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RESUME

Les plaquettes sanguines jouent un role essentiel dans le maintien de l'intégrité
vasculaire. Outre leur réle physiologique conduisant a la formation du clou hémostatique
en cas de breche vasculaire, elles sont impliquées dans des pathologies thrombotiques
comme l'athérothrombose ou les thrombopénies induites par ’héparine (TIH), ce qui en
fait des cibles pharmacologiques de choix dans ces situations. Nous avons étudié les
mécanismes mis en jeux par les plaquettes dans deux situations pathologiques; les TIH
avec la tyrosine kinase Syk comme acteur majeur et la maladie de Tangier résultant
d’'une mutation perte de fonction du transporteur de lipide ABCA1.

Les TIH sont des complications rares mais graves des traitements a ’héparine dues au
développement d’anticorps dirigés contre le complexe héparine-facteur 4 plaquettaire
(PF4). Ces anticorps induisent la clairance des plaquettes (thrombopénie) et activent les
récepteurs Fc a la surface des plaquettes (FcyRIIA) et des monocytes (FcyRI et FcyRII)
conduisant a l'agrégation plaquettaire et l'expression du facteur tissulaire par les
monocytes responsable des complications thrombotiques. Nous montrons que Syk est
une kinase essentielle a I'activation des plaquettes (signalisation, sécrétion, agrégation,
microparticules) par les anticorps dirigés contre le complexe héparine-PF4 présents
dans le sérum de patients atteints de TIH. Parallelement, I'inhibition de Syk bloque
fortement l'expression du facteur tissulaire et I'activité procoagulante des monocytes
induites par les anticorps TIH. Les inhibiteurs de Syk, en développement clinique avancé
en immunothérapie, apparaissent donc prometteurs dans le traitement des TIH.

ABCA1 est impliqué dans le transport réverse du cholestérol et de phospholipides vers
les lipoprotéines de haute densité. Son déficit est associé a de profondes anomalies du
bilan lipidique mais aussi a un phénotype hémorragique. Grace a un modele de souris
déficientes en ABCA1, nous avons caractérisé son rdle dans l'activation plaquettaire.
Contrairement a ce que I'on aurait pu penser, ABCA1 n’est pas impliqué dans I'exposition
des phosphatidylsérines et I'activité procoagulante des plaquettes activées, et ne régule
pas le contenu en cholestérol des membranes plaquettaires. Par contre, un défaut de
taille des plaquettes et de leurs réponses fonctionnelles sont observés en son absence.
ABCA1 apparalt comme un régulateur des mécanismes de signalisation pouvant
expliquer le phénotype hémorragique rapporté dans la maladie de Tangier.

L’ensemble de ces travaux a permis de caractériser des acteurs moléculaires de
'activation plaquettaire dans des situations pathologiques et de proposer de nouvelles

stratégies thérapeutiques.



ABSTRACT

Platelet activation at sites of vascular injury is essential for haemostasis. Next to this
critical role in bleeding arrest, platelets are involved in thrombotic diseases such
atherothrombosis or heparin-induced thrombocytopenia (HIT). Therefore, they are
targets of antithrombotic therapies. We have studied the mechanisms of platelet
activation in two pathological situations; HIT with the tyrosine kinase Syk as a key
player and Tangier disease resulting of a loss of function of the ABCA1 lipid transporter.
HIT is a prothrombotic and potentially devastating complication of heparin therapy due
to formation of platelet-activating antibodies directed against complexes of platelet
factor 4 (PF4) and heparin. These antibodies contribute to clear platelet from the
circulation and activate, by their Fc fragment, FcyRIIA receptors on platelet surface or
FcyRI and FcyRII receptors on monocyte, leading to platelet aggregation and tissue factor
expression by monocytes. We have shown that Syk activation is crucial for platelet
activation (signalization, secretion, aggregation, microparticle generation) initiated by
anti-PF4/heparin antibodies from sera of patients suffering from HIT. Interestingly, Syk
inhibition also prevented tissue factor expression and procoagulant activity of moncytic
cells induced by these antibodies. We propose that Syk inhibitors, initially developed as a
potential treatment of autoimmune disease, may be of therapeutic interest in the
treatment of HIT.

ABCA1 has been demonstrated to be crucial in the reverse cholesterol transport
pathway by loading cholesterol and phospholipids into ApoA-I to generate high density
lipoproteins. Its defect is associated to circulating lipid disturbance but also to
hemorrhagic diathesis. Surprisingly, using ABCA1 knock-out mice, we have
demonstrated that this transporter is neither implicated in phosphatidyserine exposure,
a mechanism leading to the procoagulant activity of activated platelets, nor in the control
of platelet membranes cholesterol content. However, mouse platelets deficient for
ABCA1 have an increased size and a defect in response to low doses of agonists such as
thrombin and collagen. Our data indicate that ABCA1 is involved in the efficiency of
platelet signal transduction, particularly in the activation of Akt.

These studies have characterized key players of platelet activation and suggest new

strategies in the development of antithrombotic therapies.
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Chapitre 1 Présentation générale des plaquettes sanguines.

Les plaquettes sanguines sont de petites cellules anucléés provenant de la
fragmentation du cytoplasme de grandes cellules de la moelle osseuse hématopoiétique, les
mégacaryocytes (Hartwig and ltaliano, 2003). Elles sont relarguées dans le sang ou leur
nombre varie dans des conditions physiologiques de 150 000 a 400 000/ul. Leur durée de vie
est 7a12 jours avant leur élimination par phagocytose des macrophages du systeme réticulo-
histiocytaire au sein du foie, de la rate et la moelle osseuse.

Les plaquettes sont les acteurs essentiels du maintien de I’intégrité vasculaire. Leur
fonction majeure est d’assurer I’hémostase dite « primaire » conduisant & la formation d’un
thrombus riche en plaquettes ou « thrombus blanc » (Furie and Furie, 2008). Cependant, on
s’apercoit aujourd’hui qu’elles ont également un réle important dans les processus de
cicatrisation, de régulation de I’inflammation, d’angiogénese et de séparation des vaisseaux
lymphatiques et sanguins (Leslie, 2010).

I. Morphologie et caractéristique des plaquettes sanguines

Les plaquettes circulantes au repos se présentent sous la forme d’éléments discoides
de 1,5 & 4 um de diametre et 0,5 a 2 um d’épaisseur. Lors de leur activation, elles passent
d’une forme discoide & une forme sphérique et émettent des prolongements membranaires de
type filopodes et lamellipodes (Figure 1).

Figure 1: forme typique «discoide» des plaquettes de souris au repos (A) et
modifications de forme induites par la stimulation (B) (Lhermusier et al, 2010)

Elles sont schématiquement constituées de 3 compartiments cellulaires : le systeme
membranaire, les organelles et le cytosquelette.



A. L’asymétrie de la membrane plasmique plaquettaire : régulation et role de I’exposition
des PS dans la coagulation

La membrane plaquettaire présente une structure classique, avec 2 feuillets lipidiques,
externe et interne, de composition différente.

D’un point de vue lipidique, la membrane plasmique est composée de
glycérophospholipides (phosphatidylserine PS, phosphatidyléthanolamine PE,
phosphatidylcholine PC) et de sphyngolipides (sphyngomyélines SM) ; chaque classe
présentant de nombreuses espéces moléculaires variant par la nature des chaines de carbones
(longueur, branchement et degré d’insaturation). Un autre constituant lipidique essentiel est le
cholestérol, molécule rigide et compacte assurant I’homéostasie de la fluidité membranaire et
la formation de microdomaines appelés radeaux lipidiques (rafts) ayant un r6le important dans
la signalisation plaquettaire (Bodin et al., 2003). Les membranes plaquettaires sont
relativement riches en cholestérol et en SM, éléments favorables a la formation des
microdomaines membranaires (Bodin et al., 2003, Bodin et al., 2005, Bodin et al., 2001).

La membrane plasmique contient une grande quantité de glycoprotéines qui sont
ancrées dans la bicouche phospholipidique ou traversent cette derniére grace a des domaines
hydrophobes.

1. Régulation de I’asymétrie de la membrane plasmique

Comme la plupart des membranes plasmiques des cellules de mammiféres, la
membrane plaquettaire présente une distribution asymétrique des phopholipides entre les deux
feuillets. Les PC et les SM prédominent sur le feuillet externe alors que les PE et les PS

prédominent dans le feuillet interne.
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Figure 2: Organisation générale des membranes plaquettaires et représentation
schématique des différentes protéines membranaires impliquées dans |’asymétrie
membranaire (d’apres Heemskerk et al., 2002).

Il a été démontré que la cellule dépensait de I’énergie a la fois pour créer cette
asymétrie membranaire et pour la maintenir, suggérant I’existence de protéines spécifiques
dont la fonction serait d’assurer un transfert de lipides d’un feuillet a I’autre (mouvements de
flip-flop) (Seigneuret and Devaux, 1984). En effet, des protéines assurent le passage de
certains lipides du feuillet externe au feuillet interne (flippases) alors que d’autres prennent en
charge des mouvements inverses (floppases) (Figure 2). Si la fonction biologique de ces
transporteurs est connue de longue date, leur identification biochimique est plus récente. La
P4 ATPase est une flippase qui assure le transfert des PS vers le feuillet interne des
membranes plasmiques, réle indispensable au maintien de I’asymétrie membranaire (Tang et
al., 1996). De la méme facgon, la floppase ABCCL, initialement connue sous le nom de
multidrug résistance protein (MRP1) assure le transfert des phospholipides sur le feuillet
externe des membranes plasmiques (Kamp and Haest, 1998, Dekkers et al., 1998). Des
transporteurs de la superfamille ABC sont donc impliqués dans le transport de phospholipides
entre les deux feuillets de la membrane plasmique.

Cette asymétrie peut cependant étre perdue lors de certains événements comme
I’apoptose ou I’activation plaquettaire. En effet, au cours d’une forte activation plaquettaire, il
existe une perte de I’asymétrie membranaire de maniére dépendante du Ca**, avec pour effet

principal I’exposition des PS sur le feuillet externe (Bevers et al., 1983).
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Il existe une ou des protéeines dont la fonction est d’éliminer, de fagcon plus ou moins
réversible, I’asymétrie membranaire en assurant des mouvements aléatoires entre les deux
feuillets. Cette ou ces proteines, dénommées scramblases, ont été caractérisées dans les
années 70 mais sont restées non identifiées pendant prés de 30 ans. Récemment, la protéine
TMEM 16F a été identifiée comme jouant un role majeur dans I’exposition Ca?*- dépendante
des PS sur le feuillet externe lors de I’activation plaquettaire (Suzuki et al., 2010).

2. Role de I’exposition des PS dans la coagulation

La transformation du fibrinogéne soluble en un réseau fibreux insoluble de fibrine
constitue I’étape clef de la coagulation. Cette transformation nécessite I’action enzymatique
de la thrombine. La thrombine dérive du clivage de la prothrombine inactive par le complexe
prothrombinase composé de la protéase Xa, du cofacteur Va, d’ion Ca?* et de phospholipides
anioniques (figure 2). Aprés stimulation de la plaquette par certains agents, induisant
notamment une forte augmentation de la concentration cytosolique de Ca®* (thrombine plus
collagene essentiellement), un remodelage membranaire rapide se produit, avec translocation
des amino-phospholipides sur le feuillet exoplasmique, bourgeonnement de la membrane et
émission de microparticules. L exposition des PS a la surface des plaquettes activées et des
microparticules leur confére un potentiel procoagulant qui repose sur la formation du
complexe enzymatiques prothrombinase a la surface membranaire. L’exposition des PS sur le
feuillet externe des plaquettes est donc une étape importante pour la coagulation, permettant
par ailleurs de focaliser la formation de thrombine au niveau de la breche vasculaire.

L’importance de ce mécanisme est illustrée par I’existence du syndrome de Scott,
caractérisé par des hémorragies dues a un défaut d’exposition plaquettaire des PS. Le fait que
le défaut d’exposition rapide des PS se manifeste également dans les érythrocytes et
lymphocytes B des patients atteints du syndrome de Scott stimulés par le ionophore calcique
démontre que le mécanisme de translocation de PS a la surface cellulaire n’est pas
specifiquement plaquettaire. Des signaux comportant une étape commune, défective dans les
cellules « Scott », seraient donc induits par les agonistes forts des plaquettes et par les
ionophores calciques dans toutes les cellules hématopoiétiques. La redistribution des PS sur le
feuillet externe de la membrane plasmique et la production de microparticules surviennent
aussi lors de I’apoptose, et jouent dans ce cas un réle dans la reconnaissance et I’élimination
des cellules mortes par le systeme réticulo-endothélial. Les voies de signalisation déclenchées

au cours de I’apoptose impliquent des processus en cascade qui conduisent, a court ou moyen
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terme, a I’activation de caspases, a des réactions mitochondriales spécifiques, a I’exposition
des PS puis a la dégradation de I’ADN. La translocation membranaire des PS lors de
I’apoptose pourrait résulter de signalisations différentes de celles mises en jeu lors de
I’externalisation de PS procoagulante, car les lignées de lymphocytes B Scott en culture
exposent largement les PS sous I’effet d’inductions proapoptotiques (Kozian et al., 2005).
L’asymétrie membranaire et sa régulation, notamment par I’activité scramblase
(encore un peu mystérieuse) et sa répercussion sur I’hémostase sont repris plus en détail dans

la revue générale ci dessous.

12



Platelet membrane phospholipid asymmetry: from the
characterization of a scramblase activity to the identification of an essential

protein mutated in Scott syndrome.

Thibault Lhermusier, Hugues Chap, Bernard Payrastre

J Thromb Haemost. 2011 Oct;9(10):1883-91.

13



Journal of Thrombosis and Haemostasis, 9: 1883-1891

REVIEW ARTICLE

Platelet membrane phospholipid asymmetry: from the
characterization of a scramblase activity to the identification of
an essential protein mutated in Scott syndrome

DOI: 10.1111/.1538-7836.2011.04478.x

T. LHERMUSIER,* H. CHAPYT and B. PAYRASTRE* §
*Inserm, U1048 and Université Toulouse 3, I2MC, 31432 Toulouse Cedex 04; tInserm, U1043 and Université Toulouse 3, CPTP2, CHU-Purpan
31024 Toulouse Cedex 03; and tHépital de Toulouse, Laboratoire d’Hématologie, 31059 Toulouse Cedex 04, France

To cite this article: Lhermusier T, Chap H, Payrastre B. Platelet membrane phospholipid asymmetry: from the characterization of a scramblase

activity to the identification of an essential protein mutated in Scott syndrome. J Thromb Haemost 2011; 9: 1883-91.

Summary. Like all eukaryotic cells, platelets maintain plasma
membrane phospholipid asymmetry in normal blood circula-
tion via lipid transporters, which control transbilayer move-
ment. Upon platelet activation, the asymmetric orientation of
membrane phospholipids is rapidly disrupted, resulting in a
calcium-dependent exposure of the anionic phospholipid,
phosphatidylserine (PS), at the outer platelet surface. This
newly-exposed PS surface is a major component of normal
hemostasis because it supports platelet procoagulant function.
Binding of blood clotting enzyme complexes to this negatively-
charged membrane surface allows a dramatic increase in the
rate of conversion of zymogens to active serine proteases, which
in turn produce a burst of thrombin leading to the formation of
a fibrin clot and further platelet activation. Cells have the
capacity to catalyze transbilayer phospholipid exchange via
ATP-requiring translocase enzymes (flippases and floppases),
which control unidirectional phospholipid transport against a
concentration gradient. They also use an energy-independent,
calcium-dependent scramblase activity to govern the bidirec-
tional exchange of phospholipids between the two leaflets of the
bilayer; this activity is essential for PS exposure during platelet
activation. Scramblase activity, biochemically characterized in
the 1980s, is deficient in patients with Scott syndrome, a rare
inherited bleeding disorder with defective platelet procoagulant
activity. Despite considerable efforts, the platelet scramblase
protein remained elusive for years but a significant advance has
recently been made with the identification of TMEMI16F, a
membrane protein essential for calcium-dependent PS exposure
whose loss of function mutations are found in Scott syndrome.
This review recalls historical aspects of platelet membrane
asymmetry characterization, summarizes the mechanisms and
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roles of PS exposure following platelet activation and discusses
the recent identification of TMEM 16F and its significance in the
scrambling process.

Keywords: phosphatidylserine, phospholipid asymmetry, plate-
let procoagulant activity, Scott syndrome, scramblase.

Historical background: from phospholipid transverse
distribution to molecular recognition of scramblase

The concept of membrane phospholipid asymmetry in
mammalian cells was first established in erythrocytes and then
extended to platelets, using either chemical labeling of
aminophospholipids (i.e. phosphatidylserine (PS) and phos-
phatidylethanolamine (PE) [1,2]) or addition of exogenous
phospholipases to act selectively on the external layer of the
membrane under non-lytic conditions [3-5]. As a general rule,
the exterior surface of plasma membranes is almost exclusively
made up of choline phospholipids (i.e. sphingomyelin [SPH]
and phosphatidylcholine [PC]), whereas the majority of PE and
all of the PS, together with phosphoinositides, are localized in
the inner leaflet (Fig. 1A).

As illustrated in Fig. 1(B), the asymmetric distribution of
phospholipids established at the end of the 1970s brought a
strong argument to the view that most of the reactions
involving phospholipids in activatable cells such as platelets
take place in the inner leaflet of the plasma membrane.
These have since been shown to include phospholipase C
(PLC)-mediated generation of the second messengers inositol
1,4,5-trisphosphate (IP;) and diacylglycerol (DAG) from
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP,) [6], activation of
protein kinase C by PS, DAG and calcium [7], liberation
of arachidonic acid from glycerophospholipids confined to the
platelet interior [5,8], and activation of proteins that interact
with the phosphoinositide 3-kinase product phosphatidylino-
sitol 3,4,5-trisphosphate (PIP3), such as protein kinase B (PKB/
Akt) [9].

Another function of blood platelets that received attention
with regard to membrane phospholipid asymmetry was their
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Fig. 1. Schematic view of phospholipid transverse distribution in the plasma membrane of resting and stimulated platelets. (A) In resting platelets, the
external membrane surface consists almost exclusively of SPH and PC and exerts no procoagulant activity. In contrast, PS, PE and phosphoinositides are
confined to the inner leaflet of the membrane (shown in red). (B) Upon relatively weak platelet stimulation with thrombin alone at low concentrations, a
number of metabolic modifications involve phospholipids of the inner leaflet, including PIP2 hydrolysis by PLC and subsequent activation of PKC by PS,
DAG and Ca**, arachidonic acid (AA) liberation by PLA,, as well as PIP3 production by phosphoinositide 3-kinases (not shown). However, this calcium
mobilization is not sufficient to promote phospholipid scrambling. (C) When platelets are strongly activated by a combination of thrombin and collagen, a
large calcium influx occurs through specific channels (not shown) and promotes phospholipid scrambling, with the subsequent appearance of procoagulant
phospholipids (mainly PS), on the external surface. PS, phosphatidylserine; SPH, sphingomyelin; PC, phosphatidylcholine; PE, phosphatidylethanolamine;
PI, phosphatidylinositol; PIP, phosphatidylinositol monophosphate; PIP2, phosphatidylinositol bisphosphate; IP3, inositol trisphosphate; THR,
thrombin; COLL, collagen; PLC, phospholipase C; DAG, 1,2 diacyl sn glycerol; PKC, protein kinase C; PLA2, phospholipase A2.

ability to activate coagulation via the so-called platelet factor-
3. As a first attempt to understand platelet behavior in this
context, Zwaal er al. [10] noticed that resting intact platelets
cleverly offered an inert surface to the plasma coagulation
system, owing to the virtual absence on the cell exterior of the
most procoagulant lipid, PS. In their conclusion, the authors
wrote: ‘This raises the question whether during or after
formation of the primary hemostatic plug, either (partial) lysis
of platelets or an as yet unknown mechanism which translo-
cates PS through the plasma membrane is necessary to
provide a catalytic lipid surface for interacting coagulation
factors’.

This was the starting point of a quest lasting more than
30 years, which began with the concept of membrane phos-
pholipid asymmetry and recently led to the molecular identi-
fication of TMEMI16F as an essential component of platelet
scramblase activity [11]. Throughout this quest, four main steps
can be identified, which are detailed below, each of which not
only corresponded to a fundamental conceptual advance, but
also provided new experimental clues to facilitate further
progress.

Activated platelets disrupt membrane phospholipid
asymmetry following appropriate stimulation

Using both purified coagulation factors and external phospho-
lipases, Bevers et al. [12,13] observed that platelets activated
with thrombin plus collagen were able to expose the procoag-
ulant phospholipid PS on their surface (Fig. 1C). This active
process occurred in the absence of cell lysis and corresponded
with a transfer of PS (and PE) from the inner to the outer leaflet
of the membrane, corroborating the aforementioned prediction
by Zwaal et al. [10].

These studies introduced two novelties into the field: (i) the
use of coagulation factors to detect surface exposure of
procoagulant phospholipids, thus offering a convenient and
sensitive tool to investigate this type of membrane modifica-
tion; and (i) the notion that PS exposure requires a large
increase in the concentration of free cytoplasmic calcium. This
can be achieved in vitro by calcium ionophores or, more
physiologically, by the combination of thrombin plus collagen.
Significant calcium influx can also be produced by membrane
pore-forming agents such as the complement proteins C5b-9
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[14]. These different methods to increase calcium were subse-
quently applied to a number of studies from this group and
others. Simultaneous activation of platelets with thrombin and
collagen has led to the characterization of so-called ‘coated-
platelets’, which correspond to a small fraction of total blood
platelets (mainly the youngest ones), exposing on their surface
not only PS but also various modified proteins secreted from o-
granules [15]. It has also been proposed that these coated
platelets have an elevated ability to promote thrombin
generation and possibly thrombosis.

The discovery of aminophospholipid translocase

Another major development in the understanding of mem-
brane phospholipid asymmetry was the identification of an
ATP-dependent activity able to transfer aminophospholipids,
mainly PS, from the outer to the inner leaflet of the red blood
cell membrane [16]. This led to the view that some specialized
proteins are able to transport phospholipids between the two
halves of the membrane. As discussed in various reviews [17,18]
and as a summary of an impressive number of studies, Fig. 2
illustrates our current knowledge of translocases responsible
for the establishment and maintenance of phospholipid asym-
metry in membranes. These include a flippase, the former
aminophospholipid translocase now identified as a P4 ATPase
[19,20], and a floppase, whose activity on phospholipids is
supported by the product of the gene ABCCl, initially known
as multidrug resistance protein MRP1 [21,22]. The molecular
mechanism of action of these ATP-dependent translocases is
still unclear, because structural data are not yet available [23—
25]. However, phospholipid movements catalyzed by these
proteins have been followed using phospholipid analogues
bearing a short chain fatty acid linked to either a spin label or a
fluorescent probe (NBD-phospholipids). This allows sponta-

Flippase Floppase Scramblase
(P4 ATPase) (ABCC1) (TMEM16F ?)
PS, PE PL
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Fig. 2. Phospholipid transport proteins of the platelet membrane. Under
resting conditions, phospholipid transverse asymmetry is maintained
through the action of two ATP-dependent translocases (flippase and
floppase). In the presence of pm calcium concentrations (for instance upon
stimulation with thrombin plus collagen), the scramblase catalyzes the
bidirectional transfer of phospholipids (PL), whereas inhibition of flippase
contributes to PS exposure on the external surface. PS, phosphatidylserine;
PE, phosphatidylethanolamine.
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neous intercalation of the phospholipids in the external leaflet
of the membrane and their internalization can be assessed by
either the decrease in extraction of these NBD-phospholipids
by bovine serum albumin or through monitoring the reduction
of fluorescent signal quenching initiated by external non-
permeable agents. This experimental strategy has been applied
to stimulated cells and has led to the concept that a scramblase
stimulated by pm concentrations of cytoplasmic free calcium
allows the reciprocal migration of phospholipids between the
two halves of the membrane [26], as illustrated in Fig. 2.

Scott syndrome

This disorder was first described in 1979 by Weiss et al. [27]in a
patient with a history of bleeding episodes and impaired
platelet procoagulant activity (Mrs M.A. Scott, 1939-1996). In
the mid 1980s, Scott syndrome was recognized as a very rare,
moderately severe bleeding disorder characterized by a defect in
membrane lipid scrambling in both activated platelets [28] and
other hematologic lineages such as red cells and lymphocytes
[29,30]. However, it is noteworthy that most patients do not
present with any clinical symptoms other than bleeding
episodes. Platelet count and structure are normal in Scott
syndrome and no obvious alterations in platelet secretion,
aggregation, metabolism, granule content, adhesion to suben-
dothelium or coagulation factor levels are observed [31,32].
Scott platelets do, however, fail to promote fibrin formation in
the presence of coagulation factors. When investigating this
further, it was noted that prothrombin was not efficiently
cleaved during the clotting of whole blood; however, in
contrast to deficiencies in coagulation factors this reduced
prothrombin cleavage was not restored by the addition of
normal plasma. Phospholipases were also used to analyze the
phospholipid composition of the outer membrane leaflet and
led to the suggestion that, unlike normal platelets, Scott
platelets do not have altered phospholipid composition in their
outer membrane surface upon activation by a mixture of
thrombin plus collagen [28]. These results were confirmed using
annexin V binding experiments, which show a lack of PS
exposure upon Scott platelet activation [33]. A similar defect
was also observed in a canine model presenting a deficiency in
platelet procoagulant activity [34].

The recognition of Scott syndrome as an inherited disorder
[33,35] initiated an avid search for the gene encoding the
hypothetical scramblase.

PS exposure in apoptosis and microvesicle formation

In parallel with studies on platelets and erythrocytes, a major
advance in the field of cell biology was the discovery that
external PS exposure is a characteristic of apoptotic cells. This
event involves a scramblase activity [36] and allows the removal
of dying cells by macrophages [36,37]. The discovery also gave
rise to the widely-used method for detecting apoptotic cells
through the use of the fluorescent calcium- and phospholipid-
binding protein annexin V [38]. In both activated platelets and
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apoptotic cells, external PS exposure leads to the release of
microvesicles (also called membrane microparticles), formed by
evagination of the plasma membrane. This occurs concurrently
with, and possibly as a consequence of, membrane phospho-
lipid scrambling [18,39], although the two events might also be
unrelated [40]. In addition to promoting the procoagulant
activity, loss of phospholipid asymmetry renders the mem-
branes of both microvesicles and remnant cells susceptible to
the action of secretory type II phospholipase A2, resulting in a
number of potential consequences such as transcellular signal-
ing via lysophosphatidic acid or arachidonic acid metabolites
[41-44]. This latter point warrants further investigation in the
future.

PS exposure: linking platelet activation to thrombin
generation and coagulation

While the central role of platelet activation in hemostasis has
long been recognized, its implication in the control of
coagulation was only characterized more recently [45,46]. The
fact that the plasma membrane surface of activated platelets
provides a critical platform for the activation of blood clotting
enzyme complexes to generate thrombin was proposed in the
1980s [47]. When potently activated by soluble agonists,
molecules of the subendothelial matrix or a combination of
the two, particularly collagen plus thrombin, platelets lose their
plasma membrane phospholipid asymmetry and PS is exposed
at the surface of both platelets and platelet-derived micropar-
ticles [13]. At physiological pH, surface exposure of PS provides
a negatively-charged membrane platform necessary for the
interaction of the non-enzymatic protein factor (F) Va. Factor
Va then binds FXa with high affinity to form the prothrom-
binase complex that efficiently activates thrombin by cleavage
of two peptide bonds in prothrombin [48-50]. Through this
process, activated platelets express specific and saturable
binding sites for FVa and FXa [51,52]. The most widely-
accepted view is that the negatively-charged membrane binds
FVa and, in the presence of calcium ions, this factor undergoes
a conformational change to create a high-affinity binding site
for FXa, thereby forming the prothrombinase complex [53,54].
When compared with the activity of FXa alone, incorporation
of FXa into the prothrombinase complex increases the rate of
prothrombin cleavage by five to 10 orders of magnitude [51,55].
Assembly of the prothrombinase complex results in local
propagation of blood coagulation because prothrombin is
rapidly converted to thrombin [56]. Thrombin then cleaves
fibrinogen to produce an insoluble fibrin clot and further
activates platelets to amplify the reaction.

Thus, the anionic platelet membrane surface plays a critical
role in the amplification of prothrombin cleavage and focuses
thrombin production to the site of platelet activation, making
platelet PS exposure a key regulator of hemostasis.

In vivo, in addition to providing a membrane surface needed
for assembly of the prothrombinase complex, activated plate-
lets secrete FVa, a key component of that complex, from their
o-granules. Furthermore, activated platelets shed microparti-

cles that also support prothrombinase complex formation by
increasing the procoagulant surface area [57].

Overall these data indicate that a deficiency in PS exposure
disrupts the pathway from platelet activation to prothrombin
activation, with bleeding consequences, as seen in Scott
syndrome.

Regulation of PS exposure in platelets

The role of calcium, calpain, the cytoskeleton and lipid rafts

In agonist-activated platelets, surface exposure of PS is a
process controlled by calcium and may also involve calpain
activity and cytoskeletal organization. Following an increase in
cytosolic calcium, flippase is inhibited but this in itself is not
sufficient to provide a rapid PS exposure because activation of
phospholipid scrambling is also required. Whilst scrambling
activity is not ATP-dependent, it requires a sustained increase
in cytosolic calcium [26]. Cytosolic calcium acts as a switch for
the scrambling machinery so lowering the calcium levels stops
the scrambling process [58]. Most platelet agonists induce PLC
activation and IP3 production, leading to calcium mobilization,
but this is not sufficient to switch on the scrambling process. It
appears that an influx of calcium via store-operated calcium
entry (SOCE) is mandatory [59]. There is evidence that the
transient receptor potential channel TRPCI is involved in the
control of PS exposure in HEL cells, a lineage with mega-
karyoblastic properties [60,61]; however, TRPCl-deficient
mouse platelets have a normal calcium response, indicating
that in fact this channel is not a major regulator of calcium
influx upon platelet stimulation. More recent reports strongly
implicate the SOCE machinery, including the Orai 1 channel
and the STIMI calcium sensors, in PS exposure following
collagen activation of mouse platelets [62,63]. However, using
STIM1- and Orai 1-deficient platelets, Gilio e al. [63] observed
that an as-yet-uncharacterized (non-SOCE) mechanism of
calcium entry initiated by thrombin receptors also contributes
to PS exposure.

Cytosolic calcium modulates many cell functions, including
actin cytoskeleton dynamics, by impacting on actin-severing
proteins, actin-crosslinking proteins, calmodulin-regulated
enzymes and proteases such as calpain. In 1985, Comfurius
and colleagues had already correlated PS exposure with the
cleavage of cytoskeletal proteins such as Actin-Binding Protein
(ABP) [64]. Consistent with this observation, the calcium-
dependent protease calpain, known to hydrolyze ABP and
spectrin, was then proposed to participate in platelet PS
exposure [65]. However, more recent data indicate that, at least
upon stimulation of the collagen receptor GPVI under platelet
adhesion conditions, calpain-mediated protein cleavage is
involved in membrane blebbing and vesiculation rather than
in PS exposure per se [66]. The interactions between the
cytoskeleton and membrane glycoproteins may have a general
structural role impacting on PS exposure, as recently shown for
the platelet receptor for von Willebrand factor, the GPIb-V-IX
complex, which seems to modulate platelet procoagulant
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activity through the intracellular cytoskeleton-anchoring por-
tions of Gplb [67].

The lateral organization of the plasma membrane, particu-
larly cholesterol and sphingolipid-rich microdomains, also
appears important for phospholipid scrambling. This is based
upon the observation that cholesterol extraction and disruption
of lipid rafts by methyl-B-cyclodextrin impairs phospholipid
scrambling in HEL cells [61]. These membrane microdomains
appear to be important for calcium signaling in general and
particularly the SOCE machinery but it is not clear whether
membrane fluidity and lateral organization directly impact on
the scramblase activity, on regulatory elements, or both.

Although the scrambling activity does not require ATP
hydrolysis, there is evidence that prolonged ATP depletion
results in the loss of scrambling activity, suggesting that the
scramblase machinery may require phosphorylation to be
active [68].

Apoptotic vs. agonist-induced platelet PS exposure

As previously mentioned, PS exposure is a hallmark of
apoptotic cells. Like in activated platelets, PS exposure in
apoptotic cells results from inhibition of phospholipid translo-
case activity and activation of scramblase activity. Interestingly,
besides PS exposure some features of a strong platelet
activation that is required for procoagulant activity resemble
those occurring in apoptotic cells, including membrane bleb-
bing and microparticle production. Moreover, platelets express
many apoptotic regulators such as members of the Bcl-2
protein family and caspases. These observations raise several
questions. (i) Is the apoptotic machinery involved in the
regulation of the procoagulant function of platelets? (ii) Is PS
exposure regulated differently during procoagulant activation
of platelets than during platelet apoptosis? (iii) Do apoptotic
platelets have procoagulant activity? In a recent report,
Schoenwaelder and colleagues [69] provided a significant piece
of information to start answering these questions. They
observed that two distinct pathways regulate platelet PS
exposure depending on whether it is induced by either the
apoptotic BH3 mimetic compound ABT-737 (a sclective
inhibitor of anti-apoptotic proteins) or as part of the agonist
(convulxin plus thrombin)-mediated platelet procoagulant
function. Indeed, in mouse platelets, agonist-induced PS
exposure appears unchanged in the absence of the apoptotic
proteins Bak (Bcl-2-associated protein K) and Bax (Bcl-2-
associated protein X) or following caspase inhibition but is
abolished by extracellular calcium chelators or by prostaglan-
din E1 (PGEl) and theophylin treatment (which inhibits
platelet activation by raising cAMP levels). Conversely,
ABT-737-induced PS exposure and procoagulant activity is
dependent upon caspase activity, is reduced in the absence of
Bak and Bax, and is unaffected by PGEl and theophylin
treatment. Importantly, while, as expected, the agonist-
mediated PS exposure is abolished by extracellular calcium
chelators, ABT-737-induced PS exposure is unaffected by
chelating extracellular calcium. These data strongly suggest
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that two distinct molecular mechanisms regulating PS exposure
in platelets exist. This is consistent with a previous study
demonstrating that, in Scott syndrome, PS exposure in
apoptotic lymphocytes is normal whereas calcium-induced PS
exposure is absent [30]. This observation also suggests that
TMEMI6F is not involved in PS exposure during apoptosis in
these cells. Whether the role of PS exposure at the surface of
apoptotic platelets can have an impact on thrombin generation
in vivo or is exclusively a signal for elimination of these platelets
remains to be established. In this context, it is noteworthy that
the clearance of PS-rich platelet microparticles from the
circulation involves the PS binding protein lactadherin,
deficiency of which causes a hypercoagulable state in mice [70].

Identification of TMEM16F as an essential component of
the calcium-dependent scramblase activity deficient in
Scott syndrome

Throughout the quest to identify the platelet scramblase, few
candidates have been proposed. A strong candidate was
ABCAI1, a member of the ATP-binding cassette (ABC) lipid
transporters, which is required to load cholesterol and phos-
pholipids onto apoAl and is mutated in Tangier disease (a rare
inherited disorder characterized by a severe reduction in the
amount of HDL). Indeed, a missense mutation in the ABCA1
gene was reported in a Scott syndrome patient [71], suggesting
that this transporter could be part of the machinery involved in
PS exposure. However, although ABCA1 may play a role in
platelet activation, several reports argue against its direct
implication in lipid scrambling [26,72]. Another candidate, a
plasma membrane protein called scramblase 1 or PLSCR1, can
be eliminated because it has been observed to be present at
normal levels in lymphocytes from a patient with Scott
syndrome [73]. This was confirmed by the lack of hemostatic
defect in mice bearing a knock-out of the scramblase 1 gene [74].

Thus, the identity of the scramblase remained elusive until
recently, when Suzuki et al. [11] identified the protein
TMEMI6F (also called anoctamin 6) as an essential compo-
nent for calcium-dependent PS exposure on the plasma
membrane. Interestingly, using Ba/F3 murine B-cells and an
annexin V-based fluorescence-activated cell-sorting strategy,
this group isolated a subline exhibiting strong PS exposure in
response to calcium ionophore treatment under low calcium
conditions. A complementary DNA library was constructed
from this subline and introduced into the parental Ba/F3 cell
line. After repetitive sorting/expansion cycles a cell subline
exhibiting strong PS exposure in the absence of calcium
ionophore was isolated. Using expression cloning, the authors
then identified a cDNA causing Ba/F3 to expose PS sponta-
neously. This cDNA encoded a constitutively active mutant of
TMEMI6F. Knock-down of TMEMI16F in the parental Ba/
F3 cells by shRNA resulted in a strong decrease in the rate of
calcium ionophore-induced PS and PE exposure, demonstrat-
ing that this protein is essential for calcium-dependent scram-
bling of phospholipids. TMEM 16F, whose gene is located on
chromosome 12, is a protein with a predicted molecular mass
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of 106 kDa and is located on the plasma membrane with eight
transmembrane domains (Fig. 3). Compared with wild-type
TMEMI16F, the TMEMIOF expressed in the cell subline
constitutively expressing PS exhibited a point mutation
replacing aspartate 409 with a glycine (D409G). Consistent
with a constitutively active scramblase function of this mutated
TMEMI6F (possibly through increased sensitivity to calcium),
these cells also constitutively exposed PE on their surface.

To further characterize this protein the authors used RT-
PCR to analyze the TMEM16F mRNA of a B-cell line from a
patient with Scott syndrome and found that the 3" half,
corresponding to exons 11-20, was smaller. Sequence analysis
indicated that the cDNA of the patient lacked the 226 bp
sequence corresponding to exon 13. Direct sequencing of the
chromosomal DNA showed that the TMEM16F gene of the
patient carried a G-to-T homozygous mutation in the splice
acceptor site in intron 12, causing exon 13 to be skipped. The
resulting frame shift led to a premature termination of the
protein at the third transmembrane domain of TMEMI16F
(Fig. 3). Overall, these results demonstrate that TMEM 16F is a
critical component of the calcium-dependent phospholipid
scrambling activity. Interestingly, another recent report de-
scribes two novel mutations in the TMEM16F gene in another
patient with Scott syndrome [75]. The scramblase defect in the
platelets, erythrocytes and B lymphocytes of this patient had
been previously characterized [76]. The mutations were iden-
tified in intron 6 (G-to-A), disrupting the donor splice site
consensus sequence, and in exon 11 as a single-nucleotide
insertion predicting a frame shift and premature termination of
translation at codon 411. It is predicted that the first mutation
causes an in-frame deletion of 38 amino acids in the N-terminal
cytoplasmic tail of TMEM16F and the second mutation causes
the truncation of the protein between the second and third
transmembrane domains (Fig. 3). It is noteworthy that a
genome-wide linkage scan had previously localized the canine
Scott deficiency to chromosome 27, a region syntenic with the
centromeric region of human chromosome 12 where the
TMEMI6F gene is localized [77], suggesting, as in human Scott

Extracellular

TMEM16F

Intracellular

Fig. 3. Schematic representation of TMEM16F and its mutations in Scott
syndrome patients. The mutations of TMEM 6F identified in Scott syn-
drome patients are indicated as follows: the G-to-T mutation predicting a
termination of the protein in the third transmembrane domain is shown by
a red arrow; the G-to-A mutation predicting the in-frame deletion of 38
amino acids in the N-terminal part is shown by the two green arrows; and
the single-nucleotide insertion in exon 11 predicting the truncation of the
protein between the second and third transmembrane domain is shown by
the blue arrow.

syndrome, a potential contribution of the TMEM 16F protein
to this canine disease.

TMEM16F: a calcium-dependent scramblase or a key
regulator of scrambling activity?

TMEMI6F belongs to a family of proteins consisting of 10
members in humans. The founding member, TMEMI16A, is a
calcium-activated CI~ channel [78]. The transmembrane seg-
ments of TMEM 16 proteins are the regions showing maximal
conservation and there is evidence that different members of
the family have distinct functions [79]. TMEM16 proteins are
abundantly expressed and many reports have demonstrated
their physiological importance in various cell types, where they
can control cell volume, proliferation and apoptosis. There is
evidence that some members of the family such as TMEM 16A
are embedded in a protein network and that they probably
operate in functional microdomains. The sequence of TME-
MI16A proteins shows no clear similarity to known domains
involved in direct calcium binding such as EF-hand or motifs
potentially involved in calmodulin binding. However, the N-
terminal part of TMEMI6A seems to have an important
regulatory function. Interestingly, the increased calcium sensi-
tivity of the D409G mutant of TMEM 16F may suggest a role
for this region in supporting calcium-mediated scramblase
activation. Whether these regions of TMEM 16F interact with a
calcium sensor or directly bind calcium remains to be
established.

Based on structural data it is difficult to conclude that
TMEMIGF is indeed the long-sought scramblase protein. The
results of Suzuki et al. [11] do not exclude the possibility that
TMEMIG6F is a critical regulator of the calcium-induced lipid
scrambling processes rather than being the scramblase itself. It
is particularly interesting to consider these data alongside very
recent and unexpected results showing that opsin can rapidly
transport lipids across the membrane with properties similar to
the plasma membrane scramblase [80,81]. Opsin may catalyze
lipids’ movements by correctly positioning water molecules to
allow lipid head groups to translocate through the core of the
protein while the fatty acid chains remain outside the protein
surface. This mechanism would explain the lack of head group
specificity of the scrambling process. Interestingly, the Pl-
adrenergic receptor has the same property, suggesting that
several serpentine receptors could have the ability to play the
role of a scramblase. If this is the case one can imagine that
potent negative regulators of the process can suppress lipid
scrambling under normal conditions and that TMEMI16F
could be one of these regulators.

Concluding remarks

The exciting discovery of TMEMIG6F as a critical component
of the calcium-dependent phospholipid scramblase activity
and the identification of loss-of-function mutations in Scott
syndrome will have important implications for future
research in this field. Indeed, analysis of the structure/function
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relationship as well as studies of the interactome of TMEM 16F
and of the post-translational modifications of the protein
should provide important information concerning the molec-
ular mechanism of calcium-dependent phospholipid scram-
bling and may reveal novel concepts in the biomembrane field.
Moreover, defining the role of TMEMI16F in other processes
related to PS exposure and phospholipid scrambling, such as
apoptosis or membrane blebbing and microparticle formation,
will be of great interest. The fact that Scott syndrome is an
extremely rare disease affecting mainly specific platelet func-
tions raises fundamental questions such as whether there exists
any compensatory mechanisms, whether there is a role for
TMEMF16 in PS exposure in response to acute and strong
stimulation such as that found during hemostasis, and whether
there is a potential role of TMEMFI16 in development.
Investigating the possibility that some serpentine receptors
could function as scramblases and identifying their regulators
and links with TMEMF16 may contribute to answering these
questions. The creation of conditional TMEMF16 knock-out/
in mouse lines should provide powerful models to investigate
the exact role of platelet PS exposure and phospholipid
scrambling in hemostasis and thrombosis in vivo. Thus, the
fascinating story of the scramblase identification is not over;
new avenues have now been opened with the investigation of
the molecular aspects of its regulation and function.
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A c6té de la membrane plasmique, les plaquettes présentent d’autres systemes
membranaires constitués par le systéme canaliculaire ouvert (SCO) et le systeme tubulaire
dense (STD) :

- le SCO, connecté a la surface, correspond a des invaginations profondes de la
membrane plasmique au travers du cytoplasme. Il permet a la plaquette de disposer d’une
surface membranaire importante en contact avec le milieu extracellulaire. Ainsi, le SCO joue
un réle dans I’endocytose de molécules d’origine plasmatique et dans I’exocytose lorsque le
contenu des granules plaquettaires est sécrété.

Ce réservoir de membranes facilite I’étalement des plaquettes et la formation de
filopodes et fournit un plus grand nombre de glycoprotéines de membrane accessibles lors de
I’activation des plaquettes.

- le STD, non connecté a la surface, correspond a du réticulum endoplasmique lisse
résiduel du mégacaryocyte. Il contient les enzymes du métabolisme lipidigue comme la
peroxydase plaguettaire, mais aussi les ATPases calcium et magnésium dépendantes pour la

régulation du calcium intracellulaire.
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B. Les organelles plaquettaires

Dans le cytoplasme, on retrouve des mitochondries, des grains de glycogéne, des
lysosomes contenant des enzymes (arylsulfatase, phosphatase acide, cathepsine G) ainsi que
plusieurs types de granules qui constituent le principal réservoir intracellulaire de protéines et
dont le contenu est libéré au cours de I’activation plaquettaire (granules denses et granules o
spécifiques des plaquettes). Les différents organelles de la plaquette sont représentés au
niveau de la figure 3. La sécrétion plaquettaire est un mécanisme qui amplifie I’activation des
plaquettes et aboutit & la libération de médiateurs qui interagissent avec I’endothélium et les

cellules sanguines.

1. Lesgranules denses, a et les lysosomes

Les granules denses (granules 8) sont de petits granules (150 nm de diamétre)
contenant de fortes concentrations d’ADP, d’ATP, de pyrophosphate, de sérotonine et de
calcium. lls sont peu nombreux au sein du cytoplasme (2 a 10 par cellule).

Les granules o forment une population plus hétérogéne que celle des granules denses.
Ils sont abondants en nombre (20 a 200 par cellule) et de grande taille (300 a 500 nm de
diamétre). Ils contiennent des protéines adhésives telles que le fibrinogene, le VWF, la
fibronectine, la vitronectine et la thrombospondine. Des facteurs de croissance y sont
également stockés comme le PDGF (Platelet Derived Growth Factor), ’'EGF (Epidermal
Growth Factor), ’ECGF (Endothelial Cell Growth Factor), le VEGF (Vascular Epidermal
Growth Factor), I’'lGF1 (Insulin Growth Factor 1) et le TGF (Tissue Growth Factor f). lls
contiennent également des protéines de la coagulation telles que les facteurs V, XI, XIII et
VIII, le kinogéne de haut poids moléculaire, le plasminogene, la protéine S et le facteur 4

plaquettaire (PF4) dont la structure et le rdle seront détaillés dans le chapitre 3.11.C

Les lysosomes (ou granules A), connus pour leur fonction de dégradation
intracellulaire, sont également des organelles sécrétables dans la lignée hématopoiétique
(Stinchcombe and Griffiths, 2001). Ces granules contiennent des hydrolases acides, les
cathepsines D et E, des proélastases et des collagénases. La sécrétion des lysosomes ne
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survient qu’en cas de stimulation maximale de la plagquette. Les hydrolases peuvent contribuer

a la destruction des agrégats plaquettaires et ainsi a I’élimination des thrombi.

2. Les mitochondries

Elles sont au nombre d’une dizaine par plaguette. Les mitochondries fournissent
I’énergie indispensable aux fonctions de sécrétion et d’agrégation (Rendu and Brohard-Bohn,
2001).

(collagéne)
GPVI

Granules denses

Granules « RCPG

Lysozomes (Thrombine,
il ADP, TXA2)

Mitochondries

Systéme tubulaire dense (STD)

/ Membrane plasmique

Microtubule

— Actine

aqf,

(collagéne)

Systéme canaliculaire ouvert (SCO

Ayl y
GPlibllia
(Fibrinogéne,
vWF)

GPIb-IX-V
(vWF,
Thrombine)

Figure 3 : Représentation schématique de la structure de la plaquette et des principaux

récepteurs membranaires. GP: glycoprotéine; RCPGs: Récepteurs Couplés aux Protéines G
hétérotrimériques ; VWF : Facteur de von Willebrand, ADP : adénosine 5’-diphosphate ; TXA2 : Thromboxane
A2, STD : Systeme Tubulaire Dense ; SCO : Systéme Canaliculaire Ouvert.
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C. Impact des lipides circulants sur la réactivité plaquettaire

De nombreuses dyslipidémies dont I’hypercholestérolémie sont associées a un risque
accru de complications athérothrombotiques (Davi and Patrono, 2007). Plusieurs travaux ont
rapporté une hyperréactivité plagquettaire chez ces sujets hypercholestérolémiques (Carvalho
etal., 1974, Stuart et al., 1980, Cadroy et al., 1993). Cette hyperréactivité pourrait expliquer le
risque accru d’événements thrombotiques (Angiolillo et al., 2007).

Les mécanismes moléculaires et les voies de signalisation impliquées dans la
modulation de la réactivité plaquettaire au cours des perturbations du bilan lipidique restent
mal élucidés.

Les dyslipidémies peuvent entrainer des modifications de la composition lipidique des
membranes cellulaires, consistant en une augmentation du contenu membranaire en
cholestérol et en une augmentation du rapport cholestérol/phospholipides. Le role direct de
cet excés de cholestérol membranaire dans la genese de I’hyperréactivité plaquettaire est
connu de longue date sans que le mécanisme moléculaire ne soit clairement identifié méme si
la formation de microdomaines de type « rafts » pourrait expliquer une plus grande efficacité
de transduction du signal (Shattil et al., 1975, Heemskerk et al., 1995).

Parmi les acteurs potentiels de la modulation de la réactivité plaquettaire par les
perturbations du bilan lipidique, deux récepteurs du groupe des « scavenger receptors » (SR)
ont été identifiés : CD36 et SR-BI. Il s’agit de récepteurs multiligands présents a la surface
des plaquettes, capables de reconnaitre la forme oxydée des LDL. Ces récepteurs ont un réle
bien identifié dans le métabolisme lipidique (Valiyaveettil and Podrez, 2009). Au niveau
hépatique, SR-BI contréle les taux plasmatiques de HDL cholestérol.

Des travaux récents ont démontre I’implication du récepteur CD36 dans I’induction
d’un signal plaquettaire prothrombotique dans un contexte de dyslipidémie et de stress
oxydatif (Podrez et al., 2007). Le r6le de SR-BI semble plus complexe. L’absence d’un
récepteur SR-BI fonctionnel au niveau hépatique se traduit par une hyperréactivité
plaquettaire en lien avec une augmentation du cholestérol membranaire (Ma et al., 2010). Le
récepteur SR-BI plaquettaire pourrait jouer un réle dans I’induction de signaux d’activation.
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Il. Les grandes étapes de I’activation plaquettaire lors d’une lésion

vasculaire.

Les plaguettes sanguines circulent librement dans le sang et doivent étre activées de
facon rapide, séquentielle et coordonnée pour remplir completement leur réle au décours
d’une lésion vasculaire.

Les cellules endothéliales qui tapissent la paroi vasculaire constituent une surface non
thrombogene qui maintient les plaquettes dans un état de repos en synthétisant des molécules
telles que la prostaglandine 1, (PGI,) et le monoxyde d’azote, inhibiteurs puissants de
I’activation plaquettaire via la production d’adénosine 5’-monophosphate cyclique (AMPCc) et
de guanosine 5’-monophosphate cycliqgue (GMPc), respectivement. Cependant, cette
homéostasie peut étre perturbée soit par une Iésion dévoilant le sous-endothélium, soit par un
dysfonctionnement de cellules endothéliales suite a une modification de débit sanguin ou a
I’apparition dans la circulation de molécules bioactives.

En réponse a une Iésion vasculaire, les cellules endothéliales Iésées sécrétent différents
agents agrégants (TXA2 et PAF (Platelet Activating Factor)), des vasoconstricteurs
(Angiotensine 1) et des inhibiteurs de la fibrinolyse (PAI-1), et vont exprimer des molécules
d’adhésion permettant d’interagir avec les différentes cellules circulantes. De plus, des
composants de la matrice sous-endothéliale peuvent étre exposés. Les principaux constituants
sont le collagene sur lequel se fixe le VWF et la fibronectine. Dans les conditions classiques
de flux sanguin artériel, les plaquettes vont interagir avec le VWF lié aux fibres de collagéne,
grace a un récepteur spécifique, le complexe GPIb-1X-V. Cette interaction permet I’adhésion
transitoire des plaquettes a la surface de I’endothélium mis a nu. Les plagquettes peuvent alors
se détacher et retourner dans la circulation sanguine ou subir un mouvement de translocation
tant que la forme discoidale de la plaquette est conservée ou de rotation (« rolling ») lorsque
les plaquettes ont changé de forme et sont devenues sphériques (Wu et al., 1997, Andre et al.,
2000, Jackson et al., 2000). Cette adhésion transitoire des plaquettes au sous-endothélium
entraine leur activation accompagnée de la sécrétion du contenu des granules denses et a,
ainsi que du changement conformationnel des intégrines ouipRs et a1 qui acquierent alors
une affinité plus importante pour leurs ligands respectifs.

L’adhésion irréversible des plaquettes, ainsi que leur étalement, dépendent de
I’engagement de I’intégrine oy pls qui lie différentes protéines adhésives comme le VWF, la
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fibronectine ou le fibrinogene, ainsi que des récepteurs au collagene, a,p; et GPVI. GPVI
induit une forte signalisation intracellulaire importante pour la pleine activation plaquettaire
(Siljander et al., 2004).

Les médiateurs solubles sécrétés comme I’ADP ou le TXA, stimulent des récepteurs a
sept segments transmembranaires couplés a des protéines G hétérotrimériques. Les agonistes
solubles potentialisent I’activation plaquettaire et permettent de recruter des plaquettes
circulantes au site de la Iésion vasculaire. Ces processus favorisent les interactions plaquettes-
plaquettes et conduisent a I’agrégation grace a la forte activation des intégrines o33 qui
stabilisent les interactions entre les plaquettes par I’intermédiaire de la fixation du fibrinogéne
circulant et/ou libéré des granules o et I’interaction d’autres molécules adhésives notamment
la thrombospondine sécrétée par les plaquettes. L’ensemble de ces événements aboutit a la
formation d’un « thrombus blanc » qui va obturer la breche vasculaire (Figure 4).

Lors d’une forte activation plaquettaire, I’exposition des phospholipides anioniques
(PS) sur le feuillet externe de la membrane plasmique rend le thrombus procoagulant, ce qui
accélére I’activation des facteurs de la coagulation et la formation de thrombine. La thrombine
ainsi formée va d’une part favoriser la polymérisation de la fibrine qui stabilise le thrombus et
d’autre part amplifier I’activation des plaquettes (Jackson et al., 2003, Gibbins, 2004, Abrams,
2005, Jackson, 2007).
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Figure 4 : Résumé des grandes étapes de I’activation plaquettaire lors d’une bréche de la
paroi vasculaire dans des conditions de flux artériel (d’aprés Clemetson, 1995).
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A. Les principales protéines adhésives et leurs récepteurs

Suite a une lésion vasculaire, différentes protéines adhésives vont jouer un rdle majeur
dans I’interaction des plaquettes avec le sous-endothélium et dans I’agrégation : le VWF, le

collagéne, la fibronectine et le fibrinogene.

1. Le vWEF et son récepteur le complexe GPIb-1X-V

Le facteur von Willebrand est une glycoprotéine circulant dans le plasma sous forme
de multimere dont la taille varie de 500 a 200 000 kDa. Les formes multimériques du vVWF
sont composeées de sous-unités polypeptidiques de 250 kDa liées par des ponts disulfures. La
variabilité du poids moléculaire reflete le nombre de sous-unités constituant la protéine et
I’activité de la protéase ADAMTS13 qui clive les formes multimériques de haut poids
moléculaire de VWF. Le VWF est synthétisé par les cellules endothéliales et les
mégacaryocytes (Jaffe et al., 1974, Kupinski and Miller, 1985). Il est stocké dans les corps de
Weibel-Palade des cellules endothéliales (Reinders et al., 1988) et dans les granules o des
plaquettes (Schmugge et al., 2003). Dans les plaquettes, le VWF est relargué apres stimulation
par les agonistes physiologiques tels que la thrombine et le collagene.

Il se lie rapidement au sous-endothélium et joue un role important dans I’initiation et
la progression du thrombus au niveau de la lésion vasculaire. Dans des conditions de force de
cisaillement élevées, le VWF est impliqué non seulement dans I’adhésion primaire transitoire
des plaquettes mais aussi dans I’agrégation plaquettaire (Ruggeri et al., 1999, Mendolicchio
and Ruggeri, 2005, Jackson, 2007, Franchini, 2006). La liaison du vVWF aux plaguettes
nécessite en effet un changement conformationnel de ce dernier qui a lieu lorsqu’il interagit
avec le sous endothélium en présence de forces de cisaillement élevées. Lorsque le site de
liaison est exposé, les plaquettes interagissent avec le VWF via le complexe GPIb-I1X-V.

La maladie de Willebrand est la plus fréquente des pathologies hémorragiques, causée
par des défauts de concentration, de structure ou de fonction du VWF. Trois types de maladie
de Willebrand sont décrits. Le type 1, forme la plus courante, et le type 3, forme la plus rare,
sont dus a un déficit quantitatif du VWF, partiel pour le type 1 et sévére pour le type 3. Le
type 2 est dd a un défaut qualitatif du VWF, du fait d’altérations de sa structure (Fressinaud
and Meyer, 2005, Nurden, 2007).
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Le complexe GPIb-1X-V est composé de quatre sous-unités transmembranaires dont
chacune est un membre de la superfamille des protéines riches en leucine : GPlba (CD42b),
GPIbp (CD42c), GPIX (CD42a) et GPV (CD42d). Ces sous-unités sont assemblées selon la
steechiométrie 2:2:2:1 (Figure 5) (Andrews et al., 2003). Le complexe GPIb-IX-V est un
récepteur d’adhésion exclusivement exprimé a la surface des mégacaryocytes et des
plaquettes. Il est présent de fagon constitutive a la surface des plaquettes a hauteur de 25 000

copies/plaquette.

GPIba GPIba

Domaine de
liaison au ligand

GPIX GPIbp

Figure 5 : Structure du complexe GPIb-1X-V (d’apres Canobbio et al., 2004).

Dans des conditions de force de cisaillement élevées (artérioles, microcirculation,
sténoses athéromateuses), les plaquettes entrent en contact avec le sous-endothélium grace a
I’interaction du complexe protéique GPIb-1X-V avec le VWF lié aux fibres de collagene. Cette
interaction est responsable des premiers contacts plaquette-paroi vasculaire et conduit au
ralentissement des plaquettes au niveau de la lésion vasculaire (Savage et al., 1996, Andrews
etal., 1999).
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Le role essentiel du complexe GPIb-1X-V dans I’hémostase a été mis en évidence chez
des patients présentant un trouble hémorragique héréditaire dénommé syndrome de Bernard-
Soulier (Kunishima et al., 2002b). Chez ces patients, le récepteur GPIb-IX-V est absent ou
faiblement exprimé du fait de mutations pouvant porter sur différentes sous-unités. Plus de
trente mutations portant sur GPlba, GPIbp ou GPIX ont été déecrites a ce jour (Kunishima et
al., 1999, Kunishima et al., 2000, Kunishima et al., 2002a).

Les partenaires intracellulaires du complexe GPIb-1X-V sont notamment la filamine
(qui permet le pontage entre GPlba. et I’actine sous-membranaire (Cranmer et al., 2005), la
protéine 14-3-3C (protéine de signalisation plaquettaire) et la calmoduline qui intervient dans
le changement de forme des plaquettes en réponse aux agonistes, en participant a la
phosphorylation de la chaine légere de la myosine (Andrews et al., 2001).

La signalisation engagée par le complexe GPIb-1X-V dépend du recrutement autour
des queues cytoplasmiques de la sous-unité GPIbf avec des protéines de signalisation (Figure
6). Il a été proposé que I’activation de GPIb-1X-V conduit a la phosphorylation sur résidus
tyrosine des motifs ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) présents sur les
récepteurs FcyRIIA et sur la chaine y associée a GPVI. Les chaines y forment un complexe
avec GPIb-1X-V et la protéine Syk. Il en résulte une activation de la phospholipase C y
(PLCy) qui conduit a la production des seconds messagers inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3)
et diacylglycérol (DAG) activant respectivement la mobilisation du calcium et la protéine
kinase C (PKC) nécessaires a I’activation de I’intégrine oupps (Canobbio et al., 2004, Du,
2007, Ozaki et al., 2005).
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Figure 6 : Voies de signalisation organisées autour du complexe GP1b-V-I1X engagé.
VWEF : Facteur de von Willebrand ; GP : glycoprotéine ; MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase ;
cPLA2 : phospholipase A2, PLCy2 : phospholipase Cy2, TXA2 : thromboxane A2 ; IP3 : inositol 1,4,5-
trisphosphate ; DAG : diacylglycérol ; PKC : protéine kinase C ; FAK : Focal Adhesion Kinase ; PI-3K :
phosphoinositide 3-kinase ; PKG : protéine kinase G ; cGMP : guanosine 5’-monophosphate cyclique ;

ABP : Actin binding Protein (d’aprés Canobbio et al., 2004).

2. Le collagéne et ses récepteurs, I’intégrine a,p1 et GPVI

Le collagene, composant majeur de la paroi artérielle, est une protéine fibreuse
insoluble de la matrice extracellulaire. Sa famille compte 23 types de collagenes dont 9 sont
présents dans la paroi vasculaire (I, 111, 1V, V, VI, VIII, XII, X1 et XI). Les types I et 11 sont
les constituants majeurs de la matrice extracellulaire (Nieswandt and Watson, 2003). Outre la
liaison au VWF circulant, le collagene peut interagir avec deux récepteurs plaquettaires
specifiques : a1 et GPVI (Watson, 1999, Clemetson and Clemetson, 2001).

L’intégrine a,f1 est le premier récepteur identifié comme responsable de I’adhésion
des plaquettes au collagene (Saelman et al., 1994). Cette intégrine, présente a la surface des
plaguettes a une densité d’environ 900 a 3500 copies/plaquette, possede une affinité différente
selon le type de collagéne avec une plus grande affinité pour le collagéne sous une forme
monomeérique.

L’intégrine a1 est un hétérodimere forme d’une sous-unité o, (150 kDa) et d’une

sous-unité B; (130 kDa), toutes deux étant composées d’une région extracellulaire, d’un
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domaine transmembranaire et d’une région cytoplasmique (Figure 7). La sous-unité o
contient dans sa partie extracellulaire le domaine | pour «insert» qui joue un réle crucial
pour la liaison de I’intégrine au collagéne (Tuckwell et al., 1995). La partie cytoplasmique
des chaines B des intégrines est assez courte et contient des sequences relativement bien
conservées qui interagissent avec les composants du cytosquelette (Calderwood et al., 2000).
L’engagement de I’intégrine a,p1 induit I’activation des kinases de la famille Src puis
I’activation de Syk (qui conduit a I’activation de la PLCy2 et a la mobilisation calcique) ainsi
que I’activation de FAK (qui contribue a I’étalement des plaquettes et a la formation de
filopodes et de lamellipodes) (Inoue et al., 2003) (Figure 8). Toutefois, la signalisation induite

par azf1 dans les plaquettes est relativement modeste.
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Figure 7 : Représentation schématique de I’intégrine a.;p; (d’apres Humphries, 2000).
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Figure 8 : Voies de signalisation dépendante de I’intégrine a.2f:. PLCy, : phospholipase
Cy2; IP3: inositol 1,4,5-trisphosphate ; FAK : Focal Adhésion Kinase (d’aprés Inoue et
al., 2003).

Le second récepteur plaquettaire du collagéne, la glycoprotéine GPVI est une protéine
transmembranaire, constituée de 339 acides aminés, présente a la surface des plaquettes a une
densité d’environ 1200 & 3700 copies/plaquette (Best et al., 2003). GPVI appartient a la
superfamille des immunoglobulines, il est exclusivement retrouvé dans les plaquettes et les
mégacaryocytes (Jandrot-Perrus et al., 2000, Berlanga et al., 2000) sous forme d’un complexe
constitutif et non covalent avec la chaine y commune aux récepteurs aux fragments constants
des immunoglobulines (FcR) (Tsuji et al., 1997).

GPVI est composé d’une région extracellulaire constituée de deux domaines
homologues aux immunoglobulines de type C2 permettant I’interaction avec le collagéne et
d’une région de type mucine riche en résidus sérine et thréonine et fortement O-glycosylée
(Moroi and Jung, 2004) (Figure 9). La région cytoplasmique présente deux séquences
uniques : un motif riche en proline, qui peut lier des protéines contenant des domaines SH3
(Src Homology 3) telles que les tyrosine kinases Fyn et Lyn, et une région basique, identifiée
comme le domaine de liaison & la calmoduline qui s’associe de fagon constitutive & GPVI
dans les plaquettes au repos et qui se dissocie lors de I’activation plaquettaire (Andrews et al.,
2002). La chaine y des FcR est un homodimére de deux chaines, chacune contenant deux

résidus tyrosine présents dans une séquence ITAM. GPVI joue un rble déterminant dans
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I’adhésion au collagéne fibrillaire (Miura et al., 2002) et est considéré comme le récepteur du
collagéne activant de fagon tres efficace la signalisation intracellulaire (Nieswandt and
Watson, 2003).
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Figure 9: représentation schématique du récepteur GPVI (d’aprés Clemetson and
Clemetson, 2001).

La liaison du collagéne au récepteur GPVI va déclencher une cascade de signalisation
induisant I’activation de I’intégrine auipP3 (Figure 10). Lors de I’interaction collagéne-GPVI,
Fyn et Lyn vont entrer en contact avec la chaine y du FcR et phosphoryler les résidus tyrosine
des motifs ITAM des chaines y. Ces derniers vont alors recruter la tyrosine kinase Syk via
I’interaction de ses domaines SH2 (Src Homology 2 domains) aux domaines ITAM
phosphorylés. L’activation de Syk entraine alors une cascade de signalisation faisant
intervenir la formation d’un jeu de protéines adaptatrices et effectrices (complexe de
signalisation) dont les principaux composants sont LAT (Linker for Activation of T-cells),
SLP-76 (SH2 domain containing leukocyte protein of 76 kDa), Gads, le facteur d’échange
Vav, des tyrosines kinases de la famille Btk (Bruton’s tyrosine kinase) et des enzymes du
métabolisme des phosphoinositides (P1): la Pl 3-kinase (PI3K) et la PLCy2. La PLCy2
hydrolyse le PI1(4,5)P2 entrainant la mobilisation du Ca** et I’activation de la PKC, deux
événements essentiels au remaniement du cytosquelette plaquettaire (changement de forme

des plaquettes, formation de lamellipodes et de filopodes), a la libération du contenu des
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granules de sécrétion et a I’activation d’oyipBs conduisant & I’agrégation plaquettaire.
L’activation de la PLCy2 nécessite la stimulation de la PI3K de classe IA (isoforme f) et son
produit le PtdIns(3,4,5)P3 qui va stabiliser la PLCy2 a la membrane plasmique, proche de son
substrat, le PtdIns(4,5)P, (Pasquet et al., 1999, Martin et al., 2010).
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Figure 10 : Repreésentation schématique de la voie de signalisation dépendante de la
glycoprotéine GPVI. SH3: Src homology 3; SH2 : Src homology 2 ; PH : Pleckstrin Homology ;
ITAM : Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif ; PLCg2 : phospholipase Cg2 ; Btk : Bruton’s
tyrosine kinase ; PIP3 : phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate ; PIP2 : phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate ; DAG : Diacylglycérol ; IP3: inositol 1,4,5-trisphosphate (d’apres Watson et al.,
2005).

Si les réles respectifs de GPVI et d’a,p; dans I’adhésion des plaquettes restent
controversés, GPVI apparait comme le récepteur majoritairement impliqué pour I’activation
des plaquettes.

Deux modéles d’adhésion des plaquettes au collagéne ont été proposés :

- Le modéle « 2 sites — 2 étapes » : dans un premier temps, I’adhésion des
plaquettes au collagene sous-endothélial est initié par I’intégrine a,p;. Dans
un second temps, GPVI va induire I’activation et I’agrégation des plaquettes
(Santoro et al., 1991). Ce modele propose donc un rdle majeur de I’intégrine
ozf1 dans I’adhésion ferme des plaquettes au sous-endothélium et la

participation de GPVI a I’activation et I’agrégation plaquettaire.
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- Le modéle « multisites — multiétapes » : des études ont montré que
I’affinité de I’intégrine aP1 pour le collagene dépend des voies de
signalisation induites par des agonistes plaquettaire. Ainsi, lors d’une
stimulation par I’ADP ou par le TXAZ2, ou lors d’une stimulation spécifique
de GPVI, I’affinité d’a,p; pour le collagene augmente. a1 change alors de
conformation en passant d’un état de faible affinité a un état intermédiaire ou
de forte affinité. La concentration en agonistes ainsi que les voies de
signalisation activées conditionnent le changement de conformation d’oxf;
(Jung and Moroi, 2000, Moroi et al., 2000). GPVI jouerait par conséquent un
role central dans I’adhésion ferme des plaquettes au sous-endothélium en

générant des signaux intracellulaires responsables de I’activation d’of3;.

3. La fibronectine

La fibronectine est une protéine ubiquitaire qui existe sous une forme plasmatique
soluble, produite par les hépatocytes, et sous une forme tissulaire insoluble. Elle est formée de
deux sous-unités de structure identique. Chacune est composée de trois types de répétition
homologue (1, 11 et 111). La répétition 111 contient la séquence RGD qui peut interagir avec les
intégrines ayipPs et abpl notamment (Beumer et al., 2000, Beumer et al., 1994). C’est un
constituant important du sous-endothélium des vaisseaux sanguins. La fibronectine participe a
I’adhésion et a I’étalement des plaquettes dans des conditions statiques et de faible flux
(Beumer et al., 2000).

4. Le fibrinogéne

Le fibrinogene est une glycoprotéine de 340 kDa synthétisée par les hépatocytes et
présent en grande quantité dans le plasma (7 a 10 uM) et dans les granules o des plaquettes
(140 pg/10° plaquettes).

Le fibrinogéne, sécrété du contenu des granules o des plaquettes, intervient dans
I’agrégation des plaquettes et la stabilisation du thrombus, par I’intermédiaire de I’intégrine
aupPs pour laquelle il possede 3 sites d’interaction. Il n’est pas un constituant physiologique
de la paroi vasculaire, toutefois il peut se lier tres rapidement au sous-endothélium dénudé. Le
fibrinogene est part ailleurs le substrat final de la coagulation au cours de laquelle il est
hydrolysé par la thrombine et se polymérise pour former la fibrine, consolidant ainsi le
thrombus.
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Son récepteur est I’intégrine o33 qui est détaillée dans le chapitre 1 D.

Des pathologies héréditaires rares peuvent affecter la quantité (afibrinogénémie et
hypofibrinogénémie) ou la qualité (dysfibrinogénémies) du fibrinogéne circulant. Les patients
atteints d’un déficit quantitatif ont un phénotype hémorragique plus sévere dans les cas
d’afibrinogénémie que dans les cas d’hypofibrinogénémie. Les patients présentant un déficit
qualitatif ont un phénotype variable : une grande partie demeure asymptomatique, certains
présentant des complications hémorragiques et d’autres des complications thrombotiques
(Acharya and Dimichele, 2008). Les mutations a I’origine des afibrinogénémies ont été
détectées dans les trois génes codant pour cette glycoprotéine (FGA, FGB et FGG). Les
mécanismes conduisant a un déficit quantitatif sont variables en fonction de la mutation,
agissant sur le taux ou la stabilité de ’ARNm ou affectant la stabilité, I’assemblage ou la
sécrétion de la protéine (Neerman-Arbez, 2006).

B. Les agonistes solubles et leurs récepteurs

1. Lathrombine et ses récepteurs

La thrombine joue un réle majeur dans I’hémostase. Elle est un puissant activateur des
plaquettes et elle est I’élément clef de la voie finale de la cascade de la coagulation en
convertissant le fibrinogéne en fibrine pour la consolidation du thrombus (Fenton, 1995).

Au niveau plaquettaire, elle agit par I’intermédiaire de récepteurs a sept segments
transmembranaires couplés aux protéines G hétérotrimériques (RCPG), les récepteurs PARs
(Protease-Activated Receptors) (Coughlin, 2000, Coughlin, 2005). Trois membres de la
famille des PARs ont été identifiés dans les plaquettes humaines. Les isoformes PAR1, PAR3
et PAR4 sont des récepteurs de la thrombine. PAR2, un autre membre de la famille des PARs,
est activé par une autre sérine protéase, la trypsine, et il n’est pas présent dans les plaquettes
(Bohm et al., 1996).

Des différences d’expression existent entre les especes. En effet, les deux isoformes
PARL et PAR4 sont présents a la surface des plaquettes humaines alors que les isoformes
PAR3 et PAR4 sont présents dans les plaquettes murines (Ofosu, 2003, Kahn et al., 1999).
Les récepteurs PAR1 et PAR4 sont couplés aux protéines G hétérotrimériques Gaq et Gagons.
Seul le récepteur PAR1 est aussi couplé a Ga; (Voss et al., 2007). Leur mode d’action est
particulier puisqu’ils sont activés par protéolyse.

PAR1 posséde un site de reconnaissance pour la thrombine, le domaine hirudine-like

riche en résidus acides. Cette interaction entraine un clivage d’un peptide au niveau des acides
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aminés Arg4l et Serd2 qui aboutit a la génération d’une nouvelle extrémité N-terminale du
récepteur (SFFLRN) devenant alors le ligand se liant au récepteur PARL1 (Figure 11)
(Coughlin, 2005). Un peptide synthétique de la séquence SFFLRN, le TRAP (Thrombin
Receptor Activating Peptide), est spécifique du récepteur PARL et peut activer celui-ci en
absence d’activité protéasique et de clivage du récepteur (Vu et al., 1991).

Le récepteur PAR4 s’active de la méme facon que le PAR1 avec un clivage par la

thrombine et la génération d’une séquence peptidique (GYPGKYV) se liant et activant le
récepteur PAR4 (Faruqi et al., 2000). L absence d’un site de reconnaissance hirudine-like
dans le PAR4 explique sa plus faible affinité pour la thrombine (Kahn et al., 1999).
Le récepteur murin PAR3 possede un mode d’activation différent des deux précédents
puisque son activation est liée a celle du récepteur PAR4. La signalisation n’est pas induite
par PAR3 seul, mais dépend de la signalisation de PAR4. PAR3 agit en effet comme
cofacteur pour le clivage et I’activation de PAR4 a de faibles concentrations de thrombine
(figure 12) (Nakanishi-Matsui et al., 2000).

Activation de PAR1 par la thrombine

thrombine

Site actif c— Exosite 1

B =AY
M vﬂv{\v

Clivage

Ligation

Activation des proteines
G hétérotrimériques

Figure 11 : Mécanisme d’activation de PARL1. PAR: Protease-Activated Receptor (d’apres
Coughlin, 2005).
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Figure 12 : Représentation schématique de I’activation des récepteurs PARs dans les
plaguettes humaines et murines. PAR : Protease-Activated Receptor (d’aprés Coughlin, 2005).
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2. Le Thromboxane A2 et ses récepteurs

Le TXAZ2 fait partie de la famille des prostanoides dérivés de I’acide arachidonique.
Le TXAZ2 est synthétisé lors de I’activation plaquettaire aprés activation de la phospholipase
A2, puis libéré probablement par diffusion a travers la membrane plasmique.

Le TXA2 posséde chez I’homme deux récepteurs a sept segments transmembranaires
couplés aux protéines G hétérotrimériques : TPa et TPB qui different par leur extrémité C
terminale (Hirata et al., 1991). Les récepteurs TP sont couplés aux protéines G
hétérotrimériques Gaq et Gal2/13 (Knezevic et al., 1993, Djellas et al., 1999, Offermanns et
al., 1994).
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3. L’ADP et ses récepteurs

L’ADP est stocké a de fortes concentrations dans les granules denses des plaquettes au
repos. Suite a I’activation des plaquettes par différents agonistes, I’ADP est sécrété dans le
milieu extracellulaire et permet la potentialisation de I’activation plaquettaire.

A la surface des plaquettes, il existe deux récepteurs purinergiques de I’ADP : les
récepteurs a sept segments transmembranaires, P2Y1 et P2Y12 (Gachet et al., 2006,
Murugappa and Kunapuli, 2006, Cattaneo, 2007).

Par lui méme, I’ADP est un agoniste relativement faible des plaquettes et nécessite
alors I’activation conjointe des deux récepteurs, P2Y1 couplé a Gaq et P2Y12 couplé a Go.
Cependant, on constate que I’activation plaquettaire induite par d’autres agonistes est dans la
plupart des cas fortement affectée par le blocage des récepteurs P2Y12, soulignant le role clef
de I’ADP et de son récepteur P2Y12 dans la potentialisation et I’amplification de la réponse
plaquettaire in vitro induite par divers agonistes. Le blocage pharmacologique du récepteur
P2Y12 dans des conditions physiologiques de flux artériolaires confirme bien que ce dernier
est essentiel pour la formation d’agrégats (Goto et al., 2001, Remijn et al., 2002). De rares cas
de mutations du récepteur P2Y12 aboutissant a une perte de fonction du récepteur ont été
décrites chez I’lhomme (Cattaneo, 2005).

Contrairement au récepteur P2Y12 retrouvé sur les plaquettes principalement, le
récepteur P2Y1 est présent dans de nombreux types cellulaires dont les plaquettes a hauteur
de 150 copies par plaquette (Burnstock, 2007). Son inhibition pharmacologique ou son
inactivation génétique entraine une absence d’agrégation plaquettaire et de changement de
forme en réponse a I’ADP.

Le récepteur P2Y1 est par lui méme a I’origine d’une faible réponse a I’ADP
(changement de forme et agrégation plaquettaire transitoire) (Savi et al., 1998). Néanmoins,
son activation est critique dans I’initiation de I’agrégation induite par I’ADP et le collagéne
(Hechler et al., 1998). Les souris dépourvues d’un récepteur P2Y1 fonctionnel n’ont pas de
phénotype hémorragique apparent mais ont une résistance au thromboembolisme induit par
I’injection d’ADP, de collagene ou d’adrénaline (Leon et al., 1999).
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4. Le fragment Fc des Ig et le récepteur FcyRIla

Le récepteur FcyRIla est un membre de la famille des récepteurs Fcy, composée de
glycoprotéines majoritairement exprimées dans les cellules hématopoiétiques. Douze
différents transcrits ont été décrits, issus de huit génes distincts et regroupés en 3 classes : I, 11
et Il (FcyRI, FcyRIl et FcyRIN) (van de Winkel and Capel, 1993). Un polymorphisme
allélique induit un niveau de diversité supplémentaire au sein de ces récepteurs. Leur affinité
pour les 1gG varie en fonction des isoformes et du polymorphisme allélique. Les récepteurs
FcyRI1I sont des récepteurs de faible affinité reconnaissant les IgG sous formes de complexe.
Comme tous les récepteurs FcyRIl, la partie extracellulaire de FcyRlla comprend deux
domaines homologues aux IgG. Sa région intracytoplasmique contient un motif ITAM et
aucune activité enzymatique intrinséque (Figure 13).

Seul FcyRlIla est exprimé dans les plaquettes ou son réle physiologique est mal connu
(Rosenfeld et al., 1985, Kelton et al., 1987). Par contre, comme nous le verrons au chapitre 3
I1., il est impliqué dans la thrombopénie induite a I’héparine.

Domaines
homologues aux IgG

membrane

"\

Motif ITAM

Figure 13 : Représentation schématique du récepteur FcyRlla (d’aprés Lejeune et al.,
2010).
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C. Les voies de signalisation intraplaquettaires

1. Voies de signalisation dépendantes des protéines G hétérotrimériques

Au cours de la formation du clou plaquettaire, de nombreux agonistes solubles sont
synthétisés ou relargués (ADP, TXAZ2, thrombine) et jouent un role clef dans I’amplification
de IP’activation plaquettaire et le recrutement des plaquettes circulantes environnantes.
L’interaction de ces agonistes solubles avec leurs récepteurs a sept domaines
transmembranaires couplés aux protéines G hétérotrimériques, génére une signalisation
dite « inside-out » menant a I’activation de I’intégrine ouipnps (Offermanns, 2006).

De facon schématique, I’activation plaquettaire via les RCPG comprend 3 grandes
voies de signalisation, respectivement initiées par I’activation des sous-unités Gog, Gotizns et
Gai (Figure 14 et Tableau 1). PARL, PAR4, TP et P2Y1 sont couplés a Gag, P2Y12 et PAR1
sont couplés a Gaii. TP et PAR1 sont couplés Gaizs. Les protéines G hétérotrimériques sont
constituées d’une sous-unité o. possedant I’activité GTPasique et des sous-unités By. Les sous-
unités o sont classées en fonction de leurs similarités structurales et fonctionnelles.

Par exemple, la protéine Gag induit I’activation de la PLCP responsable de la
formation d’IP3 et de DAG conduisant respectivement & la mobilisation calcique induisant
notamment I’activation de la MLCK et a I’activation des PKCs. La MLCK phosphoryle la
chaine légere de la myosine impliquée dans la formation de complexes d’acto-myosine
responsables de la génération de forces de tension nécessaires a une agrégation forte.
Plusieurs isoformes de PKC conventionnelles (o, ), nouvelles (8, 6, €, n) et atypiques (C)
sont retrouvées dans les plaquettes : PKCB, PKCH et PKCHO. Les PKCP et PKCa sont
impliquées dans la régulation de la signalisation dite « outside-in » tandis que la PKCd régule

la formation des filopodes (Harper and Poole, 2007).

La protéine Gauons induit I’activation de la GTPase RhoA qui stimule la Rho-kinase
qui contribue au maintien de la phosphorylation de la chaine légere de la myosine (Gratacap
etal., 2001, Klages et al., 1999).

La protéine Gao; inhibe I’adénylate cyclase responsable de la production d’AMPc,
induisant donc une diminution des taux d’AMPc intracellulaire. Cela conduit donc & une
diminution de I’activité sérine/thréonine kinase de la PKA qui joue un rdle inhibiteur dans

I’activation plaquettaire. Une des cibles de cette derniere est la protéine VASP (Vasodilatator
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Stimulated Phosphoprotein) dont la phosphorylation contribue a réguler négativement

I’agrégation plaquettaire via I’inhibition de I’intégrine oup3. Par ailleurs, le complexe p/y de

la protéine Gi participe a I’activation de PI3Ks responsables de la production de

PtdIns(3,4,5)P3 conduisant a la phosphorylation de la sérine/thréonine kinase Akt via les
phosphoinositide-dependent kinase 1 et 2 (PDK1 et PDK2). Les sous-unités p/y de Gi

participent également a I’activation de la GTPase Raplb impliquée dans I’activation de

I’intégrine ouipP3 (Lova et al., 2003, Lova et al., 2002, Woulfe et al., 2002).

TXA,,
Thrombine / ADP\
"5 o\ B2
membrane AC : |
Oly3 a, o
Rho-GEF PLCP2/3 m S
" , \ AMPc
! Y \
7RhoA IP3 DAG '
A P i % PIP3
/ Rho-kinase  PIP5K 7 (ca?)i 7PKC  \PKA l \
myosine / \ / 7 P-Akt Canaux K*
phosphatase
MLCK CalDAG-GEF
\ / f Rac l
AP-MLC 7 Rap1
\— A — 7
a2 Gl N
CHANGEMENT DE FORME SECRETION ET AGREGATION

Figure 14 : Exemple de quelques voies de signalisation en aval des RCPG (d’apreés

Offermanns, 2006).
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Agonistes Récepteurs Quelques effecteurs majeurs
Thrombine G, — Adénylate cyclase
PAR4 Gy/G1z2.13 —> PLCB/PI3K/RhoA
Thromboxane A, TPa Gy/Gi.13 — PLCB/PI3K/RhoA
P2Y12 G —> PI3Ky
ADP e —-1 Adénylate cyclase _
P2Y1 G, — PLCB
Collagéne GPVI _.SFK/Syk/PI3K /PLCy,/ Rho GTPases
a3 SFK / Syk / PI3K / PLCy,
Facteur de Van
Willebrand Gplb-IX-V SFK
Complexes Immuns FcyRlla SFK/ Syk / PI3K / PLCy,
Fibrinogéne B3 SFK / FAK / Syk / PI3K / PLCy,

Tableau 1: Récepteurs plaquettaires majeurs et voies de signalisation mises en jeu
(d’apres M. Jandrot Perrus Hématologie 2010).

2. Voies de signalisation dépendantes des ITAM — I’exemple de FcyRlla

Les voies des tyrosines kinases non récepteur sont particulierement sollicitées en aval
de GPVI, de FcyRlla et de I’intégrine ouipPs. Dans les deux premiers cas, le regroupement des
récepteurs au niveau de la membrane plasmique provoque la phosphorylation de multiples
protéines sur résidus de tyrosine, notamment des motifs ITAM par des kinases de la famille
des Src, Fyn et Lyn (Ezumi et al., 1998).

La phosphorylation du motif ITAM de FcyRlla a lieu tres précocement apres
induction de leur regroupement (dés 15 secondes). La Spleen tyrosine kinase Syk est alors
recruté via ses deux domaines SH2 (Src Homology 2 domains) et activée (Chacko et al.,
1996). L’activation de Syk entraine alors une cascade de signalisation faisant intervenir la
formation d’un jeu de protéines adaptatrices et effectrices comme LAT, SLP-76, Gads, le
facteur d’échange Vav, la PI3Kf ainsi que la kinase Btk (Bruton’s tyrosine kinase) qui vont
s’associer sous la forme d’un complexe de signalisation conduisant a I’activation de la PLCy2
et a la génération du DAG et de I’'IP3 (Robinson et al., 1996, Gratacap et al., 1998) (Figure
15).
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Figure 15 : Voies de signalisation dépendante de la glycoprotéine GPVI. SFK : Src family
kinases ; LAT : linker of adaptation of T cell ; SLP76 : Src homology 2 domain-containing leukocyte
phosphoprotein of 76 kDa ; TK : tyrosines kinases ; Y : tyrosine ; PY : phospho-tyrosine ; PH : pleckstrin

homology domain ; SH : Src homology domain (d’aprés Watson et al., 2005).

Syk est une tyrosine kinase clef dans la signalisation via les motifs ITAM. Cette
kinase cytosolique, découverte en 1991, est principalement mais pas exclusivement exprimée
dans les cellules hématopoiétiques. Elle contribue a la signalisation des lymphocytes,
mastocytes, macrophages, polynucléaires neutrophiles et plaquettes mais elle est également
retrouvée dans les fibroblastes, les cellules endothéliales, les ostéoclastes et les hépatocytes
(Yanagi et al., 2001). Syk et Zap 70 sont les deux membres de la famille Syk et partagent une
tres grande homologie structurale. Elles sont composées de deux domaines SH2 a I’extrémité
N-terminale, d’un domaine siége de I’activité kinase a I’extrémité C-terminale (figure 16) et
de dix résidus tyrosine phosphorylables dont certains sont cibles d’une autophosphorylation
(Furlong et al., 1997). Dans les plaquettes, Syk est impliquée dans la signalisation en aval des
récepteurs membranaires GPVI, oypRs, CLEC-2 et FcyRlla (Watson et al., 2010, Spalton et
al., 2009). Syk fait I’objet d’une étude spécifique dans la partie résultats.

05 167 " 620
N SH2 N SH2- C Kinase v | vy
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/, \\
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Figure 16 : Représentation schématique de la tyrosine kinase Syk. Les principaux résidus
tyrosine pouvant étre phosphorylés sont indiqués (Y) (D’apreés Siraganian et al., 2002).
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D. L’intégrine allbfB3 et la signalisation « inside-out » et « outside-in »

L’intégrine ouipPs est au centre de la fonction plaquettaire comme illustré par la
pathologie liée a un déficit en cette intégrine, la thrombasthénie de Glanzmann. L’événement
essentiel et strictement contr6lé de I’agrégation plaquettaire est la conséquence de la transition
d’un état de faible affinité de I’intégrine ouypP3 vers un état de forte affinité lui permettant de
lier le fibrinogéne soluble. La liaison du fibrinogéne permettra alors la formation de ponts
entre les plaquettes et, a terme, le phénomene d’agrégation. L’activation de I’intégrine oupBs
est induite par de nombreux agonistes plaquettaires. Le mécanisme, lié a un changement
conformationnel de I’intégrine, est communément appelé « signalisation inside-out ».

Le terme «signalisation outside-in » désigne les événements de signalisation qui

émanent de I’intégrine deés la fixation d’une molécule de fibrinogene sur oypfs.

1. L’intégrine oiipPs

L’intégrine ouypPs est strictement exprimée dans les mégacaryocytes et les plaquettes.
Elle est présente a la surface des plaquettes au repos (80 000 copies environ), et son
expression augmente sous activation a partir des membranes du systéme canaliculaire ouvert
et des granules de sécrétion (Wagner et al., 1996, Nurden et al., 1996).

Les sous-unité oy, et B3 sont composées d’une extrémité extracellulaire globulaire de
grande taille, d’un court domaine transmembranaire unique et d’une relativement courte
extrémité cytoplasmique. Les extrémités extracellulaires des deux sous-unités interagissent
pour former le domaine de liaison des ligands. Les queues cytoplasmiques interagissent
également et régulent I’activation de I’intégrine, sa signalisation et son interaction avec
différents partenaires (Shattil and Newman, 2004). La sous-unité oy, est composée d’une
chaine lourde (117 kDa) et d’une chaine légére (23 kDa) liées par un pont disulfure. Seule la
chaine légere traverse la membrane. Quatre sites potentiels de liaison du calcium sont
localisés sur la sous-unité oyp. En effet, le calcium est un cofacteur essentiel pour la
formation de I’hétérodimeére, la fixation des protéines adhésives et le maintien de I’association
non covalente des deux sous-unités. La sous-unité B3 est une chaine polypeptidique unique

caractérisée par la présence de nombreux ponts disulfures intramoléculaires (Figure 17).
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Figure 17 : Représentation de I’intégrine aiuB3 (d’apreés Topol et al., 1999).

2. Lasignalisation « inside-out »

Dans les plaquettes au repos I’intégrine oupPs est dans un état de faible affinité
incapable de lier le fibrinogéne soluble. La modification de son affinité est liée a un
changement conformationnel de la molécule (Shattil et al., 1998). De nombreux agonistes
plaquettaires tels que la thrombine, I’ADP, les complexes immuns, le collagéne ou le TXA2
sont capables d’induire une augmentation de I’affinité de I’intégrine oupPs grace a une
signalisation inside-out. Les cascades d’événements de signalisation qui découlent de
I’interaction ligand-récepteurs et conduisent au changement conformationnel de I’intégrine
aupPs sont encore mal caractérisées bien que des progres importants aient été réalisés ces
derniéres années. L’une des voies communes a tous les agonistes plaquettaires est I’activation
rapide du métabolisme des Pls avec stimulation des PLCs et production de deux seconds
messagers : I’IP3 et le DAG. L’augmentation de la concentration de Ca** cytosolique est un
élément important pour I’activation d’oyipPs. Les domaines cytoplasmiques de I’intégrine
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oupPs jouent évidemment un réle essentiel aussi bien pour son activation que pour sa
fonction. De nombreuses protéines interagissent directement avec les parties cytoplasmiques
de I’intégrine en particulier la Bs-endotoxine, la taline et la kindline qui, en se liant a la sous-
unité Bs, sont impliquées dans le processus d’activation de I’intégrine en régulant son affinité
mais également sa fonction (Kashiwagi et al., 1997). Le cytosquelette sous-membranaire
pourrait jouer un rdle important pour le maintien de I’intégrine dans un état de faible affinité
car une population d’ouypB3 interagit directement avec ce cytosquelette dans les plaquettes au
repos (Bennett et al., 1999).

Par ailleurs, I’activation de I’intégrine est un mécanisme réversible pour lequel il
existe des régulateurs négatifs. Ainsi, I’élévation de la concentration intracellulaire d’AMPc
et I’activation de la PKA qui en découle, ou I’activation de la protéine kinase G (PKG) en
réponse a une élévation des taux de GMPc sont des événements capables de bloquer
rapidement I’activation et I’agrégation des plaquettes en modulant notamment la signalisation
inside-out d’oupfs3.

Des travaux ont identifié une protéine clef de la signalisation intraplaquettaire
conduisant a I’activation d’ouyip3: le guanine nucleotide exchange factor CalDAG-GEFI
(Crittenden et al., 2004, Cifuni et al., 2008, Stefanini et al., 2009) (Figure 18). CaIDAG-GEFI
est un facteur d’échange du GDP pour le GTP lié a la GTPase Rapl qui est importante pour
Iactivation d’ouipB. Il est régulé par le Ca** et le DAG. Les plaquettes issues de souris
déficientes en une protéine CalDAG-GEFI fonctionnelle ont une agrégation en réponse a tous
les agonistes physiologiques fortement affectée.
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Figure 18 : Modeéle schématique de stimulation plaquettaire soutenue et d’activation
d’anpPs par la thrombine (figure du haut) et le collagéne (figure du bas). D’apres
Stefanini and Bergmeier, 2010).

3. Lasignalisation « outside-in »

Il est clairement établi que les intégrines ne se limitent pas a un réle mécanique de
liaison & des protéines d’adhésion extracellulaires mais agissent également en tant que
récepteurs qui transmettent une information de signalisation intracellulaire. La signalisation
« outside-in » débute dés la fixation du fibrinogéne a I’intégrine ouipP3 qui est suivie par un
regroupement des intégrines, ce qui augmente I’avidité pour le fibrinogéne. La signalisation
émanant de I’engagement d’ouyipPs conduit a la tyrosine phosphorylation de nombreuses
protéines, I’activation du métabolisme des Pls et une mobilisation calcique ainsi qu’a la
réorganisation du cytosquelette. Des tyrosines kinases de la famille Src (Miranti et al., 1998,
Guinebault et al., 1995) et de la famille Tec (Laffargue et al., 1997), la kinase d’adhésion
focale (focal adhésion kinase, FAK) (Guinebault et al., 1995), des kinases de lipides telles que
les PI3Ks et des phosphatases de protéines ou de lipides (Giuriato et al., 2000) sont
relocalisées au niveau des zones d’adhérence focale en réponse a I’engagement de I’intégrine
aupPs. L’ensemble de ces processus, liés & une réorganisation particuliére du cytosquelette
d’acto-myosine, permet la stabilisation des agrégats, la contraction du clou plaquettaire et la
rétraction du caillot de fibrine.
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Chapitre 2 : Le transporteur ABCAL

Parmi les régulateurs encore peu connus des plaquettes pouvant impacter sur
I’exposition des PS, la production de microparticules et le taux de cholestérol membranaire
(donc indirectement sur les mécanismes de signalisation), on compte le transporteur ABCAL.

I. Présentation des transporteurs ABC

Les transporteurs ABC (Adénosine Triphosphate Binding Cassette) constituent I’une
des classes de protéines membranaires la plus étendue (Higgins, 1992) et sont impliqués dans
de nombreuses fonctions physiologiques. L’importance des transporteurs ABC chez les
mammifeéres est mise en exergue par I’implication de leur dysfonctionnement dans une grande
variété de maladies génétiques. Actuellement, environ 15 pathologies sont denombrées
comme étant directement liées a des mutations de transporteurs de la superfamille ABC
(Tableau 2). La superfamille des transporteurs ABC regroupe 7 sous-classes depuis ABCA

jusqu’a ABCG et comprend 49 membres

Gene HUGO Pathologie Fonction

ABC1 ABCA1l | Maladie de Tangier, hypoHDLémie familiale Efflux de cholestérol

ABCR ABCA4 | Maladie de Stargardt, dégénérescence de la rétine liée & | Transport de la vitamine A
I’age

TAP2 ABCB3 Infection HSV Présentation antigénique

MDR3 ABCB4 | Cholestase intrahépatique familiale progressive 3 Transport de phospholipides

ABC7 ABCB7 | Anémie sidéroblastique liée & I’X/ Ataxie Transport du fer

BSEP ABCB11 | Cholestase intrahépatique familiale progressive 2 Transport des sels biliaires

MRP2 ABCC2 | Syndrome de Dubin-Johnson Sécrétion des hépatocytes

CFTR ABCC7 | Mucoviscidose Transport d’électrolytes (CI)

SUR1 ABCC8 | Hypoglycémie hyperinsulinémique de I’enfance Sécrétion d’insuline

ALD ABCD1 | Adrénoleucodystrophie Oxydation des acides gras

PMP70 ABCD3 | Syndrome de Zellweger Formation des peroxisomes

Tableau 2 : Transporteurs ABC humains et maladies génétiques associées (d’apres
Oram, 2000).
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A. Appartenance a la superfamille des transporteurs ABC

Les transporteurs ABC sont définis selon plusieurs critéres :

1. La présence de motifs spécifiques de la famille des ABC
Les transporteurs ABC sont caractérisés par la présence des motifs Walker A et
Walker B (Walker et al., 1982) communs a toutes les ATPases et un motif spécifique de la
famille des transporteurs ABC : I’ATS (Active Transport Signature) (Hyde et al., 1990,
Broccardo et al., 1999).

2. Une double activité moléculaire
Ces transporteurs présentent une dualité fonctionnelle : ils possédent & la fois une
activité ATPasique et une activité de transport, le moteur de la translocation de substrat étant
alimenté par I’énergie libérée lors de I’hydrolyse de I’ATP. Les transporteurs ABC peuvent

transporter de multiples molécules (des ions, des protéines, des sucres et des lipides).

3. Une organisation en domaines
Les transporteurs ABC sont constitués de 4 domaines au minimum associés en
tandem :
- 2 domaines hydrophiles responsables de I’activité ATPasique : les NBD (Nucleotide
Binding Domains)
- 2 domaines hydrophobes, les TM (TransMembrane domains) traversant généralement

6 fois la membrane, constituant le canal que les allocrites vont emprunter.

Il. Structure du transporteur ABCA1

ABCAL est une protéine membranaire composée de 2261 acides aminés. Il est
constitué d’une seule chaine peptidique formant deux structures similaires conférant une
certaine symétrie a la protéine (Fitzgerald et al., 2001).

Il comprend un domaine de liaison nucléotidique cytoplasmique servant de support a
son activité ATPasique et un domaine d’ancrage a 6 hélices transmembranaires capable de
former un chenal pour le transport de molécules hydrophobes, en particulier de

phospholipides et de cholestérol a travers la membrane plasmique (Figure 19).
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Figure 19 : Organisation en domaine du transporteur ABCALl (d’aprés Oram and
Heinecke, 2005).

1. Expression et distribution tissulaire de ABCA1

Le transporteur ABCAL est largement exprimé dans de nombreux tissus. Chez
I’homme, son expression est particulierement abondante dans le foie et le placenta (Kielar et
al., 2001, Lawn et al., 2001). ABCAL est également exprimé dans les cellules de la lignée
myéloide (Luciani et al., 1994). Il est également présent dans les plaquettes et son ARNm
augmente au cours de la différenciation mégacaryocytaire (Nofer et al., 2004, Barlage et al.,
2006).

Au niveau cellulaire, ABCAL est majoritairement localisé au niveau de la membrane

plasmique.

1VV. Fonction

Le transporteur ABCAL est impliqué dans la premiére étape du processus de transport
réverse du cholestérol correspondant au transfert des phospholipides et du cholestérol vers
I’apolipoprotéine A-I au niveau de la membrane plasmique cellulaire (Tang and Oram, 2009).
La génération de souris déficientes en ABCAL a permis de montrer son role clé dans le
transport reverse du cholestérol en permettant sa sortie des cellules incapables de le

44



métaboliser vers les apolipoprotéines des particules HDL en formation (prép HDL). En effet,
ces souris sont caractérisées par une absence de particules HDL (Christiansen-Weber et al.,
2000, Hamon et al., 2000, McNeish et al., 2000, Orso et al., 2000).

L’interaction ABCA1-ApoA-I est un élément déterminant de I’ efflux de cholestérol
depuis les membranes cellulaires vers les lipoprotéines. La nature de I interaction moléculaire
entre Apo-Al et ABCA1 demeure incertaine.

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer I’ efflux de cholestérol assuré
par ABCA1 depuis les macrophages vers I’ Apo A-l. Il existe de nombreux arguments pour
une interaction directe entre Apo A-1 e¢ ABCAL a la surface de la membrane plasmique
(Oram et a., 2000). Des travaux utilisant des cellules surexprimant des formes mutées
d' ABCA1 ont démontré que les boucles extracellulaires localisées entre TMS1 (Trans
Membrane Segment 1) et TMS2 et entre TMS7 et TM S8 seraient a |’ origine de I’ interaction
avec I'Apo A-l (Fitzgerald et al., 2002). ABCA1l serait capable d'interagir avec de
nombreuses autres apolipoprotéines que I’ Apo A-1 comme I’Apo A-Il, I’Apo E ou I’Apo A-
IV (Remaley et al., 2001). Ces apolipoprotéines contiennent des ségquences peptidiques
communes au sein de leurs hélices o (Segrest et a., 1992). Des peptides de synthese dont la
séguence est analogue aux hélices o des particules HDL sont capables de reproduire un efflux
de cholestérol et de phospholipides dépendant de I’ activité de ABCA1 (Remaley et a., 2003).
L’ ApoA-I possede deux sites de haute affinité pour sa liaison a la surface des cellules. Le
premier serait constitué par I'interaction directe de I’ ApoA-| avec le transporteur ABCAL. Le
second site, de plus forte capacité, ne serait pas dépendant de I'interaction ApoA-I/ABCAL
mais serait lié a des interactions ApoA-I / lipides membranaires (Vedhachalam et al., 2007b).
Un mécanisme schématique de I’ efflux de cholestérol et de phospholipides membranaires
dépendant de ABCA1 est proposé dans la figure 20.
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Figure 20 : Mécanisme en 3 étapes de I’interaction ABCAL — APOA-I. Etape 1 : Une faible
quantité d’ ApoA-I interagit avec le transporteur ABCAL. Cette interaction est & I’origine d’une augmentation de
I’activité de ABCAL qui assure la translocation des PL vers le feuillet externe de la membrane cellulaire. Ceci
aboutit & une accumulation de PL sur le feuillet externe et & leur raréfaction sur le feuillet interne. Etape 2 : Cette
asymeétrie de répartition des PL entre les 2 feuillets génére des contraintes et aboutit & la déformation locale de la
membrane sous la forme d’un domaine « d’exovésiculation » capable de lier I’ApoA-1 avec une grande affinité.
Au sein de ces domaines, de grandes quantités d’Apo-Al interagissent directement avec les lipides
membranaires. Etape 3 : Elle correspond a la formation spontanée de particules HDL par la mise en suspension

de ces domaines ou les phospholipides et le cholestérol ont lié I’ApoA-1. PL : phospholipides (d’apreés
Vedhachalam et al., 2007a).

ABCAl est égadement impliqué dans le processus de phagocytose des corps
apoptotiques par les macrophages (Hamon et al., 2000) et a été proposé comme étant impliqué
dans la genese de microparticules a partir de la membrane plasmique (Combes et al., 2005,

Duong et al., 2006). L es mécanismes moléculaires de ces processus restent mal connus.
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V. ABCALI et maladie de Tangier

Dés 1999, plusieurs équipes ont impliqué ABCA1 dans la maladie de Tangier
(Bodzioch et al., 1999, Brooks-Wilson et al., 1999, Rust et al., 1999).

A. Phénotype de la maladie de Tangier

La maladie de Tangier (du nom de I’Tle de Tangier ou a été identifié le premier cas) a
été décrite pour la premiére fois en 1961 par Frederickson (Fredrickson, 1964). Les patients
atteints par cette pathologie rare présentent une hépato-splénomégalie, une lymphadénopathie,
une augmentation de volumes des amygdales. Cette hypertrophie de I’ensemble des tissus
lymphoides est due a une accumulation d’esters de cholestérol. L’accumulation de cholestérol
dans les cellules et en particulier les macrophages alors baptisés « foam cells » est associée au
développement d’un athérome précoce et a un sur risque d’événements cardiovasculaires. En
effet, les patients atteints d’une forme homozygote ont un risque d’événements coronarien
multiplié par 6 apres I’age de 30 ans (Serfaty-Lacrosniere et al., 1994).

La maladie de Tangier est marquée par un profond dysfonctionnement du métabolisme
du cholestérol et des lipoprotéines (Huang et al., 1995) se traduisant par un effondrement des
taux de HDL plasmatiques et de I’apolipoprotéine A-I entrainant une baisse du cholestérol
sanguin. Chez les sujets hétérozygotes, le taux de HDL cholestérol est diminué de moitié par
rapport a celui observé chez les sujets sains.

A ce jour, quelques cas de saignements ont été rapportés chez des patients atteints de
maladie de Tangier, notamment une hémorragie digestive (Bektas et al., 2008) et un
hématome spontané splénique (Hooper et al., 2009). Des dysfonctionnements de I’hémostase
ont été rapportés chez les patients atteints de la maladie de Tangier ainsi que chez les souris
déficientes en ABCAL mais les causes exactes restent inconnues (Orso et al., 2000, Nofer et
al., 2004).

B. Génétique de la maladie de Tangier

La maladie de Tangier est une maladie héréditaire autosomique récessive. Sa
prévalence est rare avec une centaine de cas rapportés dans la littérature (Oram, 2000). De
multiples mutations du gene ABCAL ont été décrites chez les patients atteints de la maladie

de Tangier et il est probable que selon le type de mutation, un large spectre de pathologies
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ABCAL dépendantes existe depuis la maladie de Tangier correspondant a une perte complete
de la fonction de ABCAL jusqu’a un risque modéré de développement de pathologies
cardiovasculaires (Brooks-Wilson et al., 1999). D’une maniére générale, une maladie
cardiovasculaire précoce est associée avec toute mutation aboutissant & une perte de fonction
de ABCAL (Singaraja et al., 2003). Par ailleurs, certains polymorphismes d’ABCAL1 sont
associés a des taux de HDL cholestérol plus élevés et a un risque d’événement
cardiovasculaire plus faible (Ma et al., 2011).

V1. Role de ABCAL dans I’exposition des PS ?

L’exposition des PS au niveau de la cellule cible est un élément crucial dans la
reconnaissance et le déclenchement de la phagocytose des cellules apoptotiques. ABCAL
serait impliqué dans I’exposition des PS sur le feuillet externe des membranes plasmiques au
cours de I’apoptose (Hamon et al., 2000) ; les macrophages de souris ABCAL -/- perdant leur
capacité a phagocyter leur cible apoptotique.

Le role d’ABCAL dans I’exposition des PS sur le feuillet externe des plaquettes a été
évoqué, notamment a partir d’un cas rapporté de mutation du géne ABCA1 chez un patient
atteint du syndrome de Scott (Albrecht et al., 2005). Cette hypothése a été contestée par des
travaux menés sur un modele canin du syndrome de Scott, ne retrouvant pas de lien entre
I’expression d’ABCAL1 et le phénotype canin du syndrome de Scott (Brooks et al., 2008). Une
étude réalisée sur les plaquettes de patients atteints de maladie de Tangier suggére également
qu’ABCAL ne serait pas nécessaire a I’exposition des PS (Nofer et al., 2004). Nous
étudierons cet aspect dans les plaquettes de souris déficientes en ABCA1 dans le chapitre
résultats.

VIl. ABCALI et signalisation

ABCAL est régulée par le taux d’AMPc a un niveau transcriptionnel (Oram et al.,
2000). Il semble que la voie AMPc/PKA joue également un rble essentiel dans la
phosphorylation du transporteur ABCAL (See et al., 2002). La phosphorylation de ABCAl
sur une sérine en position 2054 serait indispensable a la liaison ApoA-1 / ABCAL et donc a
I’efflux de cholestérol.
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Si I’interaction ABCAL/ApoA-I est essentielle a I’efflux cellulaire de cholestérol, le
role du transporteur ABCA1 comme protéine de signalisation est moins bien décrit.

Cependant, I’ApoA-I est capable d’activer des protéines G de la famille Rho (Cdc42,
Rac 1 et Rho) et induit la polymérisation d’actine dans les cellules fibroblastiques (Nofer et
al., 2003). L’activation de Cdc42 et Racl serait importante pour I’efflux de cholestérol. Selon
le méme auteur, ABCAL jouerait le r6le d’un véritable récepteur a I’Apo-Al, dont la présence
est nécessaire a I’activation des protéines G de la famille Rho (Nofer et al., 2006).

Une autre molécule activée par I’interaction ApoA-1 / ABCAL est la tyrosine kinase
JAK2 (Tang et al., 2006). L’interaction ApoA-1/ ABCAl aboutit en effet a
I’autophosphorylation de JAK2, générant une forme active de la tyrosine kinase capable de
phosphoryler ses cibles. L’inhibition de JAK2 n’a pas d’effet sur I’activité de transporteur de
ABCAL1 mais réduit I’interaction ApoA-1/ ABCAL indispensable a un efflux de lipide
efficace. Par ailleurs, I’activation de JAK2 contribue au role inhibiteur de ABCAL sur la
synthése de molécules proinflammatoires comme le TNF, I’'IL1, I’IL6 (Tang et al., 2009).
Cette activité pourrait expliquer, a coté de ses effets plasmatiques (modification de la
composition lipidique du plasma), un effet protecteur autonome dans I’athérosclérose.

Les mécanismes moléculaires permettant & ABCA1 de transmettre un signal
d’activation a JAK2 et aux GTPases de la famille Rho restent inconnus mais une interaction
directe entre ABCAL et Cdc42 a été rapportée (Nofer et al., 2006).
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Chapitre 3 : La plaquette en pathologie humaine

Les maladies cardiovasculaires constituent une des premiéres causes de déces dans le
monde, représentant pres de 30% de la mortalité dans les pays industrialisés (Kung et al.,
2008). Toutefois, la mortalité cardiovasculaire a diminué de fagon constante depuis 50 ans.
L’apparition de nouvelles armes pharmacologiques, le développement de la cardiologie
interventionnelle et de I’angioplastie coronaire comme celui de la chirurgie cardiaque et la
chirurgie de pontage ne sont pas étrangers a I’amélioration spectaculaire de I’espérance de
vie. Néanmoins, I’angioplastie coronaire, consistant en I’implantation d’endoprothéses
coronaires, a généré une nouvelle pathologie : la thrombose de stent, qui a failli colter la vie a
la technique avant I’arrivée du concept de double antiagrégation associant aspirine et
thienopyridine.

Si les plaquettes sont des acteurs clefs de I’hémostase physiologique, elles participent
également a la formation pathologique du thrombus au cours des diverses manifestations de la
pathologie athérothrombotique (syndromes coronariens aigus, accident vasculaire cérébral
ischémique, ischémie aigue de membre inférieur). A c6té de leur role évident dans

I’hémostase, les plaquettes participent a la croissance des plaques d’athérome.

I. Plaquette et athérothrombose

L’athérothrombose associe une lésion d’athérosclérose a une réaction thrombotique ou
de nombreuses cellules sont impliquées et en particulier les plaquettes (Ross, 1999). La
gravité de I’athérosclérose coronaire est surtout liée au risque d’accident aigu (angor instable
ou infarctus du myocarde) en rapport avec I’initiation du processus thrombotique a la surface

d’une plaque rompue.

A. Réle des plaquettes dans I’athérogenése et dans I’inflammation

L’ athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique de la paroi des vaisseaux
largement influencée par les cellules circulantes dont les plaquettes. L’athérosclérose se
développe particulierement au niveau des arteres de gros et moyen calibre (aorte, arteres
carotides, arteres coronaires, arteres des membres inférieurs) sous I’influence de facteurs

génétiques et environnementaux. Si les monocytes semblent jouer un réle important dans
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I’initiation et la progression des lésions d’athérosclérose, des travaux récents soulignent le
role des plaquettes dans les premieres étapes du développement de la plaque d’athérosclérose
et I’entretien du processus inflammatoire (Ross, 1999, Huo and Ley, 2004, Weber, 2005,
Nieswandt et al.,, 2005). Une des premiéres étapes du développement d’une plaque
d’athérome est représentée par I’activation de I’endothélium source d’interactions plaquette-
endothélium (Massberg et al., 2002). Ces interactions plaquettes-endothélium, y compris sur
un endothélium apparemment intact et en dehors de toute rupture de plaque, ont été
démontrées in vitro et in vivo (Gawaz, 2003, Gawaz, 2006, Gawaz et al., 2000, Gawaz et al.,
2005, Massberg et al., 2003). Lorsque les plaquettes adhérent aux cellules endothéliales, les
cellules endothéliales sont activées. Les cellules endothéliales expriment de nombreuses
molécules d’interaction a leur surface comme ICAM-1, VCAM-1, la E-selectine ou la P-
sélectine et sécretent des chémokines comme MCP-1 et I’interleukine 8 favorisant la réaction
inflammatoire a I’origine du développement d’une plaque d’athérome (Gawaz et al., 2000).
Les plaquettes sont également capables d’interagir avec les monocytes. Les interactions
plaquette-monocytes passent par une reconnaissance P-Sélectine plaquettaire /PSGL-1
exprimé sur le monocyte, entrainant une activation des monocytes, dont le rdle majeur dans le

développement de I’athérosclérose est bien connu (Manka et al., 2004).

B. La plaquette comme cible antithrombotique

Le r6le majeur des plaquettes dans la phase initiale de la formation d’un thrombus
aprés rupture de plaque d’athérome en a fait la cible idéale des médicaments

antithrombotiques utilisés en prévention secondaire d’un événement athérothrombotique.
1. Médicaments antithrombotiques d’aujourd’hui

a. Aspirine
Synthétisée en 1897 et largement utilisée depuis plus de 100 ans, elle a été initialement
employée uniquement pour ses propriétés analgésiques, antipyrétiques et anti-inflammatoires
(Levesque and Lafont, 2000). Ses propriétés antiagrégantes plaquettaires, initialement
considérées comme un effet indésirable, sont aujourd’hui utilisées dans la prévention primaire
et surtout secondaire des complications athérothrombotiques des maladies cardiovasculaires.
Son mécanisme d’action a n’été mis a jour que dans les années 70 (Vane, 1971, Smith

and Willis, 1971). Son action antiagrégante est en rapport avec sa capacité d’inhiber la
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production de TXAZ2 par les plaquettes via I’inhibition de la COX-1 plaquettaire, qui est
irréversible en raison de I’absence de possibilité d’une synthese de novo de cyclo-oxygénase
(COX). L’aspirine exerce son effet inhibiteur par I’acétylation d’un résidu sérine en position
529 de la COX-1. La COX-1 est I’enzyme aboutissant a la formation des prostaglandines a
partir de I’acide arachidonique. Elle possede deux sites catalytiques : le premier a une activité
cyclo-oxygénase, qui transforme I’arachidonate en prostaglandine G (PGG) ; le second a une
activité peroxydase, qui transforme la PGG en prostaglandine H (PGH), précurseur pour la
synthése des prostaglandines et du thromboxane. La prostaglandine H est ensuite transformée
par des isomérases spécifiques en prostaglandine E2, D2, F2A, 12 (prostacycline) et en TXA2
(Bjorkman, 1998). Dans les plaquettes, la synthése est orientée vers le TXA2 sous I’effet de la
thromboxane synthase alors que dans les cellules endothéliales, elle est orientée vers la
prostacycline.

b. Inhibiteurs du récepteur P2Y12

Les effets indésirables de I’aspirine, en particulier les hémorragies digestives, ont
conduit I’industrie pharmaceutique a rechercher de nouvelles molécules antiagrégantes. Le
succes clinique des inhibiteurs du récepteur P2Y12 a confirmé le r6le majeur de I’ADP dans
I’agrégation plaquettaire. Le premier inhibiteur du P2Y12 commercialisé est la ticlopidine,
molécule découverte en 1972 et introduite sur le marché en 1978 (Savi and Herbert, 2005).
Malgre des effets bénéfiques démontrés dans les suites d’un accident vasculaire cérébral ou
d’un infarctus du myocarde, son utilisation s’est rapidement vue limitée par la survenue de
thrombopénie et surtout de neutropénie de mécanisme immuno-allergique (Carlson and
Maesner, 1994, Hass et al., 1989, Janzon et al., 1990). Néanmoins, son succes initial dans la

prévention des événements ischémiques a permis le développement du clopidogrel.

Clopidogrel

Le clopidogrel est un inhibiteur sélectif et irréversible du récepteur P2Y12 a I'ADP.
Chez I'nomme, le clopidogrel est métabolise dans sa forme active par le cytochrome
hépatique P450 (CYP 3A4).

Au cours de I’angioplastie, I’inhibition de I’activation plaquettaire sous bithérapie
(clopidogrel-aspirine) permet une réduction marquée des événements cardiovasculaires
(Steinhubl et al., 2001). L association thienopyridine—aspirine a, ces derniéres années, permis
le développement de I’angioplastie coronaire percutanée en diminuant de maniére importante

le risque de thrombose de stent. Néanmoins, en dépit de I’'usage croissant d’une bithérapie
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antiplaquettaire, la thrombose aigué ou subaigué de stent demeure une complication
dramatique touchant prés de 1 % des patients (Holmes et al., 2010).

Plusieurs équipes ont démontré dans une proportion élevée de patients de cardiologie
interventionnelle, la persistance sous clopidogrel d'une agrégation plaquettaire intense a
I’ADP, témoin d'une variabilité marquée de la réponse individuelle au clopidogrel (Muller et
al., 2003). Cette variabilité importante pourrait s'apparenter, chez certains patients, a une
veéritable « résistance » biologique au traitement. De multiples travaux suggerent un lien entre
la «non-réponse » biologique au traitement et la survenue de récidives thrombotiques
(Matetzky et al., 2004, Cuisset et al., 2006, Wenaweser and Hess, 2005). Dans ce contexte,
I'optimisation du traitement antithrombotique constitue un enjeu majeur chez les patients
identifiés comme « non-répondeurs ».

L’origine de cette variabilité interindividuelle de la réponse au clopidogrel est liée au
métabolisme de la molécule. En effet, le clopidogrel est une prodrogue dénuée d’action.
L’action antiplaquettaire du clopidogrel est médiée par un métabolite actif possédant un
groupement thiol, responsable d’un blocage irréversible par liaison covalente du récepteur
P2Y12. La majeure partie du clopidogrel absorbé (85 %) est inactivée par des estérases.
La production du métabolite actif résulte de la transformation du clopidogrel non inactivé par
deux étapes d’oxydation successives sous I’action d’enzymes principalement hépatiques : les
cytochromes P450 et, en particulier, les isoformes 2C19 et 3A4/5. L’expression et I’activité
de ces cytochromes P450 sont tres variables selon les individus, et cette variabilité est en
grande partie d’origine génétique. Plusieurs variants génétiques ont été identifiés dans le géne
CYP2C19, qui conduisent a une perte de fonction de la protéine. Le variant génétique
CYP2C19*2, qui code une enzyme CYP2C19 instable, est ainsi responsable d’une « perte de
fonction » intermédiaire chez les hétérozygotes mutés et totale chez les homozygotes mutés.
Plusieurs travaux ont clairement établi que la présence du variant génétiqgue CYP2C19*2 est
significativement associée a une diminution de la réponse biologique au clopidogrel (Hulot et
al., 2006, Brandt et al., 2007, Mega et al., 2009). Plus récemment, la paraoxonase-1 (PON1),
hydrolase synthétisée par le foie, a été identifiée comme une enzyme jouant un rdle central
dans la conversion du clopidogrel en métabolite actif (Bouman et al., 2011). La séquence de
I'enzyme comporte un polymorphisme relativement commun, caracterisé par la présence d'une
glutamine ou d'une arginine en position 192 de la chaine peptidique. Ce polymorphisme
semble étroitement impliqué dans le taux de formation du métabolite actif, la réponse
pharmacocinétique au clopidogrel et donc l'efficacité clinique de I'antiagrégant plaquettaire.
L’influence du polymorphisme de PON1 sur la réactivité plaquettaire et la survenue
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d’événements thrombotiques demeure néanmoins controverse (Cuisset et al., 2011, Simon et
al., 2011).

Prasugrel

Le prasugrel appartient a la famille des thienopyridines comme le clopidogrel
(Sugidachi et al., 2000). Par rapport au clopidogrel, on lui attribue une inhibition plaquettaire
plus rapide et plus puissante. Son effet est par ailleurs moins soumis a une moindre variabilité
interindividuelle (Jakubowski et al., 2007). Tout comme le clopidogrel, il s’agit d’une
prodrogue dont la transformation en sa forme active passe par un métabolisme hépatique.
Cette molécule dispose d’une autorisation de mise sur le marché dans les suites d’un

syndrome coronarien aigu.

Ticagrelor

Le ticagrelor est une nouvelle classe biochimique d’inhibiteur du P2Y12 appartenant a
la famille des cyclopentyl-triazolo-pyrimidines (CPTP). Son action ne nécessite pas d’étapes
de transformation enzymatique. 1l s’agit d’un inhibiteur réversible du récepteur P2Y12. Son
essai de phase Il (étude PLATO) devrait lui permettre une autorisation de mise sur le marché
en France dans le courant de I’année 2012 (Wallentin et al., 2009).

Elinogrel
L’elinogrel est le dernier inhibiteur du P2Y12 en voie de développement utilisable par
voie orale et intraveineuse. Il exerce une inhibition compétitive et donc réversible sur le

récepteur P2Y12. Les essais de phase I11 sont actuellement en cours.

c. Anti-GP lIb/lll1a (onpf3)

Apreés la découverte des glycoprotéines plaquettaires et I’étude de la fonction d’oupf3
grace a un anticorps neutralisant, I’idée originale a été de prouver I’efficacité de ce réactif de
laboratoire dans des modeles de thrombose, puis de I’utiliser chez I’homme sous la forme de
I’abciximab (Coller, 1997). Les industriels ont alors reproduit I’activité de cet anticorps par
d’autres molécules, comme I’eptifibatide et le tirofiban.

Beaucoup d’industriels se sont lancés dans le développement de molécules anti-oupB3
actives par voie orale. Or, pour étre antithrombotique, il faut inhiber la totalité des intégrines
ouibPs et reproduire alors, volontairement, un état proche de la thrombasthénie de Glanzmann
dont le risque et la gravité des accidents hémorragiques associés sont connus. Ce risque,
acceptable a la phase initiale d’un syndrome coronaire aigu, est inacceptable pour un

traitement chronique. Les développeurs ont utilisé une dose réduite, croyant limiter le risque
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hémorragique. Le résultat a été une absence d’efficacité antithrombotique et méme un risque
thrombotique augmenté (Holmes et al., 2000). Cette erreur conceptuelle a donc conduit a un
échec de développement. Actuellement, ces molécules sont exclusivement utilisées par voir

parentérale lors de la phase aigue des syndromes coronariens aigus (Batchelor et al., 2002).
2. Les nouvelles cibles antithrombotiques

a. Lavoie du TXA2

L’inhibition de la synthése du TXA2 semble intéressante, le succes clinique de
I’aspirine ayant démontré I’intérét du blocage de la production de TXAZ2. Cibler la synthese
du TXA2 permettrait en outre d’éliminer une partie des effets indésirables de I’aspirine liée a
I’inhibition de la COX-1 dans I’estomac. Un grand nombre d’inhibiteurs de la thromboxane
synthase ont été développés (dazoxiben, isbogrel, ozagrel) mais ces molécules se sont
révélées décevantes dans leur utilisation clinique en pathologie cardiovasculaire (Randall et
al., 1981, Hattori et al., 1991, Terashita et al., 1995). Une des explications évoquées a cette
inefficacité passe par I’accumulation de PGH2 (le substrat de la thromboxane synthase) dans
les plaquettes et sa capacité a activer les récepteurs au TXA2 (Hamberg et al., 1974, Kinsella
et al., 1997). Ces données ont orienté les recherches vers des inhibiteurs du récepteur TP au
TXAZ2. Le ridogrel a été le premier inhibiteur du récepteur au TXA2. Son effet s’est révelé
décevant en pratique clinique (1994). De multiples molécules ont été développées sans preuve
clinique a ce jour pour leur supériorité par rapport a I’aspirine (Bousser et al., 2011).

b. Lavoie de la thrombine

La thrombine est un agoniste majeur dans les thromboses pathologiques mais pourrait
étre moins essentielle a une hémostase physiologique. Ces données sont suggérées par les
observations effectuées chez des souris déficientes en récepteur PAR-4 (principal récepteur a
la thrombine chez la souris) qui présentent une croissance plus lente des thrombi dans la
lumiere d’un vaisseau lésé mais ne présentent pas d’hémorragies spontanées et ont un temps
de saignement normal (Vandendries et al., 2007). Des antagonistes spécifiques du récepteur
plaquettaire a la thrombine PAR-1 (Vorapaxar SCH 530348 et Atopaxar) sont en cours de
phase 111 (2009).

c. Lavoie du collagéne
Les récepteurs au collagéne sont également des cibles antithrombotiques en cours de
validation. OM2 est un anticorps anti-GPVI qui a démontré ex vivo chez I’animal des
capacités a inhiber I’agrégation plaquettaire induite par le collagéne (Matsumoto et al., 2006).
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C. Plaquettes et développement de thérapies ciblant les acteurs clefs de la signalisation
Cet aspect, lié notamment au développement exponentiel d’inhibiteurs ciblés en

thérapie anticancéreuse, est traité dans les revues générales ci-dessous.
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Abstract

Targeted therapy is certainly considered the future of cancer treatment. Several new molecules targeting critical intracellular
signaling actors, particularly kinases, are arriving in clinics and many other are under development. However, proteins
targeted by these drugs are common to many cell types and are particularly implicated in the highly dynamic processes of
platelet activation. Therefore, the effects of targeted drugs, including kinase inhibitors, on platelet activation have to be
considered in clinical practice. Moreover, their analysis also represents an opportunity to increase our knowledge in platelet
biology and physiology and to develop novel antiplatelet strategies. In this review we briefly describe the major platelet
signaling pathways that may be affected by these new drugs and discuss some clinical implications of their use.

Keywords: Targeted drugs, tyrosine kinase inhibitors, platelet activation, haemostasis

Introduction

In the last decades, the increment in our under-
standing of molecular biology of cancer cells, led to
the identification of a number of potential drug
targets [1]. The critical role of protein kinases, lipid
kinases, and other signaling enzymes in major cell
functions such as proliferation, apoptosis, cell migra-
tion, and invasion has been clearly established. As
expected, these molecular actors have been chosen
a priori by pharmaceutical industries as potential
targets in oncology and also in immunotherapy.
Unlike the drugs used in conventional chemother-
apy, these agents are designed to specifically interfere
with key molecular events involved in the malignant
phenotype and are thus expected to have fewer side
effects. In addition, these targeted drugs provide
unique opportunities for combination therapies with
other conventional agents that have non-overlapping
toxicities. Currently, more than 500 targeted mole-
cules are in the pipelines of pharmaceutical industry
and around 100 of them are under pre-clinical or
clinical steps development [2].

Some of these drugs are highly specific of an
intracellular signaling actor while others have several
targets. This is, for instance, the case of kinase

inhibitors that can target a receptor or an oncogenic
kinase with high specificity but can also target several
other kinases. Indeed, due to similarities of the
catalytic pockets of kinases, small molecules acting as
ATP-competitors often target, more or less effi-
ciently, different kinases.

It is important to consider that many of these drug
targets can regulate different pathways shared by
various cell types, especially platelets. Indeed, plate-
lets are regulated by highly dynamic and sophisti-
cated signaling mechanisms involving many different
protein and lipid kinases, GTPases and other actors
that are often deregulated in cancer cells or impli-
cated in immune cell activation.

We would like to exemplify three types of drugs
here which are already in clinics or just entering
clinical trials and which may affect platelet functions.

About 10 years ago, imatinib, the first targeted
tyrosine kinase inhibitor used in clinic, has revolu-
tionized the treatment of chronic myeloid leukemia
(CML). Imatinib is an ATP competitor of the
oncogenic tyrosine kinase BCR-ABL which is
responsible for malignant transformation in CML.
Imatinib targets ABL, cKit, and PDGF-receptor. To
face some problems of imatinib resistance due to
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mutation in the catalytic pocket of BCR-ABL, a
second-generation inhibitor has been developed [3].
This drug, called dasatinib, very efficiently targets
BCR-ABL but also platelet-derived growth factor
(PDGF) receptor, c-Kit (as imatinib), and in addi-
tion, Src-kinases. As a consequence, dasatinib has
additional side effects compared to imatinib and, as
developed below, affects platelet activation.

A second example of targeted drug that may
impact on platelets concerns the inhibitors of the
spleen tyrosine kinase (Syk and its homologue
ZAP70), a cytoplasmic tyrosine kinase that associates
with different receptors on the surface of immune
cells (including B cells, mast cells, macrophages, and
neutrophils). Immune cells receptors, including Fc
receptors and B-cell receptors, are important for
both allergic and antibody-mediated autoimmune
diseases. The engagement of these receptors by their
ligands activates Syk leading to different cellular
responses such as cytokine production (in T cells and
monocytes) and phagocytosis (in macrophages).
Thus, inhibiting Syk has been proposed to represent
a mean to treat disorders such as rheumatoid
arthritis, allergic conditions, systemic lupus erythe-
matosus, and B cell related hematological malignan-
cies [4, 5]. Fostamatinib (R788), a prodrug of the
Syk inhibitor R406, or the PRT-060318 compound,
are potential candidates for treatment of rheumatoid
arthritis. Fostamatinib, the most developed oral
Syk inhibitor, is undergoing phase III clinical trial
program.

The last example concerns phosphoinositide
3-kinases (PI3Ks) which are widely expressed
lipid kinases phosphorylating phosphoinositides
at the D-3 position of the inositol ring. These
enzymes function as signal transducers downstream
of cell-surface receptors and their lipid products are
considered as second messengers having central roles
in the regulation of cell growth, differentiation,
motility, proliferation, and survival [6]. PI3Ks are
important effectors of many oncogenes and onco-
genic gain of function mutations of the PI3K«
isoform have been described in different human
cancers [7]. The PI3K-Akt survival pathway is
considered as a cornerstone in the development of
cell malignancy and is actively studied in order
to develop new anticancer drugs. Two well known
pan-PI3Ks inhibitors are the fungal metabolite
wortmannin and 1.Y294002 [8]. These two inhibi-
tors, which however affect many kinases of the PI3K
superfamily, have been important research tools to
elucidate the role of PI3Ks in the biology of human
cancer cells. Moreover, the development of mouse
models expressing inactive PI3K isoforms has shown
a certain degree of specialization of the different
isoforms. This observation has motivated the devel-
opment of isoform specific PI3K inhibitors and some

of them are entering in clinic as anticancer drugs
[9, 10]. As developed below, recent studies have
demonstrated the important role of PI3Ks in plate-
let activation suggesting that potential side effects of
these drugs may be expected.

Major platelet signaling pathway potentially
affected by new targeted drugs

Platelet activation and formation of a platelet throm-
bus is a highly regulated physiological process trig-
gered by a vessel-wall injury [11]. Platelet activation
is initiated by interaction with immobilized mole-
cules of the matrix (collagen, Von Willebrand factor)
and amplified by soluble agonists (thrombin, ADP,
thromboxane A2; [12-14]). Many receptors for
adhesive ligands and soluble agonists involved in
the haemostatic and prothrombotic function of
platelets have been identified. Many signaling mech-
anisms initiated by these receptors have been char-
acterized in these last few years and share several
similarities with the mechanisms described in nucle-
ated cells stimulated by growth factors or hormones.
Some important pathways of platelet activation are
briefly summarized below.

ITAM-mediated plateler activation

Primary adhesion of platelets to the subendothelial
extracellular matrix (ECM) involves the platelet
Von Willebrand factor receptor GPIb/V/IX and the
collagen receptors w21 and GpVI. GPVI uses an
immunoreceptor tyrosine-based activation motif
(ITAM) to signal [15, 16]. Indeed, GPVI is in
complex with the Fc receptor (FcR)y-chain which
contains an ITAM. Upon GPVI triggering a signal
transduction mechanism 1is initiated through the
tyrosine phosphorylation of the FcRy-chain ITAM.
Src-family kinases (SFKs) have been shown to
phosphorylate conserved tyrosine residues within
the ITAM of the FcRy-chain providing a docking
site for the tyrosine kinase Syk. Upon interaction
with the phosphorylated ITAM, Syk becomes acti-
vated and phosphorylates a number of proteins
including the important docking protein, linker for
activation of T cells (LAT) [17]. This leads to the
formation of a signalosome that is composed of a
series of adapters and effector proteins. At the core of
this signalosome are the adapter LAT and the two
cytosolic adapters SLP-76 and Gads. These proteins
recruit a number of signaling molecules to regulate a
major effector enzyme in the GPVI signaling cascade,
phospholipase C (PLC)y2 [15, 18, 19]. Activation of
PLCy2, which requires tyrosine phosphorylations
(likely via the Bruton’s tyrosine-kinase BTK and
SFKs) and PI3Kp activation, leads to intracellular
calcium mobilization and protein kinase C (PKC)
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phosphorylation of ITAMs by the Src kinases (Fyn and Lyn) leading to the recruitment and activation of the tyrosine kinase Syk. This
initiates a Syk-dependant signaling cascade contributing to the formation of a LAT signalosome and in turn to the activation of PLCy2
through mechanisms involving tyrosine phosphorylations and PI3K. The targeted drugs already in clinic or under clinical trials affecting key

enzymes of these pathways are indicated.

activation, which are two mandatory events for
platelet secretion and aggregation (Figure 1).

Integrins-mediated plateler activation

Integrins such as the collagen receptor o281 or the
fibrinogen receptor «llbB3 are critical players in
platelet adhesion and aggregation. During «IIbg3
integrin outside-in signaling, tyrosine kinases includ-
ing SFKs and the focal adhesion kinase (FAK) as
well as serine/threonine-kinases like ILK are acti-
vated and play an important role in the formation of a
focal adhesion complex containing actin cytoskeleton
regulatory and structural proteins as well as many
signaling enzymes such as PI3K and lipid and
protein phosphatases [15, 18].

In the same way, under flow condition, the
binding of Von Willebrand factor to the glycoprotein
Gplbe, induces the activation of SFKs and other
signaling enzymes such as PI3K.

G Protein-Coupled Receptors (GPCRs)-mediated
platelet activation

During the formation of a platelet plug, a variety of
locally accumulating soluble agonists are produced or
released and play an important role in the amplifica-
tion of platelet activation leading to the recruitment of
additional platelets from the circulation. These ago-
nists include ADP, thromboxane A2 (TxA2), which
are secreted or released from activated platelets and
thrombin, which is produced on the surface of
activated platelets via the coagulation cascade.
All these soluble agonists activate heterotrimeric
G-proteins coupled receptors (GPCRs) [20].

Platelet activation vza GPCRs involves three major
G protein-mediated signaling pathways that are ini-
tiated by the activation of Gy, G;3 or G;. ADP acts
through two GPCRs, P2Y1 coupled to Gq and
P2Y12 coupled to G;-type G proteins.

Thrombin, a potent platelet activator, acts
through protease-activated receptors (PARs), parti-
cularly PAR1 which couples to G4 and Gy5/13 and to
a lesser extent to Gi and PAR4 which couples to
Gg and G153 in human platelets. Like ADP, TxA2
acts as a positive feedback mediator secreted dur-
ing platelet activation, its receptor couples to Gg
and Gy/3.

The G4 family of heterotrimeric G-proteins acti-
vate the g isoforms of PLC [20] resulting in the
formation of inositol trisphosphate and diacylglycerol
leading to an elevation of cytoplasmic calcium
concentration and PKC activation, respectively.
Calcium mobilization and PKC activation are critical
in platelet activation. Indeed, this pathway regulate
a number of molecular mechanisms involving cal-
cium-calmodulin-dependant kinases, MAP-kinases,
GTPases, phospholipase A2, and several other actors
required for cytoskeleton remodeling, secretion, and
integrin activation.

G13, a member of the Gy,/15 family, is known to
regulate several signaling pathways of which the Rho/
Rho kinase pathway is the best characterized. G; is an
important inhibitor of adenyl cyclase which in turns
decreases cAMP level [21]. In addition, G; type G
proteins are a major source for Sy complexes, which
are released upon G-protein activation and can
regulate a variety of channels and enzymes including
some PI3K isoforms.
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The PI 3-kinase pathway

PI3Ks are divided into three classes (I, II, and III)
based on their structure, mode of regulation, and
substrate specificity [22, 23]. Platelets contain all
PI3K isoforms. Class I PI3Ks (¢, B, § and y)
isoforms are responsible for agonist-induced produc-
tion of the second messenger phosphatidylinositol
(3,4,5) trisphosphate that is mandatory for Akt
activation and contribute to the activation of several
effectors including PL.Cy2, BTK, and Rap1B. Thus,
the PI3K pathway impacts on the regulation of a
broad range of functional platelet responses. Class Ia
isoforms (o, B and §) are classically regulated by
tyrosine kinases, whereas the class Ib isoform (y) is
activated by G-protein-coupled receptors [24].
PI3K$ has a minor role in platelets [25], PI3Ky is
important downstream of the ADP receptor P2Y12
[26]. PI3KS appears to play a critical role in platelet
activation particularly in high shear stress conditions
and may be a potentially interesting antithrombotic
drug target [27, 28]. The function of PI3Ku is still
unclear but it may play a cooperative and non-
redundant role with PI3Kj3 [29, 30].

Platelet side effect of clinically available kinase
inhibitors: the example of dasatinib

As mentioned above, dasatinib (BMS-354825) is a
second-generation tyrosine kinase inhibitor, more
potent than imatinib on BCR-ABL, which has
demonstrated high efficiency in patients with imati-
nib-resistant CML. In addition to the tyrosine
kinases inhibited by imatinib (cKIT and PDGF-
receptor), dasatinib also affects SFKs. Six members
of the SFKs have been shown to be expressed in
human platelets (c-Src, Lyn, Fgr, Fyn, Lck, and Yes;
[31]). Dasatinib has a weak effect on platelet activa-
tion in response to thrombin but, as expected from
the critical role of SFKs in ITAM signaling, it
efficiently inhibits GPVI-mediated platelet activation
wn vitro [32]. It is also a potent inhibitor of platelet
signaling initiated by collagen and FcyRIIA cross-
linking (Figure 1). Moreover, dasatinib increases the
tail bleeding time of mice in a dose-dependant and
reversible manner. Using whole blood we could show
that dasatinib treatment rapidly decreases the volume
of thrombi formed over a matrix of collagen under
arterial flow conditions. This effect was also observed
using whole blood from patients treated with
dasatinib. These effects are rapidly reversible after
interruption of the treatment. In conclusion, dasati-
nib is affecting platelet functions i vitro, ex-vivo and
i vivo, which has potential implications in clinic and
may explain bleeding events observed in patients
under treatment. Considering the rapid and revers-
ible effect of dasatinib on platelets functions i vivo,

invasive surgical gesture should be avoided during
the first hours following dasatinib intake.

Tyrosine kinase inhibitors as anti-platelet drugs?

An interesting question concerns the potential use of
SFKs inhibitors as antiplatelet drugs. The data
obtained with dasatinib indicate that non-selective
SFKSs inhibitors would increase the bleeding risk and
our unpublished data suggest a relatively modest
anti-thrombotic effect of this compound in a mouse
model of carotid injury (M-P Gratacap, personal
observation). In this context, it appears important to
define which SFK member is involved downstream
of the different platelet receptors and the degree of
redundancy of these kinases. These information are
required to estimate whether or not selective inhib-
itors of the different members of the family have a
chance to reduce the thrombosis risk while spearing
primary haemostasis.

In general, the potential interest of tyrosine
kinases inhibitors as antithrombotic drugs remains
to be established. However, these compounds may
be relevant therapeutic options in the treatment of
certain immune complexes-mediated platelet activa-
tion and thrombotic complications. Heparin-induced
thrombocytopenia (HIT) is a drug-induced immune
thrombocytopenia where antibodies reactive with
heparin-PF4 complexes lead to FcyRIIA-mediated
platelet activation. Interestingly, both dasatinib [32]
and Syk inhibitors [33] efficiently prevent platelet
activation induced by FcyRIIA-clustering, induced
by HIT antibodies from patients. The beneficial
effect of Syk inhibition on HIT has been demon-
strated i vivo, in a mouse model of the pathology
[32]. Importantly, targeting Syk does not signifi-
cantly increase the bleeding risk in mouse [4, 34].
Moreover, the rapid reversibility of the effect of these
inhibitors and the fact that they may also inhibit
monocyte activation, an important aspect of the
pathology, suggest that Syk inhibition is an attractive
therapeutic strategy in the treatment of HIT.

Conclusion

Next to the expected therapeutic effect, platelet side
effects of emerging targeted drugs used in oncology
can occur and have to be considered. Drug devel-
opers as well as clinicians may have to take into
account this potential impact on haemostasis, parti-
cularly bleeding disorders. Furthermore, the under-
standing of the effects of these incoming targeted
drugs on platelet signaling and functions is an
opportunity to increase our knowledge of the molec-
ular processes of platelet activation.
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Current antiplatelet drugs interfere with impor-
tant steps of their activation, including TxA2 syn-
thesis, P2Y12 ADP receptor activation, or «llbg3
integrin engagement. So far, intracellular signaling
actors have not been targeted by antiplatelet drug
in clinic. Interestingly, some tyrosine kinase inhibi-
tors such as Syk inhibitors may be of interest in the
therapeutic strategies to fight against immune com-
plexes-mediated thrombotic complications.
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Résumé. Des avancées thérapeutiques importantes ont été réalisées ces derniéres
années, notamment en cancérologie, avec |'arrivée de molécules ciblant des relais
de transmission de signaux intracellulaires, |'activité kinasique de récepteurs spéci-
fiques ou des régulateurs du systtme de maintenance de I’homéostasie cellulaire [1].
Or, de nombreuses protéines ciblées par ces médicaments sont communes a
plusieurs types cellulaires et particuliérement impliquées dans les voies d’activation
plaquettaire qui font appel & des mécanismes de signalisation hautement perfor-
mants et régulés. Ces nouvelles thérapies sont donc susceptibles d’avoir un impact
sur I'hémostase, pouvant entrainer des épisodes hémorragiques plus ou moins
importants. || sera pertinent d’anticiper et d’'analyser leurs effets potentiels sur
I'activation plaquettaire. Ces effets sont parfois incomplétement caractérisés lors
des phases de développement des inhibiteurs ciblés, les équipes travaillant dans
ce domaine trés spécialisé de |'hémostase étant relativement peu impliquées.
Ces éléments sont importants & prendre en considération d’un point de vue clinique
mais leur analyse apporte également des données précieuses dans le domaine de
la physiologie plaquettaire et de la pharmacologie antiplaquettaire. Il sera donc
important de caractériser les mécanismes moléculaires et les réponses plaquettaires
affectés par certaines des molécules ciblées qui vont arriver en force sur le marché
dans un proche avenir. Outre I'évaluation des conséquences cliniques, ces études
devraient contribuer & accroitre nos connaissances dans le domaine de I’hémostase.
Cette revue a pour objectif de résumer le contexte actuel dans le domaine et de
décrire les principales voies d’activation plaquettaires susceptibles d'étre ciblées
par de nouveaux médicaments d’ores et déja utilisés ou en développement.

Mots clés : molécules ciblées, inhibiteurs de tyrosine kinase, activation
plaquettaire, hémostase

Abstract. Important therapeutic advances have been made these recent years,
particularly in oncology, with the development of molecules targeting critical intra-
cellular signalling actors, the kinase activity of specific receptors or regulators of
cellular homeostasis. However, several proteins targeted by these drugs are com-
mon to many cell types and are particularly implicated in platelet activation proces-
ses which involve highly efficient and regulated signalling mechanisms. These new
therapies are likely to impact on haemostasis, potentially leading to more or less
important bleeding episodes. It is therefore relevant to anticipate and analyze
their potential effects on platelet activation processes. These effects are sometimes
incompletely characterized during the development of selective inhibitors, as
research groups working in this highly specialized field of haemostasis are relati-
vely weakly involved. It is of course important to consider these aspects at a clinical
point of view but their analysis also provides valuable information to increment our
knowledge in platelet physiology and antiplatelet pharmacology. Thus, it will be

important to be able to characterize the platelets molecular mechanisms and e —
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functional responses affected by some of the numerous targeted drugs which will
be available in the near future. This review aims to summarize the current situation
in the field and to describe the major platelet signalling pathways which may be
targeted by these new drugs.

Key words: targeted drugs, tyrosine kinase inhibitors, platelet activation,

haemostasis

Le développement exponentiel
des inhibiteurs ciblés

Les tfravaux de recherche fondamentale ont mis en avant le
réle clé des protéines kinases, des lipides kinases ou des
GTPases dans la régulation de grandes fonctions cellulaires
(prolifération, survie et apoptose, angiogenése, migration cel-
lulaire et invasion) et leur dérégulation dans de nombreuses
pathologies, notamment cancéreuses. Ces acteurs des casca-
des de signalisation amplifient et distribuent I'information.
Il est donc logique que l'industrie pharmaceutique ait, a
priori, choisi ces relais de signalisation comme cibles d'intérét
pour le développement de nouvelles molécules anticancé-
reuses. Les traitements ciblés représentent un espoir en cancé-
rologie pour remplacer les thérapies actuelles fondées essen-
tiellement sur des chimiothérapies dont I'effet toxique est
souvent difficile & maitriser. Les petites molécules inhibitrices
des protéines kinases présentent |'avantage que leur efficacité
ne se limite pas & des cibles membranaires et qu’elles peuvent
inhiber plusieurs kinases de la méme voie en raison des homo-
logies structurales de leur domaine catalytique. Ainsi, un
grand nombre d'inhibiteurs de kinase ont été et continuent &
étre développés. Certaines de ces molécules sont d’ores et
déj& des médicaments, plusieurs autres le deviendront dans
un avenir proche. Le succés du Glivec® ou STL571 (imatinib
mésilate), premier inhibiteur de kinase & avoir été mis sur le
marché en 2001 (inhibiteur de la tyrosine kinase onco-
génique BCR-ABL), a révolutionné le traitement de la leucémie
myéloide chronique [2]. Depuis, d'autres inhibiteurs de kina-
ses ont été mis sur le marché [3], environ 600 sont actuelle-
ment étudiés, essentiellement par I'industrie pharmaceutique,
et prés d’une centaine sont dans une phase avancée. Ce sont
donc des dizaines de nouvelles molécules ciblées qui
deviendront disponibles dans la décennie & venir (malgré la
question de leur coit, de leur prise en charge et donc de
I’équité d’accés des patients & ces thérapies). D'autres relais
de signalisation ou acteurs de grandes fonctions cellulaires
(protéasome par exemple) sont également activement ciblés.

Les grandes voies
de signalisation plaquettaire

La formation d'un thrombus plaquettaire est la réponse

s physiologique & une lésion vasculaire. Elle a pour but initial
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de stopper le saignement et doit donc étre rapide et contrélée
dans I'espace. Le caillot est aussi nécessaire & la cicatrisation
et doit étre stable jusqu’'a ce que celleci ait pris place.
L'importance physiologique de ce processus se traduit par la
multiplicité et la complémentarité des voies d’activation qui
ont permis, au cours de |'évolution, d’atteindre un systéme
plaquettaire hautement performant [4, 5]. L'activation des
plaquettes implique des molécules adhésives de support
(collagéne, facteur Von Willebrand) et des molécules solubles
(thrombine, ADP, thromboxane A2) [6-9]. Certains agonistes
sont plutdt impliqués dans l'initiation de I'activation plaquet-
taire (facteur Von Willebrand, collagéne), d’autres dans la
propagation (ADP, thromboxane A2) ou les deux (throm-
bine), enfin certains participent & la stabilisation (ADP,
fibrinogéne). La participation d’un nombre grandissant de
récepteurs & la croissance et & la stabilisation de I'agrégat
plaquettaire est démontrée gréce aux études de souris géné-
tiquement modifiées (Gasé [10], Eph/EphR [11], JAM-
[12], CLEC2 [13], TLT-1 [14]). De fagon schématique, on
peut considérer que la plupart des agonistes plaquettaires
solubles utilisent des récepteurs appartenant a la superfamille
des récepteurs & sept domaines transmembranaires couplés
aux protéines G (RPCG) [6] alors que les molécules adhésives
mobilisent des intégrines ou des glycoprotéines de surface
couplées & I'activation de tyrosine kinases et & la phosphory-
lation de motifs particuliers dont les ITAM (immuno-tyrosine
based activation motifs) (figures 1, 2) [15]. Ces récepteurs
plaquettaires ne sont pas tous responsables d'une activation :
des mécanismes d'inhibition plaquettaire mettent en jeu des
récepteurs RCPG (PGl,) et la voie du NO qui activent des
adénylate et guanylate cyclases [16, 17] ou des immuno-
récepteurs a motif ITIM (immuno-tyrosine based inhibition
motifs) (PECAM ou CD31, G6Bb ef CAECAM) [18-20]
mobilisant spécifiquement certaines phosphatases.

Ainsi, une réponse plaquettaire optimale est conditionnée par
de nombreux acteurs de signalisation rendant ces cellules
vulnérables aux molécules ciblant les relais de transmission
des signaux (protéine ou lipide kinases notamment).
Un certain nombre de voies de signalisation majeures condui-
sant & I'activation des plaquettes sont aujourd’hui identifiées.

Agonistes solubles,
GPCR et activation plaquettaire

Parmi les récepteurs plaquettaires aux agonistes solubles
activateurs les plus importants, on compte les récepteurs de
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Figure 1. Des récepteurs membranaires spécifiques a I'activation de la voie calcique.

L’activation plaquettaire générée par des agonistes solubles ou des molécules d’adhésion, via divers type de récepteurs, entraine I'acti-
vation de phospholipases C (PLC) et la génération d’inositol (1,4,5) trisphosphate (IP3). La liaison de I'lP5 a ses récepteurs présents
sur le systéme tubulaire dense (DTS) initie la mobilisation du Ca2* & partir des stocks intracellulaire. L’augmentation du Ca2* intracellu-
laire est amplifiée par un influx de Ca®* extracellulaire et va permettre, entre autres, I'activation de protéines dépendantes du Ca®*
comme la kinase de la chaine légére de la myosine (MLCK) permettant la génération de forces contractiles nécessaires au changement
de forme des plaquettes ou a la rétraction du clou de fibrine.

RCPG : récepteur couplé aux protéines G ; GP : glycoprotéine ; ITAM : immunoreceptor tyrosine-based activation motif ; ITIM : immuno-
receptor tyrosine-based inhibition motif; PLC : phospholipase C; PI(4,5)P,: phosphatidylinositol (4,5) bisphosphate ; IP3: inisitol

triphosphate ; DAG : diacylglycérol ; PKC : protéine kinase C ; MLCK : myosin light chain kinase.

la thrombine (PAR1 et PAR4), de 'ADP (P2Y1 et P2Y12) ou du
thromboxane A2 (TPa). Le tableau T résume les voies de
signalisation activées par ces récepteurs. Lles récepteurs
PART et 4 mais également TPa et P2Y1 sont couplés aux pro-
téines G hétérotrimériques Gq qui activent la phopholipase
CB (PLCB) et, en aval, les PKCs et la mobilisation du Ca?*
(figures 1, 2) [6, 8]. Ces deux systémes de transmission des
signaux sont critiques dans la plaquette et mettent en jeux de
nombreux acfeurs tels que les kinases Ca®*-calmoduline
dépendantes (CAM kinases), les MAP-kinases ou des modu-
lateurs de I'activation des intégrines et de la dynamique du
cytosquelette et de la sécrétion.

PART, PAR4 et TPa sont aussi couplés & Gio/13 (figure 2),
protéines G  hétérotrimériques capables  d’entrainer
I'activation de la GTPase RhoA responsable notamment de
I'activation de la kinase ROCK, un régulateur de la phospha-
tase de la chaine légére de la myosine [21]. Le récepteur de
I’ADP P2Y12 est fortement couplé & la protéine G; (figure 2)
conduisant & l'inhibition de I'adénylate cyclase et I'abaisse-
ment de I'’AMPc connu pour agir comme un frein de |'activa-
tion plaquettaire [22]. Le récepteur de la thrombine PART est
également couplé & Gi. La plupart de ces récepteurs sont
aussi capables d'activer la voie des phosphoinositide
3-kinases (PI3K), certaines tyrosines kinases et des GTPases
mais les isoformes et les mécanismes moléculaires impliqués
sont encore incomplétement caractérisés.

Hématologie, vol. 16, n° 5, septembre-octobre 2010

Récepteurs d’adhésion, ITAM,
tyrosines kinases et activation plaquettaire

Plusieurs classes de récepteurs sont impliquées dans I'adhé-
sion et |'activation des plaquettes par des protéines adhésives
et des complexes immuns :

—famille des immuno-récepteurs & motif ITAM comme la
glycoprotéine VI (GPVI), récepteur du collagéne, et le
récepteur de basse affinité du fragment Fc des IgG, FcyRIIA
(ou CD32) [23, 24] (figure 3);

—famille des intégrines comme l'intégrine a2B1, récepteur
du collagéne, et I'intégrine allbB3, récepteur du fibrinogéne
[25] (figure 4) ;

— famille des protéines riches en leucine (GPlba, récepteur du
facteur Von Willebrand) [26] (figure 1).

Des tétraspanines et d'autres glycoprotéines peuvent égale-
ment contribuer & |'activation plaquettaire.

Les voies des tyrosines kinases non récepteur sont particulié-
rement sollicitées en aval de GPVI et de FcyRIIA (figure 3).
Dans les deux cas, le regroupement des récepteurs par leur
ligand induit I'activation de kinases de la famille des Src
(Fyn, Lyn notamment) permettant la phosphorylation des
deux tyrosines du motif ITAM de la chaine gamma associée
a GPVlou de FeyRIIA. La tyrosine kinase Syk est alors recrutée
par ses domaines SH2 sur les ITAM phosphorylés et va

phosphoryler & son tour les protéines adaptatrices comme  ————
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Figure 2. Quelques grandes voies de signalisation en aval des principaux récepteurs plaquettaires.

Lors d’une rupture de la paroi vasculaire, les plaquettes sont capturées puis immobilisées au niveau du sous endothélium via essentielle-
ment la liaison de la GPIb/IX/V au facteur de von Wilebrand et de la GPVI au collagéne fibrillaire. Les voies de signalisation mises en jeux
par ces récepteurs sont fortement dépendantes de tyrosine kinase de la famille Src (pp60, Lyn) et de Syk. Des mécanismes entrainant
la sécrétion et la production locale d’agonistes solubles dont 'ADP, le thromboxane A2 ou la thrombine, vont étre mis en jeux. La liaison
de ces agonistes sur leurs récepteurs respectifs (RCPG) va amplifier I'activation plaquettaire via notamment la mise en jeu de protéines
hétérotrimériques G. Goq est couplée a I'activation de PLCp et de la GTPase Rac. Le récepteur de P2Y12 de 'ADP, couplé a G, permet
l'inhibition de 'AC et I'activation de PI3K alors que I'activation des protéines Gi,/13 entraine I'activation de la GTPase Rho. L’ensemble
de ces mécanismes va conduire a I'activation plaquettaire et a I'arrét du saignement (adapté d’aprés [9]).

ADP : adénosine diphosphate ; TxA2: thromboxane A2; RCPG: récepteur couplé aux protéines G; GP: glycoprotéine; PI3K:

PI 3-kinase ; AC : adénylyl cyclase.

LAT ou SLP76. Un complexe de signalisation va se constituer
impliquant diverses protéines et conduisant a I'activation de
la PLCY2 [15, 27].
Les tyrosines kinases, en particulier Src et Syk, mais égale-
ment FAK (focal adhesion kinase), sont impliquées dans
la signalisation « outside-in » des intégrines induite par la
lioison du collagéne & 02B1 ou du fibrinogéne & allbp3
(figure 4). La liaison du facteur de Von Willebrand & GPlba
en condition de flux induit également |'activation de Src [28].
Il faut noter que les récepteurs transmembranaires & activité
tyrosine kinase sont relativement peu exprimés dans les
plaquettes, mais le récepteur de I'lGF1 (insulin-like growth
factor 1) pourrait par exemple contribuer & leur activation.
De fagon générale, les tyrosines kinases, qu’elles soient de type
récepteur ou non récepteur, sont souvent dérégulées dans les
cellules tumorales et représentent des cibles pharmacologiques
de choix [3]. Des inhibiteurs des kinases de la famille Src sont
déja disponibles en thérapie anticancéreuse, d’autres visant
a cibler plus sélectivement les divers membres de la famille
sont en développement. La kinase FAK est également ciblée
s dans le but d'inhiber le développement de métastases et
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d’augmenter la sensibilitt des cellules tumorales & la
chimiothérapie. Le développement d'inhibiteurs de la kinase
Syk suscite actuellement beaucoup d'intérét dans un contexte
de traitement de pathologies immunitaires (arthrite rhumao-
toide, asthme, PTI) et anticancéreuses (lymphomes) [29-33].
Le récepteur de I'lGF1 est ciblé par des anticorps neutralisants
et des petites molécules inhibitrices de son activité tyrosine
kinase dans le but de limiter la tumorigenése, car ce récepteur
est impliqué dans plusieurs cancers (ostéosarcome, cdlon,
sein) oU il joue un réle dans la mitogenése, |'établissement et
la maintenance d’un phénotype transformé et la protection des
cellules contre I'apoptose.

La voie des phospholipases C (PLC)

L'hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate
(PI{4,5)P2) par les PLCB ou y génére deux seconds messagers,
inositol 1,4,5-risphosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG),
conduisant respectivement & I'augmentation du Ca®* intra-
cytoplasmique et a I'activation des protéines kinase C (PKC)
(figure 1). Cette voie de signalisation est indispensable &

Hématologie, vol. 16, n° 5, septembre-octobre 2010



Tableau 1
Récepteurs plaquettaires majeurs et voies de signalisation mises en jeu

Agonistes Récepteurs Quelques effecteurs majeurs
Thrombine PARI Gy/Giz1s —> PLCB/PI3K/RhoA
G; — | Adénylate cyclase
PAR4 Gy/Giz13 ——> PLCB/PI3K/RhoA
Thromboxane A, TPo G4/Giz13 —> PLCB/PI3K/RhoA
ADP P2Y12 G, ., PI3KyB
——1 Adénylate cyclase
P2Y1 e ——> PICP
Collagéne GPVI SFK/Syk/PI3K/PLCy,/Rho GTPases
Bl SFK/Syk/PI3K/PLCy,
Facteur Von Willebrand Gplb-IX-V SFK
Complexes immuns FeyRlla SFK/Syk/PI3K/PLCy,
Fibrinogéne oyuB3 SFK/FAK/Syk/PI3K/PLCy,

Complexes
immuns
Fey RIA Collagéne
GPVI / FcRy
| = oo .
=1 k» s
o IP3 o
-
D
- _J
Y
- Sécrétion
Agrégation

Figure 3. Récepteurs a motifs ITAM, tyrosines kinases et activation plaquettaire.

Le regroupement de GPVI et de FcyRIIA par leur ligand (collagene et IgG respectivement) induit I'activation de kinases de la famille
des Src (Fyn, Lyn notamment) permettant la phosphorylation des deux tyrosines du motif ITAM de la chaine gamma associée a GPVI
ou de FcyRIIA. Ceci permet la liaison de la tyrosine kinase Syk par ses domaines SH2 et son activation qui va conduire a la phosphoryla-
tion de protéines adaptatrices comme LAT ou SLP76 induisant 'assemblage d’un complexe de signalisation au sein duquel PLCy2 sera
phosphorylée par Syk et d’autres tyrosine kinases de la famille Src (Lyn, Fyn,Yes notamment) ou Tec (Tec et Btk). La phosphorylation
de la PLCy2 ne suffit pas a elle seule pour entrainer la génération des seconds messagers IP3 et DAG. En effet, la PLCy2 doit également
étre relocalisé et stabilisé a la membrane plasmique, prét de son substrat le PI1(4,5)P,. Cette relocalisation nécessite un des produits
de la PI3K, le PIP; (adapté d’apres [27]).

SFK: Src family kinases ; LAT : linker of adaptation of T cell ; SLP76 : Src homology 2 domain-containing leukocyte phosphoprotein
of 76 kDa ; TK : tyrosines kinases ; Y : tyrosine ; PY : phospho-tyrosine ; PH : pleckstrin homology domain ; SH : Src homology domain.

I'activation plaquettaire. Selon le récepteur membranaire  les récepteurs mobilisant les tyrosines kinases activent la
impliqué, différentes isoformes de PLC sont mises en jeu et PLCy2 par l'intermédiaire de la phosphorylation de molécules
activées par des mécanismes moléculaires spécifiques.  adaptatrices et de la PLCy2 elle-méme (figure 2) [34]. La mobi-
Les récepteurs couplés & Gq activent les PLCB [6], alors que  lisation du Ca?* est une étape clé de I'activation plaquettaire. n——
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Figure 4. Signalisation dépendante de l'intégrine allbf3.

La signalisation induite par la fixation d’'un agoniste sur son récepteur (figure 2) va entrainer un changement conformationnel de I'intégrine
(signalisation dite « inside-out ») et lui permettre de lier le fibrinogéne qui va créer des ponts entre les plaquettes permettant le phéno-
meéne d’agrégation. Lorsque lintégrine est engagée, elle va entrainer une signalisation dite « outside-in » qui va mettre en jeu différents
acteurs, notamment les tyrosines kinases Src et Syk, mais également FAK (focal adhesion kinase). La signalisation « outside-in » sera
importante pour la croissance du thrombus et sa stabilité (adapté d’apres [15]).

Cet ion est un cofacteur indispensable & I'activation de
nombreuses enzymes régulant ainsi les réponses plaquettai-
res, de la sécrétion & I'activation de I'intégrine allbB3 et au
remodelage du cytosquelette [35]. L'activation des PKC est
également critique car ces kinases phosphorylent et régulent
de nombreux acteurs de la dynamique plaquettaire impli-
quées dans la plupart des réponses plaquettaires [36].
Des inhibiteurs de certaines isoformes de PKC sont en déve-
loppement dans le traitement de diverses pathologies [36].

La voie des PI3K

Les PI3K sont des lipides kinases produisant un second messa-
ger important, le phosphatidylinositol 3,4,5 trisphosphate
(PIP3) qui n'est pas substrat des PLC mais qui interagit directe-
ment avec des domaines protéiques spécifiques permettant le
recrutement membranaire et |'activation de protéines de
signalisation felles que Akt ou la PLCy2. L'activation des
PI3K est commune & plusieurs voies de signalisation plaquet-
taire dans la mesure oU, comme pour les PLC, il existe
plusieurs isoformes de PI3K régulées par les RCPG ou les
récepteurs activant les tyrosines kinases (figure 2) [37, 38].
Les PI3K ont & la fois un réle précoce et un réle tardif dans
les processus d'activation plaquettaire. En aval de GPVI ou
de FcyRIIA, la PI3K recrutée par LAT permet notamment
s |'ancrage membranaire de PLCy2 et sa pleine activité [39],
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ainsi que 'activation d'Akt et de Rap1b (figure 3). Des PI3K
de classe | (isoformes y et p) sont activées en aval de P2Y12 et
contribuent aux signaux de propagation de |'activation pla-
quettaire via I’ADP. Plus tardivement, en aval de la liaison
du fibrinogéne & l'intégrine allbp3, le PIP; et son produit de
dégradation par la phosphatase SHIP1, le PI(3,4)P5, jouent
un réle dans la croissance et la stabilisation de I'agrégation
plaquettaire [40, 41].

La voie PI3K/Akt est I'une des voies les plus étudiées dans le
domaine de la transformation et de la survie cellulaire.
Des mutations gain de fonction de la PI3K de Classe IA
(isoforme o) et des mutations perte de fonction de la PIP3 3-
phosphatase PTEN sont retrouvées dans plusieurs cancers et
la plupart des oncogénes activent les PI3K. L'activation de
cefte voie, conduit & des événements aberrants et précoces
en cancérogenése dont |'inferruption a des effets antiprolifé-
ratifs, proapoptotiques et antiangiogénes. De nombreuses
molécules ciblant les diverses isoformes de PI3K de Classe |
(a,B,8,7) et Akt sont en développement et commencent &
arriver en clinique avec pour objectif de diminuer la survie
des cellules cancéreuses [1].

La voie des Rho GTPases

De nombreux récepteurs, qu'ils soient RCPG, couplés & des
tyrosines kinases ou intégrines, stimulent les GTPases de la
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famille Rho (RhoA, Rac et Cdc42). Elles jouent un réle essen-
tiel dans le remodelage intense du cytosquelette d'actine qui
soustend les changements morphologiques des plaquettes
lors des diverses phases de leur activation (émission de filopo-
des, étalement, agrégation, rétraction du caillot de fibrine)
[42]. La régulation de ces GTPases est complexe et encore
assez mal connue dans les plaquettes, elle fait appel a des
facteurs d'échanges du GDP pour le GTP (GEFs), des inhibi-
teurs de I"échange du GDP (GDI) et des activateurs de I'acti-
vité GTPasique intrinséque (GAPs). RhoA et Rac mobilisent
des effecteurs spécifiques, notamment les sérines/thréonines
kinases ROCK et PAK, respectivement. RhoA joue un réle
important dans le contréle du systéme contractile d’acto-
myosine via ROCK qui régule négativement la phosphatase
de la chaine légére de la myosine. Rac joue un réle important
pour la formation de lamellipodes et I'étalement des plaquet-
tes en adhésion et Cdc42 contribue & la formation des
filopodes.

Les voies de signalisation régulées par les GTPases Rho com-
mencent & étre ciblées notamment dans le cadre de thérapies
visant & bloquer I'invasion des cellules tumorales et la forma-
tion de métastases [43]. La kinase ROCK est la cible d'inhibi-
teurs sélectifs & I'étude dans diverses pathologies, notamment
en cancérologie mais également dans le domaine cardio-
vasculaire gréce & leurs effets sur la tonicité vasculaire [44].

Anticiper, démontrer, gérer |'effet

des molécules ciblant les voies

de signalisation sur I’activité plaquettaire
et en tirer des informations

pour la pharmacologie antiplaquettaire

L'avancée des connaissances dans le domaine des voies de
signalisation régulant les différentes phases de I'activation
plaquettaire, dans diverses conditions, in vifro et de plus en
plus in vivo, permet aujourd’hui de pouvoir anticiper |'effet
potentiel d'inhibiteurs ciblés. Leurs effets sur I'hémostase sont
souvent insuffisamment évalués in vitro, ex vivo et in vivo
(tableau 2). Seuls les médicaments induisant des thrombo-
pénies importantes (I'exemple récent des BH3 mimétiques
susceptibles d’induire I'apoptose des cellules cancéreuses et
enfrainant aussi une mort et une élimination intense des
plaquettes les plus Ggées [45] est particuliérement intéressant)
ou des hémorragies sévéres sont écartés. Cependant, de nom-
breuses molécules peuvent interférer de maniére subtile sur la
physiologie plaquettaire. Ces molécules pourraient égale-
ment perturber |'hémostase en affectant certaines fonctions
des cellules endothéliales.

L'exemple du dasatinib (BMS-354825 ou Sprycel®) [46, 47],
I'un des premiers inhibiteurs de tyrosines kinases, y compris
celles de la famille Src, & arriver en clinique, illustre bien la
situation. En effet, le dasatinib, capable d’inhiber certaines
formes mutées de |'oncogéne BCR-ABL résistantes & I'imatinib
et ciblant également d’autres tyrosines kinases (PDGFR, cKit
et les kinases de la famille Src) induit une inhibition des
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réponses plaquettaires au collagéne ex vivo et affecte
I'hémostase in vivo de fagon réversible [48, 49]. En agissant
sur les voies de signalisations activées en aval de GPVI et/ou
des intégrines, de telles molécules réduisent de facon rapide-
ment réversible (suivant la pharmacocinétique de la molécule)
la formation des agrégats plaquettaires et les fonctions
hémostatiques des plaquettes. Outre les informations clini-
ques non négligeables, conduisant & la recommandation
d’éviter tout geste invasif pendant les 10 premiéres heures
suivant la prise du dasatinib, ces études permettent d'évaluer
I'intérét pharmacologique de cibler telle ou telle voie de signa-
lisation en thérapie antiplaquettaire. Peser le risque hémorra-
gique et le bénéfice antithrombotique consécutif & I'inhibition
d’une voie en particulier apporte des informations trés intéres-
santes. En effet, si I'on peut s'attendre & ce que les inhibiteurs
des tyrosine kinases de la famille Src, mais également ceux
ciblant Syk, aient un retentissement sur I'activation des pla-
quettes par le collagéne (en aval de GPVI), sur la croissance
et la stabilisation de I'agrégat (en aval de allbB3) et accrois-
sent le risque de saignement, ces inhibiteurs pourraient aussi
&tre utiles dans le traitement de pathologies mettant en jeu
I'activation  plaquettaire  par les complexes antigéne/
anticorps, en aval de FcyRIIA. Ces kinases constituent des
cibles pour le développement de molécules visant & réduire
les cytopénies immunologiques en agissant sur les macropha-
ges activés via les récepteurs FcyRs qui mobilisent les kinases
Src et Syk [33]. De tels médicaments & I'effet réversible en
quelques heures pourraient améliorer la prise en charge des
patients atteints de thrombocytopénies induites par |'héparine
en réduisant I'activité destructrice des macrophages et les
thromboses en agissant sur les plaquettes [50].

Les inhibiteurs de I'activité kinase de Syk pourraient représen-
ter une nouvelle classe de médicaments antithrombotiques
[51], en raison de leur pouvoir inhibiteur sur la formation
d’agrégats plaquettaires.

La réduction des fonctions plaquettaires par les molécules
ciblées pourrait avoir un effet bénéfique en oncologie en
réduisant la dissémination métastatique, processus que les
plaquettes sont supposées favoriser en adhérant aux cellules
tumorales dans le flux sanguin, en les protégeant des défen-
ses immunifaires et en contribuant & leur extravasation.
Cependant, cet effet non prouvé pourrait se payer par un
risque hémorragique accru. Il est donc important de carac-
tériser précisément |'effet de telles molécules sur I'hémostase
afin d'établir des protocoles dans lesquels le risque hémorra-
gique serait négligeable au regard des effets thérapeutiques.
Certaines molécules agissant sur la signalisation outside-in de
I'intégrine allbB3 pourraient également induire une instabilité
des thrombi entrainant la formation d’embols plaquettaires
pouvant contribuer & des accidents ischémiques plus ou
moins séveres.

Enfin, il n'est pas exclu que certaines molécules ciblées
puissent contribuer & activer les plaquettes en affectant les
mécanismes de régulation négative. L'utilisation d’anticorps

thérapeutiques peut également induire I'activation des m— ————
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Tableau 2

Tests fonctionnels d’exploration des fonctions plaquettaires in vitro, ex vivo et in vivo

Numération/
taille plaquettaire

Mesure le nombre de plaquettes et le volume plaquettaire

In vitro

Méthode agrégométrique
en turbinométrie

Cytométrie de flux

PFA-100

VerifyNow

Agrégation plaquettaire induite en PRP, en sang fotal ou sur plaquettes
isolées par addition de différents inducteurs de I'agrégation plaquettaire
(ADP, Collagéne, Acide Arachidonique, Thrombine, Ristocétine,
Thromboxane A2)

Utilisation d’anticorps spécifiques d’antigénes de surfaces marqueurs

de |'activation plaquettaire (P-sélectine, complexe Gpllb/llla activé

ou fibrinogéne fixé a ce complexe) ou de phosphoprotéines
intraplaquettaires de signalisation (P-VASP, P-Aki) aprés stimulation

des plaquettes in vitro par différents agonistes physiologiques

Mime |'analyse du temps de saignement in vitro = temps d'obstruction
d’une membrane biologiquement active capable de déclancher I'adhésion
puis I'agrégation plaquettaire

Permet de mesurer la réponse plaquettaire & divers agonistes en termes
d’activation de l'intégrine allbp3

Ex vivo

Formation de thrombi
en flux

Sang total perfusé sur une surface coatée avec différentes matrices,

a un flux choisi. Grace & de I'imagerie ultrarapide (caméra couplée
& un microscope), I'adhésion et la formation des thrombi plaquettaire
sont visualisés en temps réels. La surface occupée ainsi que le volume
de ces thrombi sont ensuite évalués grdce & des logiciels adaptés.

In vivo
(chez la souris)

Temps de saignement

a la queue

Modéle de thromboembolisme
généralisé

Modéle de thrombose artérielle
induite au laser
(microscopie intravitale)

Modéle de thrombose artérielle
induite au FeCl;

Test qui prend en compte toutes les composantes de |'hémostase primaire :
plaquettaire (quantitative et qualitative), plasmatique et vasculaire.

Mesure de la résistance d'une souris & un processus thromboembolique
aigué induit par injection d'un mélange collagéne/adrénaline

au niveau de la veine jugulaire. Des agrégats plaquettaires se forment
dans la circulation aboutissant & |'obstruction de la microcirculation
pulmonaire. L'étude histologique de la vascularisation pulmonaire
permet d'évaluer la taille et la composition des thrombi formés.

Un laser pulsé est focalisé au travers de |'objectif du microscope

et permet de réaliser une lésion ponctuelle du vaisseau observé (artérioles
mésentériques ou du muscle crémaster). L'évolution de la thrombose

est suivie en temps réel par microscopie infravitale. La taille des thrombi
et leur cinétique de formation/déformation sont évaluées.

Le FeCl; est appliqué & I'aide d’un papier filire. Les artéres ciblées peuvent
étre de diamétre imporfant (artéres carotides, fémorales). L'évolution

de la thrombose est suivie en temps réel par microscopie intravitale ou gréce
a une sonde Doppler qui permet d'évaluer les variations de débit sanguin
et de déterminer le temps d'occlusion (total ou partiel). Aprés sacrifice

de I'animal, le thrombus formé peut aussi étre recueilli, son poids pouvant
étre mesuré et sa structure histologique examinée.

plaquettes (notamment via FcyRIIA) et des complications
thrombotiques comme cela a été montré dans le cas du beva-
cizumab, un anticorps monoclonal anti-VEGF utilisé dans les
thérapies antiangiogéniques [50].

Conclusion

L'arrivée de molécules ciblant les voies de signalisation en
thérapeutique oblige & une certaine vigilance dans le
domaine de I'hémostase, ou les plaquettes, de grandes spé-
cialistes des mécanismes de signalisation, sont en premiére
ligne. Les enseignements cliniques et les informations concer-

mssssmm nant la physiologie et pharmacologie plaquettaire que I'on
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peut tirer dans ce domaine justifient d’organiser un réseau
national afin d’accroitre notre réactivité & I'analyse de I'effet
de ces nouveaux médicaments. W
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1. Plaguette et thrombopénie immunoallergique a I’héparine

A. Epidémiologie

La thrombopénie induite par I’héparine (TIH) est une complication du traitement par
I’héparine en rapport avec la formation d’anticorps dirigés contre les complexes PF4 —
héparine. Il s’agit d’une pathologie rare mais grave dont la frequence varie de 0,5 % a 5 %
selon les séries (Martel et al., 2005, Warkentin et al., 1995, Girolami et al., 2003). Les
facteurs qui influencent la survenue d’une TIH se rangent en deux catégories : les facteurs liés
a I’administration de I’héparine et les facteurs liés au patient. Les facteurs liés a
I’administration de I’héparine sont représentés par le type d’héparine (fréquence des TIH plus
importante sous héparine non fractionnée versus héparine de bas poids moléculaire) et la
durée du traitement (fréquence accrue avec la durée d’exposition a I’héparine) (Martel et al.,
2005). A cOté de ses facteurs liés au traitement, il existe des facteurs liés au patient et
notamment aux conditions d’utilisation de I’héparine. La fréquence des TIH est plus
importante en milieu chirurgical, c’est a dire dans les situations de suite opératoire par rapport
a une utilisation en milieu médical (Warkentin et al., 1995). Au sein de la chirurgie, il existe
également des disparités. La chirurgie la plus a risque est la chirurgie orthopédique alors que
la chirurgie cardiaque, s’il elle est associée a un taux important de séroconversion (50 % des
patients ont des anticorps dirigés contre les complexes PF4-héparine aprés la chirurgie),
n’entraine que peu de TIH avérée (2 a 3 %) (Warkentin et al., 2000, Pouplard et al., 1999).
Ces différences n’ont pas d’explication physiopathologique évidente. Des hypothéses
concernant le degré d’activation plaquettaire, la réaction inflammatoire associée et le

relargage de PF4 ont été avanceées.

B. Aspects cliniques

Le diagnostic de TIH est base sur la présence d’anticorps anti PF4-héparine dans le
sérum des patients susceptibles d’induire une activation plaquettaire dépendante de I’héparine
associée a un tableau clinique compatible (Warkentin, 2005). Le diagnostic est évoqué devant
une thrombopénie ou une chute du nombre de plaquette d’au moins 50 % chez un patient
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traité par héparine. Le délai classique de survenue de la chute de la numération plaquettaire
par rapport au début du traitement héparinique est de 5 a 14 j (Warkentin and Kelton, 2001).
Un délai plus court peut néanmoins étre observé chez des patients possédant des anticorps anti
PF4-héparine issus d’une immunisation antérieure. La survenue d’une thrombopénie est un
événement fréquent chez un patient traité par héparine qui ne signe pas nécessairement la
présence d’une TIH (Oliveira et al., 2008). Des scores de probabilité diagnostique, tel le score
4T, ont donc été développés tenant compte de la profondeur de la thrombopénie, du délai de
survenue par rapport & I’introduction de I’héparine, de la survenue d’événements cliniques
thrombotiques et de la présence d’autres explications plausibles a la survenue de la
thrombopénie (Tableau 3) (Lo et al., 2006).

Points (0, 1 ou 2 pour chaque catégorie)

Score maximal possible = 8

2 1 0
Thrombopénie Nadir 20-100 x 10%/L (chute | Nadir 10-19 x 10%/L Ou Nadir <10 x 10%/L
d’au moins 30%) diminution de 30 450 % du | Ou diminution de moins de
Ou diminution d’au moins pool plaquettaire 30 % du pool plaguettaire

50% du pool plaquettaire

Délai de survenue de la | 5a10j >10j <4 j sans exposition récente
chute plaquettaire (JO = 1% | (< 1j chez un patient traité a I’héparine
jour d’héparine) par héparine dans les 30

derniers j)
Evénement thrombotique Nouvel événement Thrombose extensive sous Aucun

thrombotique, nécrose traitement, thrombose

cutanée veineuse des membres

supérieurs

Autre cause de | aucune possible certaine

thrombopénie

Tableau 3 : probabilité pré-test de TIH : le score « 4T » (d’aprés Warkentin and Heddle,
2003).

La principale manifestation clinique de la TIH, qui peut sembler paradoxale chez des
patients thrombopéniques, est la thrombose veineuse ou artérielle, événement mettant en jeu
le pronostic vital des patients. Le plus souvent, il s’agit de thromboses veineuses profondes ou
d’embolies pulmonaires mais il peut s’agir de thromboses artérielles (accident vasculaire
cerébral, infarctus du myocarde).

Le diagnostic est fondé sur des tests immunologiques capables de détecter la présence

d’anticorps circulants dirigés contre les complexes PF4-héparine dans le sérum des patients
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par méthode ELISA et des tests fonctionnels capables de démontrer une activation
plaquettaire par I’héparine sous I’effet de ces anticorps.

Une TIH est toujours une situation a trés haut risque thrombotiqgue méme si la
thrombopénie est isolée. Cette notion justifie le consensus actuel préconisant un arrét de
I'héparine et la prescription d'un antithrombotique immédiatement efficace. A ce titre, les
héparines de bas poids moléculaire ayant une réactivité croisée avec les anticorps dans pres de
100 % des cas in vitro et fréquente in vivo ne sont pas utilisables. Les AVK nécessitent pour
étre efficaces plusieurs jours de traitement, induisent rapidement un déficit en protéine C qui
peut aggraver les thromboses et par conséquent ne doivent pas étre prescrits seuls dés le
diagnostic (Warkentin, 2001).

En fait, seuls deux anticoagulants sont aujourd'hui utilisables en pratique : I'nirudine et
le danaparoide sodique. L'hirudine, peptide de 65 acides aminés produit par les glandes
salivaires de sangsue, est un puissant inhibiteur direct de la thrombine. Elle est produite par
génie génétique et commercialisée sous le nom de Iépirudine (Refludan®). Elle n'établit
aucune interaction avec le PF4 (Greinacher et al., 1999). Elle bénéficie en Europe d’une
autorisation de mise sur le marché (AMM) dans le traitement des TIH compliquées d’une
thrombose évolutive. Son utilisation s’associe a un risque d’événements hémorragiques
notamment s'il existe une insuffisance rénale. Une autre molécule inhibant directement la
thrombine, I'argatroban, est autorisée pour le traitement des TIH en Amérique du Nord (Lewis
etal., 2001).

Le danaparoide est un héparinoide de faible poids moléculaire (6 kDa) constitué d’un
mélange de glycosaminoglycanes extrait comme I'héparine de la muqueuse intestinale de
porc. Il est composé majoritairement d'héparan sulfate (80 %), mais aussi de dermatan sulfate
(10 %) et de chondroitine sulfate et interagit trés faiblement avec le PF4. 1l ne contient pas
d’héparine ou de fragments hépariniques. L’activité antithrombotique du danaparoide est
principalement liée a son activité anti-facteur Xa (anti-Xa) associée a une action
antithrombinique (anti-1la) plus faible. L’activité anti-Xa du danaparoide s’exerce par
I’intermédiaire de I’antithrombine. Il est indiqué dans le traitement préventif et curatif des
thromboses veineuses ou artérielles en cas de TIH ancienne ou récente. Dans 10 % des cas de
TIH, une réactivité croisée des anticorps est objectivée avec le danaparoide sodique par les
tests d'activation plaquettaire avec parfois absence de correction rapide de la numération

plaquettaire et un autre traitement anti-thrombotique doit étre envisagé (Vun et al., 1996).
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C. Physiopathologie

1. Le facteur 4 plaquettaire (PF4)

Le PF4 est une glycoprotéine tétramérique chargée positivement, constituée de quatre
polypeptides identiques comprenant chacun 70 acides aminés. Sa synthése se fait quasi
exclusivement dans les mégacaryocytes (Lane et al., 1984). Deux monomeéres de PF4 forment
spontanément a pH et a force ionique physiologiques un dimere. Deux dimeres s'assemblent
ensuite dos a dos au niveau des zones hydrophobes des feuillets beta pour former un
tétrameére. Les hélices alpha et les résidus lysines étant exposés a l'extérieur du tétramere, le
FP4 tétramérique présente ainsi un anneau de charge positive permettant la fixation de
I'néparine.

Le PF4 est une chémokine de la famille CXC synthétisée par les mégacaryocytes,
contenue dans les granules a. des plaquettes, et relarguée au cours de I’activation plaquettaire
(Holt and Niewiarowski, 1985). Il est libéré in vivo par les plaquettes circulantes sous la
forme d’un complexe associant quatre molécules de PF4 et un protéoglycane lui-méme
constitué d’un noyau protéique et de chondroitine-4-sulfate. 1l est également présent sous une
forme circulante, en faible quantité par rapport au stock intraplaquettaire. Les effets
cellulaires du PF4 ne font pas intervenir de récepteurs cellulaires a sept domaines
transmembranaires couplés a des protéines G comme pour d'autres chémokines de la famille
CXC telles que I'IL-8, le NAP-2, ou Gro-alpha. Son role physiologique apparait dans des

processus comme la coagulation, I’inflammation et la réparation tissulaire.

a. PF4 et thrombose.

La libération de PF4 en grande quantité sur le site d’une blessure vasculaire du fait de
I’activation plaguettaire entraine une neutralisation des surfaces cellulaires des plaquettes et
des cellules endothéliales chargées négativement (Eslin et al., 2004). Ceci faciliterait les
interactions plaquette — plaquette et plaquette — endothélium favorisant ainsi la formation du
thrombus. Le PF4 se lie avec une grande affinité a I’héparine et aux glycoaminoglycanes
chargés négativement présents a la surface des cellules comme I’heparan sulfate, la dermatan
sulfate ou les chondroitine sulfates. Sa grande affinité pour les glycoaminoglycanes assure sa
rétention a la surface des cellules.

La neutralisation de [I’effet anticoagulant des glycoaminoglycanes chargés
négativement, dont I’héparine, explique probablement en partie son effet procoagulant.
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b. PF4 et chémotactisme
Les interactions PF4 — leucocytes, et en particulier les monocytes, pourraient
également participer a son effet prothrombotique. En cas de breche vasculaire, les
concentrations de PF4 augmentent de facon majeure a prés de cent fois la concentration
retrouvee dans un sérum normal (Lambert et al., 2007). Le PF4 possede un pouvoir
chimiotactique élevé vis-a-vis des polynucléaires neutrophiles, des monocytes et induit
I'adhésion des polynucléaires neutrophiles et leur dégranulation. Ce processus pourrait

contribuer a la cicatrisation.

2. Interactions héparine — PF4

Aprés exposition a I’héparine, certains individus sont susceptibles de développer une
réponse immunitaire aboutissant a la synthese d’anticorps dirigés contre des complexes
formés par le facteur 4 plaquettaire et I’héparine (Visentin et al., 1994, Greinacher et al.,
1994, Kelton et al., 1994). Les cibles antigéniques sont des épitopes du PF4 qui sont
normalement masqués du systeme immunitaire mais deviennent exposés du fait du
changement conformationnel de la molécule lorsqu’elle se complexe a I’héparine (Ziporen et
al., 1998, Li et al., 2002, Visentin et al., 2001, Newman and Chong, 1999). La formation de
complexes moléculaires Héparine-PF4 serait maximale avec un rapport H:PF4 de 1 Ul pour
40 pg (Greinacher et al., 1994, Amiral et al., 1992). Dans ces conditions, tous les sites réactifs
du tétramére du PF4 réagissent avec I'héparine, celle-ci créant des tensions intramoléculaires

qui modifient sa structure de telle fagon que les antigénes reconnus par les anticorps associés

PF4 modifié

PF4 natif

aux TIH soient exposés de maniere optimale (Figure 21).
i 8

y E\
héparine = e % \Q;
8

Concentration stoechiométrique
Excés de PF4 0,25 Ul.mL " héparine - 10 pg.mL"* de PF4 Excés d’héparine

Figure 21: Reconnaissance et modification du PF4 par les anticorps au sein de
complexes macromoléculaires en fonction des concentrations définies de FP4 et
d'héparine. En cas d'exces relatif de FP4 ou d'héparine, les complexes ne sont pas
formés ou se dissocient (d’aprés Amiral et al., 1997).
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3. Réponse immunitaire

La réponse immune développée au cours des thrombopénies induites par I'héparine est
particuliere. En effet, le complexe antigénique résulte d'une liaison non covalente entre une
protéine du soi (le PF4) et I'néparine dont la structure est proche de celle de I'héparan sulfate
normalement présent a la surface de I'endothélium. Cependant, les anticorps qui réagissent
contre le complexe PF4-héparine ne sont pratiguement jamais retrouvés chez des sujets non
traités par I'néparine. Les trois étapes mises en jeu lors de la réaction immune induite par les
complexes Héparine-PF4 sont :

1. Une reconnaissance par les lymphocytes B d'antigenes exprimés par le PF4 modifié
apres interaction avec I'héparine.

2. Une internalisation de ce complexe par les lymphocytes B suivie d'une présentation
aux lymphocytes T helper de fragments peptidiques dérivés du PF4 associés a des molécules
HLA de classe II.

3. Une stimulation des lymphocytes T avec synthese de lymphokines, suivie d'une
expansion du clone de lymphocyte B avec production d'anticorps.

L'implication des lymphocytes T helper lors de la réponse immune développée au
cours des TIH est soutenue notamment par le fait que les anticorps anti-Héparine-PF4 sont
d'abord d'isotype IgM puis essentiellement des I1gG

La synthese d’anticorps est donc polytypique, représentée par des IgM, des IgA et des
IgG. Cependant, seuls les anticorps de la classe 1gG ont un potentiel pathogene (Suh et al.,
1997, Untch et al., 2002).

4. Activation plaquettaire par les anticorps anti PF4

Lorsque ces anticorps de la classe 1gG lient les complexes PF4-héparine a la surface
des plaquettes, leur fragment Fc se lie au récepteur FcyRIla sur la méme plaquette ou les
plaquettes adjacentes, induisant une activation plaquettaire source d’une agrégation
plaquettaire et de I’émission de microparticules (Reilly et al., 2001). Le réle prépondérant du
fragment Fc des 1gG et de Fcylla a été confirmé par plusieurs travaux montrant que l'effet des
Ac de TIH était inhibé par un anticorps monoclonal (1V.3) bloquant spécifiquement FcyRlla
(Kelton et al., 1988). In vivo, de nombreux patients traités par I'héparine développent des Ac
héparine-dépendants anti-FP4 sans nécessairement présenter une thrombopénie. Les anticorps

ne seraient donc pathogénes que dans des circonstances bien définies mais non encore
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élucidées. Le polymorphisme de FcyRlla pourrait étre l'un des facteurs régulant la
pathogénicité des anticorps bien que des résultats contradictoires soient retrouvés concernant
cette hypothese (Burgess et al., 1995, Carlsson et al., 1998).

A cOté du rdle central des plaquettes, les cellules endothéliales et les monocytes
semblent jouer un rdle important dans la pathogénése des TIH et la pathogénicité des
anticorps d'isotype 1gG n'est sans doute pas limitée aux plaquettes. Quelle que soit leur
specificité, les 1gG peuvent fixer leur fragment Fc a d'autres récepteurs cellulaires de forte
affinité comme FcyRI (CD64) exprimé par les monocytes-macrophages et FcyRIlla (CD16)
présent également sur les monocytes-macrophages mais aussi les cellules NK et les
lymphocytes T. Un récepteur de plus faible affinité (FcyRIIIb) est exprimé aussi par les
granulocytes.

Une activation de I’endothélium par les anticorps de TIH a été évoquée a partir de
travaux montrant I’expression d’une activité procoagulante par des cellules endothéliales
apres incubation avec du sérum de malades contenant des anticorps héparine-dépendants
(Cines et al., 1987). Cette activité n’est pas retrouvée si les cellules endothéliales sont traitées
par I’héparinase, suggérant une fixation des anticorps aux molécules d’héparan sulfate. Une
fixation des anticorps héparine-dépendants IgG ou IgM aux cellules endothéliales a été
démontrée (Cines et al., 1987). Les complexes immuns pourraient, par un mécanisme encore
mal connu, activer les cellules endothéliales répondant par une expression accrue de
molécules adhésives et prothrombotiques comme la E-sélectine et le facteur vW (Blank et al.,
2002). Une expression endothéliale de facteur tissulaire, de E selectine, de VCAM et de
ICAM-1 en présence de plaquettes et de serum de TIH, associée a une libération d’IL1-p, de
TNFa et de PAI-1 a également été montrée (Herbert et al., 1998).

Les complexes peuvent également lier les monocytes via Fcy et induire I’expression
de facteur tissulaire (Pouplard et al., 2001, Arepally and Mayer, 2001). Le plasma de patients
TIH peut induire en présence de PF4 I’expression d’une activité procoagulante par des
monocytes isolés (Pouplard et al., 2001). Par ailleurs, les IgG purifiées de malades ajoutés au
sang total induisent une synthése d'’ARN messager spécifique du facteur tissulaire par les
monocytes, mais uniquement en présence de PF4 et d'héparine. Arepally et al. ont ensuite
objectivé la fixation PF4-dépendante de KKO (anticorps monoclonal anti- héparine/PF4) aux
monocytes qui sécrétent ensuite de I'lL-8 et expriment une activité procoagulante due a la

synthése de facteur tissulaire (Arepally and Mayer, 2001). In vivo, il est possible que cette
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activation monocytaire implique des interactions entre plaquettes activées et monocytes
dépendante de la P-sélectine, mais aussi une activation directe des monocytes apres fixation

des anticorps aux récepteurs des fragments Fc.
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Résultats
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. Introduction

ABCAL est un transporteur impliqué dans I’homéostasie lipidique au niveau
plasmatique et cellulaire. Plusieurs observations ont montré un phénotype hémorragique lié a
une déficience en ce transporteur. Les explications avancées pour expliquer ces
manifestations demeurent controversées. ABCAL est impliqué dans I’absorption intestinale
des vitamines liposolubles, dont la vitamine K, et un déficit isolé de la coagulation en rapport
avec un déficit en vitamine K a été évoqué comme hypothése physiopathologique a ces
phénomeénes hémorragiques chez la souris. De méme, ABCA1 a été propose comme protéine
candidate & I’activité scramblase, permettant I’exposition des PS sur le feuillet externe des
membranes plasmiques et I’activité procoagulante des plaquettes. L’objectif de notre étude a
été d’évaluer le r6le d’ABCA1 dans I’hémostase primaire et d’élucider le rdle de ce
transporteur dans les fonctions plaquettaires.

L’influence des désordres lipidiques sur la réactivité plaquettaire est connue de longue
date et quelques observations ont suggéré une moindre réactivité plaquettaire chez les patients
atteints de maladie de Tangier (Shastri et al., 1980). Il nous a donc paru important de
connaitre I’impact d’ABCAL et de la baisse de HDL circulant sur la composition lipidique des
plaquettes et sur leur réactivité.

Une étude chez I’homme n’était pas envisageable compte tenu de la rareté de cette
pathologie sous sa forme homozygote. Quant aux formes hétérozygotes, elles peuvent
constituer une perte de fonction partielle. Cependant, I’effet hétérogene de ces mutations au
sein de la population ne permet pas de conduire une étude fiable. Nous avons donc obtenu un
modeéle de souris knock out pour le géne ABCAL grace a une collaboration avec le Dr.
Giovanna Chimini du Centre d’Immunologie de Marseille-Luminy. Ce modele nous
permettait d’envisager une étude relativement compléte du rdle de ce transporteur dans
I’activation des plaquettes isolées et lavées (en dehors du contexte plasmatique perturbé chez
ces souris) et également in vivo.

A travers cette étude, nous avons souhaité répondre aux questions spécifiques
suivantes : i) Quel est I'impact d’ABCA1 sur I’hémostase primaire et les réponses des
plaquettes lavées ?, ii) quel est le role d’ABCA1 dans le contrble de la composition lipidique
(cholestérol et phospholipides majeurs) des plaquettes ?, iii) ABCAL a-t-il un impact sur
I’exposition des PS dépendante du calcium dans les plaquettes ?, iv) ABCAL joue-t-il un réle
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dans la signalisation intraplaquettaire ?, v) ABCAL a-t-il un impact sur les réponses

plaquettaires lors d’une lésion endothéliale in vivo ?.
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Summary

The ATP-binding cassette transporters ABCA1 is required for the conversion of
apoALl to high density lipoprotein (HDL) and its defect causes Tangier disease, a rare
disorder characterized by an absence of circulating HDL and accumulation of
cholesterol in peripheral tissues. The role of ABCA1 in haemostasis and platelet
functions remains unclear although bleeding defects have been reported in some
Tangier patients. There are controversies concerning the implication of ABCAL in
processes as fundamental as platelet dense granule and lysosomal granule
maturation, calcium-induced phosphatidylserine exposure and control of platelet
membrane lipid composition. Here, we show that mouse platelets deficient for
ABCALl have an increased size and a defect in response to low concentrations of
thrombin and collagen. However, they have no apparent defect in granules
morphology and number, they expose phosphatidylserine in response to calcium
ionophore or thrombin plus collagen stimulations and have normal amounts of
cholesterol and major phospholipids molecular species. We show that the functional
platelet defect is due to a signal transduction deficiency with normal PI3K and PLC
activation but reduced Akt and Erk activation. Overall, these data show that ABCA1
impacts on the platelet size and is involved in the efficiency of signaling events rather
than in the control of the scramblase machinery and the platelet major lipid

composition.

Article 1 2



Introduction

The ATP-binding cassette transporters ABCAL has been demonstrated to be crucial
in the reverse cholesterol transport pathway by loading cholesterol and phospholipids
into apoA-1 to generate high density lipoprotein (HDL) particles. *” ABCA1 has two
transmembrane domains and two ATP-binding domains. It is highly expressed in
intestine and liver but is also found in many other tissues including myeloid cells.
Mutations in ABCAL are responsible for Tangier disease, a rare autosomal recessive
disorder characterized by a virtual absence of circulating HDL, a reduction of low-
density lipoproteins (LDL), a weak elevation of triglycerides and an accumulation of
cholesterol in peripheral tissues accompanied by atherosclerosis development.
The impact of ABCA1 in HDL biogenesis has been confirmed in mice in which the
ABCAL1 gene was disrupted. ® These mice have a dramatic decrease in circulating
HDL particles indicating a major role of the ABCA1 transporter in the efflux of
cholesterol and phospholipids from cells to HDL particles. Liver and intestinal ABCAL
are though to be responsible for producing most circulating HDL. However,
macrophage ABCAL is also important to mediate the efflux of cholesterol from these
cells to prevent formation of foam cells. ° The molecular mechanisms of ABCA1-
mediated efflux of cellular lipids to apoA-1 are still incompletely understood but
appears to involve appropriated interaction of apoA-1 with the transporter and the
formation of a channel for passage of the substrate, possibly through formation of
ABCA1 dimers or tetramers. ° Hyporeactivity of platelets from patients with Tangier
disease has been reported '°*? and a bleeding tendency of a Tangier patient with a
nonsense mutation in ABCAl gene and a mild thrombocytopenia has been
observed.® Moreover, ABCA1-deficient mice present a hemorrhagic diathesis. ’

ABCA1 has been shown to be expressed in human platelets and its mMRNA increases
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during megakaryocytic maturation. **** Many fundamental questions remain
concerning the role of ABCA1 in the regulation of platelet functions. It has been
postulated that this transporter is involved in the calcium-dependent exposure of the
anionic phospholipid phosphatidylserine (PS), a crucial step in the procoagulant

activity of platelets. *°

Indeed, a defect of clearance of apoptotic cells by
macrophages linked to PS exposure has been described in the absence of ABCAL. 8
Moreover, a missense mutation in the ABCAl gene was reported in a Scott
syndrome patient suggesting that this transporter could be part of the scramblase
activity required for PS exposure in platelets. ** However, several reports argue

L7 Other studies have shown

against its direct implication in lipid scrambling.
ultrastructural platelet defects in platelets from a Tangier patient with a reduced
number of dense granules and the presence of some giant granules. ** These
ultrastructural abnormalities appears to be heterogeneous since in an other study,
platelets from Tangier patients were shown to have expanded Golgi complexes and
reduced open canalicular system without significant modification of granules. ’
Finally, the impact of ABCAL in the control of platelet lipid composition remains
poorly known. The rarity of Tangier patients is a limiting factor for the characterization
of the role of this lipid transporter in haemostasis. Therefore, in this study, we took

advantage of the ABCAL deficient mouse model to gain insight into the role of

ABCAL1 in platelet regulation.

Methods

Materials
The mouse monoclonal anti ABCA1 (ab18180) was from Abcam (Paris, France), the
anti-phospho-Akt (S473 and T308) and the peroxidase-conjugated secondary

antibodies were from Cell Signaling Technology (Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines,
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France), the FITC-labelled anti-GPVI was from Emfret Analytics and the FITC-
labelled anti-Gpllb was from BD Pharmingen.

Horm collagen from equine tendon was from Nycomed (Konstanz, Germany). Bovin
liver phosphatidylinositol (Pl) and porcine brain phosphatidylethanolamine (PE) were
from Avanti Polar Lipids (Coger, Paris, France). All other reagents including other
phospholipid standards were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Quentin-Fallavier,

France) unless otherwise indicated.

Animals
Wild type and ABCA1” mice were of DBA1/lacJ genetic background as described

previously. "® All mice experiments were approved by the institutional review board.

Preparation and activation of mouse platelets

Blood was collected into ACD (Acid-Citrate-Dextrose) and platelets were isolated as
described previously. *® Briefly, blood was mixed with 1 volume of modified HEPES-
Tyrode’s buffer (140 mM NacCl, 2 mM KCI, 12 mM NaHCOs3, 0.3 mM NaH>PO4, 1 mM
MgCl,, 5.5 mM glucose, 0.35% BSA, 5 mM HEPES, pH 6.7). After centrifugation at
2509 for 4 min, PRP was removed and a further 300 ul of modified HEPES-Tyrode’s
buffer was added to the remaining blood which was then centrifuged at 2509 for 4
minutes. Then, PGI, was added to the PRP at a final concentration of 500 nM and
platelets were pelleted by centrifugation at 850g for 4 minutes at 37°C. Platelet pellets
were finally resuspended in modified HEPES-Tyrode’s buffer containing 2 mM CacCl,
(pH 7.38), pooled at a density of 5 x 10° platelets/ ml in the presence of the ADP
scavenger apyrase (adenosine-5'-triphosphate diphosphohydrolase), and incubated

for 1 hour at 37°C before platelet stimulation. Platelet aggregation experiments were
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monitored under continuous stirring at 900 rpm at 37°C by a turbidimetric method
and ATP secretion was recorded by measuring the luminescence from the firefly

luciferin-luciferase reaction using the Chrono-log® aggregometer (Kordia).

Tail bleeding time. Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine
(25 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) and a 3 mm segment of the tail tip was cut off
with a scalpel. Tail bleeding was monitored by gently absorbing the bead of blood
every 15 seconds with a filter paper without contacting the wound site. When no
blood was observed on the paper after 15-second intervals, bleeding was determined
to have ceased. The experiment was stopped after 30 minutes if no cessation of

blood flow occurred.

Fibrinogen binding assays. Washed platelets (1 x 108 platelets/ml) were incubated
simultaneously with 0.1 or 0.3 IU/ml thrombin, Oregon Green 488-conjugated
fibrinogen (150 pug/ml in final volume), and Tyrode’s buffer in a final volume of 100 pl.
After 10 minutes at 37°C without shaking, samples were fixed by the addition of
formalin (1% in final volume) and then diluted 5 times with HEPES-Tyrode’s buffer.

Samples were analyzed by flow cytometry using a FACScan and Win MDI software.

Gel electrophoresis and immunoblotting. Proteins were resuspended in
electrophoresis sample buffer containing 100 mM Tris-HCI (pH 6.8), 15% (vol/vol)
glycerol, 25 mM DTT, and 3% SDS, boiled for 5 minutes, separated on SDS-PAGE,
transferred onto a nitrocellulose membrane (Gelman Sciences), and analyzed as

previously described *® using the relevant antibody.

Lipid analysis. To simultaneously separate phospholipids LC-MS/MS analysis was

performed on UHPLC system (Agilent LC1290 Infinity) coupled to Agilent 6460 triple
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guadrupole MS (Agilent Technologies) equipped with electro-spray ionization
operating in negative mode. Polar phase UHPLC was performed using Silice Upti-
prep (column (2.1 mm-50 mm-2.2 ym) (INTERCHIM) in an oven at 40°C with a
gradient elution. Mobile phase A consisted of hexane and isopropanol (82/18); and B
of isopropanol and water (85/15), both phase contained 0.014% of triethylamin and
0.5% of acid acetic. Compounds were separated with a linear gradient from 40% of B
to 65% in 1.5 min, then to 90% of B in 6.5 min, and to 100% in 0.2 min. Isocratic
elution continued for 4 min at 100 % then 0% was reached in 0.2 min and maintained
to 14 min. The flow rate was 0.3mL/min. The autosampler was set at 5°C and the
injection volume was 5 pL.

Mass spectrometer parameters were optimized according to manufacturer's
indications. The optimised parameters used were as follow: source temperature=325
°C, nebulizer gas (nitrogen) flow rate=10 L/min, sheath gas (nitrogen) flow rate=10
L/min, sheath gas temperature=400 °C, spray voltage=4000 V, nozzle=1000V. Data
were acquired in precursor ion or neutral loss mode depending on the phospholipid
class with optimized conditions (fragmentors (F) and collision energy (CE)).
Nebulisation pressure was 20 psi except for SM where it was 30Psi. Neutral loss
scanning for m/z 141 in positive mode was used for PE (RT = 1.9min, F=160V,
EC=20V). Precursor ion scanning for m/z 241 in negative mode was used for Pl (RT
= 4min, F=160V, EC=35V). Neutral loss scanning for m/z 87 in negative mode was
used for PS (RT = 4.6min, F=160V, EC=20V). Precursor ion scanning for m/z 184 in
positive mode was used for PC (RT = 8.5min, F=150V, EC=20V). Precursor ion
scanning for m/z 184 in positive mode was used for SM (RT = 11.3min, F=150V,

EC=25V). Peak detection and integration were done using Mass Hunter Qualitative
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analysis software (Agilent Technologies). Quantifications were calculated with
equation obtained with calibration curves.

For cholesterol quantification, lipids were extracted in the presence of 15 pg
stigmasterol as internal standard and injected into a gas chromatograph (Hewlett-
Packard), as described. *°

For D3-phosphoinositide and phosphatidic acid (PtdOH) measurements, platelets
were labelled with 0.6 mCi/ml [**P]orthophosphate during 45 min in a phosphate-free
Hepes-Tyrode’s buffer (pH 6.5) at 37°C. Phosphoinositides and PtdOH were

quantified as described.

Measurement of PS exposure. PS exposure was monitored by using the FITC-
annexin V probe according to the manufacturer recommendations (BD Pharmingen).
Briefly, platelets were activated with indicated agonists for 4 min, incubated with
annexin V-FITC for an additional 10 min in the dark, diluted, and analyzed by flow

cytometry.

Electron microscopy. Platelets were fixed in 2.5 % glutaraldehyde in 0.1 M
sodium cacodylate buffer for 4 h at 4°C. After two washes in the same buffer, cells
were allowed to adhere on poly-lysine coated cover glasses. They were then
dehydrated in a graded ethanol series (scanning electron microscope) or embedded
in resin and sectioned (transmission electron microscopy) according to standard

procedures for electron microscopic imaging.

Article 1 8



Results and Discussion

ABCA1 deficiency induces abnormal haemostasis and affects platelet size and
aggregation.

A bleeding phenotype has been reported in patients with Tangier disease ** as well
as in ABCA1l-deficient mouse. ’ Here we show that ABCA1 is expressed in mouse
platelets (Figure 1A) and that its deficiency leads to a defect in primary haemostasis
as indicated by abnormalities in the tail bleeding time (Figure 1B). While bleeding
stopped in all control mice within 6 minutes (mean, 3.16 £ 0.26 minutes, n=28),
bleeding times were variable and generally increased in ABCA1l-deficient animals
(mean, 8.52 £ 1.04 minutes, n=30). However, all tested animals stopped bleeding
within the observation period of 25 minutes. Deletion of ABCAL1 had no significant
impact on the circulating platelet count (4.3x10%/ml of blood for ABCA1” and 4.6
x10%/ml of blood for wild type mice, n=5). Moreover, consistent with the observation
of Orso et al.  that the concentration of liver vitamin K1 is decreased in ABCA1-
deficient mouse, we found a significant prolongation of the standard coagulation test
prothrombin time (wild type, 35 + 6 seconds; ABCA1”, 92 + 18 seconds, p<0.01,
n=6). Besides this alteration of the coagulation that may contribute to the
hemorrhagic diathesis observed on simple blood drawing, ’ the defect in primary
haemostasis prompted us to further analyse ABCA1™” platelet responses.

Platelet aggregation tests of washed ABCAL1™ platelets clearly indicated reduced
responses to low doses of thrombin and collagen. The overall maximal aggregatory
response to high concentrations of these agonists was however similar in ABCA1”
and wild-type platelets (Fig. 1C). The defect observed at low doses of agonists was
not due to a decreased expression of platelet surface GPVI and allbf3 integrin which

were comparable in wild type and ABCA1” platelets (supplementary figure 1).
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Consistent with the aggregation response, the level of allbp3 activation monitored by
oregon-green fibrinogen binding was significantly reduced at low doses of agonists
while raising the doses of thrombin reduced the defect (supplementary figure 2A).
Dense granules secretion was then monitored by following the release of ATP
(supplementary figure 2B). A decrease in the agonist-induced ATP secretion was
observed in ABCA1™ platelets stimulated at low doses of thrombin but again raising
the agonist concentrations restored a nearly normal secretion response.

Collectively, these data indicate that loss of ABCA1 results in a reduction of platelet
secretion and aggregation following stimulation with low doses of agonists but both
responses are restored upon activation with high agonist concentration arguing for a
potential defect in signalling.

Remarkably, the shape change of ABCA1™" platelets was consistently more
pronounced than the shape change of wild type platelets (Figure 1 C, inset).
Scanning electron microscopy studies of platelets stimulated in suspension for 20
seconds with thrombin indicated that the morphological modifications in ABCA1™
platelets (rounding and filopodia formation) were microscopically indistinguishable
from those observed in wild type platelets (Figure 2A). A factor that can influence the
profile of the shape change monitored by light transmission is the size of platelets.
Transmission electron microscopy analysis revealed that the platelet size was indeed
significantly increased in ABCA1” animals, as shown by the measure of platelet
width (wild type, 0.88 + 0.08 ym; ABCA1™, 1.28 + 0.06 um, p<0.001, n=22) (Figure
2B). This increased size was accompanied by a slight elevation of the amount of total
proteins per platelet (wild type, 16.1 + 0.6 ug/10’ platelets; ABCA1”, 18.3 + 0.3

ug/107 platelets, p<0.05, n=3) and of total phospholipids (Figure 2B). Observation of

Article 1 10



transmission electron microscope micrographs did not indicate obvious modifications
in the platelet granule content or size.
Taken together, these results demonstrate that ABCAL is not required for thrombin-

induced shape change but its loss impacts on the platelet size.

Loss of ABCA1l spares calcium-dependent PS exposure, does not affect
cholesterol and phospholipid content of platelets but reduces the efficiency of
specific signal transduction processes.

The major function of ABCAl described so far is the efflux of cholesterol and
phospholipids from cells to HDL particles. Whether this lipid transporter can impact
on the homeostasis of cholesterol and phospholipids in platelet membranes is still
uncertain. The amount of cholesterol in the plasma membrane is an important
determinant of platelet signal transduction efficiency possibly via its impact on lipid
rafts organization. ?° Quantification of platelet free cholesterol expressed by pg of
proteins indicated that the level of cholesterol was in fact comparable in control and
ABCA1™ platelets as also shown by the molar ratio of cholesterol/phospholipids
which was not significantly different (Figure 3A). The repartition of major
phospholipids was not significantly modified neither (Figure 3B) and the molecular
species of phospholipids were also quite comparable with only few modifications
(supplementary figure 3). Lipid rafts were then visualized with FITC-conjugated
cholera toxin which binds the lipid raft marker ganglioside GM; on the surface of
platelets. Again, the cholera toxin binding was comparable in control and ABCA1”
platelets either in resting conditions or following ADP stimulation (not shown),

suggesting that lipid raft formation was not affected in the absence of ABCAL in
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platelets. Overall, this lipidomic analysis indicates that ABCA1l is not a major

regulator of free cholesterol and phospholipid content in mouse platelets membranes.

We then analyzed the potential role of ABCAL in the calcium-dependent exposure of
the anionic phospholipid PS by monitoring annexin V-FITC binding to platelets
stimulated either by thrombin plus collagen or by the calcium ionophore A23187. As
shown Figure 3C-D, no significant difference in the exposure of PS could be
observed between control and ABCA1” platelets, indicating that this lipid transporter
is not involved in the calcium-dependant scramblase machinery in mouse platelets.

To explore the defect of platelet responses observed at low doses of agonists in the
absence of ABCAL, we investigated the signalling mechanisms following stimulation
by increasing concentrations of thrombin. In wild type platelets, Akt phosphorylation
increased in a dose dependant manner and was clearly detectable at 0.2 Ul/ml
thrombin. In contrast, in ABCAL1™ platelets, higher doses of agonists were required to
detect Akt phosphorylation (Figure 4A). This difference was not due to a delay in the
signalling machinery but to a defect in the intensity of Akt activation and Erk
phosphorylation (Figure 4B). Interestingly, this was not caused by a general
alteration at the level of receptor-mediated signalling since the activation of
phospholipase C and phosphoinositide 3-kinase (PI3K) were comparable in wild type
and ABCAL™ platelets. Indeed, phosphatidic acid (PtdOH) production which reflects
the combined activity of phospholipase C (PLC) and diacylgycerol kinase in platelets
was normal in ABCA1™" platelets stimulated by thrombin (Figure 4C). Moreover, the
defect in Akt activation was not due to a loss of the phosphatidylinositol 3,4,5
trisphosphate (Ptdins(3,4,5)P3) production by PI 3-kinase as this second messenger,

required for membrane association and phosphorylation of Akt, was generated in
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ABCA1" platelets following thrombin stimulation (Figure 4C). Thus ABCAL1 is not
mandatory for signal transduction but is involved in the efficiency of specific steps of
signalling mechanisms, particularly Akt and Erk activation. High doses of agonists are
however able to sufficiently activate these enzymes to induce a normal ABCA1”
platelet aggregation. A role for ABCAL in facilitating signal transduction in response
to apoA-1 has previously been reported. #* It is proposed that ABCAL has receptor-
like properties and can activate signalling pathways including JAK2 and Cdc42
following apoA1l interaction. ?* A direct interaction of Cdc42 and ABCA1 has been
described. #* It is thus conceivable that ABCA1 contributes to the organisation of
signalling complexes allowing efficient activation of Akt and Erk. Besides this effect
ABCALl can impact on signal transduction indirectly by modulating the level of
membrane cholesterol at least in some cells. Macrophages lacking ABCA1 have an
elevated cholesterol content leading to increased sensitivity to lipid rafts-dependent
signalling processes and pro-inflammatory response. 2 In platelets, ABCAL is
relatively weakly expressed compared to hepatocytes or macrophages and its
absence is not associated with an increase in membrane free cholesterol or a
change in the major phospholipid composition. Thus, ABCAL is not a major actor in
the regulation of cholesterol efflux from platelets but acts directly on the efficiency of
Akt and Erk activation. Furthermore, our results indicate that a dramatic drop in HDL,
as found in ABCA1” mice, ' does not significantly impact on the major lipid
composition of mouse platelets. HDL have been shown to inhibit platelet responses,
24 thus the decrease in HDL in ABCA1™” mice may compensate the defect of washed
ABCAL1" platelet activation. This hypothesis is supported by a model of arterial
thrombus formation monitored by intravital microscopy following locally injured

mesenteric arteries. 2> Upon induction of a superficial injury using a laser, wild-type
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and ABCAL1™ platelets rapidly adhered to the site of endothelial desquamation and
formed a comparable thrombus (supplementary figure 4A). Following a deep lesion,
the thrombotic response was much stronger and again comparable in wild-type and
ABCA1" mice. However, a faster decrease in thrombus size was observed in
ABCA1" mice. This difference may be due to a reduced formation of thrombin
because of the defect in vitamin K and coagulation as the deep injury model is known
to generate a thrombin-rich environment and/or to a reduced intensity of signal
transduction in platelets that more rapidly detach from the thrombus.

Taken together, our study provides direct evidence that ABCA1 does not impact on
mouse platelet major lipid composition, including cholesterol and phospholipids and
is not necessary for calcium-dependent PS exposure but is involved in the control of
mouse platelet size and in distinct signal transduction mechanisms, including Akt and
Erk activation particularly at low doses of agonist. Further studies will be required to
assess how ABCA1 impact on specific molecular mechanisms of signal transduction.
Interestingly this effect appears specific of ABCAL since deficiency of ABCA7, an
other member of the family expressed in mouse platelets, has no significant effect on
platelet activation (not shown). In conclusion our data show that, in mouse, ABCAl
impacts on haemostasis at least at two levels; in controlling coagulation through the

regulation of vitamin K and in contributing to platelet signalling efficiency.
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Figure legends

Figure 1

Expression of ABCA1 in mouse platelets and effect of its deletion on platelet
activation. A: Washed mouse platelets were submitted to Western blotting analysis
with the anti-ABCAL antibody. As a positive control, an hepatocyte homogenate was
loaded (H). Results shown are representative of 2 experiments. B: Tail bleeding time
of wild type and ABCA1™" mice (3.16 + 0.26 minutes for wild type mice versus 8.52 +
1.04 minutes for ABCA1” mice, p<0.001, n=30). C: Washed platelets were
stimulated with increasing doses of thrombin or collagen and aggregation was
assessed using a Chrono-log dual-channel aggregometer under stirring at 900
revolution per minutes. The profiles shown are representative of 8 independent

experiments.

Figure 2

Loss of ABCALl spares platelet shape change but increases platelet size. A:

-/-

Representative scanning electron micrographs of wild type and ABCA1 " platelets

stimulated or not by thrombin (1 IU/ml) in suspension during 20 seconds (left panels).
The right panels show a representative transmission electron micrograph of resting

wild type and ABCA1™" platelets. B: Mean platelet width of wild-type and ABCA1™"

-/-

platelets (n = 22 per group) showing that ABCA1 " platelets are increased in size.

Error bars: wt, 0.88 + 0.08; ABCA1™", 1.28 + 0.06 pum; ***p < .001. Protein (n=3) and

-/-

phospholipid (n=2) quantification of control and ABCA1 " platelets are also shown.
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Figure 3
Loss of ABCAL does not impact on platelet major lipid composition and PS exposure.

A: Amount of cholesterol quantified in wild-type and ABCA1™"

platelets and
expressed as nmol/mg of platelet proteins or as cholesterol/phospholipid molar ratio
(n = 7). B: The composition of the phospholipids was analyzed by mass
spectrometry. Data obtained in two independent experiments are shown and results
are expressed as mol% of total phospholipids. The molecular species of
phospholipids is shown in supplementary figure 3. C: Exposure of the negatively
charged phospholipid PS as determined by annexin V-FITC binding in control and
ABCA1™" platelets. The upper panel shows a characteristic flow cytometry analysis
of annexin V-FITC binding on wild-type and ABCA1™" platelets stimulated by the
ionophore A23187. The lower panel shows the quantification of annexin V-FITC
positive platelets in resting conditions or following collagen (2.5 pg/ml) plus thrombin

(0.5 Ul/ml) or A23187 stimulations. Results are expressed as percentage of annexin

V-FITC positive platelets and are mean * 4 independent experiments.

Figure 4

ABCAL1" platelets have a deficiency in signal transduction.

A: Washed platelets from wild type or ABCA1™" mice were stimulated by increasing
concentrations of thrombin and Akt phosphorylation (S473 and T308) was analyzed
by western blot. B: Washed platelets were stimulated by 1Ul/ml thrombin for
increasing period of time and the phosphorylation of Akt (S473 and T308) and Erk
were assessed by western blot. The western blots shown are representative of 3

independent experiments.
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C: ¥P-labeled washed platelets were stimulated by 0.5 Ul/ml thrombin for 5 min and
the production of **P-PtdOH and *?P-PtdIns(3,4,5)P; were quantified. Representative

results are shown.

Supplementary figures

Figure S1:

ABCA1” platelets have a normal expression of GPVI and allb. The surface
expression of GPVI and allb was analyzed by flow cytometry in platelets from control

or ABCA1™” mice. A representative example of 3 independent experiments is shown.

Figure S2:

Defect of allbp3 activation and ATP secretion in ABCAL1™" platelets following
thrombin stimulation. A: The binding of Oregon green 488-conjugated fibrinogen to
control and ABCA1” washed platelets activated or not by thrombin (0.5 and 1 1U/ml)
for 5 minutes was measured by flow cytometry. Results are expressed as percentage
of Oregon green 488-conjugated fibrinogen positive platelets and are mean 4
independent experiments.

B: ATP secretion of control and ABCA1™" washed platelets was recorded by
measuring the luminescence from the firefly luciferin-luciferase reaction by lumi-

aggregometry using the Chrono-log® aggregometer (Kordia).
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Figure S3:

Weak modifications of the repartition of phospholipid molecular species in ABCA1™"
platelets. The molecular species of phospholipids (phosphatidylethanolamine, PE;
phosphatidylcholine, PC; phosphatidylserine, PS; phosphoinositide, PI;

sphingomyelin, SM) in control and ABCA1™"

washed platelets were assessed by
mass spectrometry analysis. The m/z ratio of the different molecular species of
phospholipids is indicated in the right column. Results (area of each molecular

species pick integration) are from two independent experiments and are expressed

as percentage of molecular species for each family of phospholipid.

Figure S4:

Platelet thrombus formation in control and ABCA1™ mice after superficial and deep
laser injury. Thrombus formation over time following laser-induced injury of
mesenteric artery wall of wild-type and ABCA1™™ mice was followed by intravital
microscopy (objective 40X, scale bar = 20 um). A: superficial injury model, eight wild-
type mice (n = 18 vessels) and seven ABCA1™™ mice (n = 15 vessels). B: deep injury
model, eight wild-type mice (n = 10 vessels) and three ABCA1”™ mice (n = 3
vessels). The mean thrombus surface was analyzed at 0.3 second intervals and the
shading over the curve represents the SEM at each time point (grey: wild type mice;

red: ABCA1” mice). Time 0 corresponds to the time of injury.
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I1. Discussion et perspectives

ABCAL est un transporteur potentiellement doté de vertus athéroprotectrices a travers
sa fonction dans I’homéostasie lipidique (formation du HDL cholestérol) mais probablement
aussi en raison de sa capacité a inhiber la synthese macrophagique de cytokines pro
inflammatoires (Liu and Tang, 2011). Nous avons montré que son absence ne s’associait pas a
une hyperréactivité plaquettaire mais bien a une hyporéactivité plaquettaire et que le
mécanisme ne passe pas par une modification de la composition en lipides majeurs des
membranes plaquettaires (cholestérol et phospholipides majeurs). Une étude ancienne avait
révélé I’absence d’anomalies de la composition lipidique des membranes plaquettaires
(cholestérol, phospholipides) chez un patient atteint de la maladie de Tangier et avait
également évoqué une moindre réactivité plaquettaire a la thrombine (Harmon et al., 1986).
Ce travail ne permet pas de determiner si les modifications plaquettaires observées en
I’absence du transporteur ABCAL sont le fait direct de la perte de fonction de ce transporteur
ou sont indirectement liées aux anomalies lipidiques plasmatiques associées.

Le modele de souris déficientes en ABCAL nous a permis de clarifier le réle de ce
transporteur dans I’hémostase et plus particulierement I’activation plaquettaire. Nous
montrons tout d’abord que I’absence de ce transporteur entraine un défaut de taille des
plaquettes sans affecter le nombre de plaquettes circulantes. Une augmentation d’environ 20%
de la taille des plaquettes est observé sans perturbation majeure de leur morphologie globale
ni dans le nombre ou la taille des granules. ABCA1, dont I’ARNm est augmenté lors de la
différentiation du mégacaryocyte (Schmitz and Schambeck, 2006, Barlage et al., 2006),
pourrait donc jouer un réle dans la morphogenése des plaquettes. Il serait intéressant d’étudier
I’impact d’un déficit en ABCAL dans la formation des proplaquettes et des plaquettes.
Aucune anomalie du nombre de plaquette n’a été observée dans les souris déficientes en
ABCAL. Cependant, une thrombopénie est souvent observée chez les patients atteints de la
maladie de Tangier et des défaut dans la morphologie des granules et des lysosomes
plaquettaires ont éte rapportés (Nofer et al., 2004, Orso et al., 2000). Un réle de ABCA1 dans
la morphogeneése des plaquettes est donc envisageable.

Nos résultats permettent d’exclure une implication de ABCA1 dans le phénomeéne de
« scrambling » des phospholipides et de I’exposition des PS dépendante du calcium. Gréce au
modele de plaquettes de souris déficientes en ABCAL, la réponse a cette question, débattue a

plusieurs reprise dans la littérature, nous semble claire. Ce résultat est en accord avec
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I’identification récente de la protéine TMEM16F comme acteur majeur de I’exposition des PS
dépendante du calcium (Suzuki et al., 2010). Cette protéine, mutée chez les patients atteints
du syndrome de Scott, joue sans aucun doute un réle majeur dans la machinerie conduisant a
I’exposition des PS dépendante du calcium dans les plaquettes.

L’exposition des PS est souvent associée a I’émission des microparticules et ABCAL a
été proposé comme régulateur potentiel de la production de microparticules (Combes et al.,
2005). Nous avons réalisé des expériences préliminaires pour évaluer son impact dans la
production des microparticules plaquettaires en réponse a une stimulation par le ionophore
calciqgue A23187. La formation de microparticules de plagquettes de souris sauvages et
déficientes pour ABCAL a été mesurée en cytométrie de flux. Nous avons rencontré certains
problemes techniques liés au fait que les microparticules de plaguettes murines sont apparues
plus difficiles a isoler que celles de plaquettes humaines. Cependant, les résultats
préliminaires obtenus suggérent que I’absence de ABCA1 n’empéche pas la formation de
microparticules plaquettaires induite par le ionophore calcique A23187 (résultat non montre).

L’ensemble de nos résultats indique que ABCA1 n’intervient pas de fagcon majeure
dans le contrle de la composition lipidique des plaquettes et dans la réorganisation des
membranes dépendante du calcium. Par contre, nous observons un défaut significatif
d’activation de certaines voies de signalisation intraplaquettaire. En particulier, les voies Akt
et Erk sont nettement moins efficacement activées en I’absence de ABCAL lors d’une
stimulation par la thrombine, notamment a faible dose. L’impact de ABCAL sur les voies de
signalisation n’est pas global puisque I’activation de la PLC et de la PI3K sont normales dans
les plaquettes deficientes en ABCAL. Il semble donc que ABCA1 favorise spécifiquement
I’activation de certains éléments de la signalisation. Une perspective importante a cette
observation est de comprendre comment ce transporteur peut agir pour moduler ces voies de
signalisation. Nous avons exclu un effet indirect par modulation du taux de cholestérol
membranaire ce qui modifierait I’activation des voies dépendantes des rafts. Nous
envisageons un role plus direct sur I’assemblage des complexes de signalisation. De fagon
intéressante, il a été proposé que ABCAL pourrait jouer un réle de récepteur a I’apoAl et
transmettre un signal intracellulaire par activation de la GTPase Cdc42 et de la kinase JAK2
(Nofer et al., 2006, Liu and Tang, 2011). Il existe encore peu de données concernant les
mécanismes de transmission du signal par ABCA1l mais une interaction directe du
transporteur avec la GTPase Cdc42 a été décrit (Nofer et al., 2006). Il serait intéressant
d’étudier I’impact de ABCAL sur I’activation de Cdc42 et Rac dans les plaquettes et de
rechercher comment ABCA1 contribue a I’efficacité d’activation d’Akt et de Erk sans
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modifier I’activation de régulateurs d’amont tels que PI3K et PLC. Dans ce contexte, la
recherche de partenaires protéiques de ABCA1 dans des plaquettes au repos ou stimulées
pourrait apporter des données importantes.

Cependant, le réle de ABCAL est surtout révelé lorsque les plaquettes sont stimulées
par de faibles doses d’agonistes. Ainsi, ABCA1 contribue a I’efficacité d’activation de
certaines voies de signalisation mais son role n’est pas indispensable. En effet, lorsque les
plaquettes sont stimulées par de fortes doses d’agonistes, elles répondent normalement en
terme de sécrétion et d’agrégation, méme si I’activation d’Akt et de Erk reste plus faible que
dans les plaquettes de souris sauvages.

La question de I’'importance de ABCAL dans I’activation plaquettaire en conditions
physiologiques se posait donc. Nous avons d’abord réalisé des expériences de formation de
thrombus in vitro en perfusant du sang total sur une matrice de collagéne en condition de flux
artériel physiologique (1500 s™) et en suivant la formation des thrombi en vidéo microscopie
ultrarapide. Nous avons été confrontés a une grande hétérogénéité des résultats obtenus avec
les souris contrdles de fond génétigue DBA1/Lac) ce qui n’a pas permis d’exploiter les
données de maniére satisfaisante. Nous avons alors réalisé en collaboration avec le Dr. B.
Hechler du laboratoire dirigé par le Dr C. Gachet (Inserm UMR-S949, Strasbourg) des
expériences de Iésion vasculaire des artérioles mésentériques a I’aide d’un laser et de suivi de
la formation du thrombus plaquettaire en microscopie intravitale (Hechler et al., 2010).
L’absence de ABCAL n’a pas eu d’impact sur la formation du thrombus suite a une Iésion
superficielle. Lors d’une Iésion profonde, mettant en jeux la coagulation et donc la production
de thrombine, le thrombus formé était semblable mais sa disparition est apparue plus rapide
chez les souris ABCA1™". Cela pourrait étre du & une moindre production de thrombine liée &
la baisse de vitamine K1 et a I’allongement du temps de prothrombine observé chez ces souris
et/ou a I’activation plus modérée des plaquettes qui se détacheraient plus vite du thrombus.
Ces résultats montrent que malgré un allongement du temps de saignement et les défauts
d’activation plaquettaires observés en plaquettes lavées in vitro, les souris ABCAL™” sont
capables de répondre correctement en terme de formation d’un thrombus plaquettaire suite a
une agression vasculaire localisée. Ce mode d’activation plaquettaire met en jeux plusieurs
récepteurs et correspond a une forte activation qui peut s’opérer en I’absence d’ABCAL. De
plus, la diminution des HDL chez les souris ABCA1™" pourrait en fait compenser le défaut
d’activation plaquettaire observé en I’absence d’ABCAL. En effet, la corrélation inverse entre
taux de HDL cholestérol et événements cardiovasculaires est connue de longue date (Miller
and Miller, 1975) et une des explications proposées pourrait étre une diminution des
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phénomeénes thrombotiques chez les patients ayant des taux élevés de HDL cholestérol (Naqvi
et al., 1999). Les HDL auraient une activité inhibitrice sur les plagquettes, sans que le
mécanisme ne soit encore tres bien connu. Il serait donc intéressant d’étudier comment les
HDL modulent I’activation plaquettaire, notamment dans le contexte de I’arrivée en clinique
des HDL recombinants qui semblent avoir un effet athéroprotecteur significatif (modification
de la composition des plaques, restauration de la fonction endothéliale) (Shaw et al., 2008,
Tardif et al., 2007). L’équipe de Jackson a récemment démontré que les HDL reconstitué
entrainent chez I’homme une diminution de la réactivité plaquettaire associée a une
diminution du contenu en cholestérol des membranes plaquettaires et a un défaut de formation
des microdomaines lipidiques (Calkin et al., 2009). Nos résultats ne montrent pas de
modification du contenu en cholestérol dans les plaquettes de souris ABCAL™ malgré la forte
diminution de HDL naturels. Grace a une collaboration avec la société Cerenis Therapeutics
SA, nous disposerons de lipoprotéines HDL au CHU de Toulouse Rangueil dans le cadre d’un
essai clinique de phase 11l dans le courant de I’année 2012. Nous pourrons alors analyser leur
impact sur les plaquettes aussi bien in vitro qu’in vivo. Ceci nous permettra de déterminer les
voies de signalisation plaquettaires modulées lors de la perfusion de HDL reconstitués et de
comparer ses résultats a la perte de fonction du transporteur ABCAL mais aussi de restaurer le
taux de HDL dans les souris ABCA1™".

Enfin, il est intéressant de noter que les effets que nous avons observés sont
spécifiques de ABCAL. En effet, nous avons pu observé que I’invalidation d’un autre membre
de la famille ABCA, ABCAY7, qui est fortement exprimé dans les plaquettes et présente une
grande homologie structurale avec ABCA1 (Sasaki et al., 2003) n’a pas d’impact sur
I’hémostase primaire ni sur I’activation des plaquettes lavées (Figure annexe de I’article 1).
Le role de ABCAT reste mal caractérisé. In vitro, ce transporteur est capable d’interagir avec
I’ApoA-I et d’assurer le transport de phospholipides vers I’apolipoprotéine de la méme facon
que ABCAL (Wang et al., 2003). Cependant, les souris présentant un transporteur ABCA7
non fonctionnel n’ont pas de phénotype apparent et ne présentent aucune anomalie
significative de leur profil lipidique plasmatique (Kim et al.,, 2005). Nous avons eu
I’opportunité de réaliser quelques expériences sur les souris ABCA1”™ ABCAT7” et nous
n’avons pas observé de phénotype plus marqué que ceux observés chez les souris ABCA1™
(résultats non montrés). Bien qu’ABCA7 ait été montré exprimé dans les plaquettes de rat et
humaines il ne semble pas avoir un réle aussi important que ABCAL qui lui est faiblement
exprimé dans les plaquettes (Sasaki et al., 2003, Niessen et al., 2010).
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Au total, notre étude met en avant un role de ABCAL dans I’efficacité de transmission
de certains signaux intraplaquettaires et exclu son implication dans I’exposition des PS et
dans la régulation de la composition plaquettaire en cholestérol et phospholipides majeurs.
Cependant, les effets plaquettaires indirectement liés aux anomalies lipidiques plasmatiques
associées au déficit en ABCAL restent a étudier de maniere plus précise. Il serait notamment
intéressant d’évaluer le seul impact d’une absence de HDL et de transport reverse du
cholestérol sur la différenciation des mégacaryocytes et sur la fonction plaquettaire in vivo.
Ces effets indirects sur les plaquettes pourraient-ils contrecarrer in vivo une hyporéactivité
plaquettaire comme observé en absence d’ABCAL ? Ces travaux permettraient une meilleure
compréhension des dysfonctionnements de I’hémostase associés aux dyslipoprotéinémies.
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Légende figure annexe de I’article 1 :

Expression et r6le de ABCAT dans les plaquettes murines. A : Analyse de I’expression
de surface de ABCAL dans les plaquettes de souris par cytométrie de flux. La courbe grisée
correspond au signal d’un anticorps isotypique alors que la courbe blanche correspond au
signal obtenu avec un anticorps anti-ABCA7 spécifique. Les résultats montrés sont
représentatifs de 3 expériences indépendantes. B : Temps de saignement a la queue mesurée
comme décrit dans I’article sur ABCAL. Aucune différence significative n’a pu étre observée
entre les souris sauvages et les souris déficientes en ABCA7. C : Analyse de I’agrégation des
plaquettes lavées en réponse a la thrombine et au collagéne. Aucune différence dans
I’agrégation des plaquettes sauvages et déficientes en ABCA7 n’a pu étre observée au cours
de 3 expériences indépendantes.
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. Introduction

Malgré I’utilisation de plus en plus large des héparines de bas poids moléculaire et
I’arrivée récente de nouveau antithrombotiques inhibiteurs de la thrombine (comme le
dabigatran) ou du facteur Xa (comme le rivaroxaban ou I’apixaban), les héparines non
fractionnées demeurent le traitement de référence dans un grand nombre de situation a risque
de thrombose. Leur utilisation s’associe paradoxalement a un risque faible mais grave de
survenue d’une TIH. Les voies de signalisation impliquées dans I’activation plaquettaire lors
d’une TIH sont particulierement dépendantes de I’activation de tyrosine kinases, laissant
suggérer un impact potentiel de thérapies ciblant ces kinases.

A travers I’exemple du dasatinib (BMS-354825 ou Spryce®), inhibiteur de la tyrosine
kinase BCR-ABL proposé dans le traitement de la leucémie myéloide chronique, notre équipe
avait déja mis en évidence les effets plaquettaires d’une telle thérapie ciblée. Cette molécule,
capable d’inhiber certaines formes mutées de I’oncogene BCR-ABL résistantes a I’imatinib,
inhibe également d’autres tyrosines kinases (PDGFR, c-Kit et les kinases de la famille Src).
En ciblant les kinases Src, elle induit une inhibition des réponses plaquettaires au collagéne ex
vivo et affecte I’hémostase in vivo de fagon réversible (Gratacap et al., 2009). On voit a
travers cet exemple I’impact que peut avoir un inhibiteur ciblé sur la fonction plaquettaire, a
I’origine d’effets indésirables hémorragiques. Par contre, on peut penser que les propriétés
antiagrégantes de tels inhibiteurs pourraient étre exploitées. En effet, il s’agit de molécules
dont I’effet antiagrégant est rapide et surtout réversible. De plus, dans le cas particulier des
TIH, il n’existe aucun traitement spécifique disponible. Les seuls médicaments disponibles,
s’ils constituent le relais indispensable d’une héparinothérapie désormais contre indiquée, ne
permettent pas de contréler I’hyperactivation plaquettaire induite par le phénomene
immunoallergique.

Au cours des TIH, la tyrosine kinase Syk est impliquée dans I’activation des
plaquettes via FcyRlIla et on peut imaginer qu’elle joue également un role important dans
I’activation des monocytes dont I’expression de facteur tissulaire contribue a la genése de
phénomeénes thrombotiques observés au cours des TIH.

Syk est en effet une kinase majeure dans I’activation des cellules immunitaires. Elle
est également fortement impliquée dans les hémopathies B. Ainsi, elle a suscité beaucoup
d’intérét de la part des industriels du médicament qui ont développé des inhibiteurs ciblant

cette kinase de facon spécifique.
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Nous avons voulu vérifier la capacité du R406, I’un des premiers inhibiteurs de Syk a
avoir été proposé en essai thérapeutique de phase Ill dans le traitement de la polyarthrite
rhumatoide, a inhiber I’activation plaquettaire comme monocytaire survenant au cours d’une
TIH.

Les objectifs spécifiques de cette étude ont été les suivants : i) déterminer la sensibilité
relative des réponse plaquettaires a I’inhibition de Syk suite a une activation via FcyRlla,
GPVI et PAR1/4, ii) montrer I’impact du R406 sur les voies de signalisation plaquettaires
activées par regroupement du récepteur FcyRlIla et par le sérum de patients atteints de TIH en
présence d’héparine, iii) évaluer I’hétérogénéité interindividuelle des réponses au R406, iv)
étudier I'impact du R406 sur I’expression du facteur tissulaire par les monocytes humains
(ARNmM et protéine) en présence de complexes immuns isolés de sérum de patients atteints de
TIH et mesurer son efficacité sur I’activité procoagulante des monocytes.
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Summary. Background: Heparin-induced thrombocytopenia
(HIT) is a rare but severe complication of heparin therapy in
which immunoglobulin G (IgG) antibodies against the platelet
factor 4-heparin complex activate platelets through the
FcyRIIA receptor. Clustering of FcyRIIA initiates signaling
cascades involving tyrosine kinases including the spleen tyrosine
kinase (Syk). Moreover, besides the critical role of platelets, the
expression of tissue factor (TF) by human monocytes triggered
by HIT antibodies has been shown to contribute to the
hypercoagulability and the thrombotic complications in HIT
patients. Objectives: We investigated the effect of R406, a small
molecule inhibitor of Syk developed as a potential treatment of
autoimmune diseases, allergic disorders and B-cell related
hematological malignancies, on FcyRIIA-mediated platelet
activation. To further assess the potential activity of Syk
inhibitors in HIT treatment, the effect of R406 was also
evaluated on HIT antibodies-induced expression of TF and
procoagulant activity of monocytic cells. Results: We show that
R406 is a potent inhibitor of platelet signaling and functions
initiated by FcyRIIA cross-linking by specific antibodies or by
sera from HIT patients. Syk inhibition efficiently prevents
FcyRITA-induced LAT phosphorylation and activation of
phosphoinositide 3-kinase, Akt, phospholipase Cy2 and p38
MAP-kinase. As a consequence, FcyRITA-induced platelet
aggregation, granule secretion and microparticles production
are strongly inhibited by R406. Moreover, the Syk inhibitor
efficiently impairs the expression of TF and the procoagulant
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activity of human monocytes triggered by HIT antibodies.
Conclusion: Syk inhibitors may be of therapeutic interest in the
treatment of HIT by reducing HIT antibodies-mediated platelet
activation and monocyte procoagulant activity.

Introduction

Heparin-induced thrombocytopenia (HIT) is an important side
effect of heparin therapy with a high risk of life-threatening
thrombosis [1-4]. Immunoglobulin G (IgG) antibodies against
the platelet factor 4 (PF4)-heparin complex are known to
activate platelets through the FcyRIIA receptor leading to their
aggregation, the expression of a procoagulant surface [5] and
the production of platelet microparticles [6]. Several factors
influence the severity of HIT including the expression by HIT
immune complex triggered monocytes of the transmembrane
protein tissue factor (TF) [7-9], the initiator of the coagulation
cascade and the immune stimulation of endothelial cells [10].
The importance of the platelet FcyRIIA in the pathogenesis
of HIT is well established [11]. FcyRIIA is a member of the
immunoglobulin gene superfamily and is composed of two
extracellular Ig homology domains and a cytoplasmic tail
bearing an immuno tyrosine-based activation motif (ITAM)
which becomes tyrosine phosphorylated by Src family kinases
(SFKSs) upon receptor clustering. The tyrosine phosphorylation
of the ITAM of FcyRIIA by SFKs is a critical step in
FcyRITA-dependent platelet activation [12]. After phosphory-
lation of its ITAM, FcyRIIA activates downstream signaling
cascades implicating different tyrosine kinases including the
spleen tyrosine kinase (Syk) [13,14]. Syk is a non-receptor
tyrosine kinase highly expressed in hematopoitic cells. It plays
an important role in platelet activation via ITAM signaling
[15-19]. The two SH2 domains in the N-terminal part of the
kinase are known to bind to phosphorylated ITAM leading to
conformational change and in turn activation of the kinase
domain and autophosphorylation which sustain the activation
[20]. Autophosphorylated Syk interacts with partners and
substrates including adaptor molecules such as LAT and
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SLP76 and activates enzymes like the guanine nucleotide
exchange factor Vav, phospholipase Cy (PLCy) or class 1A
phosphoinositide 3-kinase (PI3K) [20]. Genetic and pharma-
cological approaches have demonstrated the important role of
Syk in platelet activation by specific receptors. GPVI, a major
collagen receptor associated with the ITAM containing Fcy-
chain, signals through Syk [17,18] as well as the C-type lectin
CLEC2 which has an hemITAM interacting with the SH2
domains of Syk upon dimerization [21]. Accordingly, Syk-
deficient murine platelets aggregate in response to thrombin
but have a strong defect in response to collagen [18]. Moreover,
in human platelets, allbB3 integrin outside-in signaling has also
been shown to implicate Syk by a mechanism that remains
incompletely understood, but appears to require FcyRITA [22—
24].

Besides platelet activation by FcyRIIA, the expression of
active TF by monocytes triggered by PF4-heparin antibodies
also contributes to HIT pathophysiology [7.8]. The two
members of the Syk family (Syk and its homologue ZAP70,
mainly expressed in T cells and natural killer cells) associate
with FcyR in various immune cells and play an important role
in the regulation of protein expression and in cytoskeleton/
membrane rearrangement involved in phagocytosis in cells of
the monocyte-macrophage lineage. Syk is also involved down-
stream of the B cell receptor and has in fact diverse roles in the
immune system [20]. Many reports have demonstrated the
central role of Syk in allergic or autoimmune disease, inflam-
mation and B cell-related hematological malignancies [20]. In
this context, several small molecule selective inhibitors of this
kinase have been developed and some are under clinical trials in
patients with rheumatoid arthritis, autoimmune thrombocyto-
penic purpura [25], B-cell lymphomas, allergic rhinitis and
asthma [20,26]. Fostamatinib (R788), the prodrug of the active
metabolite R406, is one of the recently developed ATP-
competitive inhibitor of Syk [27].

Recently, another Syk inhibitor, PRT-060318, has been
shown to prevent thrombocytopenia and thrombosis in a
mouse model of HIT [28] suggesting that inhibition of this
tyrosine kinase may be a potential strategy to treat human
HIT. The effect of PRT-060318 was, however, not tested on
platelet phosphorylation pathways nor on monocytes.

The aim of the present study was to evaluate the impact of
Syk inhibition on HIT antibodies-mediated platelet activation
and signaling and monocyte procoagulant activity. We found
that Syk inhibition by R406, at clinically relevant doses,
prevents IV.3 and HIT sera-induced human platelet signal
transduction and functions, including microparticle production
as well as antibody-mediated expression of functional TF in
human monocytes.

Experimental procedures

Reagents

The mouse monoclonal anti-phosphotyrosine (clone 4G10)
was from Millipore (Saint Quentin en Yvelines, France), the

anti-phospho-LAT (Y191), the anti-phospho-PLCy2 (Y753),
the anti-phospho-Akt (S473), the anti-phospho-p38MAPK
(T180/Y'182), the anti-PLCy2 and the peroxidase-conjugated
secondary antibodies were from Cell Signaling Technology
(Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). The anti-
FcyRITA monoclonal antibody IV.3 was from Medarex
(Annandale, NJ, USA) and the anti-mouse IgG F(ab’), to
cross-link FcyRITA-IV.3 complexes was from Jackson Immu-
noresearch Laboratories. RPMI was from Gibco (Paisley,
UK), fetal bovine serum (FBS) from Invitrogen (Eugene, OR,
USA), streptomycin from Boehringer Mannheim (Mannheim,
Germany), L-Glutamine from ICN Biomedicals (Irvine, Ayr-
shire, Scotland) and HEPES from Eurobio (Courtaboeuf,
France). Horm collagen from equine tendon was from
Nycomed (Konstanz, Germany). Purified factors (F)VII and
FX were purchased from Biophen (Mauguio, France), human
platelet factor 4 was from Hyphen BioMed (Neuville sur Oise,
France) and the FX-chromogenic substrate (CS1165) was from
Biophen. All other reagents were purchased from Sigma-
Aldrich (Saint Quentin-Fallavier, France) unless otherwise
indicated. R406 was a gift from Drs E. S. Masude and S. Yi
(Rigel Pharmaceuticals, Inc.®, South San Francisco, CA,
USA).

Human blood samples

Samples were obtained from healthy donors after informed
consent, or patients diagnosed at the Haematology laboratory.
The institutional review board of the hospital approved the
study.

HIT sera and purified I1gG fractions

HIT was identified in patients according to standard criteria
(Table 1): medium or high 4Ts clinical score [29], presence of
anti-PF4-heparin antibodies (Asserachrom® HPIA; Diagnos-
tica Stago, Asmieres, France) and a positive platelet aggrega-
tion test in the presence of 0.5 U mL™" heparin, but not
100 U mL™" which induces the loss of antibody binding
through disruption of the optimal ratio of the antigen complex
between PF4 and heparin. Sera were stored at —80 °C until use.
Alternatively, the IgG fraction of two HIT patients was
precipitated with ammonium sulfate and purified by batch
affinity using a protein-G-sepharose 4 fast flow (Ge Healthcare
Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden). Antibody purity was
assessed using SDS-PAGE and Coomassie blue staining. Each
IgG fraction was tested for the presence of anti-PF4/heparin
antibodies and a positive aggregation test in the presence of
heparin.

Preparation and activation of human platelets

Blood was collected into ACD (acid-citrate-dextrose) and
platelets were isolated as described previously [30]. Briefly,
they were washed in a buffer (pH 6.5) containing 140 mm
NaCl, 5Smm KCI, Smm KH,PO4 1 mm MgSOy4, 10 mm

© 2011 International Society on Thrombosis and Haemostasis



Table 1 Characteristics of heparin-induced thrombocytopenia (HIT) patients
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Platelet
aggregation Platelet
Age 4Ts test (heparin counts
(years) Gender HIPA score* 0.5U mL™" (g L™H Thrombotic events
P#1 74 M + 4 + 70 (37) Proximal deep vein thrombosis
P#2 84 M + 5 + 100 (99) Distal deep vein thrombosis
P#3 66 M + 7 + 124 (96) Pulmonary embolism
P#4 42 M + 4 + 330 (25) None
P#5 50 M + 7 + 80 (80) None
P#6 71 M + 6 + S1.(51) None

HIPA: heparin-induced platelet antibody. *The 4Ts score was determined as described by Lo et al. [29]. TPlatelet counts at the moment of sampling

and nadir (between brackets).

HEPES, 5 mm glucose and 0.35% bovine serum albumin
(BSA) (w/v). The same buffer containing 1 mm CaCl, was
added to the final suspension, and pH was adjusted to 7.4.
Before stimulation, platelets were preincubated or not for
5 min with indicated concentrations of R406 or vehicle
(dimethylsulfoxide).

Cross-linking of FcyRITA was performed by pre-incubation
of platelets for I min with the monoclonal antibody IV.3 (mab)
(2 ug mL™") followed by the addition of antimouse IgG F(ab’),
(30 pg mL™") at 37 °C under gentle shaking as described
previously [30,31]. For activation of platelets by HIT sera,
180 uL of platelet suspension (5 x 10° platelets mL™") was
incubated with HIT sera (90 pL) for 5 min in the presence or
not of R406 and heparin (0.5 U mL™") was added to initiate
the activation.

Platelet aggregation experiments were monitored under
continuous stirring at 900 rev min~' at 37 °C using a turbidi-
metric method and ATP secretion was recorded by measuring
the luminescence from the firefly luciferin—luciferase reaction
using the Chrono-log® aggregometer (Kordia, Leiden, the
Netherlands). Tyrosine phosphorylated proteins were detected
by immunoblotting with the 4G10 anti-phosphotyrosine
antibody as described [30,31].

For the analysis of a-granule secretion in platelet-rich plasma
(PRP), platelets were stimulated via FcyRIIA clustering by
2 pg mL™" of mab IV.3 for 1 min followed by the addition of
30 pg mL™" goat anti-mouse F(ab’), for 3 min under stirring at
900 rev min~'. PRP was pretreated or not with 5 um R406 for
10 min. After centrifugation (2500 x g for 4 min), PF4 was
quantified in the supernatant using a quantitative ELISA
(Asserachrom® kit PF4; Stago, Asniére sur Seine, France).

Platelet microparticle production was analyzed by flow
cytometry. All materials used for the preparation of micropar-
ticles were rinsed with a filtered (0.22 pm) phosphate-buffered
saline (PBS) buffer containing 0.5% BSA and 1 mm EDTA.
After stimulation for 45 min without stirring, washed platelets
(10° platelets mL™") were centrifuged for 2 min at 7000 x g
and the supernatant was recovered. Platelet microparticles were
then labeled with a CD42b antibody (Invitrogen). CD42b
positive elements, whose size was between 0.5 and 1 pum, were
counted as microparticles using a FC-500 cytometer (Beckman
Coulter, Galway, Ireland) which settings was realized using the
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megamix kit (Biocytex, Marseille, France) as described previ-
ously [32].

Analysis of platelet signaling pathways by flow cytometry

After stimulation in PRP, platelets (2.5 x 10° platelets mL™")
were fixed in 3% formaldehyde for 15 min, washed once in
PBS, permeabilized by adding ice-cold methanol under gentle
vortexing, to reach a final concentration of 90% methanol.
After 30 min on ice, platelets were washed once in PBS and
resuspended in PBS containing 3% BSA (w/v) and relevant
antibodies (1 pg mL™"). After overnight incubation at 4 °C,
they were washed once in PBS containing 3% BSA (w/v),
resuspended in the same buffer and stained with Alexa 488
goat anti-Rabbit Fab’ (0.1 pg mL™") (Invitrogen) for 1 h at
4 °C. After two washing steps, platelets were resuspended in
PBS containing 3% BSA (w/v) and analyzed by flow
cytometry.

Lipid extraction and analysis

Platelets were labelled with 0.6 mCi mL™" [**Plorthophos-
phate during 45 min in a phosphate-free Hepes-Tyrode’s
buffer (pH 6.5) at 37 °C. Phosphoinositides and phospha-
tidic acid (PtdOH) were quantified as described previously
[30,31].

THP-1 cell culture and isolation of human PBMCs and
monocytes

THP-1 cells were cultured in RPMI-1640 medium supple-
mented with 100 U mL™" penicillin, 100 pg mL™" streptomy-
cin, 10 mm HEPES, 1 mm Na-pyruvate, 2 mm glutamine,
0.05 mm 2-mercaptoethanol and 10% heat-inactivated FBS.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated
from the citrated blood of healthy donors using Ficoll-
Hypaque density gradient centrifugation (MSL 1077; PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Austria), washed twice in PBS,
and resuspended in endotoxin-free RPMI-1640 medium sup-
plemented with 2 mm L-glutamine, 100 U mL™" penicillin,
100 pg mL™" streptomycin and 25 mm HEPES as described
previously [33].
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For monocytes isolation, PBMCs were submitted to a
negative selection using the monocyte isolation kit IT and the
magnetic cell sorting system (Miltenyi Biotec SAS, Paris,
France) according to the manufacturer’s protocol. Monocytes
were then resuspended (10°cells mL™") in endotoxin-free
RPMI-1640 medium supplemented with 2 mm L-Glutamine,
100 U mL™" penicillin and 100 ug mL™" streptomycin.

Detection of TF mRNA synthesis by RT-PCR

Monocytes or THP-1 cells were stimulated by the addition of
purified IgG isolated from HIT sera (final concentration
500 pg mL_l) with or without heparin (0.025 U mL™" or
100 U mL™"), PF4 (1 ug mL™") and R406 (5 pum) for 120 min
and lysed using the Genelute mammalian total RNA kit
(Sigma, St. Louis, MO, USA). Total RNA (from 2 x 10° cells)
was analyzed by RT-PCR of TF mRNA as described
previously [34]. Briefly, RNA (1 pg for TF and for G6PDH)
was first reverse transcribed with the first-strand synthesis kit
for RT-PCR (Roche, Meylan, France) and next amplified with
the LightCycler Fast Start DNA master hybridization probes
(Roche). The primers (sense AGACAGCCCGGTAGAGTG-
TATG and antisense GCTCCAACAGTGCTTCCTTTATG,
covering nucleotides 780-981) and the fluorescent probes
(ACCACAGCTCCAATGATGTAGAATATTTCTC-Flu
and LCRed640-GAATTCCCCTTTCTCCTGGCCC, cover-
ing nucleotide 801-855), derived from the published database
sequences of human TF mRNA, were from TIB-MOLBIOL
(Berlin, Germany). The housekeeping gene GO6PDH detection
kit used for calibration was from Roche. PCR reactions were
run in the LightCycler amplification and detection system.
Denaturation was performed for 10 min at 95 °C, then DNA
was amplified for 45 cycles of 10 s at 95 °C, 15 s at 55 °C and
5 s at 72 °C. Results are expressed as the TF/G6PDH ratio in
each sample.

TF procoagulant activity and antigen expression

Monocytes or PBMCs were stimulated by the addition of
purified IgG isolated from HIT sera (final concentration
500 pg mL™") during 5h either with or without heparin
(0025 U mL™" or 10 U mL™), PF4 (1 pg mL™") and R406
(5 um). Lipopolysaccharide (LPS, 10 pg mL™") from Escheri-
chia coli serotype 0111:B4 was tested as a positive control in
each experiment. In one experiment, IgG from healthy donors
was tested as a negative control and had no effect on TF
expression.

The TF activity expressed on the luminal surface of
monocytes or PBMCs was measured as described previously
[35] with some modifications. After stimulation, cells were
washed twice in PBS, centrifuged, adjusted to 5 x 10* cells per
well and incubated with 50 pL of Tris-buffered saline (50 mm
Tris HCI, 120 mm NaCl, 2.7 mm KCI, pH 7.4) containing
3 mg mL™! BSA, 10 mm CaClI2, 10 nm FVII and 180 nm FX
(final concentrations). After 30 min at 37 °C, 50 pL of
125 mg mL™" FXa chromogenic substrate (CS1165) was

added and the reaction was followed for 30 min at OD
405 nm on a DIGISCAN microplate reader (V3.0; Asys
Hitech, Eugendorf, Austria) to calculate the V.. value. As a
control, pre-incubation (10 pg mL™" during 30 min at 37 °C)
with an anti-TF antibody (American Diagnostica, Stanford,
CA, USA) was performed when indicated.

Aliquots of stimulated cells were used for measurement of
TF expression by flow cytometry. Cells were fixed in 4%
formaldehyde for 30 min, washed twice and incubated for
15 min at 4 °C with FBS to block the Fc binding sites. After a
washing step in PBS containing 10% (w/v) FBS, fixed cells
were incubated for 1 h at 4 °C with 5 pg mL™" of a monoclo-
nal anti-TF antibody (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA).
After washing, cells were stained with 3 ug mL™" of Alexa 488
goat anti-mouse Ig (Invitrogen) for 30 min at 4 °C, washed
twice, resuspended in PBS and analyzed by flow cytometry as
described previously [36].

Results

The Syk inhibitor R406 inhibits FcyRIIA-mediated platelet
aggregation, secretion and microparticle production

We first compared the effect of R406 on washed human platelet
aggregation induced by FcyRIIA clustering, collagen and
thrombin. R406 (1 pum) significantly inhibited platelet aggre-
gation in response to collagen, as previously reported [37], had
no detectable effect in response to 0.5 TU mL™" thrombin and
abolished platelet aggregation induced by FcyRIIA clustering
with the IV.3 antibody (Fig. 1A). Among these three different
pathways, platelet activation mediated by FcyRIIA clustering
was the most sensitive to the Syk inhibitor. As shown in
Fig. 1B, platelet aggregation and ATP secretion induced by
FcyRIIA clustering were inhibited by R406 in a dose-depen-
dent manner. Both were greatly reduced at 0.05 um and
abrogated at > 0.5 um R406. The release of PF4 by the o-
granules and the production of microparticles induced by
FcyRIIA clustering were also inhibited by the Syk inhibitor
(Fig. 1C,D). It is noteworthy that the IC50 of R406 on platelet
aggregation induced by FcyRIIA clustering with the IV.3
antibody was 0.07 pum in washed platelets, with relatively large
inter-individual variability, while its IC50 in PRP was shifted to
2.40 pM.

R406 inhibits the signaling mechanisms downstream of
FcyRIIA

The pattern of tyrosine phosphorylation of human platelets
stimulated by FcyRIIA clustering was affected in a dose-
dependent manner by the Syk inhibitor (Fig. 2A). The tyrosine
phosphorylation of the protein matching the kinase Syk was
strongly reduced by R406. Syk is known to phosphorylate the
docking protein LAT, an important player in the assembly of
highly efficient signaling complexes composed of proteins such
a Gads, SLP76, PLCy2 or PI3K downstream of GPVI or
FcyRIIA [12,13,17,38]. It has been shown that Syk can be
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Fig. 1. Effect of R406 on human platelet aggregation, secretion and
platelet microparticles generation in response to FcyRIIA clustering. (A)
Washed human platelets were treated or not with 1 pm of R406 for 5 min
and stimulated via FcyRIIA clustering by 2 ug mL™" of mab IV.3 for

1 min followed by the addition of 30 pg mL™" goat anti-mouse F(ab’), or
by the addition of collagen or thrombin under stirring at 900 rev min™".
Results are mean + standard error of the mean (SEM) of peak aggre-
gation (%) from four independent experiments. (B) Dose-response to
R406 of washed platelets stimulated via FcyRIIA clustering as in (A).
Aggregation and ATP secretion were assessed in parallel using lumi-
aggregometry. Data shown are representative of a very sensitive platelet
donor (ICsy of R406 on washed platelet aggregation via IV.3 is 0.07 um
with relatively large interindividual variability). The arrow indicates
addition of the goat anti-mouse F(ab’),. (C) Secretion of PF4 in platelet-
rich plasma (PRP) with or without R406 (5 pm) after the addition of mab
1V.3 and the goat anti-mouse F(ab’), for 3 min. (D) Washed platelets
(10° platelets mL™") were treated or not with 5 pum of R406 and stimulated
via FcyRIIA clustering as in (A) but for 45 min and without stirring.
Generated CD42-positive microparticles were quantified as described in
Experimental procedures. In C and D, data are mean = SEM of three
independent experiments. (*P < 0.05, **P < 0.01, t-test).
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Fig. 2. R406 reduces FcyRIIA-induced tyrosine phosphorylations. (A)
Dose response of R406 on washed human platelet tyrosine phosphoryla-
tion pattern in response to 5 min FcyRIIA clustering with the mab IV.3
and the goat anti-mouse F(ab’), as in Fig. 1A. (B) Western blot analysis of
phospho-LAT (Y191), LAT, phospho-PLCy2 (Y753) and PLC 72 in
washed human platelets incubated with increasing doses of R406 and
stimulated as in (A). The western blots shown are representative of three
independent experiments.

phosphorylated by Src kinases at different tyrosine residues
including the autophosphorylations sites in platelets, even in
the presence of R406 [37]. Therefore, to monitor its activity we
followed the phosphorylation of its substrate LAT. R406
inhibited in a dose-dependent manner the phosphorylation of
the tyrosine residue 191 of LAT (Fig. 2B). Moreover, the
tyrosine phosphorylation of a downstream effector, PLCy2,
was also strongly inhibited by low doses of R406 (Fig. 2B). As
a consequence, PtdOH production, which reflects the com-
bined activity of PLC and diacylgycerol kinase in platelets, was
totally inhibited by 1 pum R406 (Fig. 3A). Under similar
conditions, thrombin-induced PtdOH synthesis which uses
the Gq/PLCp pathway, and not PLCy2, was not significantly
affected (92% =+ 10 of control, n = 2). Moreover, the
production of the second messenger phosphatidylinositol
(3,4,5) trisphosphate [PtdIns(3,4,5)P5] by PI3K was also
inhibited by 1 pm R406 in response to FcyRITA clustering
(Fig. 3B). Finally, R406 inhibited the phosphorylation of the
PI3K effector Akt (Fig. 3C) and of p38 MAP-kinase (Fig. 3D).
Overall, these results indicate that the pharmacological
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Fig. 3. Effect of the Syk inhibitor on PLC/DAG-kinase, PI3K, Akt and
p38-MAPK activation induced by FcyRIIA clustering. **P-labeled washed
platelets were treated or not with 1 um R406 for 5 min and stimulated by
mab IV.3 and antigoat antimouse F(ab’), as in Fig. 2A and the levels of
32p_ptdOH (A) and **P-PtdIns(3.4,5)P; (B) were measured. Platelet-rich
plasma (PRP) was pretreated with 5 uv R406 prior to platelet stimulation
by mab IV.3 and antigoat antimouse F(ab’), as in (A) but without shaking
and phospho-Akt (S473) (C) and phospho-p38 MAPK (T180/Y182) (D)
were analyzed by flow cytometry. Results are expressed as mean fold
increase = SEM of three independent experiments for PtdOH and
PtdIns(3,4,5)P; production and mean percentage of positive plate-

lets = SEM of three independent experiments for phospho-Akt and
phospho-p38 MAPK (*P < 0.01, t-test).

inhibition of Syk efficiently inhibited platelet FcyRIIA-medi-
ated signaling pathways.

R406 prevents platelet activation and signaling induced by
sera from HIT patients

We then analyzed the effect of R406 on HIT serum-induced
platelet activation. Low doses of R406 (< 1 um) delayed while a
higher concentrations inhibited the aggregation of washed
platelets induced by sera from HIT patients in the presence of
heparin (Fig. 4A and Table 1). The effect of R406 on
aggregation intensity and time to mid aggregation was further
analyzed using HIT sera from four patients (Fig. SI and
Table 1). In spite of some heterogeneity in the lag phase before
aggregation among the different patient’s sera, 2-5 pm R406
efficiently prevented aggregation in all cases. At 1 pm, R406
already significantly decreased the production of PtdOH in
platelets stimulated by HIT sera indicating an inhibition of
PLCy2 activation (Fig. 4B). At 5 pm R406 the whole tyrosine
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Fig. 4. R406 inhibits platelet aggregation and activation induced by sera
from heparin-induced thrombocytopenia (HIT) patients. (A) Washed
platelets from healthy donors were treated or not with increasing con-
centrations of R406 for 5 min and stimulated via FcyRIIA clustering by
HIT-sera and heparin (0.5 U). Platelet aggregation was assessed as in
Fig. 1 and the profiles shown are representative of five independent
experiments (HIT serum from P 2, 3, 5 and 6 and 4 platelet donors). (B)
*P_labeled washed platelets were treated or not with 1 pm R406 for 5 min
and stimulated by HIT-sera and heparin (0.5 U). The production of [**P}-
PtdOH was monitored as in Fig. 3 and results, expressed as fold increase,
are mean + SEM of three independent experiments (*P < 0.05, r-test;
HIT serum from P# 1 and 3 platelet donors). (C) washed platelets were
treated as in B and the platelet tyrosine phosphorylation pattern was
analyzed by Western blotting. (D) platelets were treated as in B and
phospho-LAT (Y191), phospho-Akt (S473) and phospho-p38 MAPK
(T180/Y182) were analyzed by Western blotting. The western blots shown
are representative of two independent experiments (HIT serum from P# 6
and 2 platelet donors).

phosphorylation profile induced by HIT sera was strongly
reduced including the tyrosine phosphorylation of the Syk
substrate LAT as well as the phosphorylation of downstream
effectors such as Akt and p38 (Fig. 4C,D).

R406 prevents monocyte TF expression and procoagulant
activity induced by HIT IgG antibodies

We then checked whether Syk inhibition could also impact the
induction of TF synthesis by monocytes. As a first approach we
used the monocytic cell line THP-1 and found that addition of
purified IgG from sera of HIT patients plus PF4 resulted in
heparin-dependent expression of TF mRNA (Fig. S2A). As a
control of specificity, an excess of heparin, which induces the
disruption of the optimal ratio of antigen complex, strongly
decreased the effect of HIT antibodies on TF mRNA
expression. The treatment of THP-1 cells with 5 um R406
inhibited HIT antibody-mediated expression of TF mRNA.
We further evaluated the effect of the Syk inhibitor on TF
expression using freshly isolated human PBMCs. As previously
reported [7,8], HIT antibodies induced the expression of a
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functional TF protein in this cell population as demonstrated
by the FVII-dependent generation of FXa (Fig. S2B,C). This
effect was again inhibited by 5 um R406. Among PBMCs,
monocytes are thought to be the major source of TF [39].
Therefore, we isolated human monocytes and incubated them
with purified IgG from sera of HIT patients. This resulted in
heparin-dependent expression of TF mRNA (Fig. 5A) which
was efficiently inhibited by 5 pm R406. Accordingly, the level
of TF protein on the surface of the human monocytes increased
upon treatment with HIT antibodies (Fig. 5B) and this TF was
functional as demonstrated by the FVII-dependent generation
of FXa (Fig. 5C). The effect of HIT antibodies was quite
similar to that of LPS, a well-known inducer of TF in these
cells. R406 efficiently inhibited the membrane expression of TF
and the monocyte procoagulant activity induced by HIT
antibodies and heparin (Fig. 5B,C). These effects were corre-
lated with an increase in Syk tyrosine phosphorylation in the
presence of HIT antibodies plus PF4 and heparin and an
inhibition of this phosphorylation by R406 (Fig. 5D).

Discussion

HIT is a rare but severe iatrogenic auto-immune disorder
mediated by antibodies targeting PF4 released by platelets in
complex with heparin [3,4,9]. In vitro and in vivo studies have
implicated FcyRITA-mediated platelet activation as a crucial
step in the pathophysiology of HIT [2,11,40-42]. In addition,
anti-PF4/heparin antibodies-induced production of procoagu-
lant platelet microparticles and expression of monocyte and
endothelial TF, initiating the coagulation cascade [7,8,10],
contribute to the hypercoagulability in HIT patients. The
development of small molecule inhibitors of kinases used in
cancer and inflammatory diseases therapy provides opportu-
nities to test selective inhibitors that could block the signaling
pathways downstream of FcyR. Interestingly, Reilly ez al. [28]
demonstrated recently that the Syk inhibitor, PRT-060318,
limits the thrombocytopenic and thrombotic effects of heparin
and the HIT-like antibody KKO in a transgenic mouse model

Fig. 5. R406 inhibits heparin-induced thrombocytopenia (HIT) antibody-
induced monocyte tissue factor (TF) expression and procoagulant activity.
(A) Freshly isolated human monocytes treated or not with R406 (5 um)
were stimulated or not with lipopolysaccharides (LPS) or purified HIT
antibodies + PF4 in the presence or absence of heparin as indicated in
Experimental procedures and the TF mRNA level was quantified after
120 min of stimulation. (B) Monocytes were treated as in (A) during 5 h
and the surface TF expression was quantified by flow cytometry. (C)
Monocytes were treated as in (B) and their procoagulant activity was
measured using a specific factor (F)Xa chromogenic assay and the V., of
the reaction was calculated. An anti-TF antibody was used to show the
TF-dependence of the procoagulant activity. Results are expressed as fold
increase and are mean + SEM of three independent experiments

(*P < 0.05, r-test; HIT antibodies purified from P2 and 3 and 6 monocyte
donors). (D) Monocytes were stimulated as in (A) during 30 min and the
phosphorylation of Syk was analyzed by immunoprecipitation of the ki-
nase followed by Western blotting with the 4G10 antibody. Data shown
are representative of two independent experiments (HIT antibodies puri-
fied from P# 3 and 2 monocyte donors).
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expressing both FcyRIIA and human PF4 [11,40]. Our in vitro
data using the Syk inhibitor R406, the active metabolite of the
prodrug fostamatinib, suggest that targeting Syk is in fact
effective both on platelet and on monocyte activation induced
by HIT antibodies.

100

80 1

60

40

mRNA level

20

% of maximal monocyte TF >

0
HIT-PF4 : - - + + +

Heparin (U) : - - 0.025 100 0.025
LPS: - + - — —
R406 : - - - - +

[vs]
=
o

S (o2} [ee]

(fold increase)

N

Monocyte TF expression

HIT—PF91 : — — + + +
Heparin (U) : - - 0.025 100 0.025

LPS: _ + _ _ _

R406 : - - - - +

=
o

[ee]
*

(o2}

Monocyte procoagulant O
N

activity (fold increase)

N

0
HIT-PF4: - - - + + + + +

Heparin (U): - - - 0.025 0.025 100 100 0.025
LPS: - + + - - - - -
R406: - - - - - - - +
Anti-TF: - - + - + - + -

D IP-Syk
WB: 4610
WB: Syk
HIT-PF4: _ + +
Heparin (U) : - +
R406: - - +



2074 T. Lhermusier et al

The first set of our results establishes that R406 is a potent
inhibitor of human platelet aggregation and secretion induced
by FcyRIIA clustering and downstream signaling. The inhibi-
tion of FcyRITA-mediated dense and o granules (PF4)
secretion by R406 is important in the context of HIT. Not
only does it reduce platelet recruitment and thrombus growth,
but it also prevents the liberation of PF4, the target of HIT
antibodies when present in an appropriate molar ratio with
heparin. It is expected that reducing PF4 would block the
positive feedback loop which sustains and amplifies the
pathophysiological process [9]. Moreover, platelet microparti-
cles production during platelet activation by FcyRIIA cluster-
ing is also inhibited by R406. Critical signaling mechanisms
known to be activated downstream of FcyRITA/Syk, including
LAT phosphorylation and activation of PLCy2, PI3K/Akt and
p38 MAP-kinase, are inhibited by R406 at concentrations in
the p-molar range, achieved in the blood of patients treated by
this compound in other clinical settings [43]. Conversely, the
Syk inhibitor has no effect on platelet aggregation induced by
thrombin, which signals through heterotrimeric G-proteins
coupled receptors, underlying the specificity of action of R406
at the doses used in the present study.

Our second observation is that R406 efficiently prevents
platelet activation induced by HIT antibodies. At low doses,
R406 delays platelet aggregation, an effect which could be
explained by the inhibition of PF4 release, leading to less PF4-
heparin/IgG complexes at the surface of platelets. At higher
doses, it blocks platelet aggregation. The inhibition of several
key signal transduction mechanisms by R406 indicates that
Syk plays a critical role in HIT antibody-induced platelet
activation, as shown for FcyRITA clustering with the 1V.3
antibody.

Our third observation is that R406 inhibits HIT antibody-
mediated expression of TF mRNA in the monocytic cell line
THP-1 and in isolated human monocytes. Moreover, the
expression of TF protein on the surface of freshly isolated
PBMCs and human monocytes induced by the addition of HIT
antibodies plus PF4 and heparin was also reduced by R406
treatment. Accordingly, their procoagulant activity (i.e. gener-
ation of FXa) was inhibited in a similar manner by R406 and
this correlated with Syk inhibition. This is important new
information which underlines the critical role of Syk signaling
in monocytes triggered by HIT antibodies. Only limited
information exists on the specific mechanisms involved in
inducing monocyte TF expression in the presence of heparin-
PF4 and HIT sera. It is likely that Fcy receptors for the Fc
domain of IgG are involved as human monocytes express two
major classes of Fcy receptor, FcyRI and FcyRII. Upon cross-
linking of FcyRI and FcyRII there is a rapid and transient
tyrosine phosphorylation of multiple proteins which involve
Src kinases known to phosphorylate ITAM as well as Syk [44].
Moreover, in vivo, platelet activation increases PF4 levels which
may contribute to monocyte activation via receptors triggering
the Syk pathway [45]. Signaling pathways involving p38, ERK
and JNK are implicated in TF expression in response to
lipopolysaccharide [46] and Syk may indeed regulate these

pathways. Syk is a central signaling molecule in monocytes
[20,26,27] and our results suggest that it could be a potential
target to treat HIT. Fostamatinib (R788), one of the most
developed Syk inhibitors, is orally bioavailable, efficient,
relatively well tolerated and has a reversible effect as its active
metabolite, R406, acts as an ATP-competitive inhibitor [26,27].
Mice reconstituted with Syk-deficient platelets have a normal
bleeding time [47] and mice treated with R406 at systemic
exposures up to 25 pm have no increased bleeding time [27].
This indicates that primary hemostasis is spared, probably
owing to the fact that, with the exception of collagen and
CLEC2 ligands, most physiological platelet agonists activate
platelets by signaling pathways not involving Syk as a
mandatory player. In addition, fostamatinib has been admin-
istered to severe thrombocytopenic patients without major
bleeding [25]. Moreover, in many cases these treated patients
reconstituted their platelet count suggesting that megakaryo-
cytopoiesis was not impaired by Syk inhibition.

A limitation of the present study is that the efficiency of R406
to prevent thrombocytopenia and thrombosis in vivo has not
been established. We observed that although the compound is
highly active on washed platelets, the presence of plasma
reduces its efficiency on platelets. However, R406 at a concen-
tration of 5 pm abrogates platelet PF4 secretion, and Akt or
p38 MAP-kinase phosphorylation in PRP. This concentration
is of the order of magnitude of those measured in the blood
of patients who received fostamatinib, twice daily oral doses of
50-150 mg, for treatment of rheumatoid arthritis [43].

Overall, our data and those from Reilly ez al. [28] suggest
that Syk inhibition represents an attractive therapeutic strategy
in the treatment of HIT and other immune complexes-
mediated platelet disorders dependant on FcyRIIA, such as
eptifibatide-induced thrombocytopenia [48] with or without
thrombosis [49].
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Additional Supporting Information may be found in the online
version of this article:

Figure S1. Interindividual variability of the R406 effect on
platelet aggregation induced by sera from a heparin-induced
thrombocytopenia (HIT) patient. (A) Washed platelets from
healthy donors were treated or not with increasing concentra-
tions of R406 for 5 min and stimulated by HIT-sera and
heparin (0.5 U). Platelet aggregation was assessed as in Fig. 1
and the data are expressed as percentage of maximal aggrega-
tion and are mean + standard error of the mean (SEM) of five
independent experiments (*P < 0.05, ¢-test; HIT serum from
P# 2, 3, 5 and 6 and 3 platelet donors). (B) Table showing the
time to mid aggregation (in second) obtained for each HIT-sera
(NA: no aggregation, P#3 was tested on two platelet donors).
Figure S2. R406 inhibits heparin-induced thrombocytopenia
(HIT) antibody-induced monocytic cells and peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) tissue factor (TF) expression and
procoagulant activity. (A) THP-1 cells treated or not with
R406 (5 pm) were stimulated with purified HIT antibod-
ies + PF4 as indicated in Experimental procedures and the
TF mRNA level was quantified after 120 min of stimulation.
In (B) and (C), PBMCs treated or not with R406 (5 um)
were stimulated or not with lipopolysaccharides (LPS) or
purified HIT antibodies during 5 h. Surface TF expression
on fixed cells was quantified by flow cytometry (B). (C)
PBMCs procoagulant activity was measured on fresh cells
using a specific factor (F)Xa chromogenic assay and the V..
of the reaction was calculated. Results are expressed as fold
increase and are mean + SEM of three independent exper-
iments (*P < 0.05, #-test; HIT antibodies purified from P#2
and 3 and 3 PBMC donors).

Please note: Wiley-Blackwell are not responsible for the content
or functionality of any supporting materials supplied by the
authors. Any queries (other than missing material) should be
directed to the corresponding author for the article.
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Figure S1. Interindividual variability of R406 effect on platelet aggregation induced by sera
from HIT patient. (A) Washed platelets from healthy donors were treated or not with
increasing concentrations of R406 for 5 min and stimulated by HIT-sera and heparin (0.5 U).
Platelet aggregation was assessed as in Fig. 1 and the data are expressed as percentage of
maximal aggregation and are mean + SEM of five independent experiments (*P < 0.05, t-test;
HIT serum from P# 2, 3, 5 and 6 and 3 platelet donors). (B) Table showing the time to mid
aggregation (in second) obtained for each HIT-sera (NA: no aggregation, P# 3 was tested on
two platelet donors).
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Figure S2. R406 inhibits HIT antibody-induced monocytic cells and PBMCs TF expression
and procoagulant activity. (A) THP-1 cells treated or not with R406 (5 pm) were stimulated
with purified HIT antibodies + PF4 as indicated in Experimental procedures and the TF
MRNA level was quantified after 120 min of stimulation. In B and C, PBMCs treated or not
with R406 (5 um) were stimulated or not with LPS or purified HIT antibodies during 5 h.
Surface TF expression on fixed cells was quantified by flow cytometry (B). (C) PBMCs
procoagulant activity was measured on fresh cells using a specific factor Xa chromogenic
assay and the V., of the reaction was calculated. Results are expressed as fold increase and
are mean = SEM of three independent experiments (*P<0.05, t-test; HIT antibodies purified
from P# 2 and 3 and 3 PBMC donors).



I1. Discussion et perspectives

Les résultats de cette étude montrent a quel point I’inhibition ciblée de Syk bloque
efficacement I’activation des plaquettes induite par regroupement du récepteur FcyRIla et par
les complexes immuns responsables de la TIH. Le R406 inhibe trés efficacement la
signalisation cellulaire en aval de Syk, en particulier les voies PLCy, PI3K/Akt et p38 avec
pour conséquence le blocage de la sécrétion et de I’agrégation plaquettaire. La sécrétion de
PF4, cibles des anticorps TIH, est tres efficacement bloquée par le R406 ce qui est
particulierement important pour enrailler le processus de développement de la TIH. De méme,
la production de microparticules plaquettaires suite au regroupement du récepteur FcyRIla est
fortement inhibée, or ces microparticules ont été proposées comme facteur d’amplification du
phénotype thrombotique des TIH. La partie la plus novatrice de I’étude a concerné I’impact
du R406 sur I’expression du facteur tissulaire a la surface des monocytes activés par les
complexes immuns responsables de la TIH. Nous avons reproduit les observations
précédentes montrant I’expression du facteur tissulaire par les monocytes humains mis en
présence d’anticorps de patients atteints de TIH et d’héparine et montré que I’inhibition de
Syk blogue de maniére trés efficace cette expression tant au niveau des ARNm que de la
protéine. L’effet procoagulant des monocytes activés par les anticorps de patients est inhibé
par le R406. Bien que nous n’ayons pas étudié en détail les voies de signalisation des
monocytes dans ces conditions nous montrons que Syk est activée, vraisemblablement via les
récepteurs FcyR présents a la surface des monocytes. Il serait donc intéressant de pouvoir
analyser en détail la voie d’activation des monocytes par les complexes immuns responsables
de la TIH. L’un des enjeux est donc d’identifier le ou les récepteurs mis en jeux et les voies de
signalisation dépendantes de Syk qui conduisent a I’expression du facteur tissulaire dans les
monocytes.

Un aspect qui n’a pas été abordé dans I’étude concerne I’expression de Syk dans les
cellules endothéliales qui peuvent étre activées dans le contexte de la TIH et contribuer au
phénotype thrombotique. Il y a dans la littérature un certain flou concernant I’expression de
Syk dans les cellules endothéliales. Nous avons recherché par immunoempreinte la présence
de cette kinase dans les cellules endothéliales de cordon ombilical humain (HUVEC). Les
résultats montrent clairement I’expression de Syk dans ces cellules avec notamment la
protéine au poids moléculaire attendu de 75kDa et une forme de plus bas poids moléculaire
(40 kDa) décrite dans certains modeles comme une forme protéolytique dont le r6le n’est pas
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connu (Figure annexe de [I’article 2). L’origine hématopoiétique des progéniteurs
endothéliaux circulants pourrait expliquer I’expression de Syk dans les cellules endothéliales.

kDa
75  — w—  —— Syk
1:40 pg plaguettes humaines
- .
40 o, 2 : 40 ug HUVEC

Figure annexe de I’article 2 : Expression de Syk dans les cellules endothéliales de cordon
ombilical humain (HUVEC) analysée par immunoempreinte.

Il serait donc intéressant d’étudier le rbéle de Syk dans I’activation des cellules
endothéliales dans le contexte des TIH et d’analyser I’impact du R406.

Notre étude apporte des informations nouvelles permettant de proposer une stratégie
thérapeutique dans le traitement des TIH. Ce travail, réalisé sur cellules primaires humaines, a
cependant la faiblesse d’avoir été exclusivement réalisé in vitro mais il est intéressant de relier
nos résultats a ceux, trés complémentaires, obtenus par I’équipe de McKenzie qui a
récemment montré dans un modéle murin de TIH que I’inhibiteur de Syk PRT318 pouvait
prévenir la thrombopénie comme la thrombose in vivo observées au cours d’une TIH (Reilly
etal., 2011).

Le concept de thérapie antithrombotique ciblée sur la principale voie d’activation mise
en cause dans les TIH pourrait permettre de développer ou utiliser des molécules capables de
bloquer les phénoménes thrombotiques en agissant a la fois sur les plaquettes et les
monocytes et d’épargner les fonctions plaquettaires essentielles a une hémostase
physiologique. La compréhension préalable des mécanismes impliqués dans les fonctions
plaquettaires a permis de tester une nouvelle cible pharmacologique anti-thrombotique et de
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proposer le R406 comme médicament candidat dans le traitement des TIH. Ses effets
plaquettaires et monocytaires rapides et réversibles sont adaptés au contexte clinique de TIH.
En raison de la relative rareté des TIH, le développement clinique de nouveaux médicaments
dans cette indication reste complexe mais les résultats encourageants obtenus dans les études
précliniques et dans le modéle de souris pourraient déboucher sur I’utilisation des inhibiteurs
de Syk dans une fenétre thérapeutique de quelques jours aprées I’arrét de I’héparinothérapie

dans les cas de TIH avérés.
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Conclusion générale
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Malgré une diminution considérable de la mortalité cardiovasculaire depuis vingt ans,
les maladies cardiovasculaires demeurent une des premiéeres causes de mortalité dans les pays
occidentalisés. Ces dernieres années ont été marquées par I’apparition de nouvelles molécules
antithrombotiques dans le domaine des inhibiteurs plaquettaires (clopidogrel, prasugrel,
ticagrelor, anti-Gpllbllla) comme celui des anticoagulants (inhibiteurs du facteur X,
inhibiteurs du facteur I1) et de réelles innovations pharmacologiques continueront a apparaitre
dans les années a venir dans ce domaine (Thrombin Receptor Antagonists, nouveaux
anticoagulants).

A travers ce travail, nous nous sommes intéressés a deux pistes d’intérét dans le
développement de nouvelles molécules antithrombotiques.

La premiéere situation correspond a un mécanisme original et rare de thrombose : la
thrombopénie immuno-allergique a I’héparine. Si des substituts a I’héparine sont disponibles,
aucun traitement spécifique ne permet a I’heure actuelle de faire face a cet orage
thrombotique passant avant tout par une activation plaquettaire. Notre étude a permis de
confirmer I’importance de la tyrosine kinase Syk dans I’activation plaquettaire et de montrer
son role clé dans I’activation monocytaire observée au cours d’une TIH. Ces résultats et ceux
tres complémentaires de I’équipe de équipe de McKenzie dans un modéle murin de TIH
(Reilly et al., 2011) nous conduisent a proposer un inhibiteur de Syk comme médicament
candidat dans cette pathologie.

Les drogues ciblant les acteurs de signalisation dans les plaquettes ont-elles une place
comme médicament antithrombotique ? Nous avons évoqué les aspects potentiellement
négatifs des ces thérapies ciblées qui peuvent affecter I’activité plaquettaire et induire des
saignements (Lhermusier et al., 2011, Jandrot-Perrus et al., 2010). A travers I’exemple des
inhibiteurs de Syk, nous montrons que dans certaines conditions pathologiques ces nouvelles
drogues ciblées pourraient avoir un intérét thérapeutique en tant qu’inhibiteurs réversibles de
I’activation des plaquettes et des monocytes. Cependant, a ce jour, il n’existe pas dans la
littérature d’arguments forts pour penser que les inhibiteurs d’acteurs de signalisation puissent
détroner I’aspirine ou les antagonistes du récepteur P2Y12 de I’ADP en tant que médicament
antithrombotique. Les avancées de la recherche fondamentale permettront peut étre de mettre
en évidence des voies de signalisation spécifiques de certaines situations thrombotiques,
comme proposé par I’équipe de S. Jackson avec le ciblage potentiel de la PI3Kbeta dans des

conditions thrombotiques liées a un flux sanguin élevé et/ou perturbé (Jackson et al., 2005).

84



La deuxiéme situation, passant par I’étude du transporteur lipidique ABCAL dont le
réle dans les fonctions plaquettaires demeurait jusqu’alors incertain, concerne les interactions
entre fonction plaquettaire et métabolisme lipidique.

Nos travaux permettent d’écarter ABCAL en tant que régulateur du taux des lipides
majeurs (cholestérol et phospholipides) des membranes plaquettaires et du processus
d’exposition des PS dépendant du calcium dans les plaguettes. Nous montrons que ABCA1
peut influencer I’hémostase chez la souris de différentes maniéres: i) en facilitant
specifiquement les mécanismes d’activation d’acteurs de signalisation plaquettaires tel que
Akt et Erk et donc en favorisant I’activation plaquettaire, notamment en présence de faibles
doses d’agonistes, ii) en modulant le taux de vitamine K1 qui influence I’activation de
certains facteurs de coagulation. De plus, en régulant de facon majeure le taux des HDL
circulants, ABCAL pourrait aussi moduler I’hémostase, en particulier les réponses
plaquettaires. Des particules reconstituées de HDL sont actuellement testées pour leur
propriétes athéroprotectrices, il sera particulierement intéressant d’analyser leur impact sur les
plaguettes aussi bien in vitro qu’in vivo.

ABCAL1 peut-il étre une cible thérapeutique ? Des approches thérapeutiques récentes
de I’athérosclérose tentent de mettre au point des traitements visant & augmenter le HDL
cholestérol. Des stratégies visant & augmenter la fonction de ABCAL pourraient étre
développée dans le futur (Khera and Rader, 2010, Degoma and Rader, 2011). Les effets
plaquettaires de telles approches restent a déterminer. Dans ce contexte, il sera important
d’analyser comment ABCAL régule la signalisation plaquettaire ; agit-il comme un récepteur
capable d’initier par lui-méme des voie de signalisation comme cela est suggéré dans certains
modeles ou bien est-il un facilitateur de la formation de complexes de signalisation ?
Quoiqu’il en soit toute stratégie thérapeutique visant ABCAL ne peut étre envisagée sans une
meilleure compréhension des mécanismes de régulation de I’activité de ce transporteur et des

voies de signalisation qu’il est capable d’initier.
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Résumé

Les plaquettes sanguines jouent un role essentiel dans le maintien de I’intégrité vasculaire. Outre leur r6le physiologique
conduisant a la formation du clou hémostatique en cas de breche vasculaire, elles sont impliquées dans des pathologies
thrombotiques comme I’athérothrombose ou les thrombopénies induites par I’héparine (TIH), ce qui en fait des cibles
pharmacologiques de choix dans ces situations. Nous avons étudié les mécanismes mis en jeux par les plaquettes dans
deux situations pathologiques ; les TIH avec la tyrosine kinase Syk comme acteur majeur et la maladie de Tangier
résultant d’une mutation perte de fonction du transporteur de lipide ABCAL. Les TIH sont des complications rares mais
graves des traitements a I’héparine dues au développement d’anticorps dirigés contre le complexe héparine-facteur 4
plaquettaire (PF4). Ces anticorps induisent la clairance des plaquettes (thrombopénie) et activent les récepteurs Fc a la
surface des plaquettes (FcgRIIA) et des monocytes (FcgRI et FcgRIl) conduisant a I’agrégation plaquettaire et
I’expression du facteur tissulaire par les monocytes responsable des complications thrombotiques. Nous montrons que
Syk est une kinase essentielle a I’activation des plaquettes (signalisation, sécrétion, agrégation, microparticules) par les
anticorps dirigés contre le complexe héparine-PF4 présents dans le sérum de patients atteints de TIH. Parallelement,
I’inhibition de Syk bloque fortement I’expression du facteur tissulaire et I’activité procoagulante des monocytes induites
par les anticorps TIH. Les inhibiteurs de Syk, en développement clinique avancé en immunothérapie, apparaissent donc
prometteurs dans le traitement des TIH. ABCAL est impliqué dans le transport réverse du cholestérol et de
phospholipides vers les lipoprotéines de haute densité. Son déficit est associé a de profondes anomalies du bilan
lipidique mais aussi a un phénotype hémorragique. Grace a un modele de souris déficientes en ABCAL, nous avons
caractérisé son role dans I’activation plaquettaire. Contrairement a ce que I’on aurait pu penser, ABCAL n’est pas
impliqué dans I’exposition des phosphatidylsérines et I’activité procoagulante des plaquettes activées, et ne régule pas
le contenu en cholestérol des membranes plaquettaires. Par contre, un défaut de taille des plaquettes et de leurs réponses
fonctionnelles sont observés en son absence. ABCAL apparait comme un régulateur des mécanismes de signalisation
pouvant expliquer le phénotype hémorragique rapporté dans la maladie de Tangier. L’ensemble de ces travaux a permis
de caractériser des acteurs moléculaires de I’activation plaquettaire dans des situations pathologiques et de proposer de
nouvelles stratégies thérapeutiques.

Abstract

Platelet activation at sites of vascular injury is essential for haemostasis. Next to this critical role in bleeding arrest,
platelets are involved in thrombotic diseases such atherothrombosis or heparin-induced thrombocytopenia (HIT).
Therefore, they are targets of antithrombotic therapies. We have studied the mechanisms of platelet activation in two
pathological situations; HIT with the tyrosine kinase Syk as a key player and Tangier disease resulting of a loss of
function of the ABCAL lipid transporter. HIT is a prothrombotic and potentially devastating complication of heparin
therapy due to formation of platelet-activating antibodies directed against complexes of platelet factor 4 (PF4) and
heparin. These antibodies contribute to clear platelet from the circulation and activate, by their Fc fragment, FcyRIIA
receptors on platelet surface or FcgRI and FcgRII receptors on monocyte, leading to platelet aggregation and tissue
factor expression by monocytes. We have shown that Syk activation is crucial for platelet activation (signalization,
secretion, aggregation, microparticle generation) initiated by anti-PF4/heparin antibodies from sera of patients suffering
from HIT. Interestingly, Syk inhibition also prevented tissue factor expression and procoagulant activity of moncytic
cells induced by these antibodies. We propose that Syk inhibitors, initially developed as a potential treatment of
autoimmune disease, may be of therapeutic interest in the treatment of HIT.

ABCAL has been demonstrated to be crucial in the reverse cholesterol transport pathway by loading cholesterol and
phospholipids into ApoA-I to generate high density lipoproteins. Its defect is associated to circulating lipid disturbance
but also to hemorrhagic diathesis. Surprisingly, using ABCA1 knock-out mice, we have demonstrated that this
transporter is neither implicated in phosphatidyserine exposure, a mechanism leading to the procoagulant activity of
activated platelets, nor in the control of platelet membranes cholesterol content. However, mouse platelets deficient for
ABCAL have an increased size and a defect in response to low doses of agonists such as thrombin and collagen. Our
data indicate that ABCAL is involved in the efficiency of platelet signal transduction, particularly in the activation of
Akt. These studies have characterized key players of platelet activation and suggest new strategies in the development of
antithrombotic therapies.

Mots-clés : Syk, thrombopénie induite a I’héparine, ABCAL, activation plaquettaire

Discipline : Physiopathologie
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