2013). Afin de réguler le taux de
GMPc intervenant dans la balance thrombose/hémorragie, il existe dans la plaquette un mécanisme
de régulation négative du taux des nucléotides cycliques. Ce mécanisme fait intervenir les PDEs qui
peuvent accélérer la dégradation du GMPc selon sa production ; un deuxieme mécanisme émerge avec
la compartimentation des voies du GMPc en « signalosome » pour limiter la production et/ou la
diffusion du GMPc selon I'état d’activation des plaquettes. Si ce deuxieme mécanisme faisant appel a
une régulation spatiale de la voie du NO/GMPc/PKG, a été clairement démontré dans les cellules
musculaires lisses artérielles, a ce jour il existe trés peu de données concernant une organisation

similaire au sein des plaquettes.
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7.2 Voie de '’AMPc

7.2.1 Production de I'’AMPc

La production du 3’,5'-cyclic adénosine monophosphate (AMPc) par |'adénylate cyclase, parfois
nommeée adénylyle cyclase (AC), est dépendante de I'activation de cette enzyme par des récepteurs
couplés aux protéines G que sont les récepteurs aux prostaglandines. Les récepteurs aux
prostaglandines sont quant a eux activés par les prostaglandines issues du métabolisme de I’AA via les
COX1/2 endothéliales. L’AMPc ainsi produit a un effet inhibiteur sur I’activation plaquettaire et permet

le maintien au repos des plaquettes dans la circulation.

7.2.1.1 Récepteur aux prostaglandines

Les récepteurs aux prostaglandines EP1, EP2, EP3, EP4, DP1 et IP sont présents dans les plaquettes et
peuvent étre classés en trois familles de récepteurs : 1) les récepteurs qui, par I'intermédiaire d’une
protéine Gs, stimulent la production de ’AMPc et donc favorisent le maintien des plaquettes au repos
(EP2, EP4, DP1 et IP) (Irie et al. 1994; Narumiya et al. 1999), 2) les récepteurs qui, par I'intermédiaire
d’une protéine Gi, inhibent la production de I’AMPc (EP3) (Atsushi Irie et al. 1993) et 3) le récepteur
EP1 couplé a la protéine Gq qui induit une augmentation de calcium cytosolique et favorisant
I'activation plaquettaire. Une méme prostaglandine peut, selon sa concentration, activer une famille

de récepteurs a faible dose et la famille de récepteurs d’action opposée a plus forte dose.
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Figure 18. Activation des récepteurs aux prostaglandines et leur ligands, selon (Kawahara et al. 2015).
Récepteur activateur de la voie de 'AMPc : DP1, EP2, EP4 et IP ; récepteurs inhibiteurs de la voie de
I’AMPc : EP3 et récepteur induisant une augmentation de calcium : EP1. PGD2 /E2 /I2: prostaglandin
D2 /E2 /I2.

7.2.1.1.1 Récepteurs aux prostaglandines induisant une inhibition plaquettaire
Les récepteurs EP2 et EP4 sont responsables, lors de leur activation, de la stimulation de I'AC via leur

protéine Gs associée, aboutissant a une augmentation de ’AMPc intraplaquettaire et au maintien des

plaquettes au repos (Philipose et al. 2010; Fabre et al. 2001; Petrucci et al. 2011).
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7.2.1.1.2 Récepteurs aux prostaglandines favorisant I'activation plaquettaire
La PGE-2, exerce, a faibles doses (inférieures a 10° M), une effet activateur plaquettaire via les

récepteurs EP3 qui induit, via la protéine Gi, une régulation négative de '’AMPc ce qui favorise
I'activation plaquettaire. Bien que produite par les cellules musculaires lisses vasculaires, les auteurs
guestionnent la pertinance de la faible quantité plasmatique sur une réelle participation de la PGE-2 a
|'activation plaquettaire en conditions physiologiques. Sa production peut cependant augmenter
localement d’un facteur 30, au cours d’état inflammatoire, et pourrait dés lors activer les plaquettes
via le récepteur EP3 (Fabre et al. 2001). Lorsque la PGE-1 stimulent les récepteurs EP1, la protéine Gq
associée au récepteur va induire une augmentation du calcium intracellulaire, favorisant I’activation

plaquettaire.

7.2.1.1.3 Récepteurs aux prostaglandines IP
Les récepteurs IP sont stimulés par la PGI-2 ce qui induit une augmentation de I’AMPc intracellulaire

vie la protéine Gs qui stimule I'AC. La PGI-2 est un composé d’une demi-vie tres courte de 3 minutes
qui est principalement produite par I'endothélium des artéres (Skidgel et Printz 1978). L’activation des
récepteurs IP par la PGI-2 induit une inhibition de I'agrégation plaquettaire, du changement de forme
et de la sécrétion (Tateson et al. 1977; Gonzalez-Utor et al. 1992). Afin de pallier sa demi-vie courte,
des analogues de la PGI-2 que sont l'iloprost et le cicaprost ont été dévelopés (Schror et al. 1981;
Skuballa et al. 1986). Ces analogues sont non seulement plus stables mais également plus spécifiques
des récepteurs IP (Stiirzebecher et al. 1986). Les récepteurs IP peuvent également étre stimulés par de
fortes doses de PGE-2 (supérieures a 10 M), ce qui conduit également a I"laugmentation de ’AMPc

(Fabre et al. 2001).

7.2.1.1.4 Récepteurs aux prostaglandines DP1
La PGD2 posséde un effet inhibiteur de I'agrégation suite a I'activation des récepteurs DP dont seule

I'isoforme DP1 est présente au sein des plaquettes (Mills et al. 1974; Ito, et al. 1989). Un groupe
rapporte la formation de PDG2 au cours de I'activation plaquettaire induite par la thrombine et I’ADP,
ce qui en ferait plus volontiers une prostaglandine de rétrocontréle de I'agrégation qu’une

prostaglandine inhibitrice de I'agrégation (Oelz et al. 1977).

7.2.1.2 Production de ’AMPc par I'adénylate cyclase

C'est au début des années 1960 que I'équipe du lauréat du prix Nobel Sutherland et al. démontre
I’existence d’un complexe produisant 'AMPc qu’il nomme adényle cyclase (AC). Cette enzyme est
isolée des fractions cellulaires contenant des membranes, autres que mitochondriales et
microsomiales, et ce parmi un grand nombre d’especes animales. L’AC est dés lors proposée comme
une enzyme membranaire pouvant provenir de la membrane plasmique ou de I'enveloppe nucléaire.

(Sutherland et al. 1962; Rall, Sutherland et al. 1962; Murad et al. 1962; Klainer et al. 1962).
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Exprimée de facon ubiquitaire (Robison et al. 1971), selon son activation et selon la cellule impliquée,
I’AC peut conduire a des effets cellulaires différents. L’AC catalyse la conversion de I’ATP en AMPc, ce
dernier doit cependant étre protoné et complexé au magnésium noté « ATP-H-Mg », en effet, 'ATP
libre semble inhibiteur de I'enzyme (Birnbaumer et al. 1969). L‘activité de I’AC est régulée par certains
nucléotides comme le GTP et indirectement par divers composés biologiques tels que les hormones
de type catécholamines et les prostaglandines. L'AC est également une enzyme régulée par les cations
bivalents dont le calcium qui semble inhibiteur et le magnésium qui participe a son activité (Steer et

al. 1975).

Il existe chez 'Homme les AC de classe llla comprenant la famille des AC membranaires (ACm) avec les
sous-groupes | (AC1, 8et3), Il (AC2,4et7),Ill (AC5 et 6) et IV (AC 9) ainsi que la classe IlIb que sont
les AC solubles (ACs) avec le sous-groupe V (AC 10) (Sunahara et al. 1996; Linder et al. 2003). Les ACm
se composent, de N-terminal vers C-terminal, d’'une deuxiéme partie composée de six domaines
transmembranaires, du domaine catalytique Cla, d’'une troisieme partie composée de 6 domaines
transmembranaires suivis du domaine catalytique C2a (Tesmer et al. 1997; Zhang et al. 1997). Le site
catalytique de I'enzyme est formé soit par un complexe homodimérique possédant un site actif soit
d’un complexe hétérodimérique possédant deux sites actifs (Vercellino et al. 2017). L'interface entre
ces deux dimeres forme le site actif de I'enzyme et comporte un site de liaison a des agents activateurs
comme la forskoline et un domaine de liaison a I’ATP et au magnésium. La liaison simultanée d’une
molécule d’ATP et de deux ions magnésium, permet a ces derniers de stabiliser I’ATP et de déprotoner
son groupement y-phosphate qui change ensuite de conformation permettant la formation de ’AMPc

(Tesmer et al. 1999).

(& Mg Ga Forskolin

Figure 19. Structure des adénylate cyclases membranaires (Boularan et Gales 2015). L’ACm comprend un premier

domaine transmembranaire M1, du domaine catalytique Cal, un peptide liaison Clb, un deuxieme domaine
transmembranaire M2 suivie du domaine catalytique C2a. Les domaines Cla et C2a forment le site actif de
I’enzyme avec un site de liaison pour la forskoline, pour les sous unités alpha des protéines G, I'ATP et les ions
magnésium. ATP : adénosine triphosphate, Ga : sous-unité alpha des protéines G, Mg2+ : ion magnésium, N :
partie N-terminale et C : partie C-terminale de la protéine.
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L'activité de I’AC est régulée par des changements de conformation induits par les protéines G et les
agents modulateurs. Les domaines Cla et C2a fixent la protéine Gs et la forskoline (FSK) lors de
I’activation de I’AC (Seamon, Padgett, et Daly 1981; Insel et Ostrom 2003; Pinto et al. 2008) et la sous-
unité Cla ne fixe que la protéine Gi lors de I'inhibition de I’AC qui change alors de conformation

(Dessauer et al. 1998; Chen-Goodspeed et al. 2005).

Les ACs sont un cas particulier des AC, en effet elles ne sont pas activées par la FSK et peuvent
également produire du GMPc bien qu’elles possedent une plus grande affinité pour I’ATP (Hasan et al.
2014; Kleinboelting et al. 2014). La structure des ACs comprend une queue N-terminale, le domaine
catalytique Cla connecté au domaine catalytique C2a, un domaine auto inhibiteur « P-site » et un

domaine d’interaction protéine-protéine (Tang et al. 1995; Kleinboelting et al. 2014).

Bien qu’il existe plusieurs isoformes, trés peu d’études identifient les isoformes présentes au sein des
plaquettes. Les études disponibles révelent la présence des isoformes AC3, AC5, AC6 et AC7, a ce jour
aucune ACs n’a été retrouvée dans les plaquettes (Burkhart et al. 2012; Hellevuo et al. 1997;

Lewandrowski et al. 2009; Raslan et al. 2015; Zahedi et al. 2008).

7.2.3 Effets plaquettaires de '’AMPc

Suite aux premiers travaux de 1969, il est actuellement admis : 1) qu’une augmentation de I’AMPc
inhibe I’activation plaquettaire a la thrombine, se traduit par un retard de I'agrégation puis une baisse
de I'amplitude de I'agrégation pour le collagéne et inhibe la sécrétion de la sérotonine pour I’ADP, et
2) qu’au cours de I'activation plaquettaire, I’AMPc diminue ( Salzman et al. 1969; Salzman et al. 1971;
Salzman et al. 1972). Cependant, suite a une premiére diminution de I’AMPc, plusieurs études ont mis
en évidence une ré augmentation de I’AMPc lors de I'activation a la thrombine (Droller et al. 1972;

Salzman et al. 1972).

L'action de '’AMPc est en partie médiée par la « cAMP-dependent protein kinase » (PKA) qui est un
hétérotétramere formé de deux sous-unités catalytiques (C a ou 8) et deux sous-unités régulatrices (R
la, 18, lia, 1B et Iy) noté R,C;, constituant les isoformes PKAI et PKAIl au sien des plaquettes. Bien que
PKA soit un hétérotétrameére R,C,, la régulation se déroule au sein de chaque complexe dimérique
R1Ci, chaque sous-unité R régulant alors I'activité d’une sous-unité C (Rannels et al. 1985). La sous-
unité R posseéde deux sites de liaison a 'AMPc, le premier (A) est situé au centre de la sous-unité et
permet une dissociation rapide suite a la liaison de ’AMPc et le deuxiéme (B), situé vers I'extrémité C-
terminale, permet une dissociation lente suite a la liaison de 'AMPc (Doskeland 1978; Rannels et al.
1980; Ringheim et al. 1990). Sans activation par ’AMPc, PKA se présente sous la forme R,C; et seul le
site B est accessible a I'AMPc. Aprés liaison de I'’AMPc au site B, la sous-unité R subit une

transconformation qui expose le site A et permet la liaison d’'un deuxiéme AMPc. C’est aprés la liaison

40



coopérative de ces deux AMPc sur chaque site régulateur que le complexe R,-(AMPc), se forme et que
le complexe R,C; se dissocie permettant aux sous-unités C, d’exercer leur action (Builder et al. 1980;
Rannels et al. 1985; Haslam et al. 1999). L’activation de PKA peut s’écrire sous la forme de I'équation

suivante : R,C; + 4AMPc € R,-(AMPc)s + Ca.

Figure 20. Modeéle d’activation de PKA par I’AMPc (Murray 2008). Chaque site B de la sous-unité R fixe un AMPc
ce qui induit un changement de conformation permettant la liaison d’un AMPc sur le site A. C’est suite a la liaison

de deux AMPc par sous-unité R que les sous-unités catalytiques C sont libérées.

Lors de I'activation plaquettaire, PKA peut également étre activée suite a la dissociation du complexe
PKC-NFkB-IkBa-PKAc et la libération de PKAc (sous-unité catalytique de PKA), qui agit alors comme un
rétrocontréle négatif (Gambaryan et al. 2010). Certains travaux de la littérature suggérent que la voie
AMPc/PKA peut également, in vitro, phosphoryler certaines sous-unités alpha des protéines G,

pouvant ainsi réguler le récepteur TP (Manganello et al. 1999).

Outre les mécanismes décrit ci-dessus, 'AMPc est également capable de renforcer d’autres
mécanismes inhibiteurs comme celui de la protéine « regulator of G-protein signaling 18 » (RGS18).
Au repos, le complexe RGS/SPL/SHP-1 (protéine RGS, spinophiline et « Src homology region 2 domain-
containing phosphatase-1 ») est formé, peu de RGS18 est libre. C'est au cours de |'activation
plaquettaire que le complexe se dissocie, permettant a la forme libre de RGS18 d’exercer son action
négative sur les protéines G par hydrolyse du GTP associée a la sous-unité alpha, jouant alors un réle
de régulateur négatif de I’activation plaquettaire. Il est aussi rapporté que lors de la stimulation de la
voie de '’AMPc, par la PGE-1 ou la FSK, I'augmentation de I’AMPc provoque la dissociation de complexe
RGS/SPL/SHP-1, libérant la forme libre de RGS18 et maintenant les protéine G inactives (Ma et al.
2015).

Tout comme le GMPc, ’AMPc participe a la régulation des flux calciques en permettant d’une part la
recapture du calcium libéré lors de I'activation plaquettaire par les compartiments de réserves (Haslam
et al. 1999; Mazzucato et al. 2002) et d’autre part par I'inhibition de I'influx calcique médié par le canal
« transient receptor potential cation channel », TRPC6 (Hassock et al. 2002). L'AMPc inhibe le

changement de forme induit par de faible dose de thrombine par une baisse de la forme active P-MLC
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(Aburima et al. 2013) mais n’inhiberait pas le changement de forme induit par le collagéne (Riondino

et al. 2005).

La voie de 'AMPc peut également induire la phosphorylation de VASP et réguler son action sur le
cytosquelette. Cependant, contrairement a la phosphorylation réalisée par PKG, PKA phosphoryle
VASP préférentiellement sur la sérine 157 (Butt et al. 1994). PKA et PKG partagent un grand nombre
de cibles dont les protéines Rap1B (Stefanini et al. 2019) et P38 MAPK (Jackson et al. 2010).

7.2.4 Régulation du taux d’AMPc

Dans une étude originale publiée par le groupe de Eigenthaler et al., les auteurs étudient la
concentration des nucléotides cycliques par rapport aux capacités d’activation des protéines kinases
qui leur sont associées. L’AMPc est présent a un taux de 23,1 pmol/10° plaquettes (4,4 uM) et la PKA
est présente a raison de 3,1 UM et posséde une capacité de fixation de 6,2 uM d’AMPc. Comme le
suggere |'auteur, le taux d’AMPc basal serait capable d’activer la totalité de PKA, cependant, il existe
des mécanismes de régulation du taux d’AMPc que sont les PDEs et les microdomaines a AMPc afin de

limiter son action (Eigenthaler et al. 1992).

7.2.4.1 Action des PDEs

Les PDEs ont été identifiées dans les plaquettes pour la premiére fois par Hidaka et Asano en 1976. On
retrouve au sein des plaquettes les PDEs des familles 2A, 3A et 5, chacune ayant une affinité qui lui est
propre vis-a-vis de '’AMPc et du GMPc (Hidaka et al. 1976; Grant et al. 1984; Haslam et al. 1999). Une
particularité spécifique de la voie NO/GMPc/PKG est I'inhibition des PDEs, action non présente dans la

voie de ’'AMPc.

Les PDEs de la famille 2 sont responsables de I’hydrolyse de I’AMPc, leur activivté est potentialisée par
le GMPc (Martins et al. 1982). Les PDE2A plaquettaires sont des enzymes membranaires activées par

le GMPc et réalisent I’'hydrolyse de 'AMPc, limitant son effet inhibiteur (Grant et al. 1990).

Les PDEs de la famille 3, inhibées par le GMPc, sont présentes sous forme soluble dans les plaquettes
(Grant et al. 1984). Bien que la PDE3A puisse dégrader I’AMPc et le GMPc, elle posseéde cependant une
affinité quatre a dix fois supérieure pour I’AMPc (Grant et al. 1984; Degerman et al. 1997), ce qui

expligue que son inhibition par le GMPc influe majoritairement sur le taux d’AMPc.

La PDE5, enzyme cytosolique, est spécifique du GMPc et permet de controler la production de ce
dernier (Francis et al. 1980; Wallis et al. 1999). Initialement identifiée dans les plaquettes (Coquil et al.

1980), la PDES5 est activée par le GMPc lors de sa production ce qui permet d’en controler les effets.
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Le site actif des PDEs comprend un site de liaison a deux cations divalents et un site de liaison du
substrat. Des études de structure des PDEs semblent indiquer que l'ion zinc (Zn) permet, outre la
catalyse de la réaction enzymatique, le repliement de la protéine et la formation du site actif de
I’enzyme (Xu et al. 2000). Le positionnement de 'AMPc au sein du site du substrat permet une
ionisation du pont phosphodiester pour que le groupement hydroxyle d’'une molécule d’eau impliquée
dans la liaison du Zn a I'enzyme, puisse en réaliser I’hydrolyse (Huai et al. 2003). Selon les travaux de
Zhang et al. 2004, la présence d’une glutamine au sein des PDEs serait responsable de la liaison des
nucléotides, de la stabilité de cette liaison mais également responsable de la sélectivité aux
nucléotides. Quand la glutamine est libre de tourner dans le plan, la PDE lie 'AMPc et le GMPc, mais
guand la glutamine est contrainte dans son environnement, la PDE devient spécifique d’un des deux
nucléotides (Zhang et al. 2004). Les PDEs effectuent I’hydrolyse du pont ester en 3’ des nucléotides 5°-

monophosphates et les convertissent en nucléotides 5-monophosphates.

L'action de I’AMPc peut donc étre régulée ou terminée par I'action les PDE2A et 3A qui dégradent
I’AMPc en 5’AMP puis en adénosine. L'inhibition de la PDE3A par le GMPc permet d’augmenter le taux
de 'AMPc pour prévenir I'activation plaquettaire mais un rétrocontrdle négatif existe pour ne pas
désensibiliser les plaquettes avec un excés d’AMPc. Il fait intervenir la PDE2A, activée par le GMPc et
permet de dégrader I’AMPc (Haslam et al. 1999). Lors de I'activation plaquettaire a la thrombine il y a
une augmentation de l'activité de la PDE3A qui dégrade alors I’AMPc. L’activation de la PDE3A
constitue alors un mécanisme d’inhibition de ’AMPc pour permettre I'activation plaquettaire (Zhang

et al. 2007; Hunter et al. 2009).
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7.2.4.2 Compartimentation de la voie de '’AMPc

Bien que le taux des nucléotides cycliques puisse étre contrdlé par I’action des PDEs, ce mécanisme de
régulation enzymatique ne peut a lui seul expliquer les observations de nombreux groupes faites dans
divers types cellulaires dont celles du groupe de Jurevicius et Fischmeister. Au sein de cellules
ventriculaires de grenouille et a I'aide d’étude de double « patch-clamp », les auteurs rapportent une
augmentation localisée d’AMPc dans I'espace grace a la présence des PDEs (Jurevicius et al. 1996). Cet
espace métabolique restreint, ol '’AMPc augmente, suggere une régulation par un mécanisme de
compartimentation intracellulaire nommé microdomaines a AMPc. Cette compartimentation est
étudiée dans divers types cellulaires et la voie de 'AMPc est retrouvée organisée en domaines

membranaires situés soit aux membranes plasmiques soit au niveau des membranes internes.

Les premiers modeéles de régulation de la voie de I’AMPc voient le jour sous forme de microdomaines
élaborés autour de protéines d’ancrages que sont les « A-Kinase Anchor Protein » (AKAPs). Ces
protéines d’ancrages représenteraient une plateforme de localisation subcellulaire regroupant divers
effecteurs, dont PKC, PKA et I'AC, qui sont indépendants dans leur signalisation mais peuvent interagir
entre eux. Au sein des cellules cardiaques, la voie de ’AMPc est structurée autour de I’AKAP musculaire
(mAKAP) qui regroupe PKA et la PDE4AD3. A I'état basal, la PDE4D3 protege PKA de I'activation basale
de I'’AMPc (Figure 21.A) et ce n’est que lors d’une augmentation importante du taux de ’AMPc que
PKA est stimulée (Figure 21.B). PKA stimulée agit sur ses cibles mais active également la régulation

négative de son activité, régulation représentée par les PDE4D3 (Figure 21.C) (Dodge et al. 2001).

A | Basal PDE Activity High cAMP Increased PDE Activity

Resting conditions

Figure 21. Modéle du complexe AKAP-PKA-PDE4D3 cardiaque (Dodge et al. 2001). A) au repos, les PDE4AD3
empéchent 'activation de PKA, B) lors de I'augmentation du taux de I’AMPc, PKA est activée, C) PKA active ses
effecteurs mais également PDE4D3 qui joue un rdole négatif sur I'activité de PKA. PKA : protein kinase A ; PDE4D3 :
phosphodiesterase 4D3 ; mAKAP : A-kinase anchor protein 6 ; C : catalytic PKA subunit.

Les modeles suivants concernent des microdomaines situés a la membrane cellulaire et intégrent les
récepteurs membranaires ainsi que la production de I’AMPc. Ainsi, dans les cellules cardiaques, la
stimulation des récepteurs B-adrénergiques active I’AC par I'intermédiaire d’une protéine Gs, ce qui

aboutit a I'augmentation de 'AMPc qui agit au sein d’'un méme microdomaine (Dessauer 2009).
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Figure 22. Modele de régulation d’'un microdomaine AMPc (Dessauer 2009). Les récepteurs BAR stimulent I’'AC

par I'intermédiaire d’'une protéine Gs, ’AMPc augmente et active PKA qui permet d’induire une libération de
calcium apres stimulation du récepteur RyR. Cet effet est terminé en partie par PKA qui inhibe I’AC et active les
PDEs. Le regroupement de tous les acteurs de '’AMPc se fait par ’AKAPm a proximité du noyau. BAR: beta
adrenergic recepor; AC5: adenylate cyclase 5; CaN: calcineurin; PKA: protein kinase A; PDE4D3:
phosphodiesterase 4D3; mAKAP : A-kinase anchor protein 6; C: catalytic PKA subunit; RyR: ryanodine
receptor ; EPAC : exchange factor directly activated by cAMP.

Dans une revue de la littérature de 2014, le groupe de Conti et al. propose trois modeles de
compartimentation de la voie de '’AMPc. Le premier modeéle est celui proposé par les publications
précédentes, a savoir que ce sont les PDEs qui jouent le role de barriere métabolique et forment le
microdomaine ou I’AMPc est produit suite a I'activation de I’AC par un récepteur tiers, 'AMPc agit
ensuite sur ses effecteurs au sein méme du microdomaine (Figure 23.A). Le deuxiéme modeéle accorde
aux PDEs le role inverse, elles permettent la formation d’'un domaine dépourvu d’AMPc a I'état de
repos ou les effecteurs ne seraient activés qu’en cas de forte augmentation de I’AMPc (Figure 23.B).
Le dernier modeéle reprend les travaux de Doge 2001 et Dessauer 2009 ou les PDEs sont localisées au
niveau de compartiments cellulaires et permettent de limiter I'activation de certaines réponses a I'état
basal d’AMPc et ne seraient également activées qu’en cas de forte augmentation de ’AMPc (Figure

23.Q).
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C PDE function in
sequestered compartment

A PDE as a diffusion barrier B PDE as a cAMP sink

M G protein-coupled receptor e cCAMP ~ Phosphodiesterases (PDEs)

Gs = stimulatory G protein; AC = Adenylyl Cyclase

Figure 23. Modéle de compartimentation de la voie de 'AMPc (Conti, Mika, et Richter 2014). A) les PDEs jouent
le role de barriere et empéchent ’AMPc de diffuser, B) les PDEs délimitent une zone ol ’AMPc ne peut entrer

et C) les PDEs régulent I'entrée de ’AMPc dans certains compartiments.

L’existence d’une compartimentation de la voie de I’/AMPc ainsi que la capacité des AKAPs a créer une
répartition subcellulaire de PKA dans divers types cellulaires suggérent qu’une organisation similaire

puisse exister au sein des plaquettes.

La conceptualisation de microdomaines plaquettaires est renforcée par I'existence de différents pools
d’AMPc au sein des plaquettes humaines (Bilodeau et al. 2007). En effet, une faible fraction de
I'isoforme PKA-RI est retrouvée dans les radeaux lipidiques membranaires plaquettaires ou associée a
I’AKAP moésine, potentiellement responsable de cette localisation. L'utilisation d’un peptide qui inhibe
la liaison PKA/moésine, induit une perte de localisation de PKA-RI dans les radeaux lipidiques et une

perte de la régulation du récepteur GPIb (Raslan et al. 2014; Raslan et al. 2015).

La régulation des nucléotides cycliques, GMPc et AMPc, peut donc se faire par la modulation de leur
production par les cyclases, par régulation de leur dégradation par les PDEs et modification de leur
disponibilité par séquestration au niveau de microdomaines. Depuis quelques années, un nouveau
moyen de régulation des nucléotides cycliques apparait avec les protéines d’efflux dont la protéine

«multidrug resistance-associated protein 4 » (MRP4).
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8 Protéine d’efflux «multidrug resistance-associated protein 4 »

La protéine d’efflux «multidrug resistance-associated protein 4 » (MRP4) posséde plusieurs
appellations selon le champs d’étude, on la nomme également ABCC4 pour «ATP-binding cassette sub-
family C member 4 » et « Traffic ATPases ». Bien que la nomenclature ABCC4 soit la plus rigoureuse du
point de vue de la classification des protéines et du génome, nous utiliserons la dénomination

« MRP4 » qui est la plus fréequemment employée dans la littérature.

8.1 Famille des MRPs

Les « ATP binding cassette » protéines (ABC) comportent les familles A a G et c’est dans la famille C de
ces protéines, ABCC, que sont retrouvées les protéines de résistance nommées MRPs. Les MRPs sont
classées en deux familles selon leur structure, la premiere famille comporte les MRPs dites longues,
MRP1, -2, -3, -6 et -7, qui possédent un domaine transmembranaire supplémentaire ; la deuxiéme
famille comporte les MRPs dites courtes, MRP4, -5, -8, qui ne comportent que deux domaines

transmembranaires.

8.2 Structure de MRP4

MRP4 est une protéine transmembranaire se composant du N-terminal vers C-terminal d’'un premier
domaine « polytropic membrane spanning domain » (MSD1), d’un walker A1, du motif C1, du walker
B1, du MSD2, d’un walker A2, du motif C2 (variable selon la MRP) et du walker B2 (Hung et al. 1998).
Le walker A, le motif C et le walker B forment le site de liaison des nucléotides (NBDs) qui est en autre
responsable de la liaison de I’ATP et de son hydrolyse pour le fonctionnement de la protéine (Jones et

George 1999).

Figure 24. Représentation de la structure de MRP4 (Deeley, Westlake, et Cole 2006). N2H : extrémité N-
terminale, MSD1 : polytropic membrane spanning domain 1, NBD1 : nucleotide binding domain 1, MSD2 :

polytropic membrane spanning domain 2, NBD2 : nucleotide binding domain 2, COOH: extrémité C-terminale.

Les deux NBDs sont des sites possédant chacun son activité et la mutation de I'un des deux sites
n’abolit I'activité des MRPs que de moitié, ce qui tend a montrer que les deux sites ne sont pas
totalement dépendants dans leur activité (Nikaido et al. 1999). Le walker A est le site de liaison de

I’ATP via un ion magnésium tandis que le walker B semble nécessaire a la bonne conformation de la
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protéine (Cui et al. 2001). Il est suivi par une glutamine qui est essentielle pour I’hydrolyse de la liaison
phosphodiester B-y de I’ATP, hydrolyse nécessaire pour assurer le transport actif des MRPs. Le motif C
est quant a lui impliqué dans la liaison a I’ATP mais également dans la transduction de I'énergie libérée
par I’hydrolyse de I’ATP dans la partie transmembranaire de la protéine pour y induire un changement
de forme. Les MSDs sont responsables de la formation du canal de transport mais également de la

sélectivité du substrat.

L'activité de MRP4 débute lors de la reconnaissance du substrat par les MSDs, ce qui permet au dimeére
formé par les NBDs de lier deux ATP. Cette liaison conduit a un changement de conformation des MSDs
qui correspond a I'ouverture du canal et au passage du substrat. Il s’ensuit une dégradation de I'ATP
en ADP + Pi qui s"accompagne d’une refermeture du canal. La protéine doit encore revenir a son état
initial pour pouvoir de nouveau étre activée, étape réalisée par le départ de I’ADP du NBDs (Linton et

al. 2007).

8.3 Fonctions générales

Les MRPs sont des pompes d’efflux initialement identifiées comme pouvant effluer des xénobiotiques
hors de la cellule. Certaines MRPs bien connues en clinique, la P-glycoprotéine et la BRCP (breast
cancer-resistance protein) sont responsables de I'efflux d’agents thérapeutiques conduisant a des
résistances au traitement. Les composés efflués ont un large spectre tant en termes de structure que
de taille. L’étude de la répartition des agents thérapeutiques, ou de leurs métabolites, dans des souris
déficientes en MRP4 a conduit a établir une liste potentielle des cibles de MRP4 ; on y retrouve les
composés relatifs a la thiopurine et les composés antiviraux nucléotidiques (Schuetz et al. 1999).
L’absence de MRP4 induit une accumulation de plus de 50 % d’un anticancéreux de la famille des
inhibiteurs des topoisomérases, le topotecan, dans le liquide cérébrospinal et sa diminution de 36 %

dans les urines (Leggas et al. 2004).

MRP4 est également un transporteur d’efflux pour des composés endogenes et participe de ce fait a
la signalisation cellulaire par efflux d’agonistes ou d’inhibiteurs. MRP4 est capable d’effluer 'AMPc et
le GMPc hors des cellules (Chen et al. 2001). Cependant, cette activité de pompe d’efflux n’est
maximale qu’en présence d’'un exces d’AMPc (surproduction ou inhibition des PDEs) (Wielinga et al.
2003). Dans les cellules musculaires, I'inhibition de I'expression de MRP4 (par ARN interférent ou dans
des cellules invalidées) est corrélée a une augmentation de 289 % de I’AMPc, une augmentation de 230

% du GMPc intracellulaire et a 'augmentation des PDEs 3A et 4A (Sassi et al. 2008, 2012).

Cependant MRP4 possede, selon le type cellulaire, une localisation cellulaire qui varie ce qui implique
que la direction de I'efflux importe autant que I’efflux lui-méme (Russel et al. 2008). Dans les cellules

du tube contourné proximal ainsi que dans les cellules endothéliales des capillaires cérébraux, MRP4
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est localisé au pole apical ce qui lui permet de rejeter les xénobiotiques respectivement dans les urines

et dans le sang (Aubel et al. 2002; Borst et al. 2004; Smeets et al. 2004).

8.4 Fonctions plaquettaires

Les premiéres études de MRP4 au sein des plaquettes sont en faveur d’une présence a la surface des
granules denses (Jedlitschky et al. 2004), impliquant MRP4 dans le stockage de I’ADP au sein des
granules. Selon certains travaux, MRP4 effluerait I’ADP du cytoplasme vers les granules denses au
repos et c’est lors de I'activation plaquettaire et de la sécrétion des granules, ol la membrane des
granules fusionne avec celle de la plaquette, que I'efflux de MRP4 serait redirigé vers le milieu

extracellulaire.

A MRP4
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Figure 25. Modéle de répartition plaquettaire de MRP4 (Jedlitschky et al. 2004). § : granules denses; MTS:
systéeme microtubulaire ; DTS : systéeme tubulaire dense; a: granules alpha; LAMP2 : lysosome-associated

membrane glycoprotein 2.

MRP4 est également associé, au sein des plaquettes, au transport de I’AMPc vers les granules denses
(Borgognone et al. 2012). L’inhibition de MRP4 au cours de |'activation plaquettaire provoque une
inhibition de I'agrégation induite par le collagene, de la mobilisation du calcium et de la libération
d’ATP de maniere dose dépendante mais reste sans effet sur I'activation plaquettaire par 0.05 Ul de

thrombine ou 1 uM de U46619 (analogue du TXA2) (Lien et al. 2014).

Dans un modele de souris invalidées pour MRP4, |'étude morphologique par microscopie électronique
des plaquettes, de la ploidie des mégacaryocytes et I'étude de I'expression des glycoprotéines de
surfaces (GPIX, GPVI, GPIB) ne révélent pas de différences entre les plaguettes MRP4-/- et les témoins
(Decouture et al. 2015; Cheepala et al. 2015). La délétion de MRP4 est associée a un phénotype
hémorragique avec une augmentation du temps de saignement et du temps d’occlusion associés a une
perte de sang plus importante que chez les souris témoins. Ces manifestations cliniques sont associées
a une baisse de I'agrégation, une baisse de I'activation de I'intégrine allbB3, une baisse de I'exposition
de la P-sélectine a la surface des plaquettes et a une baisse de la sécrétion de sérotonine (Decouture
et al. 2015). Dans certaines pathologies, une baisse de I'expression de MRP4 a la surface des granules

est associée a des troubles du stockage de I’ATP et de I'’ADP, comme dans certains cas de syndrome
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d’Hermansky-Pudlak (HPS)(Jedlitschky et al. 2004, 2010). En revanche, I’hyperactivité plaquettaire
retrouvée chez les patients atteint du VIH est corrélé a une augmentation des protéines de transport,
dont MRP4, d’un facteur 3,5. Cette surexpression induit une augmentation de I’/AMPc sécrété par les
plaguettes et une baisse de ’AMPc intra plaquettaire en accord avec une diminution de I'activité de

PKA sur VASP (Marcantoni et al. 2018).

Il semble, que MRP4 soit également impliqué dans la résistance plaquettaire au traitement par
|'aspirine. Par sa capacité d’efflux, MRP4 diminuerait I'aspirine disponible au sein des plaquettes,

diminuant ainsi son action (voir chapitre 2).
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Chapitre 2 : Effets antiplaguettaires de

I"aspirine

Découverte depuis plus de 3500 ans par les grecs, la salicine, précurseur de I'aspirine (ASA), est extraite
de I'écorce du saule blanc, Salix alba, et est utilisée en tant que reméde contre la douleur. L’aspirine,
ou acide acétyl-salicylique, est produite la premiere fois par le francais Charles Gerhardt en 1852 et
sera commercialisée dés 1890 par I'industriel Allemand Bayer (Desborough et Keeling 2017). L’ASA est
par la suite utilisée en cardiologie dans la prévention d’évenements cardiovasculaires occlusifs pour
des patients présentant des risques thrombotiques. Elle permet de réduire de 15 % la mortalité
vasculaire et de 30 % les événements de type accidents vasculaires cérébraux ou cardiaques (APT

Collaboration 1988).

Dans une étude clinique chez 796 patients, le groupe d’étude RISC apporte la preuve de I'efficacité de
faible dose d’ASA dans la prévention d’évenements cardiovasculaires occlusifs. L’administration de 75
mg par jour durant 5 jours de traitement permet de réduire I'incidence des infarctus du myocarde et
présente des effets indésirables limités en cas de bonne observance thérapeutique. L’ASA permet de
limiter l'utilisation d’agents antihypertenseurs (béta bloquant, inhibiteur calcique) de fagon
significative et permet d’obtenir un retour au risque basal pour le groupe ASA 75 mg apres trois mois

de traitement (The RISC Group 1990).

1 Pharmacocinétique de I’aspirine

De son administration a son action, I'aspirine va franchir plusieurs étapes liées a la physiologie de
I’organisme qui définissent son profil de pharmacocinétique. Ces étapes conditionnent la quantité
d’aspirine disponible pour agir, son délai d’apparition, la durée et I'intensité de son effet thérapeutique
ainsi qu’une transformation possible avant élimination. La mise a disposition de I'aspirine pour
I’organisme, nommeée biodisponibilité, implique donc les étapes d’absorption, de distribution, de

métabolisation et d’élimination.

1.1 Etape d’absorption

Le lieu et la libération du principe actif (PA) sont conditionnés par la forme galénique de I’aspirine dont
seules les formes utilisables en cardiovasculaire comme antiplaquettaire seront décrites par la suite.
Dans le cas de formes injectables (Kardegic® 500mg/5mL) 'aspirine est directement libérée dans le

compartiment central (le sang) et ne subit pas I'étape d’absorption ; dans le cas de formes orales
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(Aspirine UPSA®, Kardegic® Aspegic®...), I'aspirine doit subir I'étape d’absorption au travers des

membranes biologiques du systeme digestif.

Cette absorption est en partie déterminée par les propriétés physicochimiques du PA mais également
de la formulation. L’aspirine est un acide organique faible avec un pKa de 3,5 stable entre pH 2 et 3 et
est dégradée aux pH inférieurs a 2 et supérieurs a 8. Le plus souvent conditionnée sous forme de
poudre, la reconstitution de I'aspirine aboutit a une solution tamponnée d’aspirine qui est stable (non
hydrolysée) et qui ne présente que 10 % de dégradation de I’ASA au bout de 24 heures (Gharbo et al.

1986). La dissolution de I'aspirine dans I’eau est quasi instantanée (622 ns) (Anand et al. 2018).

Les études de pharmacocinétique menées au cours des derniéres années tendent a décrire I’ASA
comme une drogue rapidement absorbée (pic maximal entre 30 minutes et 1 heure) (Rowland et al.
1972; Salem et al. 1977; Castleden et al. 1977; Cerletti et al. 2003) et possédant une pharmacologie
qui semble trés dépendante de la dose administrée et semblerait étre sans variation d’effet

thérapeutique d’un sexe a I'autre.

1.2 Etape de distribution

La fraction de dose administrée qui atteint le compartiment central refléte la biodisponibilité du PA.
Elle est en grande partie dépendante de la phase d’absorption et est définie comme totale (100 %)
pour la voie intraveineuse (.V.) et est d’environ 45 a 50 % pour I’ASA administrée par voie orale
(Pedersen et al. 1984). L’ASA posséde, a pH sanguin (7,35 - 7,45), un volume de distribution de 0,13 a
0,19 L/Kg (Graham et al. 1977) et circule soit sous forme libre soit sous forme liée aux protéines
sériques. Il se crée alors un équilibre entre la forme liée et libre ol seule la forme libre est susceptible

de se fixer a ses cibles et d’avoir un effet thérapeutique.

1.3 Etape de métabolisation

L'étape de métabolisation permet a certains médicaments de devenir actifs mais permet surtout de
biotransformer le PA en vue de son élimination. Bien qu’ayant une demi-vie courte, environ 15 a 20
minutes, I'effet de I’ASA est retrouvé durant 8 a 10 jours (durée de vie moyenne des plaquettes) car sa
liaison ala COX1 est irréversible. Elle inhibe les plaquettes dans la circulation pré-systémique (Pedersen
et al. 1984). L’ASA est ensuite hydrolysée en acide salicylique (AS) qui circule sous la forme d’un acide
faible fortement lié aux protéines plasmatiques (Borga et al. 1976). L'AS, majoritairement éliminé par
voie hépatique, est inactivé en dérivés conjugués avec I'acide glucuronique, en dérivés conjugués a la

glycine (acide salicylurique) ou oxydé (Wilson et al. 1978; Bochner et al. 1981).
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Figure 26. Représentation schématiqgue du métabolisme de I'aspirine, selon (Floyd et Ferro 2014). L’aspirine est

absorbée a 40-50 % par voie orale, le reste étant hydrolysé dans les intestins. La majeure partie de 'effet de
I'aspirine a lieu une fois la circulation portale atteinte ou elle inhibe la COX des plaquettes. L’aspirine est ensuite
dégradée et éliminée sous forme de salicylate. PPI : proton pump inhibitor.

1.4 Etape d’élimination

La fraction de PA éliminée du compartiment central par unité de temps refléte la notion de clairance
plasmatique. L’ASA est éliminée du compartiment central suivant une équation bi-exponentielle. L’AS
est quant a lui éliminé par voie rénale sous forme inchangée (5 %), sous forme conjuguée au
glucuronide (90 %) ou oxydée en acide gentisique (2 %) (Wilson et al. 1978; Bochner et al. 1981;
Roberts et al. 1983).

2 Pharmacodynamie de |'aspirine

L'aspirine est un principe actif qui posséde plusieurs actions pharmacologiques doses dépendantes ce
qui lui confere une certaine polyvalence thérapeutique. En effet, selon la dose administrée, elle est
utilisée pour ses propriétés antipyrétiques, anti-inflammatoires, antiplaquettaires et est utilisée dans

la lutte contre I'athérosclérose. Seule son action antiplaquettaire sera développée par la suite.

2.1 Inhibition des protéines sanguines

Bien que I'effet antiplaquettaire de I’ASA soit porté par les COXs, I’ASA est capable d’acétyler toute
une série additionnelle de protéines et de composés sanguins. On retrouve notamment I'acétylation
de I'albumine (Hawkins et al. 1969), des immunoglobulines, de la transferrine, de la thyroglobuline
(Pinckard et al. 1968) et de ’hémoglobine des patients souffrant d’anémies falciformes (Furia et al.

1973).

2.2 Inhibition des COXs
L’aspirine, inhibiteur des COXs (Roth et al. 1975), posséde une meilleure affinité pour la COX-1 comme
le démontre des travaux de simulation dynamique assistée par ordinateur. L'environnement de la

poche de liaison a I'aspirine comprend les acides aminés suivants : les tyrosines 348 et 385 (Tyr348 et
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Tyr 385), I'arginine 120 (Arg120), la sérine 530 (Ser530) et I'histidine 513 (His513) au sein de la COX-1.
L'inhibition de la COX se déroule en deux étapes avec 1) la formation d’un intermédiaire métastable
tétraédrique ou I'hydroxyle de la Ser350 attaque la fonction acétyle de I'aspirine et 2) la réaction
d’acétylation de la Ser350 conduisant a un transfert de I'acétyl de I’ASA sur la Ser350 de la COX. La
fonction carboxylique de l'aspirine participe également a cette réaction en tant qu’accepteur de
proton, les Tyr 348 et 385 de la COX-1 participent a la stabilité de la liaison de I'intermédiaire formé
tandis que I’Arg120 stabilise I’aspirine par liaison saline avec la fonction carboxyle. Bien que les deux
COXs présentent 60 % d’homologie (Kurumbail et al. 1996), elles possedent une résidu spécifique dans

leur site de liaison avec I’'His513 pour la COX-1 qui est remplacée par une Arg513 dans la COX-2.

C’est I'absence de I’Arg513 qui est responsable de la sélectivité de I’ASA pour la COX-1. En effet, la
présence de I’Arg513 diminue la fixation de I’ASA et augmente I'énergie nécessaire pour la réaction
d’acétylation (Lei et al. 2015). Cette sélectivité se traduit par une concentration inhibitrice de 50 %

(/1C50) de I'ASA égale a 3,57 uM pour la COX-1 et d’environ 29,3 uM pour la COX-2 (Blanco et al. 1999).

Tyr348 Tyr3ss
-1.53%0.06 () -4.3620.14
-1.76+0.02{} -4,82+0.19
His513 »
) Arg513 ASAf
0.03+0.04 :

Ser530

Arg120
COX-1 2.40+0.56

COX-2 2.24+0.88

2.24+0.73

Figure 27. Superposition des sites de liaison des COX-1 et -2 (Lei et al. 2015). Sont représentés en rouge les résidus

de la COX-1 et en bleu ceux de la COX-2. Les valeurs numériques correspondent a la contribution des résidus a la
réaction, les valeurs négatives sont en faveur de la réaction et plus la valeur est positive, plus le résidu s’'oppose
a la réaction.

L’acétylation d’'un monomere de la COX induit une modification de sa conformation, lui donnant alors
le réle du monomere régulateur allostérique, bloquant ainsi la fonction catalytique du second
monomere. L'inhibition des COXs serait maximale lorsque le deuxiéme monomere est partiellement
acétylé (Li et al. 2014; Patrignani et al. 2014). Bien que I’action de peroxydase de la COX soit moins
affectée (DeWitt et al. 1990), 'acétylation empéche la liaison de I’AA a la COX et limite ainsi son

métabolisme.

L'aspirine inhibe donc de fagon irréversible la COX plaquettaire qui ne peut étre re synthétisée par les
plaquettes. La durée d’action de I’ASA est donc égale a la durée de vie des plaquettes soit une dizaine
de jours chez I’'Homme. A dose antiplaquettaire son action n’est pas limitée aux plaquettes et inhibe

provisoirement les COXs des tissus dont celles de I'endothélium.
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2.3 Effet de I'aspirine sur 'endothélium

Les cellules endothéliales utilisent la voie des COXs afin de produire des prostaglandines a partir de
I’AA avec notamment la PGI-2 qui est une prostaglandine inhibitrice plaquettaire. Pour des doses d’ASA
jusqu’a 162 mg, I’ASA induit une baisse de la production du TXA2 endothélial ce qui se traduit par une
relaxation vasculaire mais posséde un effet inverse pour des doses supérieurs a 660 mg (Furuno et al.
2011) ou I’ASA supprime la production de PGI-2 endothéliale conduisant a une baisse de la dilatation
des cellules musculaires des vaisseaux. La récupération de I'activité des COXs, suite a un traitement
par ASA faible dose, est d’environ 80 % du taux basal a 24 heures et un retour a la quasi normale 35
heures post exposition, retour a la normale qui s’effectue par la synthése de nouvelles COXs et al.

1979).

2.4 Effet plaquettaire de I'aspirine

Dés les années 1970, des travaux corrélent la prise de I’ASA a une modification de la morphologie
plaquettaire. L’ASA conduit a une microcytose plaquettaire chez des volontaires sains sous ASA 2 mg
par voie orale, l'ultrastructure des plaquettes restant identique a celle des plaquettes issues de

témoins sans aspirine (Fajardo 1975).

L’efficacité de I’ASA sur la COX-1 plaquettaire est considérée maximale pour un taux d’inhibition de 97
% de la COX-1 (Pampus et al. 1993). La relation entre I'inhibition des COXs et la baisse de la synthése
de TXA2 n’est pas linéaire et une inhibition de 97 % des COXs est nécessaire pour observer une baisse
de 96 % du TXA2 (Reilly et FitzGerald 1987). Apres I'arrét de prise de I’ASA 100 mg, administrée 1 a 8
semaines, la récupération de la production de TXA2 est similaire et redevient basale aprés 7 jours

(Santilli et al. 2009).

L'inhibition de 97 % de la COX-1 et une suppression compléete de la synthese des thromboxanes
plaquettaires peuvent s’obtenir aprés administration orale de faible dose d’ASA, 30-50 mg par jour,
durant 7 a 10 jours de traitement (Wood et al. 1994; FitzGerald et al. 1983). L'ASA bloque ainsi la
formation de TXA2 plaquettaire et diminue I’activation plaquettaire dont celle induite par le collagéne.
En présence de fortes doses d’ASA, I'augmentation de I'expression de l'intégrine allbB3 suite a
I'activation plaquettaire diminue de 40 %, I'expression de la P-sélectine diminue de 25 %, I'expression
du CD63 (marqueur des granules denses) diminue de 35 % et celle du CD107a (marqueur des
lysosomes) diminue de 47 % alors que la diminution de ces GP en présence de faibles doses d’ASA n’est

pas significative (McKenzie et al. 2003).

Une étude du groupe de Massimi et al. 2019 montre que I’ASA peut moduler I’expression de récepteurs

de surface. Les génes codants les récepteurs P2Y1 sont stimulés par I’ASA qui induit, aprés 8 semaines
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de culture de lignées mégacaryocytaires et 2 mois de traitement de patients, une augmentation de

I’expression des récepteurs P2Y1 (Massimi et al. 2019).

2.5 Effets mégacaryocytaires de I’aspirine

Si la morphologie des plaquettes traitées par ASA est sujet a étude, de méme, I'impact de I’ASA sur la
morphologie des mégacaryocytes (MK) et aussi recherché. Soutenues par de nouveaux moyens en
microscopie électronique, les études mettent en évidence une différence morphologique des MK de
rats traités in vitro par I’ASA. Cette différence implique un changement de forme et une variation de
I’adhésion sous-tendus par des courants ioniques calciques augmentés, un courant potassique sortant
transitoire a cause de la désensibilisation des récepteurs purinergiques et I'apparition d’invagination

de la membrane plasmique rendue plus perméable (Young et al. 2010; Kazama et al. 2014).

L’administration de I’ASA aboutit a I'inhibition des COXs mégacaryocytaires de 80-97 % deux heures
aprées administration de 40 a 500 mg d’ASA par voie orale (Pampus et al. 1993). L'inhibition des COXs
des MK s’accompagne d’une baisse des TXA2 de 70 % et in vivo d’une baisse de la production de PGE-
1 mégacaryocytaire d’un facteur 6 dans les 2 heures suivant le gavage (Demers et al. 1980;
Worthington et al. 1982; Pampus et al. 1993). La baisse des TXA2 et de la PGE-1 serait concomitante
avec une stimulation par I'ASA des précurseurs mégacaryocytaires sans variation du compte
plaquettaire entre les groupes ASA et témoin (Dejana et al. 1980; Sullivan et al. 1990). La récupération
in vivo d’une activité COXs mégacaryocytaire s’effectue par la synthese de nouvelles COXs et passe a

80 % a 36 heures pour devenir compléte a 72 heures aprés arrét de I’ASA (Worthington et al. 1982).

Les études in vitro de I’ASA révelent que I'inhibition des COXs mégacaryocytaires rend indétectable les
TXA2 produits apres stimulation a la thrombine et montrent un regain de production plus lente que in
vivo avec une récupération de 16 % et 30 % de synthése 24 et 48 heures apres suppression de I’ASA

(Huijgens et al. 1986, 1986; Pampus et al. 1993).
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3 Résistance thérapeutique a I'aspirine

En clinique, I'utilisation au long terme de I’ASA conduit a une diminution de son effet plaquettaire
comme le montrent les travaux de Pulcinelli et al. en 2004. Le suivi de patients, traités par ASA sur
deux ans, révéele que I'inhibition de I'agrégation de plasma riche en plaquettes induite par le collagéne
et I’ADP tend a diminuer aprés un an de traitement (Pulcinelli et al. 2004; Patrono et al. 2007). La
résistance a I’ASA est retrouvée chez 5 a 45 % des patients et est associée a une hausse d’un facteur

10 des évenements cardiovasculaires (Grotemeyer et al. 1993; Freedman 2006).

3.1 Mesure de |'efficacité de I'aspirine

L’évaluation de la résistance thérapeutique a I’ASA se réalise par I'absence d’effet ou une baisse de
son effet au cours du temps sur les tests biologiques. Son efficacité est évaluée par le dosage
biologique des thromboxanes, le suivi de I'activation plagquettaire résiduelle par agrégométrie (étude

de la transmission lumineuse ou impédancemétrie) et de tests « point-of-care ».

3.1.1 Dosage des thromboxanes

Le TXA2 posséde une demi-vie courte et ne peut pas étre mesuré directement, cependant, une mesure
indirecte permet d’estimer sa concentration a l'aide du dosage de ses métabolites, dont le
thromboxane B2 (TxB2) sérique ou urinaire. Le TxB2, d’une demi-vie de 7 minutes (Patrono et Rocca
2019), subit lui aussi un métabolisme qui aboutit a la formation de deux familles de composés, la
premiere avec les dérivés hémiacétal avec le chef de file le 2,3-dinorTxB2 (métabolite urinaire le plus
abondant) ; la deuxiéme série avec des dérivés hémiacétal déshydrogénés avec le chef de file le 11-

dihydro-TxB2 (Roberts et al. 1981).

L'interprétation du dosage des TxB2 doit cependant s’effectuer en rappelant le contexte clinique car
I’excrétion du TxB2 peut varier au cours de la vie. On observe des pics d’excrétion de TxB2 lors d’états
d’activation plaquettaire aigue (Koudstaal et al. 1993) ou chronique rencontrés pour une majorité au
cours de pathologies cardiovasculaires telles que le diabete de type 2 (Davi et al. 1990),
I’hypercholestérolémie (Davi et al. 1992), I'hypertension ( Pietro et al. 2002) et des syndromes

myéloprolifératifs (Landolfi et al. 1992).

3.1.2 Mesure de l'activité plaquettaire résiduelle

Le plasma riche en plaquette (PRP) de patient sous aspirinothérapie efficace présente une agrégation
a I’AA abolie et montre, lors de I'agrégation a I’ADP a faible dose (en PRP anticoagulé avec un chélateur
de calcium), une disparition de la seconde vague d’agrégation et présente un profil de désagrégation.
Les principaux tests automatisés en sang total sont le PFA-100® et le Verify Now®-ASA. Le PFA-100®

est un instrument qui permet de mesurer le temps d’occlusion d’'une membrane, perforée et
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recouverte d’'une combinaison collagene-adrénaline, par I'agrégation plaquettaire. Il est peu sensible
a la présence d’aspirine. Le Verify Now-ASA® est un instrument qui permet de mesurer I'agglutination
de billes recouvertes d’activateurs plaquettaires (Samama et al. 2009). Bien que simple d’utilisation,
leur manque de corrélation avec les événements cliniques limite leur utilisation en pratique courante
(Harrison et al. 2008; Metz et al. 2009), seule I’agrégation a I’AA reste a ce jour la méthode de référence

pour la mesure de I'activité plaquettaire résiduelle sous ASA.

3.2 Mécanismes de résistance

Le terme de « résistance a I'ASA » est employé pour les cas de non réponse thérapeutique souvent en
corrélation avec une mauvaise observance du traitement, les interactions médicamenteuses délétéres,
une réponse plus faible du traitement due a la variabilité interindividuelle et comporte les cas de

résistances pharmacologiques.

3.2.1 Variabilité de la réponse

Certains mécanismes physiologiques peuvent étre impliqués dans la limitation de I'effet de I’ASA dont :
1) des enzymes de dégradation, des estérases, plus fortement exprimées au site d’absorption et de
distribution, 2) un renouvellement accéléré des plaquettes, 3) une production de TXA2 extra-
plaquettaire, et 4) la présence de certains micro ARN (Landry et al. 2009). Les miRNAs sont capables
de moduler la réponse plaquettaire, notamment le miR-223 qui est élevé lors de non réponse
thérapeutique a I’ASA et qui est capable de réguler 'activité des récepteurs P2Y12 a I’ADP (Chyrchel et
al. 2015).

On retrouve également la présence de certains polymorphismes de genes de protéines impliquées
dans I'activité plaquettaire dont le polymorphisme PI*2 (Leu59Pro), qui au sein de la sous-unité B3 de
la glycoprotéine allbB3 (PI*), présent chez 12 % de la population, serait associée a une augmentation
de la liaison du fibrinogéne a allbf3 (Newman et al. 1989; Newman 1997). Ce polymorphisme, état
PIAYA2 ou PI*?/A2, se traduit par une augmentation de la formation de thrombus et est relié en clinique

a une baisse de I'efficacité de I’ASA (Feng et al. 1999, 199; Goodall et al. 1999).

A ces mécanismes s’ajoutent les états d’hyper réactivité plaquettaire, diabéte, inflammation, élévation
de I’homocystéinémie, ou les plaquettes sont a la fois plus facilement activables et moins sensibles a

|’effet de I’ASA.
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3.2.2 Résistances pharmacologiques

La résistance pharmacologique a I’ASA est associée a une hausse d’un facteur 3 des évenements
cardiovasculaires de types infarctus et accidents vasculaires cérébraux (Gum et al. 2003). Une des
causes les plus souvent impliquées sont les polymorphismes de récepteurs et d’enzymes plaquettaires.
Des études génétiques, menées chez des patients non répondeurs a I'ASA, ont conduit a I'identification
de polymorphismes responsables de résistance pharmacologique. Elle serait principalement corrélée
a des polymorphismes de certain récepteur de I'activation plaquettaire (allb63, P2Y1 et le TP) et

d’enzymes du métabolisme de I’AA (COX-1).

3.2.2.1 Polymorphisme du récepteur P2Y1

Les études cliniques montrent une association entre les polymorphismes 893C>T P2Y1 (population
caucasienne) et 893C>C P2Y1 (population chinoise) avec une réduction de I'effet de I’ASA (Jefferson et
al. 2005; Q. Li et al. 2007). En revanche, aucune donnée clinique n’associe l'implication de
polymorphisme du récepteur P2Y12 avec une baisse de I'effet thérapeutique de I'ASA (Wurtz et al.

2012).

3.2.2.2 Polymorphisme du récepteur aux thromboxanes

Le récepteur TP, dont I'activation est principalement dépendante de la production de TxA plaquettaire,
posséde deux polymorphismes 795C>T et 924T>C qui, a I'état homozygote, conférent une agrégation
plaquettaire résiduelle (agrégation persistante) sous ASA plus importante. L’auteur suggére une
hypersensibilité du récepteur aux TXA2 ou a d’autres composés tel que I'isoprostane (Fujiwara et al.

2007).

3.2.2.3 Polymorphisme de la COX-1
Le polymorphisme -842G de la COX-1, présent chez 12 % de la population, est associé a une
augmentation de I'agrégation plaquettaire induite par I’AA chez des patients sous ASA sans variation

significative de la production de TXA2 (Maree et al. 2005).

3.3 Implication de MRP4 dans la résistance pharmacologique a |'aspirine

Les premiers cas de résistance a I’ASA sont rapportés chez des patients ayant subi un pontage aorto-
coronarien et qui présentent une mauvaise inhibition de la COX-1 et ce au 5°™ jour aprés intervention
(Zimmermann et al. 2003). Cette résistance a ensuite été corrélée a une surexpression plaquettaire de
MRP4 a la membrane plasmique comme c’est le cas pour les patients atteints par le « virus de
I'immunodéficience humaine » (VIH) ou MRP4 est surexprimé et pour ceux atteints de
thrombocytémies essentielles ol la surexpression plaquettaire de MRP4 est corrélée a une agrégation

résiduelle, suite a un traitement par ASA, plus importante (Marcantoni et al. 2018; Giona et al. 2019).
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Le mécanisme de surexpression de MRP4 consécutive d’un traitement par ASA a d’abord été étudié au
sein de lignées mégacaryocytaires (DAMI), des mégacaryocytes (MK) puis dans des plaquettes de
patients sous aspirine. Les DAMI incubées 48 heures avec 50 uM d’ASA montrent une augmentation
de 30 % de 'ARNm et une augmentation de la présence de MRP4 en immunofluorescence,
augmentation qui disparait 2 jours apres suspension de I’ASA dans le milieu de culture. Les MK issus
de culture de progéniteurs montrent quant a eux une surexpression plus lente de MRP4 d’un facteur

1,7 et 1,6 de 'ARNm et de la protéine aprés 4 jours de traitement par ASA 50 uM (Massimi et al. 2014).

MRP4
DAPI
Ctr
N - - -

Figure 28. Mise évidence de la surexpression de MRP4 au sein de cellules DAMI selon (Massimi et al. 2014). MRP4

est marqué en rouge tandis que le noyau des cellules est marqué en bleu. Ctr : contrdle, ASA : aspirine.

La mise sous ASA de patients a forte (300 mg par jour) et faible dose (100 mg par jour) permet
d’observer I'augmentation de I'expression de MRP4 au sein des plaquettes (Massimi et al. 2014;
Alemanno et al. 2018). Ces plaquettes présentent, outre la surexpression de MRP4 a la membrane

plasmique, une activité résiduelle plus importante que dans le groupe contrdle (Massimi et al. 2016).

Des essais fonctionnels sur des préparations de granules plaquettaires révelent I'implication de MRP4
dans I'efflux de I’ASA et I'AS, efflux qui peut alors étre bloqué, in vitro, par le dipyridamole ou un
inhibiteur de MRP4, le MK571. A partir de I'utilisation du dipyridamole, les auteurs suggérent que la
baisse de I'efficacité de I’ASA, sur un traitement au long cours, serait reliée a la surexpression de MRP4
qui effluerait I’ASA hors des plaquettes et serait alors mesurable par une activité résiduelle

plaquettaire plus importante et une baisse de I'inhibition de la COX-1 (Mattiello et al. 2011).

L'implication fonctionnelle de la surexpression MRP4 dans la variation de l'effet de I’ASA a été
confirmée par Alemano et al. 2018 qui montre que I'inhibition de MRP4 par le cilostazole permet 1)
I’accumulation de I’ASA dans les plaquettes, 2) une meilleure inhibition de la COX-1 et 3) une baisse de

I’agrégation résiduelle au collagéne chez des patients résistant a I’aspirine (Alemanno et al. 2018).
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De récents travaux supportent le réle du miRNA-26b dans la régulation de I'expression de MRP4 au
cours de la résistance a I’ASA. Le miRNA-26b est retrouvé diminué en cas de surexpression de MRP4
induite par I’ASA alors que sa surexpression, lors de transfection de MK et de cellules DAMI, implique
une baisse de la protéine MRP4 basale et a I'incapacité de I’ASA d’induire une surexpression de MRP4

(La Rosa et al. 2018).
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Résultats
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Chapitre 1 : Role of membrane lipid rafts in MRP4 (ABCC4)-
dependent regulation of the cAMP pathway in blood platelets.

Tiphaine BELLEVILLE-ROLLAND, Alexandre LEUCI, Alexandre MANSOUR, Benoit DECOUTURE,
Fanny MARTIN, Sonia POIRAULT-CHASSAC, Margot ROUAUD, Hippolyte GUERINEAU, Blandine
DIZIER, Dominique PIDARD, Pascale GAUSSEM, Christilla BACHELOT-LOZA

Soumis

64



Introduction
Dans un contexte physiologique, les plaquettes circulent au repos, repos qui est maintenu par la

capacité de l'endothélium intact a produire des agents activateurs des nucléotides cycliques
plaquettaires. L'endothélium produit, du NO, a partir de la L-arginine, et synthétise de la prostacycline
(PGI-2) a partir de I’acide arachidonique. Le NO diffuse a travers la membrane plaquettaire et active la
GCs qui produit du GMPc dont I'effet inhibiteur plaquettaire est médiée par la PKG. La PGI-2 active le
récepteur IP et permet a la protéine Gs, couplée a ce dernier, d’activer I’AC ce qui aboutit a la formation

d’AMPc dont I’activité inhibitrice plaquettaire est médiée par la PKA.

Le systeme de régulation de I'activité plaquettaire par ’AMPc est un systéme sensible ou une faible
variation de production de '’AMPc peut, par activation de PKA, réguler de facon négative et importante
I'agrégation plaquettaire. Une étude d’Eigenthaler et al. qui étudie le rapport entre le taux des
nucléotides cycliques et I'activation des protéines kinases, suggére que la quantité d’AMPc présente
au sein des plaquettes au repos serait capable de maintenir activée 70 % de PKA et par conséquence
il suffirait d’'une faible augmentation de I’AMPc afin d’activer toutes les molécules de PKA alors qu’il
faudrait une augmentation d’un facteur 30 du taux du GMPc pour activer toutes les molécules de PKG

(Eigenthaler et al. 1992).

Afin de maintenir les plaquettes au repos sans provoquer d’état réfractaire, les plaquettes possedent
des mécanismes de régulation de la quantité et/ou de la disponibilité de ’AMPc que sont les PDEs, la
protéine d’efflux MRP4 et, plus récemment mis en évidence dans divers types cellulaires, la
compartimentation de la voie de '’AMPc/PKA. Il est en effet proposé depuis quelques années une

organisation spatiotemporelle de la voie AC/AMPc/PKA appelée microdomaine a AMPc.

Ces microdomaines constitueraient un espace métabolique restreint et seraient composés des acteurs
permettant la synthese de 'AMPc et de ceux limitant sa diffusion, le tout localisé par les « A-Kinase
Anchor Protein » (AKAPs), famille de protéines qui inclut entre autres la moésine. Cette organisation
de I’AMPc sous forme de microdomaines permettrait alors de réguler localement I'activité de certains
récepteurs. A ce jour, trés peu de travaux se sont intéressés a ces microdomaines au sein des

plaquettes et d’autres travaux suggérent un lien entre microdomaines d’AMPc et radeaux lipidiques.
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Pour définir le réle des radeaux lipidiques et I'implication de la protéine MRP4 dans la régulation de la
voie de ’AMPc nous avons d’abord étudié I'impact de la désorganisation des radeaux lipidiques par
I'utilisation de la methyl-B-cyclodextrine sur la répartition des acteurs de la voie de ’'AMPc et sur le
taux d’AMPc avant et aprés activation plaquettaire. Nous avons ensuite étudié I'implication de la
protéine MRP4 au sein de ces radeaux lipidiques avec I'utilisation un modeéle de souris invalidées pour

MRP4.
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Abstract

Background. Platelet cytosolic cAMP levels are balanced by synthesis, degradation, and efflux
to dense granules or to the extracellular space. Efflux can occur via MRP4 (multidrug resistant
protein-4, ABCC4) present on dense granule and/or plasma membranes. Our aim was to
evaluate the relationship between the distribution and activity of MRP4 in lipid rafts and cAMP
homeostasis.

Methods. Immunoblot characterization of MRP4 and of the effectors of the cAMP pathway
present in lipid rafts, isolated by differential centrifugation, was performed using human
platelets. Platelet activation and cAMP homeostasis were analyzed in wild-type or MRP4-
deleted mouse platelets in the presence of methyl-B-cyclodextrin (MBCD) to disrupt rafts, and
of activators of cCAMP signaling pathways.

Results. MRP4 was mainly found outside lipid rafts but a small fraction (14%) was associated
with rafts. Lipid rafts contained most of the inhibitory G-protein Gi, contrary to the stimulatory
Gs-protein, the adenylate cyclase AC3, and the phosphodiesterases PDE2 and PDE3A that
were all found as only trace amounts in rafts. MBCD dose-dependently inhibited platelet
aggregation. An additive inhibitory effect existed between the AC activator forskolin and
MBCD that was accompanied by an overincreased cAMP and was significantly augmented
upon MRP4 deletion. Finally, an efflux of cAMP out of resting platelets was observed that was
partly dependent on MRP4 and of raft integrity.

Conclusion. Our results are in favor of part of MRP4 being present at the platelet surface.
Lipid raft integrity is necessary for cAMP signaling regulation, although most players of cAMP

homeostasis are essentially located outside rafts.
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Introduction

Platelets play a central role in hemostasis and thrombosis. In a physiological situation,
circulating blood platelets are maintained functionnally inactive to avoid any inappropriate
stimulation and aggregate formation. This regulated resting state is mostly under the control
of cyclic nucleotide homeostasis®. Endothelial cells (EC) are the main source of two major
platelet inhibitory molecules, namely prostacyclin (PGl,, prostaglandin I,) and adenosine, the
latter being produced from extracellular ATP catabolized by ecto-ATPases such as CD39 and
CD73 expressed on EC?. PGl; and adenosine bind to specific platelet receptors, PGl, through
IP receptor and adenosine through Aza and Azs receptors, through which they activate
adenylate cyclases (AC) that generate cyclic adenosine monophosphate (cAMP)3. To date, only
AC3 and AC5/6 isoforms of AC have been identified in platelets®. EC also release nitric oxide
(NO), a free radical messenger that activates guanylate cyclase (GC) to produce cyclic
guanosine monophosphate (cGMP)>.

Cyclic nucleotides stimulate cAMP- or cGMP-dependent protein kinases (PKA and PKG,
respectively) to phosphorylate a broad panel of substrate proteins that maintain platelets in
a resting state®. PKA activation inhibits cytoskeleton reorganization, integrin allbB3 activation,
granule secretion and Ca?* mobilization, all processes implicated in and / or resulting from
platelet activation. To limit the extent to which cAMP/cGMP-dependent pathways repress
platelet activation, phosphodiesterases (PDE) can rapidly hydrolyse cyclic nucleotides and
thus stop their downstream pathways’. In platelets, several PDE isoforms, PDE2, PDE3A and
PDE5SA®, are activated by various mechanisms, and in particular through PKC and PKA
activities, leading to a negative control of cAMP homeostasis®. Similarly, cGMP induces a
negative feedback on its own synthesis by activating PDE2A°® and PDE5A,

Platelets are activated following vascular injury, as they first adhere to denuded sub-
endothelium components, such as collagens or von Willebrand factor (VWF), or to an
activated inflammatory endothelium. Then platelets undergo a shape change and a relocation
of their granule content before secretion. Among secreted molecules is ADP that acts as a
platelet agonist mostly by reducing the level of cytosolic cyclic nucleotides!!. Indeed, ADP
binding to the G protein-coupled receptor (GPCR) P2Y1, a Gi-coupled ADP receptor, inhibits
AC via the Gai subunit, thus rapidly lowering intraplatelet levels of cAMP and subsequently

PKA activation. The balance between platelet activation and inhibition is thus largely under
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the control of cAMP, as witnessed by the efficacy of pharmacological molecules targeting this
pathway, such as anti-P2Y1, antiplatelet drugs, PDE inhibitors, and PGl analogues!?13,

Although the major role of ADP, cAMP and cGMP in platelet activation and its
regulation has been demonstrated for years?, the underlying molecular mechanisms are only
beginning to emerge. Besides synthesis and degradation, the platelet cytosolic cAMP levels
are also balanced by transport out of the cytosol either to dense granules or to the
extracellular space!*?>. The ATP-binding cassette (ABC) transporters have been reported to
regulate cAMP homeostasis in several cell types, and notably the multidrug resistance protein-
4 (MRP4, ABCC4) that can indeed transport cyclic nucleotides and nucleotide analogues#167,
More recently, its implication has been established in platelet activation since several groups,
including ours, have shown that MRP4 regulates platelet activation and clot formation by
modulating the cAMP-PKA signaling pathway'®2C. Indeed, in vivo and in vitro platelet
aggregation and thrombus formation are defective in transgenic MRP4-deficient mice due to
an impaired MRP4-dependent efflux of cAMP and consequently, its accumulation in the
cytosol'>*°, Different studies have localized MRP4 either on dense granule membranes, on the
plasma membrane, or both'>21.22_ Although MRP4 localization in resting as well as in activated
platelets remains a matter of debate, it is obvious that its diversified localization underlines
the emerging concept of cAMP compartmentation in platelets. The so-called “cAMP-
dependent microdomains” represent a major regulatory mechanism for the biological
activities of this cyclic nucleotide in other cell types?*2. In these specific microdomains, A-
kinase anchoring proteins (AKAP) play a major role by assembling and colocalizing enzymes
such as PDE, phosphatases, AC, PKA and receptors that together provide spatial regulation of
cAMP generation and signaling. As a consequence, PKA activity can be focused on specific
substrates in different subcellular compartments?®. In platelets, little is known about this
structural and functional entity but it is likely that similar structures exist?’.

Lipid rafts are membrane microdomains identified as dynamic assemblies of
sphingolipids and cholesterol that are present in all cell types including platelets?®. They play
a critical role in maintaining multiprotein complexes at the cytoplasmic side of the plasma
membrane?®. In platelets, the role of lipid rafts has been described in critical signaling
mechanisms, such as activation induced by G-protein-coupled receptors?®. So far, only one

group has linked lipid rafts to the cAMP pathway in platelets, showing that lipid rafts are
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important in the regulation of platelet-VWF interactions?’” and in the inhibitory effect on
platelet activation of PGl or forskolin3°. Thus, cAMP microdomains, whether or not associated
with lipid rafts, could regulate the availability and / or distribution of cAMP in platelets,
controlling the resting state of platelets by assembling the players of the cAMP pathway both
for synthesis, degradation and efflux. However, nothing is known on the presence of MRP4 in
lipid rafts, and /or in cAMP microdomains.

The main objective of the present work was to clarify the relationship between the role
of MRP4, lipid rafts and the regulation of cAMP homeostasis in platelets with the aim to
further analyze whether the cAMP microdomains belong to, or are related to lipid rafts,

particularly for what is concerned with the compartmentation of cAMP.
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Results

Evaluation of the presence of MRP4 and of proteins involved in the platelet cAMP pathway
in membrane lipid rafts

To characterize the potential relationship between lipid rafts, MRP4, and their role in the
maintenance of the intracellular cAMP homeostasis, we first investigated whether or not
MRP4 could be localized in lipid rafts, together with various effectors that can operate in the
cAMP signaling pathway.

Membrane lipid rafts were isolated from human washed platelets at rest or after activation
with PAR1-ap, using ultracentrifugation on sucrose density gradients as detailed in the
Methods section. Lipid rafts are characterized by their enrichment with specific proteins, in
particular the transmembrane protein LAT3132, |n platelets at rest, LAT was mainly found in
fractions of intermediate density in sucrose gradients (Figure 1, top panel), similar to those
previously described as contening lipid rafts insoluble in 0.5 % Triton X-10033. Approximately
two thirds of LAT protein were associated with lipid rafts, whereas the residual amount was
recovered in the high-density sucrose fractions.

When platelets were preexposed to MBCD for depletion of membrane cholesterol, the
consequent disruption of lipid rafts was ascertained by the disappearance of LAT from the
intermediate density sucrose fractions and its shift to high-density fractions (Figure 1, middle
panel). Upon platelet activation, the distribution of LAT protein in sucrose gradients was
similar to that seen for resting platelets, suggesting that activation does not notably alter lipid
rafts (Figure 1, bottom panel).

For what is concerned with MRP4, our results showed that a minor fraction (< 15%) of the
total platelet MRP4 was present in lipid rafts in both resting and activated platelets (Figure 1).
We then investigated if the proteins responsible for the synthesis of cAMP (Gs and AC3), for
the inhibition of its synthesis or for its degradation (Gi, PDE2 and PDE3A), as well as its
principal effector (PKA) were detectable in the lipid rafts. Gs as well as PDE2 and 3A isoforms
were found as traces (< 5% of the total proteins) in the lipid raft fractions in both resting and
activated platelets (Figure 1). The Gi protein and the regulatory subunit | of PKA were, in turn,
notably present in the lipid raft fractions, accounting for = 50% and = 70% of the total proteins,
respectively. After platelet activation, a similar part of the PKA-RI and of the Gi proteins

remained associated with rafts (Figure 1). The presence of the scaffold AKAP family member
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moesin was evaluated in these fractions. Interestingly, the bulk (= 95% of the total protein) of
moesin was found outside the lipid rafts, suggesting that moesin was not the major AKAP for

localization of PKA into lipid rafts.

MRP4 deletion enhances the combined effect of CAMP activation and of lipid raft disruption

on inhibition of platelet aggregation

Given the reported respective roles of MRP4 and lipid rafts on cAMP homeostasis as detailed
in the indroduction, and the present observation that part of MRP4 is localized in these lipid
rafts, we investigated the links between these factors in the regulation of platelet activation.
For this purpose, transgenic MRP4-deficient mouse platelets were compared to those of WT
animals for PAR4-ap-induced aggregation (i) in the presence of MBCD that, by depleting
membranes from their cholesterol, is able to disturb lipid rafts, and (ii) upon the addition of
an activator of the cAMP pathway. We previously showed that MRP4-deficient platelets
exhibit a diminished aggregation response when activated by low PAR4-ap concentrations,
due to increased basal levels of cytosolic cAMP *°. In the present study, to overcome this
defect of activation, platelet aggregation was induced by high PAR4-ap concentrations, i.e.
100 uM. In these conditions, aggregations did not differ between genotypes with values of
69% [54-74] and 62% [53-69] for WT and MRP4-deficient platelets, respectively.

When platelets were previously exposed to increasing amounts of MBCD, a concentration-
dependent inhibition of aggregation was observed. Low MBCD concentrations (0.25 mM) did
not significantly inhibit platelet aggregation, with 17% inhibition [1-38] for WT and 24% [0-38]
for MRP4-deficient platelets, respectively (p > 0.05 when compared to control condition
without MBCD) (Figure 2, left panel). At 0.5 mM MBCD, a significant inhibition of platelet
aggregation was evidenced for both genotypes, with 27% inhibition [20-61] for WT and 46%
[12-68] for MRP4-deficient platelets, respectively. This effect increased with MBCD
concentration to reach more than 90% inhibition with 1 mM MPBCD. It is of note that no
significant differences were denoted between genotypes whatever the MBCD concentration,
suggesting that under such conditions of strong platelet activation, aggregation depending on
the maintenance of lipid rafts is not or poorly dependent on MRP4 activity.

Similar experiments were conducted in parallel in the presence of forskolin that activates AC

and thus induces cAMP generation. When lipid rafts were first disturbed with MBCD, the
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inhibition of platelet activation induced by forskolin was markedly enhanced when compared
to that in the absence of MBCD (Figure 2, right panel). These results suggest that cAMP
signaling resulting from AC activation does not need the integrity of lipid rafts to develop its
inhibitory activity, but even more that this activity is increased in the absence of lipid rafts. In
these conditions of strong platelet activation, the inhibition produced by 1 uM forskolin in the
absence of MBCD did not differ between genotypes, with 34% [25-39] inhibition for MRP4-
deficient platelets vs 24% [19-28] for WT platelets (p>0.05). However, with the pre-exposure
of platelets to MBCD 0.5 or 0.75 mM, the inhibition of MRP4-deficient platelet aggregation
was significantly higher compared to that of WT platelets (79 % [72-93] vs 62% [51-70]
(p=0.01) and 94 % [92-97] vs 70 % [46-75] (p<0.05 and p<0.001), respectively). Thus, whereas
no interaction was observed between the inhibitory effect of MBCD and that due to the
absence of MRP4 in the absence of forskolin as described above (p>0.05, Figure 2 right panel),
a significant interaction existed in the presence of forskolin (p=0.026). These results suggest
that the absence of MRP4 increases the inhibitory effect of cCAMP on platelet activation, as
seen consecutively to the destruction of lipid rafts by MBCD, and when AC is activated by

forskolin.

Quantification of cAMP according to lipid raft integrity and MRP4 deletion

We next quantified the effect of MBCD on cAMP level in platelets at rest and after activation.
Under basal conditions, in the absence of forskolin or PGE;, total cAMP level was very low,
whether or not platelets were treated with MBCD (9.2 [7.2-19.6] and 8.6 [6.1-18.3]
pmol/10°platelets, with and without MBCD, respectively; p>0.05 n=10). Therefore, all
experiments comparing WT and MRP4-deficient platelets for cAMP levels were performed
after activation of the cAMP pathway. Platelets were thus pre-incubated with PGE1 to activate
the Gs protein-coupled receptor IP, leading to AC activation with the aim to take into account
the entire signaling pathway. As previously reported?®, deletion of MRP4 did not impact total
cAMP level in platelets following PGE1 addition, with concentrations of 58.7 [32.6-113.7] and
55.5 [18.8-104.7] pmol/10°platelets for WT and MRP4-deficient platelets, respectively
(p=0.92) (Figure 3A). When platelets were pretreated with 0.5 mM MPBCD, then exposed to
PGE;, total cAMP levels significantly increased to 140.4 [80.5-236.8] and 121.4 [39.3-192.3]
pmol/10°platelets for WT and MRP4-deficient platelets, respectively (p<0.001 and p=0.0016

compared to WT and MRP4-deficient platelets respective control values without MBCD)
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(Figure 3A), with no difference between genotypes (p=0.76). The 0.5 mM MBCD concentration
was chosen as it exerted an additive effect of inhibition of platelet aggregation in the presence
of forskolin in MRP4-deficient platelets as compared to WT platelets (Figure 2). These results
thus suggest that, if maintenance of membrane lipid rafts plays a role in the regulation of total
cAMP levels in platelets at rest, it occurs independently of MRP4, notwithstanding cAMP
intracellular distribution. Similar results were obtained using forskolin instead of PGE1 (data

not shown).

MRP4 present on the platelet dense granule membrane has been reported to efflux cAMP
from cytosol to granules. However, the presence of MRP4 on the platelet plasma membrane
remains discussed. Interestingly, when quantifying cAMP levels in the extracellular space of
mouse platelet suspensions at rest in the presence of PGE1, we measured a basal release of
this cyclic nucleotide for WT platelets, amounting 12 [8.5-16.3] pmol/10°platelets (Figure 3B,
white boxes), which represented 17.3% [12.2-23.5] of the total cAMP of the platelet
suspension. The cAMP spontaneously released by MRP4-deficient platelets (7.3 [2.3-10.2]
pmol/10°platelets) was significantly lower compared to WT platelets (p=0.006) (Figure 3B,
hatched boxes), corresponding to 10.4% of the total cAMP [3.3-14.5] (p<0.001 compared to
release by WT platelets), thus suggesting that this basal efflux of cAMP was partially
dependent on the presence of MRP4 on the platelet surface at rest. Of note, platelets were
prepared in the presence of inhibitors (see Methods section) to avoid activation during
isolation, as ascertained by the absence of CD62P exposure on plasma membrane, a marker
of alpha granule exocytosis (data not shown).

Interestingly, addition of 0.5 mM MPBCD that significantly increased total cAMP in combination
with PGE; (see Figure 3A), did not modify the basal cAMP release in resting platelets (WT: 13.7
[7.9-20.2] in the absence of MBCD vs 12 [8.5-16.3] in its presence, p=0.09; MRP4-/-: 9 [5.9-
11.7] vs 7.3 [2.3-10.2] pmol/10°platelets, p=0.17) (Figure 3B), suggesting a saturable transport
of cAMP outside the cells. As a consequence, when expressed as a percentage of total cAMP,
efflux was found significantly lower in the presence of MBCD, as compared to that seen for
platelets with intact lipid rafts, with values of 9.4% [5.5-13.8] (p<0.001) for WT platelets and
5.1 % [3.3-6.7] (p=0.0087) for MRP4-deficient platelets. Interestingly, the difference between

genotypes in basal efflux, in the presence of PGE1, observed in the absence of MBCD was
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maintained after preexposure to MBCD (p=0.004 for absolute values and p=0.017 for
percentages), suggesting that lipid rafts integrity does not play a major role in the part of basal

cAMP-release that is mediated by MRP4.

In a last step, cAMP was quantified after activation of platelets with PAR4-ap. Upon activation,
total cCAMP rapidly (data not shown) and significantly decreased compared to resting state
(20.4 [15.2-23.7] vs 58.7 [32.6-113.7] pmol/10° platelets for WT, p=0.007 and 15.9 [13-20.4]
vs 55.5 [18.8-104.7] pmol/10°platelets for MRP4-deficient platelets, p= 0.0028) (compare
Figures 4 and 3A) with no difference between genotypes (Figure 4, left panels, p=0.71).

As in resting platelets, total cCAMP present in PAR4-ap-activated platelet suspension 90 sec
after addition of PGE1 was significantly higher when WT platelets were preincubated with
MBCD (36.3[17.5-46.2] vs 20.4 [15.2-23.7], p=0.008). In MRP4-deficient platelets, the increase
in total cCAMP due to MBCD was less obvious and did not reach significance (16.8 [14-57.2 vs
15.9 [13-20.4] (p=0.065). However, no significant differences existed between genotypes
(p=0.25).
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Discussion

The aim of our study was to characterize the potential relationship between membrane lipid
rafts and the MRP4 transporter in the maintenance of the intracellular cAMP homeostasis.
Indeed, in other cell types, the cAMP pathway is regulated at the molecular level through
involvement of many actors, including MRP4, and to be structurally organized into
submembrane microdomains associated or not with the lipid raft domains?*34. However, if
the interdependence between these processes has been addressed previously30, the potential
location of MRP4 within rafts and/or cAMP microdomains and its interactions with the

regulation of the cAMP pathway remain to be characterized.

When analysing the location of MRP4 within lipid rafts in human platelets, we found that most
part of the MRP4 protein was detected outside lipid rafts. However, 15 % of MRP4 was present
in these membrane structures. To decipher the specific roles of MRP4 within lipid rafts in the
regulation of cAMP, we further analysed the presence of some of other players of this
signaling pathway in human membrane lipid rafts. This would allow hypothesizing the
existence of cAMP microdomains associated to platelet lipid rafts if markers of cAMP
microdomains such as the AKAP moesin, AC and PDE would be found in lipid rafts. Considering
that it was already shown that a minor fraction of the platelet AC5/6 isoforms of adenylate
cyclase are present in the lipid rafts3?, we focused on the AC3 isoform since it has been
formerly identified in human platelets®. It appears from our results that AC3, but also PDE2A
and PDE3A could be detected only as trace amounts in lipid rafts of resting as well as activated
platelets. By contrast, and in agreement with previous reports®®, we identified the major
fraction of the platelet Gi protein in the lipid rafts, where it should be theoretically able to
inactivate the small fraction of AC isoforms present in rafts. On the opposite, the Gs protein
was found outside lipid rafts. This is in line with previous data showing Gs as well as the PGl
receptor IP to be entirely located outside of the rafts. Our results are therefore in favor of
players in the synthesis and degradation of cAMP being essentially outside the membrane
lipid rafts and MRP4 shows a minor fraction in lipid rafts. The signaling activity of cAMP being

dependent of its effector PKA, the presence of the latter in the lipid rafts was also evaluated.
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We found PKA-RI to be located both inside and outside lipid rafts, thus confirming previous

data?’.

Given the complex distribution of the different players of the cAMP pathway, in and/or
outside lipid rafts, we sought to characterize more precisely the potential interaction between
rafts and MRP4 in cAMP homeostasis. We therefore used platelets from WT or MRP4-deficient
mice pre-exposed to MBCD, a compound known to deplete biological membranes from their

cholesterol and thus to disrupt lipid rafts®’.

Our results showed a concentration-dependent inhibory effect of MBCD on PAR4-ap-induced
mouse platelet aggregation, confirming that lipid raft disorganization alters platelet
reactivity3®. Of note, the same features were observed for PAR1-ap-induced human platelet
activation upon exposure to similar concentration of MBCD (data not shown). In these
conditions, no difference was observed between mouse platelet expressing or not MRP4,
supporting that regulation of aggregation depending on the integrity of lipid rafts did not
depend on MRP4. To further evaluate the relationship between lipid rafts, MRP4 and the
cAMP pathway, platelets previously treated with MBCD were exposed to forskolin in order to
stimulate cAMP synthesis. In such conditions, the extent of inhibition of platelet aggregation
significantly exceeded that produced by MBCD or forskolin used separately for both WT and
MRP4-deficient platelets (compare figure 2 left and right panels). Whereas no interaction was
observed between the inhibitory effect of MBCD and that due to the absence of MRP4 in the
absence of forskolin, a significant interaction existed between these two variables in the
presence of forskolin. Overall, these results suggest that lipid rafts participate to the control
of cAMP homeostasis and that the absence of MRP4 increases the inhibitory effect of cAMP

on platelet activation.

We further evaluated the platelet cAMP levels and efflux in MRP4-deficient versus WT mice in
the presence of MBCD. At rest, it was found that destruction of lipid rafts induced a three-fold
increase in total cCAMP in platelet suspensions exposed to PGE1, which is in agreement with
the observed inhibition of aggregation described above. MRP4 deficiency did not modify total
cAMP levels, whatever the presence or the absence of MBCD, which is in favor of the absence

of a role for MRP4 in the regulation of cAMP metabolism within lipid rafts.
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Whereas we and others™!° have identified the major role for MRP4 in the regulation of
cytosolic cAMP level, its presence on plasma membrane and/or on the dense granule
membrane remains a matter of debate. To investigate this particular aspect, we used washed
platelets isolated from WT mouse and evidenced a basal release of cAMP from platelets at
rest in the presence of PGE1, corresponding to about one fifth of the total platelet cAMP. We
provide evidence that this basal release of CAMP is partly dependent on MRP4, since it was
markedly diminished in MRP4-deficient platelets (see figure 3B) despite the fact that MRP4-
deficient platelets have similar total cAMP level than WT platelets. These results are in favor
of the presence of MRP4 on the platelet plasma membrane where it may participate to the
efflux of cAMP when cytosolic concentrations are increased through Gs-AC activation. The
detection of a fraction of MRP4 in the rafts, which we are currently demonstrating, seems to
be in agreement with this hypothesis. Since MRP4-deficient resting platelets were still able to
release part of CAMP, it is likely that another transporter is also involved in this basal efflux.
Of note, the present results does not allow confirming the presence of MRP4 on dense granule
membrane, nor gives informations on the potential existence of lipid rafts in dense granule

membrane, which is a limitation of the study.

Noteworthy, results obtained using MBCD to disrupt lipid rafts bring further informations.
Indeed, the fact that the increase in total platelet cAMP observed in such conditions, which is
similar in normal and in MRP4-deficient resting platelets (see figure 3A), did not result in
corresponding increased basal efflux would suggest a saturable transport for this efflux. Other
explanation would be that the MRP4-independent fraction of the efflux is partially dependent
on the integrity of the rafts. Futhermore, the fact that the difference in cAMP basal release
between WT and MRP4-deficient platelets, incubated with PGE1, was still observed after
exposure to MBCD suggests the MRP4-dependent basal efflux of cAMP is independent of lipid
raft integrity. Furthermore, we also investigated the relationships between raft, cAMP
homeostasis and MRP4 during activation. Upon activation of platelets by PAR4-ap, and
whether considering WT or MRP4-deficient platelets, total cAMP was drastically diminished
(see Figure 4). This suggests that the observed inhibitory effect of MBCD does not depend on
elevated residual cytosolic cAMP levels, but rather on its increase before activation. This
increase is utmost inhibitory for MRP4-deficient platelets than cannot effluate CAMP from

cytosol with the same efficacy as WT.
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Thus, our present results together with previously published data® are in favor of cAMP
microdomains, if they exist, to be spacially distinct from lipid rafts in platelets. Lipid rafts
would in contrast play a downregulatory role on cAMP-signaling pathway, as previously
suggested®. Indeed, the major players of cAMP synthesis were found outside the rafts, and
the bulk of PDE2 and PDE3 that is localized outside rafts could represent a “barrier” regulating
the cAMP available in the cytosol as previously proposed in nuclear cells such as

cardiomyocytes or smooth muscle cells, as part of a cAMP microdomain“94%,

Besides, lipid raft integrity would be necessary to maintain cAMP homeostasis in response to
physiological stimulation of cAMP production, for instance by endothelial PGl thus
maintaining the appropriate balance between inhibition and activation of platelets. One
possibility is that by trapping part of the PKA-RI platelet pool, lipid rafts would keep it non
available for activation by cAMP. Therefore, the potentiation of the inhibory effect of forskolin
after lipid raft disruption, both in human platelets and in WT or MRP4-deficient mouse
platelets, could be explained by a release of PKA-RI from the rafts that would reinforce the in
situ activity of the PKA-RI present outside rafts. PKA-RI location near the cytosolic leaflet of
the plasma membrane by scaffold AKAP has been proposed to be essential to its function?’,
and moesin may be one of the AKAP responsible for this process in platelet lipid rafts*?. In a
model involving platelet activation via the von Willebrand factor/platelet GPlb receptor axis,
the use of a peptide blocking the binding of PKA to AKAP resulted in a decreased activity of
PGl; as an antagonist of platelet activation, thus underlining the importance of the binding of
PKA by AKAP for a full biological activity of cAMP, at least in this model?’. However, our results
establish that moesin is barely detectable in lipid rafts of resting platelets, and thus should not
be the major AKAP that allows localization of PKA-RI at least in rafts. Therefore, further
identification, characterization and distribution of platelet AKAPs remain important goals to

get further insights about the spatial regulation of cAMP pathway.

Our present study was designed to characterize the role of lipid rafts during cAMP pathway
activation in platelets, pathway that is, in physiological situations, activated by molecules
released by endothelial cells. However, cAMP is also negatively regulated following secretion

of ADP during early steps of platelet activation and exocytosis and the integrity of lipid rafts,
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which contains most of the platelet Gi protein, as shown in our present study, appears also
essential to this amplification mechanism. Indeed, Quinter et al. showed a defect of ADP
signaling when platelets are depleted in cholesterol*3. Our results showing an increase of total
cAMP in the presence of MBCD may also be in line with this hypothesis: Gi, which would
spread out of lipid rafts during their disruption by MBCD, would thus not be activated by the
GPCR receptor P2Y1, following binding of ADP, resulting in a defective inhibition of AC and a
cAMP production. Thus, differential spatial distribution of all players and lipid raft integrity are
both necessary for maintaining cAMP homeostasis in platelets. However, we cannot exclude
an alternative effect of MBCD, which depletes cholesterol from membranes, and then would
not only disrupt lipid rafts, but also destabilize putative cAMP microdomains. PDEs would
therefore be released from the protecting « barriers » that are part of these particular
functional microdomains, explaining the increase of total platelet cAMP upon exposure of the

cells to a combination of MBCD and forskolin.

In conclusion, our results confirm a role for lipid rafts on cAMP signaling homeostasis in
platelets. However, MRP4, that has the capacity to efflux cAMP outside the cells and that is
partly associated to lipid rafts, was not or only slightly involved in this particular mechanism.
We also propose the existence of CAMP microdomains containing AKAP and PDE outside lipid
rafts in the membrane of resting platelets. However, independently of rafts, the transporter
MRP4 plays a positive role in platelet activability, by decreasing cytosolic cAMP, not only by
its capacity to allow storage of cAMP in dense granules °%!, but also, as shown here and
previously by others, by participating to a basal cAMP release from resting platelets'>*°, All
these data point to MRP4 as a potential target for an antithrombotic agent with vascular
properties'#, beside molecules targeting directly the platelet cAMP pathway at the production

level, such as anti-P2Y1, and PDE inhibitors'>13,
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Figure Legends

Figure 1: Determination of lipid raft fractions and distribution of the different players of
cAMP signaling pathway

Resting (upper panel) or activated (PAR1-ap 20 uM, 4 min, 37°C; lower panel) human washed
platelets (500 pl at 10°/mL) were lysed in the presence of 0.5% Triton X- 100 and submitted
to insoluble lipid raft isolation through ultracentrifugation on sucrose density gradients as
described in Materials and Methods. In some experiments, a sample of resting washed
platelets was preincubated 30 min with MBCD to disrupt lipid raft domains (middle panel).
Twelve fractions were harvested starting from the top of the sucrose density gradient.
Proteins from each fraction of the gradient were precipitated by trichloroacetic acid (TCA) and
acetone, submitted to PAGE and immunoblotted with specific antibodies directed against LAT
(36 kDa), Gi (41 kDa), PKA (48 kDa), MRP4 (150 kDa), AC 3 (130 kDa), PDE3A (125 kDa), PDE2A
(100 kDa), moesin (75 kDa) and Gs (46 kDa). Visualization was obtained with Dylight-800 or -
680 goat anti-rabbit or anti-mouse antibodies and then the bands were quantified using the
software Imagel) and expressed as the percentage in or outside the raft fractions (right tables;
mean +SEM). Blots are representative of 10 independent experiments using platelets from 10

donors.

Figure 2: Inhibition of WT and MRP4-deficient platelet aggregation following exposure to
MBCD

Washed platelets of WT (empty boxes) and MRP4-deficient mice (plain boxes) were treated
with increasing MBCD concentrations for 30 min at 37°C and thereafter incubated with vehicle
(left panel) or 1 uM forskolin (right panel) for 15 sec. Activation was then induced by 100 uM
PAR4-ap. Results are expressed as the percentage of inhibition of platelet aggregation at 120

sec relative to aggregation obtained in the presence PAR4-ap alone (n>5).

Figure 3. Quantification of cAMP in resting platelets of WT and MRP4-deficient mice
WT (empty boxes) or MRP4-deficient (hatched boxes) washed platelets were treated
with 0.5 mM MPBCD or vehicle for 30 min at 37°C. At the end of the incubation, 1 uM PGE; was

added for 90 sec. cAMP was quantified either on total unstimulated platelet lysates obtained
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by addition of lysis buffer containing 4 mM IBMX and 20 mM EGTA (A) or on released fraction
obtained by centrifugation (30 sec at 16000 g) of the platelet suspension supplemented with
20 mM EGTA and then collection of supernatants and addition of lysis buffer with IBMX (B).
cAMP from total lysates (A) or supernatants (B) was quantified using cAMP Dynamic 2 kit

(Cisbio Bioassays). Results are expressed as pmol/10° platelets (n>7).

Figure 4. Quantification of cAMP in activated platelets of WT and MRP4-deficient mice

WT (empty boxes) or MRP4-deficient (hatched boxes) washed platelets were treated with 0.5
mM MBCD or vehicle for 30 min at 37°C. At the end of the incubation, 1 uM PGE; was added.
Then, 30 sec later, 400 uM PAR4-ap was added for a further 60 sec. cAMP quantification was
performed on total activated platelet lysates as detailed in the legend of Figure 3A. Results

are expressed as cCAMP pmol/10° platelets (n>7).
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Summary table

A. What is known on this
topic?

MRP4 is a transporter for cyclic nucleotides

MRP4 localization on platelet dense granules
and/or plasma membrane is still a matter of
debate

Nothing is known on the presence of MRP4 in lipid
rafts

B. What this paper adds?

MRP4 is present, at least partly, on platelet
plasma membrane

MRP4 is present at 14% in lipid rafts

Most of players of cAMP pathway in platelets are
located outside lipid rafts
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Figure Legends
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Figure 1: Determination of lipid raft fractions and distribution of the different players of cAMP

signaling pathway
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Resting (upper panel) or activated (PAR1-ap 20 uM, 4 min, 37°C; lower panel) human washed platelets
(500 pl at 10°/mL) were lysed in the presence of 0.5% Triton X- 100 and submitted to insoluble lipid
raft isolation through ultracentrifugation on sucrose density gradients as described in Materials and
Methods. In some experiments, a sample of resting washed platelets was preincubated 30 min with
MPBCD to disrupt lipid raft domains (middle panel). Twelve fractions were harvested starting from the
top of the sucrose density gradient. Proteins from each fraction of the gradient were precipitated by
trichloroacetic acid (TCA) and acetone, submitted to PAGE and immunoblotted with specific antibodies
directed against LAT (36 kDa), Gi (41 kDa), PKA (48 kDa), MRP4 (150 kDa), AC 3 (130 kDa), PDE3A (125
kDa), PDE2A (100 kDa), moesin (75 kDa) and Gs (46 kDa). Visualization was obtained with Dylight-800
or -680 goat anti-rabbit or anti-mouse antibodies and then the bands were quantified using the
software ImagelJ and expressed as the percentage in or outside the raft fractions (right tables; mean

+SEM). Blots are representative of 10 independent experiments using platelets from 10 donors.
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Figure 2: Inhibition of WT and MRP4-deficient platelet aggregation following exposure to MBCD

Washed platelets of WT (empty boxes) and MRP4-deficient mice (plain boxes) were treated with
increasing MBCD concentrations for 30 min at 37°C and thereafter incubated with vehicle (left panel)
or 1 uM forskolin (right panel) for 15 sec. Activation was then induced by 100 uM PAR4-ap. Results are
expressed as the percentage of inhibition of platelet aggregation at 120 sec relative to aggregation

obtained in the presence PAR4-ap alone (n>5).
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Figure 3. Quantification of cCAMP in resting platelets of WT and MRP4-deficient mice

WT (empty boxes) or MRP4-deficient (hatched boxes) washed platelets were treated with 0.5
mM MBCD or vehicle for 30 min at 37°C. At the end of the incubation, 1 uM PGE; was added for 90
sec. cAMP was quantified either on total unstimulated platelet lysates obtained by addition of lysis
buffer containing 4 mM IBMX and 20 mM EGTA (A) or on released fraction obtained by centrifugation
(30 sec at 16000 g) of the platelet suspension supplemented with 20 mM EGTA and then collection of
supernatants and addition of lysis buffer with IBMX (B). cAMP from total lysates (A) or supernatants

(B) was quantified using cAMP Dynamic 2 kit (Cisbio Bioassays). Results are expressed as pmol/10°
platelets (n>7).
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Figure 4. Quantification of cAMP in activated platelets of WT and MRP4-deficient mice

WT (empty boxes) or MRP4-deficient (hatched boxes) washed platelets were treated with 0.5 mM
MPBCD or vehicle for 30 min at 37°C. At the end of the incubation, 1 uM PGE; was added. Then, 30 sec
later, 400 uM PAR4-ap was added for a further 60 sec. cAMP quantification was performed on total

activated platelet lysates as detailed in the legend of Figure 3A. Results are expressed as cAMP

pmol/10° platelets (n>7).
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Supplementary materials

Animals

MRP4-deficient mice (Abcc4-/-, also named MRP4-/-) were originally generated in the
laboratory of Dr. John Schuetz (Abcc4™¥s")! and were repeatedly backcrossed to Friend virus
B-type (FVB) mice to greater than 99% FVB genetic background. All our experiments compared
MRP4-/- mice with age- and gender-matched FVB wild-type (WT) mice (Janvier Labs, France).
Anaesthesia was performed by intraperitoneal injection of ketamine (80 mg/kg) plus xylazine
(10 mg/kg). All animal studies were approved by the Ethics Committee on Animal Resources
of Paris Descartes University (registration number CEEA34.CBL.131.12)

Mouse platelet preparation

Blood was collected by cardiac puncture into ACD-C. Diluted platelet-rich plasma (PRP) was
obtained by centrifugation (170 g for 7 min) of blood diluted in the washing buffer (2V/1V; 36
mM citric acid, 5 mM D-glucose, 5 mM potassium chloride, 2 mM calcium chloride, 1 mM
magnesium chloride, 103 mM sodium chloride, pH 6.5) containing 0.03 U/ml apyrase (Agro-
bio, France) and 1 uM prostaglandin E1 (PGE1, Sigma-Aldrich, France). Washed platelets were
prepared by centrifugation (750 g for 10 min) of diluted-PRP further diluted in the washing
buffer (1V/1V) containing 1 uM PGE; and 0.03 U/ml apyrase. Then, the platelet pellet was
resuspended in the washing buffer and centrifuged under the same conditions as above.
Finally, platelets were re-suspended in the assay buffer (10 mM HEPES, 140 mM sodium
chloride, 3 mM potassium chloride, 5 mM sodium bicarbonate, 0.5 mM magnesium chloride,
10 mM D-glucose buffer, pH 7.35) and adjusted to a platelet count dependent on the
experiment to be performed. Calcium chloride 2 mM was then added and experiments were
started within half an hour.

Human platelet preparation

Venous blood from informed healthy donors who had not taken any anti-platelet medications
in the past two weeks was provided by the French blood bank institute (EFS) under an
agreement with the Paris Descartes University (C CPSL UNT N° 12/EFS/064). Venous blood was
collected in Vacutainer® tubes (Ozyme, France) containing ACD-A (final concentrations 13 mM
citric acid, 12.6 mM sodium citrate, 11 mM D-glucose). Diluted platelet-rich plasma (PRP) was
obtained by centrifugation (210 g for 11 min) of blood diluted in washing buffer (3V/1V). Then,

washed platelets were prepared by centrifugation (1240 g for 12 min) of diluted PRP

93



containing 0.2 uM PGE1 and 0.06 U/ml apyrase. The platelet pellet was resuspended in the
washing buffer and centrifuged under the same conditions as above. Finally, platelets were
re-suspended in the assay buffer and adjusted to a platelet count dependent on the
experiment to be performed. Calcium chloride 2 mM was then added and experiments were
started within half an hour.

Exposure of washed platelets to the cholesterol-depleting drug MBCD

Cholesterol depletion of resting platelet membranes was obtained by exposing cells to the
compound methyl-B-cyclodextrine (MBCD, Sigma Aldrich), essentially as previously
described?. MBCD stock solution (40 mM in distilled water) was diluted extemporaneously
into assay buffer and maintained at 37°C until use. Washed human or mouse platelets
maintained at room temperature were incubated for 30 min at 37°C with assay buffer alone
or with various concentrations of MBCD in the range 0.25 to 1 mM aggregation assays by
adding to platelet suspensions a one-tenth volume of tenfold concentrated solutions of
MPBCD. MBCD solutions were gently mixed with platelets. All experiments described below
were started exactly after 30 min incubation, and after control of the absence of spontaneous
activation by checking that platelet suspensions have retained a swirling appearance.

Isolation of membrane lipid rafts and Immunoblot analysis

Resting or activated (PAR1-ap 20 uM for 4 min at 37°C under stirring) human washed platelets
(500 pl at 10°/mL) were lysed on ice for 30 min in lysis buffer (1V/1V; 10 mM Tris, 50 mM NaCl,
30 mM sodium pyrophosphate, 10 mM sodium glycerophosphate, 0.01% sodium azide, 0.5%
(v/v) Triton X-100, 1 mM sodium vanadate, protease and phosphatase inhibitor cocktails, pH
= 8, final concentrations in platelet lysate), then an equal volume of an ice-cold 80% (w/v)
sucrose solution was added3. Samples were placed at the bottom of ultracentrifuge tubes
(Beckman, France) and overlaid with 6 ml of a 30% sucrose solution and finally 6 ml of a 5%
sucrose solution, and then were ultracentrifuged at 4°C for 18 h at 200,000 g in a SW41 rotor
(Beckman, France). After centrifugation, twelve 1-ml fractions were collected manually from
the top to the bottom of the gradients.

For protein content analysis, each fraction was incubated at 4°C for 30 min with 100%
trichloroacetic acid (20V/1V). Precipitated proteins were pelleted by centrifugation at 16,000
g for 15 min at 4°C. The supernatant was discarded, then ice-cold acetone was added to the

protein pellet and the mixture was centrifuged again. The supernatant was discarded, and the
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pellet was air-dried, then resuspended in 60 uL of NUPAGE 1X electrophoresis sample buffer
(Invitrogen, USA). Proteins were separated by PAGE on precast 3-8% polyacrylamide gradient
gels (Invitrogen), then transferred to nitrocellulose membranes, which were blocked with 5%
skimmed milk prepared in Tris-buffered saline containing 0.1% Tween 20 (TBST), and then
incubated with primary antibodies. Mouse anti-moesin mAb (ab52490) and rat anti-MRP4
mAb (Ab15602) were purchased from Abcam (UK), rabbit anti-LAT pAb (#06-807) was from
Upstate (USA), rabbit anti-PKA-RI pAb (#3927S) from Cell Signaling Technology (USA), rabbit
anti-AC3 pAb (PA5-72985) from Invitrogen, rabbit anti-PDE3A pAb (HPA014492) from Sigma,
rabbit anti-Gi pAb (PA5-27520) from Sigma, rabbit anti-Gs pAb (HPA018122 from Merck) and
rabbit anti-PDE2A pAb (ABN1486) from Milipore. Secondary labelling was obtained with
Dylight-800-coupled or Dylight680-coupled goat anti-rabbit or anti-mouse antibodies
(Invitrogen), and detection of the fluorescent signals was obtained using an Odyssey CLx
Imager (LI-COR Biotechnology — GmbH, Germany).

For each protein, bands contained in the various fractions were selected and quantified using
the software Imagel. For the fractions corresponding to the location of 0.5% Triton X-100-
insoluble lipid rafts in the sucrose gradient, intensities of bands were summed and expressed
as the percentage of the intensity of all bands, corresponding to 100% of the protein. The
same was done for the non-raft fractions. The measure was done in resting platelets in the
presence or in the absence of MBCD as well as in activated platelets.

Platelet aggregation studies

Immediately at the end of incubation with vehicle alone (assay buffer) or MBCD, platelet
suspensions were added in wells (45 uL per well of a 96-well half-area flat bottom microplate;
Greiner Bio-One, Dutscher, France) prewarmed at 37°C and incubated for 2 min under stirring
in a microplate reader set at 37°C (MWGt Discovery HT-R reader, Germany, controlled by the
software KCATM, BIO-TEK, USA). Aggregation was then induced by adding 5 pL of PAR4-ap at
100 uM (Bachem, Germany), and was monitored for 5 min. Extent of platelet aggregation was
expressed as the percentage of maximal aggregation calculated as the change in absorbance
at 405 nm relative to the absorbance in resting condition and after full platelet aggregation
obtained with 100 uM PAR4-ap.

For some experiments, platelets in microplate wells were incubated for 15 sec with forskolin

(Sigma Aldrich) immediately before adding PAR4-ap.
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Platelet cAMP measurement

cAMP was quantified in mouse washed platelet (resuspended at 10°platelets/ml) with the
cAMP Dynamic 2 kit (Cisbio Bioassays, France), a competitive immunoassay based on time-
resolved fluorescence resonance energy transfer between the fluorescent reporters cAMP-d2
and anti-cAMP-cryptate. Assays were performed either on total platelet suspension lysates or
on platelet suspension extracellular supernatants. Platelets were first incubated for 30 min at
37°C with vehicle or with MBCD 0.5 mM. Immediately after, platelets were incubated with 1
UM PGE1 for 30 sec and then for 1 min either with assay buffer or with 400 uM PAR4-ap. For
total platelet suspension lysates, platelet activation was stopped by adding an equal volume
of ice-cold cAMP lysis buffer (containing 4 mM IBMX for blocking PDE activity and 20 mM
EDTA), followed by an immediate centrifugation at 16,000 g for 30 sec at 4°C to discard
insoluble fraction. For platelet suspension supernatants, platelet activation was stopped by
adding ice-cold 20 mM EGTA, and the platelets were discarded by immediate centrifugation
(16,000 g for 30 sec at 4°C). The supernatant was immediately removed and an equal volume
of lysis buffer containing 4 mM IBMX was added to homogenise the composition of all the
samples before cAMP measurement assay. All the samples were stored a -80° until cAMP
assay was performed. For assay, samples were thawed at room temperature and transferred
to flat bottom 384-well microplates (Greiner Bio-One, Dutscher, France) before adding cAMP-
d2 and anti-cAMP-cryptate. Each condition was assayed in triplicate. Incubation for 1 h at
room temperature was followed by a 1 min centrifugation at 1,730 g. The plates were read
out with a FlexStation® 3 (Molecular Devices, USA). Data processing and quantification of
cAMP were performed according to the manufacturer’s instructions. cAMP levels were
reported as pmol/10° platelets.

Statistical analysis

All data were expressed as median [min-max]. Distribution of data was tested for normality.

Group comparisons were made using one-way and two-way analysis of variance (ANOVA)

followed by Tukey’s multiple comparisons test. Prism 7 (GraphPad Software Inc, USA) was

used for all statistical analysis.
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Discussion du manuscrit

Répartition des acteurs de la voie de ’AMPc. Dans le but de caractériser les microdomaines a AMPc
et leur présence potentielle dans les radeaux lipidiques, nous avons recherché la présence des acteurs
de la voie de ’AMPc apreés ultracentrifugation de préparations de plaquettes lavées humaines sur un
gradient de sucrose. Le gradient nous a permis d’isoler les radeaux lipidiques des membranes
plaquettaires comme le montre I’enrichissement de la protéine LAT dans les fractions intermédiaires
(fractions 5, 6 et 6) et sa disparition de ces fractions lors de la pré incubation des plaguettes avec la
méthyl-B-cyclodextrine (MBCD), molécule déstabilisant les radeaux lipidiques membranaires par

déplétion du cholestérol.

L’étude par immunoempreinte des fractions provenant du gradient de sucrose, indique une répartition
non homogéne des acteurs de la voie de I’AMPc dans ou hors des radeaux lipidiques. En effet, nous
identifions les protéines Gi et PKA-RI comme étant majoritairement retrouvées dans les radeaux
lipidiques (> 70 %) alors que les autres acteurs de la voie, AC3, PDE3A, PDE2A et Gs sont
majoritairement retrouvées hors de ces radeaux lipidiques (> 90 %). Nos résultats montrent qu’une
faible, mais significative, fraction de la protéine d’efflux de 'AMPc (15 %), MRP4, est présente dans les
radeaux lipidiques. L'activation plaquettaire par le Parl-ap ne modifie pas la répartition des acteurs de

la voie de ’AMPc au sein des radeaux lipidiques.

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Raslan et al. 2015. En effet, dans cette étude effectuée
a partir de plaquettes au repos, les auteurs montrent la présence de PKA-RI dans les fractions de
densités intermédiaires, fractions dans lesquelles sont localisés les radeaux lipidiques. Par ailleurs, les
auteurs montrent la présence de I’AC 5/6 et 'absence des récepteurs IP au sein de ces mémes radeaux
lipidiques. La présence de I’AC 5/6 reste cependant sujet a controverse ; en effet la présence de cette
AC n’est pas unanimement reconnue dans les plaquettes et 'emploi, au sein de notre groupe, de
I’anticorps dirigé contre I'AC 5/6, utilisé dans I’étude précitée, ne nous permet pas d’assurer la
spécificité de I'anticorps au sein des plaquettes comme en témoigne la présence de multiples bandes

révélées apres immunoempreinte de lysats totaux de plaquettes (résultats non montrés).

Le groupe de Raslan et al. observe la présence d’une partie de ’AKAP moésine dans les fractions
intermédiaires et retrouvent la sous-unité Rl de PKA immunoprécipitée avec la moésine. A partir de
ces deux résultats, les auteurs émettent I’hypothése que la moésine serait responsable de la
localisation de PKA-RI dans les rafts. Cependant, leurs immunoempreintes révelent que la quantité de
moésine présente dans les radeaux lipidiques ne représente qu’une tres faible fraction de la moésine

totale. De méme, nos résultats montrent que la moésine est quasi absente des radeaux lipidiques (5%)
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ce qui suggere que celle-ci ne serait pas la seule AKAP intervenant dans la localisation de PKA retrouvée

a hauteur de 45 % au niveau de ces structures.

La faible présence de la moésine dans les radeaux lipidiques implique une conception de I'organisation
de la voie de ’AMPc structurée autour d’une AKAP différente. Une seconde AKAP devrait alors étre
présente et jouer le réle de protéine d’ancrage pour PKA-RI identifiée dans les radeaux lipidiques dans
nos travaux. Parmi les nouvelles protéines identifiées au sein des plaquettes, il a été récemment mis
en évidence la présence d’une nouvelle famille d’AKAP que sont les petites AKAP (smAKAP), candidat

potentiel a la localisation de PKA-RI dans les radeaux lipidiques, gu’il conviendra d’analyser par la suite.

Implication des radeaux lipidiques dans la voie de 'AMPc. Afin d’étudier I'impact des radeaux
lipidigues membranaires dans la réactivité plaquettaire, nous avons mesuré |'agrégation plaquettaire
et le taux d’AMPc dans des conditions natives et dénaturantes vis-a-vis de ces structures. Les
plaquettes de souris pré-incubées avec des doses croissantes de MBCD montrent une inhibition de

I'agrégation dose dépendante.

A la dose de 0,5 mM, le MBCD n’induit pas par lui-méme d’augmentation du taux de 'AMPc ou
d’augmentation de I’AMPc libéré hors des plaquettes au repos. Ce n’est qu’en présence d’un agent
activateur de la voie de 'AMPc (FSK ou PGE-1) que le MBCD induit une augmentation du taux d’AMPc
supérieure a celle de I'activateur incubé seul et ce sans induire une augmentation de la quantité
d’AMPc efflué hors des plaquettes. Une augmentation de I’AMPc, induite par le MBCD incubé avant
un agent activateur de la voie de I’AMPc, est également observée apres activation plaquettaire au Par-

4ap.

L'augmentation de I’AMPc dans les plaquettes au repos incubées avec du MBCD semble indiquer que
la présence des radeaux lipidiques est nécessaire pour contréler le taux d’AMPc. La régulation du taux
de 'AMPc peut étre assurée par la protéine Gi (identifiée dans les radeaux lipidiques), avec un réle
inhibiteur sur I’AC, role qui serait diminué lors de la déstructuration des radeaux lipidiques permettant

une augmentation de la production de I'AMPc.

Implication de la protéine MRP4 dans la voie de I’AMPc et dans les radeaux lipidiques. Afin d’étudier
I'impact de la déstructuration des radeaux lipidiques membranaires sur I'activité de MRP4 interférant
sur I’"homéostasie de 'AMPc, nous avons utilisé des souris dépourvues de MRP4 (MRP4 -/-). Les
plaquettes témoins et MRP4 -/- ne présentent pas de différence d’augmentation de ’AMPc total aprés
stimulation a la PGE-1 et I'incubation de 0,5 mM MBCD en présence de PGE-1 induit une augmentation
similaire de I’AMPc entre les deux groupes. Le dosage révele cependant un efflux de I’AMPc hors de la

plaquette au repos incubée en présence de PGE-1. Cet efflux est significativement moins important
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quand MRP4 est absent, ce qui démontre que MRP4 participe en partie a la libération basale d’AMPc.
La destruction des radeaux lipidiques ne semble pas modifier cet efflux d’AMPc dépendant de MRP4
ce qui suggere que l'efflux de MRP4 serait indépendant des radeaux lipidiques. Lors de I'activation
plaquettaire, la préincubation de 0,5 mM MBCD en présence de PGE-1 induit une inhibition de
I'agrégation plaguettaire plus importante pour les plaquettes des souris MRP4 -/- que pour les

plaquettes contréles et ce malgré un taux d’AMPc total similaire entre ces deux modeles.

Ceci suggere que 'AMPc présent dans les plaquettes MRP4 -/- est plus actif in situ. Ceci pourrait
s’expliquer par une répartition intraplaquettaire de 'AMPc différente au sein des plaquettes témoins
et MRP4 -/-. Ainsi, dans les plaguettes témoins, grace a 'activité de MRP4, I’AMPc serait en partie a
I'intérieur de compartiment de stockage en particulier les granules denses (Jedlitschky et al. 2004), et
I'absence de MRP4 serait a l'origine d’'une désorganisation de cette homéostasie avec une

augmentation du taux cytoplasmique de I’AMPc ou il exprimerait son effet inhibiteur.

Discussion. Au vu de la répartition des acteurs de la voie de ’'AMPc selon les immunoempreintes de
Raslan et al et les n6tres, nous pouvons émettre I’hypothése de I'existence d’au moins deux modeles
d’organisation de la voie de ’AMPc comme proposé dans I'article de Conti et al. 2014. Le premier
modele sous forme de microdomaines, localisé hors des radeaux lipidiques, présente la voie de
synthése de '’AMPc avec la protéine Gs qui stimule I’AC3, I'effecteur principal de ’AMPc, PKA, la voie
de métabolisation représentée par les PDE3A et 2A. Ce premier modeéle de microdomaine serait alors
compatible avec le modele de compartiment métabolique, d'ou 'AMPc ne diffuse pas, ce qui
engendrerait une réponse inhibitrice de ’AMPc localisée aux protéines membranaires présentes au
sein de ce microdomaine. Les travaux de Raslan et al. 2015 suggéerent également la présence du
récepteur IP hors des radeaux lipidiques plaquettaire. La présence d’IP au sein de ces microdomaines
AMPc compléterait ainsi la voie de signalisation de I’AMPc, voie qui serait activée par la PGI-2 produite

par I'endothélium (Figure 29).
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Figure 29. Hypothése de |'organisation de la voie de ’AMPc en microdomaines. Au sein du microdomaine, la

stimulation du récepteur IP par la PGI-2 induit 'activation de I’AC3 via la protéine Gs. S’ensuit la production de
I’AMPc qui ne peut pas diffuser hors de I’espace métabolique matérialisé par les PDE 2A et 3A. L'AMPc agit alors

au sein du microdomaine ou il active son effecteur principal PKA.

La deuxieme organisation de la voie de '’AMPc, possiblement présente dans les radeaux lipidiques
serait composée de la synthése de ’AMPc avec I'AC5 (si sa présence plaquettaire est confirmée), d’une
fraction de son effecteur principal PKA, de la modulation de sa production par la protéine Gi. L’absence
de PDEs au sein des radeaux lipidiques est compatible avec le modéle de production de I’AMPc a la
membrane plasmique. Les principaux acteurs de la voie de 'AMPc, dont AC, permettrait une
production de 'AMPc depuis les radeaux lipidiques avant sa diffusion et activation de PKA, les PDEs
seraient alors localisées autour des effecteurs de PKA au niveau sous membranaire pour réguler la
réponse intraplaquettaire de I’AMPc. La question de savoir quels récepteurs pourraient stimuler la
protéine Gi au sein des radeaux lipidiques se pose et sa réponse est nécessaire pour compléter le
deuxieme modele. Nos travaux initiaux ne permettent pas d’identifier les récepteurs couplés a la
protéine Gi au sein des radeaux lipidiques et c’est le groupe de Quinton et al 2005 qui identifie les
récepteurs P2Y12 au sein des radeaux lipidiques plaquettaires (Quinton et al. 2005). La présence de
ces récepteurs, inclus dans les radeaux lipidiques, permet de compléter le modeéle avec la stimulation
de la protéine Gi, par les récepteurs P2Y12 a I’ADP, induisant la régulation négative de I’AC et la baisse

de la production d’AMPc, baisse d’AMPc qui est observée suite a 'activation plaquettaire.
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Nous pouvons émettre I'hypothése, construite sur I'organisation de la voie de ’AMPc a la membrane,
gu’en condition native, c’est-a-dire en présence des radeaux lipidiques, I’AC5 produirait de I’AMPc qui
activerait PKA présent dans et hors des radeaux lipidiques et jouerait ainsi son role inhibiteur
plaquettaire et ce ne serait qu’au cours de l'activation plaquettaire que la protéine Gi serait activée
par un récepteur inclus dans les radeaux lipidiques, aboutissant a l'inhibition de I’AC5, limitant la
production de ’'AMPc et son effet inhibiteur. Une telle organisation est également compatible avec

I’observation de la baisse de I’AMPc aprés activation plaquettaire (Figure 30).
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Figure 30. Hypothése de 'organisation de la voie de ’AMPc au sein des radeaux lipidiques. En conditions natives

au repos (A), 'AMPc, produit par I’AC5, diffuse et peut : 1/ étre efflué hors des plaquettes par MRP4, 2/ activer
son effecteur PKA ou diffuser dans le cytoplasme. Au cours de I’activation plaquettaire a I’ADP (B), la protéine Gi

couplé au récepteur P2Y12 inhibe I’AC5 et induit une baisse de la production de ’AMPc.

En condition dénaturante des radeaux lipidiques, par ajout de MBCD, la stimulation plus importante
de la voie de 'AMPc par la PGE-1 pourrait s’expliquer par le fait que la déstructuration des radeaux
lipidiques entraine une levée de I'inhibition de Gi sur I’AC5, au repos comme au cours de 'activation
plaquettaire, induisant une plus grande synthése de ’'AMPc qui pourrait stimuler le pool de PKA a
proximité et/ou diffuser dans le cytosol et ainsi atteindre I’'ensemble des PKA, limitant ainsi I’activation

et I'agrégation plaquettaire (Figure 31).
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Figure 31. Hypotheése de I'organisation de la voie de 'AMPc au sein des radeaux lipidiques en conditions

dénaturantes au repos et au cours de I'activation plaguettaire. La déstructuration des radeaux lipidiques induit

une baisse de I'inhibition de I’AC5 par la protéine Gi ce qui aboutit a une augmentation du taux d’AMPc. Au cours
de I'activation de plaquettes incubées avec du MBCD, l'inhibition de I’AC5 par la protéine Gi ne serait pas

complete, ce qui aboutirait a un taux d’AMPc plus élevé qu’au cours de I'activation plaquettaire sans MBCD.

La caractérisation de ces modeles doit se poursuivre avec |'identification de récepteurs pouvant activer
I’AC5 au sein des radeaux lipidiques afin d’aboutir a un modéle comportant I'activation et la régulation
de la synthése de I'’AMPc. Cependant quelques limitations techniques ralentissent I'étude des

microdomaines :

1) la possibilité technique d’étudier I’AMPc en temps réel a I'aide d’imagerie cellulaire afin de suivre

I’évolution des concentrations et de visualiser les microdomaines,

2) la possibilité d’isoler des radeaux lipidiques fonctionnels provenant d’'un compartiment précis

(membrane plasmique, granulaire) afin de définir le réle de chacun d’entre eux et
3) I'existence d’anticorps spécifiques vis-a-vis de protéines d’intérét au sein des plagquettes.

Malgré ces limitations, I'accumulation d’arguments indirects permet d’étre en faveur de I'hypothése
d’une organisation de la voie de ’AMPc en microdomaines, reliées ou non aux radeaux lipidiques, au

sein des plaquettes.
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Chapitre 2 : Evaluation of commonly used tests to measure the

effect of single-dose aspirin on mouse hemostasis
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Introduction

Utilisée a faible dose, I'aspirine (ASA) est capable de limiter la mortalité vasculaire et de prévenir la
survenue d’évenements cardiovasculaires occlusifs de type accidents vasculaires cérébraux ou
cardiaques. L’ASA est un acide faible, qui dans les 30 minutes aprés ingestion par voie orale, inhibe la
COX plaquettaire dans la circulation portale. Cette inhibition induit une baisse de la production des
thromboxanes (TXA2) suite a I'activation plaquettaire induite par les agonistes primaires tels que le

collagene ou la thrombine, activation également amplifiée par I’ADP sécrété.

L'ASA, en acétylant la sérine 529 induit une inhibition irréversible de la COX1. Il faut attendre le
renouvellement des plaquettes par les mégacaryocytes pour retrouver une synthése plaquettaire de
TXA2, soit 7 a 10 jours chez I’'Homme et 4 a 6 jours chez la souris. Bien que I'’ASA ait démontré son
efficacité, il existe dans la population des cas de résistances pharmacologiques a I’ASA qui entrainent

une mauvaise inhibition des plaguettes et un risque de récidive de thrombose.

Depuis quelques années, divers travaux suggerent une corrélation entre la résistance a I'ASA et
I"augmentation de I'expression de la protéine d’efflux qu’est MRP4. En effet, au cours d’une exposition
supérieure a 2 semaines a I’ASA, il est retrouvé chez des patients une augmentation de I'expression
plaquettaire de MRP4. Par ailleurs, chez des patients résistant a I’ASA, I'inhibition in vitro de leur MRP4
est reliée a une accumulation intraplaquettaire de I’ASA. L'augmentation de MRP4 semblent étre
retrouvée au sein de progéniteurs et de lignées mégacaryocytaires mis en culture avec de I’ASA avec

une augmentation de ’ARNm et de I'expression de la protéine au bout quelques jours.

Bien que sa pharmacologie en clinique soit documentée, l'utilisation de I’ASA dans les études
fondamentales et précliniques varie grandement d’un groupe a I'autre, tant par la dose administrée
gue par la voie d’administration. En effet, I'analyse d’une trentaine de publications étudiant I'effet de
I"administration d’ASA sur 'hémostase (thrombose, saighement et inhibition plaquettaire) révele une
grande disparité de méthode. La majeure partie des études administre I’ASA par voir sanguine (l.V.)
(24 études) puis par ordre décroissant par injection intra péritonéale (I.P.) (6 études), par voie orale

(P.0O.) (4 études) et enfin par injection intra musculaire (1.M.) (3 études) (Figure 31).

La dose est également un facteur important de disparité et ce toutes voies confondues, les doses
utilisées allant de 1 a 100 mg/Kg/jour et aucune n’apparait privilégiée. Chaque voie d’administration
posseéde des propriétés pharmacocinétiques qui lui sont propres, ce qui rend hasardeuse la

comparaison d’une étude utilisant la méme dose mais par voie d’administration différente.
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Figure 32. Répartition de la dose d’aspirine administrée selon la voie d’administration. La voie I.V.
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représente la voie la plus utilisée pour I'étude de I'aspirine in vivo bien qu’aucune dose ne semble

privilégiée dans les études de I'effet plaquettaire de I'aspirine.

La premiére partie de notre étude a donc consisté a définir la voie d’administration et |la dose les plus
adaptées pour I'étude de I'effet de I’ASA a long terme sur I'activation plaquettaire. Pour ce faire, nous
avons comparé les voies I.P. et P.O. (Article présenté ci-dessous). Ce travail a permis de définir la voie
d’administration, la dose ainsi que le temps d’incubation les plus adéquats pour obtenir une inhibition
reproductible des fonctions plaquettaires. Cette étude préliminaire a ainsi permis de définir les bases
de I'étude principale qui concerne la relation entre MRP4 et la résistance a I'aspirine. Ce projet en
cours de réalisation consistera a étudier I'impact d’une administration quotidienne durant 4 jours

d’ASA chez la souris afin de rechercher la possible surexpression de MRP4 et consécutivement I'impact

de cette surexpression sur I'activité des plaquettes et la résistance a I’aspirine.

Manuscrit
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Discrepancies in preclinical studies of aspirin (ASA) antiplatelet activity in mouse models of bleeding and arterial
Aspirin thrombosis led us to evaluate commonly reported methods in order to propose a procedure for reliably mea-
Hemostasis suring the effects of single dose ASA on mouse hemostasis.

Pla@efs FVB and C57Bl6 mice received 100 mg/kg of ASA or vehicle orally 30 min or 3h prior to investigate either
igiil;‘ézasli:mdy hemostasis using the tail bleeding assay or carotid thrombosis induced by FeCls, or to blood sampling for isolated

platelet aggregation and TXB, generation.

Expected inhibition of COX1 by ASA was ascertained by a strong decrease in TXB, production, and its effect
on platelet function and hemostasis, by decreased collagen-induced aggregation and increased bleeding time,
respectively. Strikingly, we determined that anti-hemostatic effects of ASA were more predictable 30 min after
administration than 3 h later. Conversely, ASA did not alter time to arterial occlusion of the carotid upon FeCl;-
induced thrombosis, suggesting ASA not to be used as reference inhibitor drug in this model of arterial

thrombosis.

1. Background

Acetyl salicylic acid (ASA or aspirin) at low dose is broadly used for
its antiplatelet effect in primary and secondary prevention of cardio-
vascular diseases [1]. ASA irreversibly acetylates the Ser529 residue of
COX1, thereby leading to a steric hindrance of the COX channel that
prevents access of the substrate to the catalytic site of the enzyme [2].
COX1 is responsible for the conversion of arachidonic acid into pros-
taglandins, that are precursors of thromboxane A, (TXA,) in platelets
[3]. By binding the thromboxane and prostanoid receptor (TP receptor),
platelet-secreted TXA, enhances platelet activation initially triggered
by agonists such as collagen. By limiting one major amplification
pathway of platelet activation [4], ASA is therefore a relevant com-
parator for preclinical studies of antiplatelet agents under development.

Interestingly, whereas ASA pharmacology is well known in humans,
its antiplatelet activity is inconsistently described in mouse models. The
discrepancies between studies, such as inconsistent effects on mouse

arterial thrombosis or bleeding time, could be the consequence of dif-
ferences regarding the animal strain, the route of administration and
ASA doses, as well as the hemostatic parameters evaluated in vivo and
ex vivo. Doses most frequently found in the literature may vary from 1
to 100 mg/kg, given as single or repeated doses [5-10]. Various routes
are also reported: intravenous, oral, intraperitoneal or subcutaneous.
Whereas the most used bleeding model is the tail-tip transection, ar-
terial thrombosis models in use are more diverse. Indeed, arterial
thrombosis of carotid, cremaster or mesenteric artery may be induced
by FeCls, laser or mechanical injury [11]. Finally, the delay of testing
the effect of ASA after administration may vary from 10 min to 24 h
after administration [7,9,12].

2. Objectives

Starting from commonly used experimental conditions concerning
delivery of ASA and testing its antiplatelet effects in mice, our aim was
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to determine a procedure for reliably measuring the effects of single
dose ASA on mouse hemostasis.

3. Methods
3.1. Animals

FVB and C57Bl6 (C57BL/6NRj) mice (males, 8-12 weeks old;
weight 27.6 gr + 2.3, mean = SD) were from Janvier Labs (Le
Genest-Saint-Isle, France). Anesthesia was induced by intraperitoneal
injection of 80 mg/kg ketamine (Clorketam® 1000, Vetoquinol, Lure,
France) and 10 mg/kg xylasine (Rompun® 2%, Bayer, La Garenne-
Colombe, France), or with 2.5% inhaled isofluorane (Vetflurane®,
Virbac, Carros, France) when performing tail bleeding time experi-
ments. ASA (DL-lysine acetylsalicytate, Aspegic®, Sanofi-Aventis,
Gentilly, France) dissolved in distilled water was administered orally by
force-feeding or by intraperitoneal (i.p.) injection (100 mg/kg, 10 ul/
gr). In vivo experiments were done by an observer blinded to the
treatment group. All animal studies were approved by the Ethics
Committee on Animal Resources of Paris Descartes University (regis-
tration number: CEEA34.CBL.131.12).

3.2. Platelet preparation

Blood was collected by cardiac puncture into ACD-C solution
(13mM citric acid, 12.6 mM sodium citrate, 11 mM D-glucose) and
diluted with wash buffer (36 mM citric acid, 5mM D-glucose, 5 mM
potassium chloride, 2 mM calcium chloride, 1 mM magnesium chloride,
103 mM sodium chloride, pH 6.5) containing apyrase (0.1 U/ml; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) and prostaglandin E; (PGE;, 1 pM; Sigma-
Aldrich). Diluted platelet-rich plasma (PRP) was obtained by 7 min
centrifugation at 170g. Platelets were washed twice with wash buffer
containing apyrase and PGE,, and then centrifuged for 10 min at 750g.
The pelleted platelets were resuspended in assay buffer (10 mM HEPES,
140 mM sodium chloride, 3 mM potassium chloride, 5 mM sodium bi-
carbonate, 0.5 mM magnesium chloride, 10 mM D-glucose, pH 7.35) to
a concentration of 3.5 x 10® /ml. Calcium chloride 2mM was then
added.

3.3. Platelet aggregation studies

Platelet aggregation was measured on a Discovery HT-R microplate
reader (MWG Biotech AG, Ebersberg, Germany) coupled to the KC4
software for analysis of the data. FVB mouse washed platelets
(3.5 x 108/ml) were incubated for 2 min at 37 °C under stirring in wells
of a 96-well microplate (Greiner Bio-one, Frickenhausen, Germany) in a
volume of 90 pl, then aggregation was induced by adding 5 pg/ml fi-
brillar type-I collagen from equine Achilles tendon (Horm, Nycomed,
Linz, Austria) or 1 uM U46619, a TP synthetic agonist (Calbiochem,
Merck, Darmstadt, Germany). Aggregation was monitored for 5min
and expressed as the percentage change in absorbance at 405nm as
previously described [13].

3.4. Bleeding assay

Tails of anaesthetized mice were pre-incubated in a 37 °C saline
solution during 5 min to homogenize vessel dilatation between animals.
Then, bleeding time was measured following a 3-mm tail-tip transec-
tion, and immediate immersion of the tail in 10 ml of isotonic saline at
37 °C. Bleeding time was set at cessation of blood leakage for at least
1 min. Blood loss was estimated by measuring the hemoglobin con-
centration in the saline, using the Drabkin method.

3.5. Thrombosis assay

Mice were anaesthetized and maintained at 37 °C on a heating plate.
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The left carotid artery was exposed and dissected away from the vagus
nerve and surrounding tissues. Carotid artery blood flow was monitored
with a Doppler flow meter equipped with a Transonic flow probe
(Model MAO.5PSB, Transonic System Inc, Ithaca, NY). Arterial throm-
bosis was induced by placing a 15% FeCls-saturated filter paper on the
artery, 5mm upstream the flow probe, for 2 or 4 min. Monitoring of
blood flow was maintained for 5 min after the cessation of flow, and the
time required for occlusion was recorded.

3.6. Thromboxane assay

Thromboxane B, (TXB,) level was measured with the thromboxane
assay kit from R&D system (Abingdon, UK). Assays were performed on
washed platelet supernatant obtained after collagen-induced platelet
aggregation. Ten min after the addition of collagen, 20 mM EDTA was
added and the sample were centrifuged 2 min at 12,000 g. The super-
natant was kept frozen at —20 °C until tested.

3.7. Data analysis

Data were expressed as medians [95% confidence interval (CI)] for
non-normally distributed variables. Statistical analysis was performed
with the Prism software package (GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA, USA). The Mann-Whitney test was used to compare each para-
meter. Differences were considered significant when P < .05.

4. Results

The impact of ASA administration on mouse hemostasis was as-
sessed by varying the time elapsed between ASA administration and
testing (30 min versus 3h), as well as the mouse strain (FVB versus
C57B16).

4.1. Bleeding experiments

FVB mice. The impact of the period of time between oral ASA ad-
ministration and bleeding time measurement was first tested in FVB
mice. When ASA was given 30 min before measuring bleeding time, this
hemostatic parameter was strongly increased compared to vehicle (88s
[95% CI, 44-95] vs343s [95% CI, 250-600] for vehicle and ASA re-
spectively; P < .0001; Fig. 1A). Conversely, when administered 3 h
before the bleeding assay, ASA inconsistently modified the bleeding
time compared to vehicle (161s [95% CI, 45-600] vs213s [95% CI,
99-600] for vehicle and ASA respectively; P > .05; Fig. 1A), mostly
because a high variability in values. However, no significant difference
in bleeding time between the ASA groups was observed (30 min vs 3 h,
p = .16).

Compared to bleeding time, measuring blood loss to evaluate the
anti-hemostatic effect of ASA was not informative since it did not sig-
nificantly differ from controls neither 30 min (14 ul [95% CI, 6-29] vs
21l [95% CI, 11-97] for control and ASA respectively; P > .05;
Fig. 1B) nor 3 h after ASA administration (15 ul [95% CI, 6-23] vs 36 ul
[95% CI, 10-73] for control and ASA respectively; P > .05; Fig. 1B).

C57Bl6 mice. To evaluate the potential relevance of the animal ge-
netic background on responsiveness to ASA, we tested whether the
widely used C57Bl6 (C57BL/6NRj) strain could give comparable results
than the FVB strain. When ASA was given to C57Bl6 mice 30 min before
the assay, the bleeding time was also found strongly increased (44 s
[95% CI, 5-83] vs320s [95% CI, 205-600] for control and ASA re-
spectively; P < .01; Fig. 1C). On another hand, blood loss was sig-
nificantly, although slightly, increased by ASA (7.5 pl [95% CI, 5.8-9.7]
vs 10.5ul [95% CI, 9-18] for control and ASA respectively; P < .05;
Fig. 1D). However, such as for FVB mice, ASA administered 3 h before
the tail cutting did not modify the bleeding time (53 s [95% CI, 44-64]
vs128s [95% CI, 5-600] for control and ASA respectively; P > .05;
Fig. 1C) nor blood loss values (5.5 ul [95% CI, 3.6-13.3] vs 10.4 pl [95%
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CI, 5.5-83.2] for control and ASA respectively; P > .05; Fig. 1D). No
significant difference in bleeding time between the ASA groups was
observed (30 min vs 3h, p = .18, Fig. 1C).

4.2. Carotid artery thrombosis

We next tested the impact of ASA on the most commonly used in
vivo artery thrombosis model: the FeCls-induced injury of the carotid
artery [11]. Surprisingly, ASA administered by oral route 30 min or 3h
before the experiment did not modify the time to the total occlusion
whatever the mouse strain, FVB or C57Bl6 (Table 1).

Then, we tested a repeated administration of ASA for 4 days in
C57Bl6 mice. In order to check if the absence of effect of aspirin on the
thrombosis model was not due to a lack of sensitivity of our method, the
FeCl; patch was left during only 2 min. Again, no difference in the time
to occlusion was evidenced between aspirin and placebo groups
(17 min [95% CI, 13.8-19.5] vs 16.3min [95% CI, 15.1-17.3], re-
spectively) (Supplemental Fig. 1A).

Moreover, in order to verify that the route of administration was not
responsible for the absence of anti-thrombotic activity of ASA in this

model, we reproduced experiments using the i.p. route, which is largely
used in preclinical pharmacology in mice, including ASA studies
[6,9,14]. Similarly to the results obtained with the oral route, and
whatever the time to assay after ASA administration (30 min or 3 h), we
did not observe any effect of i.p.-administered ASA on carotid artery
thrombosis, neither for FVB nor for C57BI16 mice (Table 1).

4.3. Platelet aggregation and thromboxane generation

To ensure that the absence of anti-thrombotic effect was not due to a
pharmacological inefficacy of a single oral ASA administration for COX-
1 inhibition, platelet response to ASA exposure was also evaluated by
testing platelet functions ex vivo. Aggregation assays were performed on
washed platelets isolated from FVB mice, in response to 5pug/ml col-
lagen or 1 uM U46619, a specific agonist of the TP receptor.

When platelet isolation was done 30 min after ASA had been ad-
ministered by the oral route, and in line with the results obtained for
bleeding time measurement, collagen-induced platelet aggregation was
significantly reduced compared to control animals receiving vehicle
alone (76% [95% CI, 62-88] vs 34% [95% CI, 20-83] for control and

3h

Control ASA (100 mg/Kg)

Table 1
In vivo ASA effect on artery thrombosis.
30 min
Control ASA (100 mg/Kg)
Oral
FVB 14.7 [10.7-21.2] 17.4 [10.3-25]
C57Bl6 11.7 [8.0-21.1] 14.2 [12.3-25]
LP.
FVB 11.9 [8.9-15.7] 12.5 [10.1-17]
C57Bl6 11.4 [7.3-14.6] 12.7 [7.9-16.2]

NS 12.8 [9.6-16.5] 14.0 [10.5-25] NS
NS 11.1 [9.4-25] 14.4 [10.5-16.1] NS
NS 10.6 [10-11] 11.8 [9.6-14.9] NS
NS 10.4 [8.2-13.4] 12.5 [10.4-15] NS

Vehicle or ASA were administered to FVB or C57Bl6 mice by the oral or intraperitoneal route (I.P.). Thirty min or 3h after ASA administration, carotid artery
thrombosis was induced and the time to occlusion was recorded. Results are in minutes and expressed as median [95% CI].
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Fig. 2. Ex vivo ASA effect on platelet aggregation and TXB, synthesis. Blood from FVB mice was taken 30 min or 3 h after vehicle (closed symbols) or ASA at
100 mg/kg oral administration (open symbols). Washed platelet aggregation was measured by monitoring OD (405nm) variations of a platelet suspension at a
concentration of 3.5 x 10° platelets per milliliter under stirring conditions in response to 5 ug/ml collagen (Al; n = 9; A2: typical aggregation curves) or 1 uM
U46619 (C; n = 8). Results are expressed as the percentage of aggregation (seen as a decrease in OD) 300 s after agonist addition. After collagen-induced aggregation
and a centrifugation step, TXB, was quantified in the supernatant (B; n = 5), and results are normalized relative to the vehicle condition (Control, grey bars) for each

time point.

ASA respectively; P < .01; Fig. 2A). This inhibition of platelet ag-
gregation was associated with a high and significant reduction of about
85% TXB, generation by platelets of the ASA group (563 pg/10° pla-
telets [95% CI, 356-1430] vs 81 pg/1 08 platelets [95% CI, 12-297] for
control and ASA respectively; P < .001; Fig. 2B).

When ASA was administered 3 h before platelet isolation, collagen-
induced platelet aggregation was still significantly reduced compared to
control platelets without ASA (59% [95% CI, 34-89] vs 13% [95% CI,
10-61] for control and ASA respectively; P < .05; Fig. 2A). Of note, and
whereas TXB, generation in platelet supernatant was also significantly
decreased at 3h (1058 pg/108 platelets [95% CI, 545-1532] vs 210 pg/
108 platelets [95% CI, 82-270] for control and ASA respectively;
P < .05; Fig. 2B), the effect of ASA on platelet response to collagen was
less significant compared to the 30 min time point (Fig. 2A). Notably,
there was no significant difference in collagen-induced aggregation
between the ASA groups (30 min vs 3h; p = .25).

The efficacy of aspirin after 4 days administration was also checked
by a significant inhibition of collagen-induced washed platelet ag-
gregation (82% =+ SEM 12% inhibition) and TXB, generation in the
supernatant (97% =+ SEM 0.4% inhibition) (Supplemental Fig. 1B-C).
Overall, platelet inhibition measured ex vivo was more pronounced
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after ASA repeated administration compared to the single dose.

As a control for platelet responsiveness, aggregation induced by
1 uM U46619, which directly activates platelets via the TP receptor
independently of TXA, synthesis, did not differ whatever the time of
blood sampling after ASA delivery to animals (68% [95% CI, 30-88] vs
85% [95% CI, 49-92] and 64% [95% CI, 50-78] vs 66% [95% CI,
46-22] at 30min and 3h respectively, for control and ASA, respec-
tively; P > .05; Fig. 2C).

5. Discussion

Since aspirin remains the gold standard of antiplatelet treatment
and an unavoidable reference for other antiplatelet molecules under
development, this work was designed to settle appropriate in-house
conditions to evidence its effects under a single dose regimen on mouse
hemostasis. Indeed, there are major discrepancies found in the litera-
ture concerning in vivo effects of aspirin in mice. Our present results
actually support other studies that failed to demonstrate the antiplatelet
effect of ASA in various experimental setups. The two main parameters
we chose to evaluate and to settle were (i) the period elapsed between
ASA administration and bleeding or thrombosis assays, and (ii) the in
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vivo test to evaluate drug efficacy.

Regarding the ASA doses to be administered per os in such an eva-
luation, those that can be found in the literature are more frequently
between 5 and 100 mg/kg [6,7,9,14-17]. We show here that a 100 mg/
kg ASA dose increased bleeding time as well as efficiently inhibited
platelet activation in vitro, as evaluated by two recognized assays [18]:
washed platelet aggregation and TXB, production. We also used a
tenfold lower single dose of ASA (10mg/kg) in some experiments,
which turned to result in a high and unacceptable variability in read out
data values (data not shown).

Importantly, we analyzed the influence of the period elapsed be-
tween ASA administration and assays, and how it can affect evaluation
of the ASA effect. In some previously reported studies, assays for ASA
efficacy were performed between 16 and 24 h after drug administration
[12,19]. However Evangelista et al. have shown that a significant
amount of newly released platelets with a fully active COX were present
in the circulation 24 h after ASA administration [20]. Therefore, and as
they are frequently used in published procedures, we focused on two
short periods of time, 30 min and 3 h after ASA was administered orally.
These time-points are in agreement with the rapid ASA effect reported
for humans after an oral single dose [21]. Whatever the in vivo or ex vivo
endpoint hemostatic test (bleeding time or platelet aggregation), our
results show that the 30 min time point ensures more reproducible re-
sults as compared to 3h. In these conditions, we also show that
bleeding time is a better parameter than the blood loss to evidence an
effect of ASA on hemostasis.

Considering the demonstration by Schiviz et al. of a variability for
hemostatic parameters in mice in the absence of drug exposure, de-
pending on the genetic background even between different strains of
C57Bl6 [22], we compared the basal and ASA-modulated bleeding
parameters in FVB and in C57Bl6 (C57BL/6NRj) mice, all males aged
8-12 weeks. We used these genetic backgrounds that correspond to the
KO models currently used in our and many other labs [13,23]. Inter-
estingly, in the absence of ASA treatment, bleeding time was sig-
nificantly about twice shorter for control C57Bl6 as compared to FVB
mice at 30 min, and thrice shorter at 3h (Fig. 1A vs 1C, black dots). In
line, blood loss was also always higher in FVB as compared to C57Bl6
mice at either 30 min or 3h (Fig. 1B vs 1D, black dots). In the whole,
bleeding experiments appeared to be more predictable using the
C57B16 (C57BL/6NRj) strain within the limits of the conditions tested.

Finally, we investigated the impact of ASA on arterial thrombus
formation with a commonly used model, the carotid artery thrombosis
induced by FeCl; [11]. Although we used a 15% FeCl; concentration for
4 min, we obtained similar results (see Table 1) than Li et al. who found
a time to occlusion of 11.3 + 3.16 min when using 7.5% FeCl; on
C57Bl6 [24]. Whatever the delay after ASA administration and the
mouse strain used, no anti-thrombotic effect of the drug was observed.
Therefore, we wondered if this negative result could be due to the
administration route. Huang et al. have shown that doses of ASA up to
150 mg/kg given intravenously were not sufficient to increase the time
for occlusion of the mesenteric venule exposed to fluorescein sodium,
and that 250 mg/kg was needed to observe an effect of ASA [15]. In the
same study, however, the 150 mg/kg dose was, nevertheless, found to
efficiently increase the tail bleeding time [15]. The same study showed,
however, an effect of 40 mg/kg oral ASA on occlusion time. To note, the
study used male ICR mice, a strain we did not use in the present work.
Intraperitoneal administration being a commonly used route in phar-
macological studies in murine models and ASA treatment
[6,9,12,14,16,19,25], we also evaluated this type of administration.
However, we did not either observe any effect of ASA on thrombus
formation under this particular condition. On the whole, and given that
an effective inhibitory activity of ASA on platelet functions was ob-
served ex vivo at 30 min and at 3 h (see Fig. 2A and B), we can conclude
that the carotid artery thrombosis induced by FeCl; is not a suitable
model for the evaluation of ASA anti-platelet effects, at least within the
frame of our experimental conditions. Using the FeCl; injury model
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some authors also failed to show any effect or a very moderate effect of
ASA on thrombosis, if any [6,9,25,26]. In a model of femoral artery
thrombosis, Kondo et al. showed that ASA can increase the time to
occlusion of the artery when thrombosis is induced photochemically by
using rose Bengal [7], while Nonne et al. failed to show any effect of
intravenous ASA in laser-injured mesentery thrombosis in C57BI6 strain
[17]. More recently, Adili et al. showed that ASA induced a decreased
platelet recruitment into the arterial wall thrombus in a model of laser-
induced cremaster artery thrombosis, without affecting the increase in
platelet surface P-selectin-expression within thrombi [27]. Thus, taken
together, the already published and our current data show a wide
variability in response to ASA treatment in arterial thrombosis models
in mice. Data currently converge to a lesser contribution of platelets in
the FeCl; injury model compared to mechanical injury; indeed, FeCls
injury induces significant damage of subendothelial proteins and at-
tachment of platelets to bodies containing ferric ions and exposing large
amounts of tissue factor [28].

Limitations of our study are (i) that models using laser to induce
carotid injury were not considered, and (ii) that thrombus formation
was not monitored using real-time intravital microscopy. Major reason
for this is that we wanted to use the more commonly FeCl; injury
model. On purpose, testing of a single ASA administration was firstly
considered mostly because the objective of the present study was to
evaluate this frequently used procedure, and after having verified that a
strong TXA2 generation inhibition was reached after a single dose.
However, we cannot exclude that a daily administration of ASA could
be more effective in limiting thrombosis. Indeed in a model of thrombus
formation induced by in vivo injection of platelet agonist, Armstrong
et al. observed that a chronic ASA dosing (300 mg/kg/day for 7 days)
reduced thrombus formation [29]. However, more pathophysiologi-
cally relevant studies carried out in models of atherothrombosis did not
observe an effect of daily administration of ASA on the lesion [5,10]. To
address this controversy, we tested the repeated administration of ASA
for 4 days in C57Bl6 mice. Interestingly, whereas global platelet in-
hibition measured ex vivo was more pronounced 4 days after ASA re-
peated administration compared to the single dose, again no difference
in time to occlusion was evidenced between aspirin and placebo groups
in the carotid thrombosis model (Supplemental Fig. 1).

Moreover, it must be noted that, upon completion of our study, a
recent publication suggested that the time to occlusion might not be the
best parameter in order to analyze arterial thrombosis, and authors
suggested including reflow events to maximize data interpretation [30].

Third limitation of our study is that the high dosage of aspirin used
is not the one used in chronic treatment in patients with high cardio-
vascular risk.

We have thus demonstrated that specific experimental conditions
are required in order to observe and adequately evaluate the effect of
ASA on mouse hemostasis. Here, we show that the most relevant end-
point is the tail bleeding time performed with a cut at 3 mm of the tip
and at 30 min after oral 100 mg/kg ASA administration to C57Bl6 mice,
as our optimal in-house experimental conditions. We do not re-
commend time to occlusion of FeCls-induced carotid arterial throm-
bosis as an index of ASA efficacy on platelets since it is inconsistently
altered by ASA. A future consensus debate should define the more re-
levant method to explore the ASA antithrombotic effect.
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Discussion du manuscrit

Administration de I’aspirine. Aprées gavage (voie P.0.) et injection I.P. d’ASA, nos résultats montrent
que chez des souris de souches FVB et C57/BL6, I'administration d’ASA n’induit pas de protection vis-
a-vis de la thrombose artérielle. En effet, le groupe ASA 100mg/Kg/jour et le groupe témoin ne
montrent pas de différence de temps d’occlusion artériel et ce a 30 minutes comme a 3 heures aprés
administration bien que <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>