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Résumé

Introduction - Les plaquettes et les neutrophiles constituent une grande source de

métalloprotéinase-2 (MMP-2) et - 9 (MMP-9) respectivement, et leurs interactions via la

P-sélectine et le PSGL-l sont impliquées dans les réactions thrombo-inflarnmatoires qui

mènent à la thrombose, le remodelage vasculaire et la resténose. Dans cette étude, on a

investigué l’impact de la liaison P-sélectine/PSGL- sur la sécrétion de la MMP-2 et son

rôl e dans l’agrégation plaquette-neutrophile.

Méthodes et résultats - La sécrétion de la MMP-2 par les plaquettes humaines, détectée

par Zyrnographie, est significativement augmentée (valeur triplée) après l’activation par

la thrombine. Par ailleurs, cette sécrétion est doublée en présence de neutrophiles.

Cependant, le surnageant collecté d’une suspension de neutrophiles ne produit pas d’effet

significatif sur la sécrétion de la MMP-2 par les plaquettes. Bien qu’aucune trace de

MMP-2 fut détectée dans les sécrétions des neutrophiles activés ou au repos, une large

quantité de MMP-9 est produite par ces cellules. Néanmoins, cette sécrétion de MMP-9

n’est pas influencée par une stimulation à la thrombine ou par la présence des plaquettes.

Quand les plaquettes sont activées, l’expression de la P-sélectine est significativement

augmentée et favorise la liaison des plaquettes aux neutrophiles. Cette liaison est

complètement inhibée par une forme recombinante et soluble du PSGL-1 (rPSGL-Ig), ou

par des anticorps monoclonaux dirigés contre la P-sélectine ou le PSGL-1. D’autre part,

l’utilisation des antagonistes de la GPIIb/IIIa comme le Réopro provoque une réduction

de 50% de la liaison P-sélectine/PSGL-1. De plus. les antagonistes de la P-sélectine ou du



iv
PSGL-l abolissent la sécrétion de la MMP-2 par les plaquettes en présence des

neutrophiles et réduisent 1’ agrégation plaquettes-neutrophiles.

Conclusion - L’activation des plaquettes et leurs liaisons aux neutrophiles augmentent la

sécrétion de la MMP-2 par les plaquettes via une interaction adhésive entre la P-sélectine

et le PSGL-l qui, d’une façon synergique, contribuent à augmenter l’agrégation

plaquettes-neutrophiles.

Mots-clés : Plaquettes, Leucocytes, Molécules d’ adhésion celluaires. Métalloprotéinases.
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Abstract

Background - Platelets and neutrophils constitute a high source of metalloproteinase-2

(MMP-2) and-9 (MMP-9), respectively; and their interactions via P-selectin and PSGL-1

are involved in the thrornbo-inflammatory reactions that Iead to thrombosis, vascular

remodeling and restenosis. In this study, we investigated the impact of P-selectin binding

to PSGL-1 on platelet MMP-2 secretion and function in platelet and neutrophul

aggregation.

Methods and resitits - The secretion of MMP-2 from human platelets, as detected by

zymography. was significantly increased by 3 fold afier thrornbin activation and further

enhanced by 2 fold in the presence ofneutrophils. Neutrophil releasate was without any

significant effect on platelet MMP-2 secretion. While no MMP-2 was detected in the

supernatant of resting and activated neutrophils, high amount of MMP-9 was released by

neutrophils. btit unchanged by thrornbin activation or the presence of platelets. Platelet

P-selectin expression increased significantly after activation and triggers platelet binding

to neutrophils, which was completely inhibited b)’ a recombinant soluble forrn ofPSGL-l

(rPSGL-Ig) and blocking monoclonal antibodies against P-selectin and PSGL-1, and

reduced by 5O% in the presence of a GPIIb/IIIa antagonist (Reopro). In addition, P

selectin or PSGL-1 antagonism abolished the enhanced MMP-2 secretion by activated

platelets in the presence of neutrophils and reduced platelet-neutrophil agguegation.
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Conclusion - Platelet activation and binding to neutrophuls enhance the secretion of

platelet MMP-2 via an adhesive interaction between P-selectin and PSGL-1, which

contribute to increased platelet-neutrophil aggregation.

Key Words Platelets. Leukocytes, Ccli Adhesion Molecules, Metalloproteinases
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Introduction

Les plaquettes et les leucocytes contribuent au maintien de l’hémostase vasculaire

et sont activement impliqués dans plusieurs réactions thrombo-inflammatoires. Les

interactions entre les plaquettes, les leucocytes et les cellules endothéliales sont

gouvernées par un ensemble de molécules d’adhésion spécifiques qui induisent des

interactions homo- et hétérotypiques entre ces cellules dans le syndrome coronaire aigu

(1). Plus spécifiquement, l’agrégation des plaquettes et leurs interactions avec les

neutrophiles constituent une partie des réactions qui lient l’hémostase à l’inflammation

(2-4). La liaison des plaquettes activées aux neutrophiles est essentieltement médiée par

la P-sélectine plaquettaire et son ligand de haute affinité sur les neutrophiles, le ligand-l

glycoprotéique de la P-sélectine (PSGL-l) (5-7). Cette interaction adhésive entre les

plaquettes et les neutrophiles peut faciliter la modulation de leurs activités et favoriser la

coopération biochimique et la génération mutuelle de signaux qui induisent la sécrétion

des substances vasoactives incluant des leukotriènes, des cytokines, des radicaux libres,

des facteurs de croissance et de coagulation et des métalloprotéinases (MMPs) (8-16).

Les MMPs constituent une famille po lygénique d ‘endoproté inases reconnues pour

leurs rôles dans plusieurs processus physiologiques et pathologiques comme la

dégradation de la matrice extracellulaire, 1’ angiogénèse, le développement embryonnaire.

l’agrégation plaquettaire, la thrombose, la migration et la prolifération cellulaire, la

cicatrisation et la resténose (17-19). Les membres de cette famille sont largement

apparentés, possèdent un site catalytique dépendant de l’ion Zn2 et sont secrétés sous

une forme latente qui requiert des processus d’activation complexes (20).



La gélatinase A (MMP-2) et la gélatinase B (MMP-9) appartiennent aux groupe

des métalioprotéinases impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire et te

phénomène de remodelage vasculaire (21, 22). La MMP-2 est uniformément distribuée

dans le cytosol des plaquettes non-activées sans aucune association détectable avec les

granules cytoplasmiques. Suite à l’activation par les agonistes forts tel que la thrombine

et le collagène, la MMP-2 est rapidement transiocée vers la surface plaquettaire où elles

s’associent avec certains composants de la membrane avant d’être sécrétée dans l’espace

extracellulaire (23, 24). La MMP-9 est présente aussi au niveau des plaquettes mais en

quantité moindre que la MMP-2 (25). À l’état basal, les plaquettes secrètent la MMP-9 de

façon constitutive et cette sécrétion atteint une valeur maximale après stimulation par la

thrombine. Dans les neutrophiles, la MMP-9 est stockée dans des granules spécifiques et

est sécrétée suite à l’activation par les médiateurs inflammatoires (26).

On a démontré dans une étude précédente, que l’inhibition de la P-sélectine avec

une forme recombinante de PSGL-l (rPSGL-Ig) inhibe la liaison plaquette-neutrophile

induite par les surfaces artérielles endommagées (27), réduit l’adhésion des plaquettes et

des neutrophiles et prévient la resténose post-angioplastie des artères carotides et

coronaires de porcs (28,29). En particulier, l’inhibition de la resténose avec l’antagoniste

de la P-sélectine a été associée avec un impact positif sur le remodelage vasculaire

suggérant que les interactions plaquettes-neutrophiles modulent la sécrétion des MMPs et

la réorganisation de la matrice extracellulaire (27).

Le but de cette étude est de démontrer que la liaison des plaquettes aux

neutrophiles via la P-sélectine plaquettaire et le PSGL-l des neutrophiles augmente la

sécrétion de la MMP-2 par les plaquettes et favorise l’agrégation plaquettes-neutrophiles.
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Chapitre I

Les plaquettes

1.1 Composition et fonction du sang

Le sang est un tissu conjonctif complet qui fait partie du système cardio

vasculaire. Il est constitué d’un certain nombre de cellules en suspension dans un milieu

liquide, le plasma. Les cellules sanguines, ou éléments figurés du sang, représentent 45%

du volume total sanguin, et sont constituées de trois classes fonctionnelles t les globules

rouges (érythrocytes ou hématies), les globules blancs (leucocytes), et les plaquettes

(thrombocytes).

Le pourcentage des globules rouges dans le sang s’appelle l’hématocrite et sa

mesure est un test clinique de routine. Les érytbrocytes sont essentiellement impliqués

dans le transport d’oxygène et de dioxyde de carbone. Les leucocytes participent i la

défense et aux systèmes immunitaires du corps et se subdivisent en deux classes les

granulocytes ou leucocytes polymorphes (neutrophiles. éosinophiles et basophules) et les

agranulocytes ou leucocytes mononucléaires (lymphocytes et monocytes). Quant aux

plaquettes, c’est un composant indispensable de l’hémostase. Tous ces types cellulaires

prennent naissance dans la moelle osseuse au cours d’un processus appelé hématopoïèse.

Le plasma qui représente 55% du volume total sanguin, est une solution aqueuse

de sels inorganiques qui est constamment l’objet d’échanges avec le milieu

extracellulaire liquide de différents tissus. Le plasma contient des protéines, les trois

principales étant les albuinines, les globulines et le fibrinogène. Les albumines

représentent la majeure partie des protéines plasmatiques. Elles se lient à des métabolites
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relativement peu solubles, auxquels elles servent de molécules de transport. Les

globulines forment un groupement varié, incluant les anticorps du système immunitaire.

Le fibrinogène est une protéine soluble qui se polymérise en une protéine insoluble, la

fibrine, lors de la coagulation du sang (30). Le volume de sang circulant représente

normalement environ 8% de la masse corporelle, soit 5,6 litres chez un homme de 70 kg.

Le pH normal du sang est légèrement alcalin, se situant entre 7,35 et 7,45. Le sang

assure trois fonctions principales au sein de l’organisme

‘- le transport de nutriments, de gaz respiratoires, d’hormones et de déchets

cellulaires

la régulation de la température corporelle (contenu aqueux), de pH (système

tampon) et de l’équilibre hydrominéral

,- la protection. Ce dernier rôle, en plus d’englober la prévention de l’infection

par les leucocytes spécialisés, consiste également à la prévention de

l’hémorragie où, suite à la rupture d’un vaisseau sanguin, les plaquettes et les

protéines plasmatiques forment un caillot et arrêtent l’écoulement du sang

(31-32).

Les vaisseaux sanguins constituent un système de tubulure chargé de la

circulation du sang dans l’ensemble du corps. Les vaisseaux sanguins se partagent en

artères qui transportent le sang du coeur aux organes et. après passage dans de petits

capillaires, en veines qui le ramènent au coeur. Les parois des vaisseaux sanguins et du

coeur (mais non celle des capillaires) possèdent trois enveloppes : la tunique interne ou

intima, la tunique moyenne ou média, la tunique externe ou adventice. La composition de



ces trois tuniques diffère d’un type de vaisseau à un autre mais, il demeure une certaine

continuité structurale à travers l’arbre vasculaire.

L’intima est essentiellement formée du revêtement endothéliale d’un vaisseau. Un

endothélium est un tissu de recouvrement dont la structure est voisine de celle d’un

épithélium pavimenteux mais qui possède une origine embryonnaire différente.

L’endothéÏium repose sur une matrice extracellulaire et la lame élastique interne qui lui

donnent du support. Cette matrice contient plusieurs protéines adhésives qui permettent

l’adhésion des plaquettes dans le cas d’une lésion endothéliale favorisant ainsi le

maintien de l’intégrité du vaisseau. Certaines cellules endothéliales ont des pores et

d’autres se chevauchent légèrement, ce qui favorise les échanges intercellulaires et

transcellulaires (3 1).

La média est composée principalement de tissu fibreux, de fibroblastes et de

cellules musculaires lisses (CML). Le tissu fibreux (collagène I-IV, fibronectine),

organisé en matrice et produit par les fibroblastes, confère une élasticité qui joue un rôle

important dans la régulation des pressions artérielles élevées (33).

L’adventice, délimitée par la lame élastique externe, est composée de tissu

fibroblastique dense et de nerfs. Dans les plus grosses artères, un réseau de petits

vaisseaux sanguins, le vcisa vasorum, parcourt l’adventice avec un réseau lymphatique

parallèle. Les branches du vasa vasorum s’infiltrent dans la média, et quelques fois

jusqu’au dans l’intima, afin de nourrir les cellules de la paroi artérielle (34).
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1.2 Origine et structure des plaquettes

Les plaquettes sanguines étaient pour longtemps décrites comme des portions

cytoplasmiques anucléés ou plus simplement de la poussière cellulaire. Bien que

plusieurs chercheurs prétendent être les premiers à caractériser les plaquettes sanguines

(35), les plaquettes doivent leur découverte en 1882 au chercheur italien Giulio Bizzozero

qui, non seulement les identifia anatomiquement mais aussi leur attribua un rôle dans

l’hémostase et la thrombose (36-37). Depuis ce temps, la perception des plaquettes

connaîtra un grand essor, si bien qu’à l’heure actuelle elles attirent l’attention des

chercheurs dans maintes disciplines comme l’hématologie, l’oncologie. l’immunologie.

la cardiologie, la biochimie, la recherche en biomatériaux et même en psychologie.

Originaires de la moelle osseuse, les plaquettes dérivent de la défragmentation

cytoplasmique de cellules géantes nommées les mégacaryocytes issues des cellules

souches multipotentes. Suite à leur passage dans la circulation sanguine, les plaquettes

acquièrent une forme discoïde (3 x 0.5 iim), comptent entre 250 000 et 400 000 par

millimètre cube, et ne survivent qu’entre cinq et neufjours avant d’être éliminées par les

macrophages au niveau du foie et de la rate (32). Un nombre d’entre elles est éliminé par

le système réticulo-endothélial indépendamment de leur âge, tandis qu’une faible

proportion des plaquettes circulantes est continuellement impliquée dans le maintien de

l’intégrité vasculaire. Cependant, les plaquettes ne possèdent pas toutes les

caractéristiques propres aux cellules elles sont des particules anucléés (3$).

La structure des plaquettes peut se diviser en trois composantes soit les

membranes, le cytosquelette et les granules de sécrétion. Le glycocalyx est la partie

protéique et glucidique de la membrane plasmique qui tapisse l’extérieur de la cellule,
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participe activement aux interactions cellulaires, aux mécanismes d’activation

plaquettaire et possède des propriétés antigéniques (38). La membrane plasmique des

plaquettes est lisse, ne présentant que quelques invaginations formant un système de

conduits membranaires internes fortement anastomosés, appelé système caniculaire

ouvert (Open Canicular System). Le système caniculaire constitue un lieu d’échanges

entre les plaquettes et le milieu extérieur, en permettant l’entrée des molécules circulantes

dans le milieu environnant et aussi la fusion et la sécrétion de granules plaquettaires qui

viennent déverser leur contenu au cours de l’activation plaquettaire. Il existe aussi un

système tubulaire dense qui pour sa part est continuellement hermétique, servant à

contenir les réserves intracellulaires en calcium et à créer un environnement stable pour

certaines enzymes dont la cyclo-oxygénase (COX), enzyme responsable de la conversion

de l’acide arachidonique (AA) issu des membranes en endoperoxides. précurseurs

instables de prostaglandines et de thromboxanes (39).

La plus importante structure intracellulaire des plaquettes est le cytosquelette car,

il permet d’ancrer différentes glycoprotéines membranaires et est le siège d’une multitude

de réactions biochimiques impliquées dans les diverses voies de signalisation plaquettaire

(40). Le cytosquelette plaquettaire peut être divisé en trois couches t I) une couche riche

en spectrine qui est en association avec la face interne de la membrane plasmique, 2) un

microtubule unique traversant la plaquette dans son axe le plus court, 3) un réseau de

filament d’ actine parcourant tout le cytoplasme (41 -42).

Dépourvues de noyaux, les plaquettes possèdent dans leur cytosol un nombre

important de granules d’entreposage renfermant un paquet de molécules et de substances

effectrices comme des facteurs de croissance, des protéines coagulantes, des molécules
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d’adhésion, des activateurs cellulaires, des cytokines, des intégrines, des molécules

inflammatoires, des facteurs angiogéniques, etc (Tableau I, page 26). La sécrétion de ces

substances, lors de l’activation plaquettaire, contribue aux diverses interactions entre

plaquettes ou entre plaquettes et d’autres cellules. Ces granules intracellulaires sont au

nombre de trois: les granules u, les granules denses et les lysosornes. Une description

exhaustive des granules plaquettaires et de leur contenu sera envisagée un peu plus loin

dans ce chapitre.

Enchâssées dans la membrane plasmique, les différentes glycoprotéines de

surface constituent une gamme de récepteurs, régissant les interactions des plaquettes

avec les autres cellules, certains agonistes et certaines protéines notamment celle de la

matrice sous-endothéliale. Les glycoprotéines membranaires sont responsables de

différentes fonctions physiologiques et pathologiques des plaquettes. De l’adhésion à la

matrice sous-endothéliale. en passant par l’agrégation plaquettaire et les réactions

thrombotiques et inflammatoires, les protéines de surface influencent et dictent les

interactions adhésives et cellulaires des plaquettes (38-40, 43-45).

1.3 Molécules d’adhésion plaguettaire

La nomenclature des différentes glycoprotéines (GP) fut initialement effectuée de

la manière suivante la protéine possédant le poids moléculaire le plus important

recevait la numérotation romaine I et la plus petite IX (ex t GPI). Par la suite, avec

Ï’ avènement de techniques électrophorétiques plus performantes, des lettres fut

attribuées aux protéines de taille semblable qui, autrefois, ne pouvaient être séparées

(ex. GPIa). L’analyse et l’étude des différentes molécules d’adhésion présentes â la
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surface des plaquettes, au repos et après activation, sont fondamentales à la

compréhension de la participation des plaquettes dans l’hémostase vasculaire et les

désordres thrombotiques (46. 47). D’ailleurs, plusieurs de ces molécules peuvent

induire une cascade signalétique suite à l’engagement et bu à la reconnaissance de son

ligand.

L’adhésion plaquettaire est une étape primordiale menant à la formation d’un

thrombus hémostatique et est régie par différentes molécules d’adhésion. Ces récepteurs

adhésifs (figure 1) peuvent être divisés en deux grandes catégories : 1) les récepteurs

d’initiation qui sont responsables des premiers contacts entre les plaquettes et la matrice

sous-endothéliale et 2) les récepteurs de stabilisation qui entrent en fonction lorsque les

plaquettes sont activées (48).

Les réceptecîrs d’initiation reconnaissent des protéines adhésives insolubles

exposées suivant un endommagement ou une activation de l’endothélium. Les principales

protéines adhésives retrouvées au niveau de la matrice sous-endothéliale sont les

collagènes de différents types, le facteur von Willebrand (vWf), la fibronectine, et

d’autres protéines encore mal caractérisées. Au nombre des récepteurs d’initiation nous

retrouvons : 1) GPIb/IX/V, un récepteur pour le vWf, 2) l’intégrine af3j (GPIaIIIa), qui

reconnaît le collagène, 3) plusieurs autres molécules reconnaissant le collagène (ex

GPIV et GPVI) ainsi que 4) uf33, un récepteur à la vitronectine. Ces récepteurs de

première ligne déclenchent ensuite l’activation plaquettaire (49).

Les récepteurs de stabilisation comprennent : 1) l’intégrine 2Ç33 (GPIIb/IIIa), le

plus abondant récepteur plaquettaire pour le fibrinogène, la fibronectine. la vitronectine,

la thrombospondine et le vVv’f, et qtn participe dans l’adhésion ferme, l’étalement et
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l’agrégation plaquettaire (50) et 2) la P-sélectine (CD62P, GMPI4O), exprimée suite à

l’activation des plaquettes et impliquée dans la liaison des plaquettes aux neutrophiles et

aux monocytes en liant son ligand de haute affinité, le PSGL-1 (51).

Les ligands pour ces récepteurs de stabilisation sont généralement déjà présents

dans la circulation sanguine et l’interaction avec ses ligands est généralement sous le

contrôle d’un changement conformationnel et d’affinité (GPIIb/IlIa) ou d’une

transiocation vers la membrane plasmique (P-sélectine) (52).

Figure I : Principales molécules d’adhésion plaquettairc
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1.3.1 La CP1a/Ha

C’est vers la fin des années 1980, qu’un récepteur plaquettaire au collagène fut

isolé et caractérisé t la GPIaJIIa qui interagit avec le collagène en présence d’ions

magnésium (Mg2j, mais cette interaction peut être inhibée par les ions calcium (Ca2j
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(53). La GPIaIIIa est une protéine hétérodirnèrique de la famille des f3i intégrines (Œ23l).

Chez des patients souffrant de problèmes de coagulation et dont les plaquettes ne

s’activent pas en présence de collagène, une diminution de 80% de l’expression de la

GPIaIlIa fut enregistrée (54). Avec la mise en place de techniques biochimiques plus

performantes, il fut démontré que la sous-unité Œ2 pourrait lier le collagène (55). La

GPIaIIIa ftit ensuite désignée le principal récepteur plaquettaire à la plupart des types de

collagène sous conditions statique et de flot (56-57). Cependant, plusieurs autres

protéines membranaires des plaquettes sont aussi impliquées dans l’adhésion des

plaquettes au collagène sous condition statiques ou après une longue période d’exposition

à des surfaces de collagène sous conditions de flot (57. 5$’). De plus. un anticorps dirigé

contre la GPIa/IIa ne parvient pas à inhiber l’amplitude de l’agrégation plaquettaire, mais

retarde considérablement son initiation (59). Notons enfin que la GPIa/IIa participe

activement dans la formation de thrombus artériel à l’interface sang-vaisseau sous

condition de flot suite à tin endommagement artériel (60).

1.3.2 Le GPI5!IXN

Sous conditions de flot où les forces de cisaillement sont faibles, l’interaction

entre le GPIa!IIa et le collagène est suffisante pour établir l’adhésion des plaquettes.

Mais, quand les forces de cisaillements sont élevées, l’adhésion des plaquettes à la

matrice sous- endothéliale est sous la dépendance de la liaison du complexe GPIb/IX/V

au vWf lié aux protéines de la matrice sous-endothéliale (61) Le vWf est composé de

plusieurs sous-unités, son poids moléculaire se situe attx environs de 275 kDa et circule

dans le sang sous une forme incapable d’être reconnue par les plaquettes (48). Suite à une
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lésion endothéliale qui expose les constituants de la matrice, le vWf se lie rapidement au

collagène pour interagir ensuite avec le complexe GPIb/IX/V (voir page 23). Cette

interaction entre le vWf et le GPIb/IX/V permet aux plaquettes de s’activer pour adhérer

fermement à la matrice sous-endotheliale. Le complexe GPIb/IX/V exerce, entre autres,

plusieurs fonctions au niveau de l’hémostase vasculaire, car 1) il peut déclencher des

voies de signalisation menant à l’activation de la GPIIb/IIIa, 2) peut lier la thrombine et

participer à l’activation plaquettaire par ce puissant agoniste, 3) permet l’adhésion des

plaquettes activées à l’endothélium et l’adhésion des plaquettes non activées à

l’endothélium activé et 4) entraîne plusieurs changements au niveau intracellulaire et

morphologique des plaquettes (changement de forme. étalement, sécrétion et agrégation).

De plus, le complexe GPIb/IX/V peut aussi interagir avec une f32-intégrine des

leucocytes, soit le CD11b/CD1X (MAC-1) et favoriser le recrutement des leucocytes au

sein des thrombus et aux sites de lésions vasculaires (47). Ce complexe protéique est

unique en son genre à la surface des plaquettes car, sur le plan structural, il n’est pas

apparenté à aucune autre molécule d’adhésion. Le complexe GPIb/IX/V est composé de

quatre sous-unités transmembranaires t GPIbu, GPIbf3, GPIX, et la GPV, chacune étant

membre de la famille des protéines riches en leucine (62).

La sous-unité GPIb (170 kDa) consiste en deux chaînes peptidiques liées par des

ponts disulfure t 1) la chaîne o. (135 kDa) dont le domaine extracellulaire contient sept

séquences répétées en tandem riches en leucine et une région appelée macroglycopeptide

fortement glycosylée. et 2) la chaîne 13(25 kDa) liée de manière covalente à la chaîne o.

par un pont disulfure situé près de la surface de la membrane plasmique (63). La GPIb est

associée de manière non-covalente à la GPIX (22 kDa) dans un rapport stochiométrique
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de 1:1. Cette protéine est sensiblement homologue à la GPIbÇ3, car elle est constituée d’un

domaine extracellulaire riche en leucine. mais ayant une séquence cytoplasmique

beaucoup plus courte (61). La GPV (82 kDa) est aussi en association avec le complexe et

son domaine extracellulaire est composé de 15 séquences répétées en tandem riche en

leucine, un domaine transmembranaire et une courte queue cytoplasmique (64, 65).

Environ 25 000 exemplaires du complexe GPIb/IX/V se retrouvent à la surface

d’une plaquette et il est à noter que la présence de toutes les unités protéiques formant ce

complexe est essentielle à l’expression stable de ce récepteur pour le vWf (66). Lorsque

les plaquettes ne sont pas activées, le complexe GPIb/IX/V est ancré au cytosquelette

membranaire. qui est composé de courts filaments d’actine adaptatrice, 1’ABP ( Actin

Binding Protein) (67). La liaison de GPIb/IXN au vWf dépend, entre autres, de

l’association de la GPIbŒ avec le cytosquelette membranaire car en absence d’association

entre le cytosquelette et la GPIbŒ, une plus grande quantité de vWf est liée par les

plaquettes. Par conséquent, la proportion de GPIbŒ interagissant avec le cytosquelette

dicte la capacité de liaison du vWf par les plaquettes plus de molécules de GPJba sont

liées au cytosquelette, moins les plaquettes lieront de vWf, ce qui pourrait être un moyen

de contrôler la réponse plaquettaire au vWf car, lors de l’activation cellulaire, la GPIb est

redistribuée vers le cytosquelette, diminuant probablement la capacité des plaquettes à

être stimulées par le vWf présent dans le milieu (68, 69).

13.3 La GPIIb/IIIa

Une caractéristique importante des plaquettes c’est qu’en quelques secondes

suivant leur activation, elles deviennent pro-adhésives et sont capables d’agréger (46).
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Cette capacité des plaquettes d’agréger est dépendante d’une intégrine de surface

exprimée de manière constitutive par les plaquettes : la GPIIb/IIIa ou l’intégrine Œ2F33.

Cette glycoprotéine est la plus abondante molécule d’adhésion à la surface des plaquettes

avec $0 000 exemplaires (70), ce qui représente Ï à 3% de la teneur totale en protéines

des plaquettes (71,72). Environ 70% de la GPIIb/IIIa est distribué de manière aléatoire à

la surface des plaquettes et le 30% restant se trouve au niveau du système caniculaire

ouvert (OC S) et dans la membrane des granules Œ (73).

La j33-intégrine est composée d’une chaîne u (GPIIb) de 140 kDa constituée de

deux chaînes peptidiques reliées par un pont disulfure une lourde de 125 kDa et une

légère de 25 kDa qui contient le domaine transmembranaire et la courte région

cytoplasmique de 26 acides aminés (70, 74). Cette sous-unité u comprend dans son

domaine extracellulaire quatre sites de liaison pour des cations divalents qui témoignent

de sa dépendance calcique. La chaîne F33 (GPIIIa) a un poids moléculaire de 105 kDa et

est composée de 762 acides aminés dont 692 dans la région extracellulaire, 25 pour le

domaine transmembranaire et 45 pour la queue cytoplasmique. L’association entre les

deux sous-unités dépend des interactions entre les deux portions NT-12 terminales (75)

ainsi que de la présence des ions Ca2 (76, 77) (figure 2). La GPIIb/IIIa partage sa sous-

unité F3 avec le récepteur à la vitronectine, la av133 que l’on retrouve à la surface des

monocytes, des macrophages, des cellules endothéliales, des CML et des plaquettes (78).

Lorsque les plaquettes ne sont pas stimulées par des agonistes, la GPIIb/IIIa est

maintenue dans sa conformation inactive par la phosphorylation du résidu Thr753, car la

phosphorylation de ce résidu empêche les plaquettes d’adhérer et de s’étaler sur une

surface de fibrinogène (79). Il se pourrait que la phosphoiylation de la Thr753 empêche
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celle de la Ser72 qui est indispensable pour l’obtention d’une agrégation maximale et le

recrutement des protéines impliquées dans les voies de signalisation induites par la

liaison du fibrinogène à la GPIIb/IIIa (80-$2).

Figure 2 : Structure de la GPIIb/IIIa

Au cours de l’activation plaquettaire. la sous-unité 133 subit diverses

phosphorylations sur des résidus sérines et thréonines (83) et, même si cette sous-unité

exhibe une séquence consensus pour la phosphoiylation d’une tyrosine, aucune

phosphoiylation de résidus tyrosines n’a encore été détectée, Récemment, la

phosphorylation de la sous-unité 13 sur des résidus tyrosine fut observée seulement en

réponse à la thrombine et ce suite à la liaison du fibrinogène à la GPIIb/IIIa ($2).

Entre 20-30% de la totalité des molécules de GPIIb/IIIa sont associés au

cytosquelette membranaire lorsque la plaquette n’est pas activée. Suite à l’activation
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plaquettaire, la GPIIb/IIIa s’associe davantage au cytosquelette cytoplasmique dans un

processus dépendant de l’agrégation, ce qui aurait pour conséquence d’augmenter la

résistance des agrégats plaquettaires aux forces de cisaillement et aussi de contrôler l’état

d’activation de la GPIIb/IIIa (84-85). Cette association de la GPIIb/IlIa avec le

cytosquelette est très importante car lorsque la GPIIb/IIIa interagit avec l’un de ses

ligands, il y aura formation de domaines membranaires (clusters) et les molécules de

GPIIb/IIIa seront dirigées vers le système caniculaire, alors que les GPIIb/IIIa libres

resteront distribuées de manière aléatoire sur toute la stirface membranaire ($6).

13.4 La P-sélectine

Les sélectines sont des molécules d’adhésion transmembranaires que l’on

retrouve chez les leucocytes, les cellules endothéliales et les plaquettes activées. (87).

Originaires de gènes situés sur le chromosome 1 humain et murin, les sélectines

possèdent une analogie structurale; un domaine lectine sous dépendance calcique en N-

terminal, suivi d’un domaine homologue au facteur de croissance épidermique (EGF), un

nombre variable de 2 à 9 répétitions de régions consensus, séquences retrouvées aussi

dans les protéines régulatrices du complément (Complement Regutatory Proteins, CRP).

Chacune des sélectines est insérée dans la membrane par son domaine hydrophobique

transmembranaire et comprend une courte queue cytoplasmique (8$) (figure 3).

Découvertes en 1989, les sélectines furent nommées en fonction des tissus où elles furent

tout d’abord observées. 1) la L-sélectine (C62L) est la plus petite des sélectines et se

retrouve exprimée constitutivement à la surface des leucocytes 2) la E-sélectine (C62E)

présente à la surface des cellules endothéliales activées par un mécanisme de synthèse de
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novo, et 3) la P-sélectine (C62P), que l’on retrouve dans les granules Œ ($9) et denses (90,

91) des plaquettes et dans les corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales ($9).

Suite à l’activation, la P-sélectine est rapidement transiocée vers la membrane

plasmique des plaquettes et des cellules endothéliales (44. 92-96). Constituée de 789

acides aminés, la P-sélectine se retrouve sous forme monomérique, homodirnérique et

hétérodirnérique en association avec une protéine de $1 kDa encore mal caractérisée (97).

À l’état de repos, le niveau de la P-sélectine à la surface des plaquettes se situe entre 500

et 2 400 exemplaires.

Figure 3 La famille des sélectines

E-se1ctiu roaîn Lecthie

Q Dornaxne ECf-like
L-s1Ectin

Â Regrnns Consensus (CRPslike)

/ azirnembranaire

r ir t titi
‘il i*Lit t

coow coci cooi nembrane p1smiQue

Suite à l’activation plaquettaire à la thrombine, près de 7 500 à 12 200 molécules

de P-sélectine se retrouvent à la surface des plaquettes (98-100). Selon une autre étude,

on évalue la quantité de la P-sélectine à la surface des plaquettes à 80 000 molécules
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présence de la P-sélectine à la surface des plaquettes après l’activation cellulaire à la

thrombine.

Faisant suite à sa redistribution vers la membrane plasmique, la teneur

membranaire en P-sélectine diminue, 30 minutes après l’activation cellulaire (102). Les

mécanismes engendrant cette baisse de la P-sélectine ne sont pas encore bien connus,

bien que certaines hypothèses peuvent être admises 1) internalisation des molécules de

la P-sélectine et acheminement vers des lysosomes pour y être dégradées ou 2) vers des

granules de sécrétion en vue d’une nouvelle activation cellulaire (93, 102-105).

Toutefois, la théorie de recyclage de la P-sélectine semble être plus appropriée, étant

donné qu’à l’origine, les plaquettes possèdent un stock bien limité de P-sélectine et

qu’elles sont incapables de répondre à une nocivelle stimulation par une synthèse de novo.

1.4 Fonction plaguettaire

La fonction principale des plaquettes est le maintien de l’intégrité des vaisseaux

sanguins en empêchant toute fuite vasculaire à travers les parois lésées ou endommagées.

Les glycoprotéines à la surface des plaquettes activées ou non, dictent la réponse

cellulaire à la présence de divers stimuli. Il s’en suit l’activation des plaquettes qui

peuvent ensuite adhérer, sécréter et agréger (106).

Les principales molécules d’adhésion permettant aux plaquettes d’accomplir leurs

conctions sont 1) le complexe GPIb/IX!V, principal récepteur pour le vWf, 2) la

GPIIb/IIIa qui reconnaît le fibrinogène lorsqu’elle est active et 3) la P-sélectine qui,

lorsque redistribuée suite à l’activation permet aux plaquettes d’interagir avec différentes

types cellulaires (50, 61, 107). L’élucidation et la compréhension des mécanismes
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régissant les fonctions plaquettaires ont mené au développement de meilleurs traitements

thérapeutiques dans la prévention des désordres thrombotiques (108).

1.4.1 Adhésion plaguettaire à l’endothélium

Ladhésion des plaquettes à l’endothélium est la première étape dans l’hémostase

et la thrombogénèse. Les plaquettes jouent donc un rôle critique en étant la première

ligne de défense du corps quand les vaisseaux sanguins sont endommagés. Dans les

conditions physiologiques normales, les plaquettes circulent dans le sang dans un état

inactivé et n’adhèrent pas à l’endothétiurn intact. Cette propriété de thrombo-résistance

est liée à la nature de l’endothélium et à sa capacité de sécréter différentes substances

inhibitrices de l’activité plaqttettaire comme le monoxyde d’azote (NO), le facteur

relaxant dérivé de l’endothélium (EDRF), la prostacycline (PGI2) et le facteur

hyperpolarisant dérivé de l’endothélium (EDHF) (109). Cependant, lorsque les plaquettes

échappent aux mécanismes de régulation. la réaction plaquettaire devient démesurée et il

y aura un risque accru d’engendrer une oblitération partielle ou totale (thrombose) dans

les vaisseaux sanguins ou les cavités cardiaques.

Roulement des plaquettes sur t’endothélium activé

Les plaquettes possèdent la capacité de rouler sur l’endothélium activé. Ce

processus est, en partie, dépendant du complexe GPIb/IX/V. Frenette et coli. ont

démontré in vivo que les plaquettes pouvaient, à l’image des neutrophiles, rouler et

adhérer à l’endothélium activé par des cytokines inflammatoires comme le facteur de

nécrose tumorale Œ (TNFŒ), Au niveau des artérioles, le mécanisme permettant aux

plaquettes de rouler sur l’endothélium repose sur l’expression de la P-sélectine par les
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cellules endothéliales (110) et un ligand pour la P-sélectine endothéliale, encore mal

identifié, à la surface des plaquettes. Deux protéines sont candidates pour être le ligand de

la P-sélectine le PSGL-l et le complexe GPIb/IX/V (111, 181, 182). Une étude

effectuée sous conditions statiques révèle que les plaquettes activées peuvent adhérer à

l’endothélium par l’intermédiaire du GPIIb/IIIa (112).

Adhésion des plaquettes à la matrice sous-endothéliale

Quelques secondes après la lésion d’un vaisseau sanguin, les parois se contractent

(spasme vasculaire) et les plaquettes circulantes interagissent avec les composants

maintenant exposés de la matrice endothéliale ou les cellules avoisinantes la plaie par

l’intermédiaire de protéines adhésives. De point de vue mécanistique, l’adhésion des

plaquettes à la matrice sous-endothéliale peut être divisée en 3 étapes la première étape

consiste en la liaison des molécules de vWf libres en circulation au collagène présent à la

surface sous-endotheliale. La seconde étape se distingue par l’interaction des plaquettes

en circulation, via leur GPIb/IX/V, avec les molécules de vWf immobilisées. Malgré la

grande rapidité de cette interaction, la liaison entre la GPIb/IX/V et le vWf demeure de

faible affinité, de sorte que les plaquettes conservent toujours une certaine mobilité sur la

surface riche en collagène, mais démontrent toutefois une vitesse grandement réduite. La

troisième et dernière étape de l’adhésion débute lors de ralentissement des plaquettes, ce

qui favorise la liaison entre le collagène matriciel et les molécules d’adhésion GPIa/IIa,

GPIV et GPVI. Cet attachement provoque d’ailleurs l’activation des intégrines GPIa!IIa,

ceci leur conférant une affinité accrue envers le collagène de la matrice. Dès lors, une

quantité supplémentaire de GPIaIIIa s’associe aux fibres de collagène, le tout

occasionnant une immobilisation complète des plaquettes stir la surface vasculaire
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endommagée (56. 113-11 5). Une •fois les interactions d’initiation sont engagées, la

GPIIb/IIIa acquiert sa conformation active, solidifie l’adhésion plaquettaire à la matrice

et recrute aussi d’autres plaquettes avec la participation de la P-sélectine (67). Aussitôt

que les plaqtiettes adhèrent fermement à la surface endommagée, elles changent

rapidement de forme et s’étalent sur la lésion en émettant des extensions membranaires

(lamellopodes, filopodes). Ce changement conformatiomiel et les filopodes formés

facilitent l’arrivée et le recrutement d’autres plaquettes qui s’accumuleront aux sites de

lésion et formeront un agrégat ou thrombus. En plus. des leucocytes seront aussi

incorporés entre les plaquettes; initiant et propageant la réaction inflammatoire. Ce

processus est modulé par les glycoprotéines plaquettaires, par la nature de la surface

exposée, par les facteurs hémodynamiques locaux et par une variété de facteurs

vasoactifs. (116). La figure 4 schématise les étapes de l’adhésion plaquettaire à la

matrice sous-endothéliale.

1.4.2 Activation plaguettaire

L’activation plaquettaire est une propriété intrinsèque des plaquettes en réponse à

la stimulation. Ce phénomène peut être perçu par microscopie électronique sous forme

d’un étalement ou d’un étirement plaquettaire (117, 11$). Avant d’être sollicitées pour

exercer letirs fonctions hémostatiques, les plaquettes circulent dans le sang sous forme

discoïde. Au cours de leur activation, elles acquièrent une forme plus globulaire et

forment des filopodes. Ces changements structuraux mettent à grande contribution le

cytosquelette plaquettaire riche en actine.
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Figure 4 : Adhésion des plaquettes à la matrice sous-endothéliale
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endornmagement/dysfonction endothélial ou par la présence d ‘ agonistes, l’activation

plaquettaire déclenche la triade de réponses suivantes adhésion, sécrétion et agrégation

(109). Ces différentes conséquences de l’activation plaquettaire dépendent d’une série de

signaux intracellulaires, qui interprètent les stimuli extracellulaires détectés par une

panoplie de récepteurs membranaires (11 9, 120).

L’intégration des différents signaux perçus par les récepteurs membranaires se

traduit par la génération de seconds messagers. L’une des voies générales consiste en une

hydrolyse enzymatique des phospholipides membranaires par la phospholipase C (PLC)

en inositol 1,4.5-triphosphate (1P3) et en diacylglycérol (DAG) (figure 5). À l’opposé,

l’activation plaquettaire peut être limitée par d’autres voies de signalisation comme celles

issues de l’élévation de la concentration intracellulaire en adénosine monophosphate
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cyclique (AMPc) ou en guanosine monophosphate cyclique (GMPc) par l’action de

l’adénylate cyclase (figure 6) et de la guanylate cyclase, respectivement (43, 47). Ces 2

voies métaboliques (inhibitrices ou activatrices) dépendent de l’activation des récepteurs

membranaires généralement couplés à des protéines G effectrices (121).

Les seconds messagers formés par des réactions intracellulaires poursuivent le

cheminement menant à l’activation complète des plaquettes. L’1P3, issu de l’action de la

PLC sur les phospholipides membranaires, entraîne une augmentation de la concentration

intracellulaire en Ca2, ce qui a pour effet d’activer des enzymes à dépendance calcique.

Le DAG favorise l’activation de la PKC. l’AMPc celle de la PKA (Protéine Kinase

dépendante de l’AMPc) et le GMPc celle de la PKG (Protéine Kinase dépendante du

GMPc) (46). De plus, les plaquettes peuvent synthétiser des prostaglandines à partir de

l’AA suite à l’action de la phospholipase A2 sur les phospholipides membranaires. L’AA

est transformé en prostaglandines endoperoxydes (PGG2 et PH2) sous l’action de la

cyclooxygénase (COX). Ces derniers sont transformés en thromboxane A2 (TXA2) sous

l’action de la thromboxane synthétase. Le TXA2 est un puissant vasoconstricteur et

stimulateur des plaquettes, il inhibe l’activité de l’adénylate cyclase; ce qui entraîne une

chute du taux d’AMPc plaquettaire, l’augmentation du calcium et par conséquence

l’activation plaquettaire (122).
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Figure 5 Les voies de signalisation activées par la phospholipase C
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Figure 6 : Les voies de signalisation activées par I’adénylate cyciase.
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1.4.3 Sécrétion plaguettaire

Les plaquettes sont des cellules sécrétrices spécialisées qui déversent le contenu

de leurs granules cytoplasmiques suite à l’activation cellulaire. Différentes types de

granules se retrouvent dans les plaquettes. 1) les granules ci sont les plus volumineux et

les plus nombreux (environ 80 granules ci /plaquette) ; ils contiennent des facteurs de

croissance, des molécules d’adhésion et les protéines de coagulation, 2) les granules

denses qui sont 10 fois moins nombreux. et contiennent des molécules solubles et des

cations divalents impliqués dans la potentialisation de l’activation des plaquettes et de

leurs propriétés pro- coagulantes et 3) les lysosomes dans lesquels se trouvent des

enzymes permettant la dégradation de différentes protéines (123, 124).

La sécrétion des différentes substances contenues dans les granules plaquettaires

joue un rôle clé dans l’hémostase normal ainsi que dans des processus pathologiques tel

que l’occlusion vasculaire thrombotique, l’athérosclérose et le remodelage vasculaire.

Ces molécules sont synthétisées dans les mégacaryocytes ou dans d’autres cellules et

empaquetées dans les granules par des processus de transport vésiculaire. Des études

récentes ont montré que la sécrétion plaquettaire ou l’exocytose est médiée par une

machinerie moléculaire homologue à celle utilisée par les cellules sécrétrices hautement

spécialisées comme les neurones, mais chez les plaquettes cette machinerie moléculaire

semble être couplée uniquement à l’activation cellulaire par des séquences de

signalisation intracellulaire (52). Le tableau I résume les constituants essentiels des

différentes granules plaquettaires.
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Tableau I : Constituants essentiels des granules plaguettaires

Granules cc Granules denses Lysosomes

P-sélectine GPIb CDIO7a (LAMP-1)

GPIb-lX-V GPIIb/llIa CDIO7b (LAMP-2)

GPltb/Illa P-sélectine CD63 (LAMP-3)

GPIV CD 1 07a (LAM P-1) Carboxypeptidase

PECAM-1 CDIO7b (LAMP-2) Phosphatase acide

Stomatin CD63 (LAMP-3) Cathepsin D et E

TLT- 1 Sérotonine, Histamine Métalloprotéinases ?

PDGF, VEGF, EGF ATP, ADP. GTP. GDP

Facteur V, Facteur VIII Calcium, Magnésium

Fibronectine, PF4

Vitronectine. vWf

Throrn pospond I ne

Fibrinogène

Immunoglobul mes

(tgG,IgA,IgM)

Les plaquettes peuvent être activées par des agents physiologiques comme la

thrombine, l’ADP (adénosine diphosphate). le collagène, la TXA2. l’épinéphrine et le

PAF (Facteur d’activation plaquettaire). Ces agents interagissent avec des récepteurs

membranaires spécifiques couplés à une protéine G ou par d’autres mécanismes pour

induire des cascades de signalisation intracellulaire (125, 126).
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Bien que plusieurs agonistes sont capables d’induire la sécrétion des granules u et

des granules denses, la sécrétion des lysosomes nécessitent des agonistes forts comme la

thrombine. Quand les cellules sont activées, l’1P3 et le DAG sont générés ; L’1P3

provoque un relarguage des ions Ca2 du système tubulaire dense et la concentration

intracellulaire en calcium augmente de ‘-1OO nM jusqu’à 1-2 tM (127-129). Les

plaquettes contiennent plusieurs isoformes de la PKC (u, , , i, 8) qui peuvent

être activés par le DAG et/ou le Ca2 (130). Une fois activées, les PKC peuvent ensuite

phosphoryler un ensemble de protéines intracellulaires impliquées dans le transport et la

sécrétion des granules plaquettaires (13 1-135).

Mécanisme de la sécrétion plaquettaire

Quand une granule de sécrétion atteint la membrane plasmique, elle doit le

reconnaître et s’y arrimer. C’est seulement alors que la granule peut fusionner avec la

portion cible de la membrane et décharger son contenu. L’impressionnante spécificité du

transport granulaire suggère que tous les types de granules dans la cellule portent à leur

surface des marqueurs moléculaires qui donnent à la granule son identité selon son

origine et son chargement. Ces marqueurs doivent être reconnus par des récepteurs

complémentaires de la portion cible de la membrane plasmique. Une famille de protéines

apparentées appelées SNARE est responsable de la reconnaissance et de la fusion des

granules les SNARE sur les granules (appelées v-SNARE : y pour vésicule) sont

spécifiquement reconnues par des SNARE complémentaires de la face cytosolique de la

membrane cible (appelées t-SNARE t pour target). Le complexe formé par les SNARE

nécessite la présence d’un complexe de protéines de fusion membranaire qui s’assemble
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au site d’arrimage et catalyse la fusion de la granule et de la membrane plasmique (134,

116-139 et figure 7).

Figure 7 : Fusion d’une granule plaquettaire

CYTOSOL

Adapté de Alberts, Bray, Johl7son et al. L ‘essentiel de la biologie cellulaire. Médecine-SciencesFta,nmarion.Paris; 1999: 466-467.

La transiocation de la P-sélectine serait sous la dépendance de différents

isoformes de la protéine kinase C (PKCŒ, E, r et ) et d’un phosphoinositide (P(4.5)P2),

mais ne nécessiterait pas l’activité de la phosphoinositide 3-kinase (P3K) et ne serait pas

dépendante de la capacité des filaments d’actine à se polymériser (162-168). Au

contraire, le cytosquelette plaquettaire semble exercer une certaine contrainte au niveau

de la fusion des granules (169).

Les métalloprotéinases de la matrice (MMPs) sont des enzymes reconnues pour

leur implication dans la dégradation des composantes de la matrice extracellulaire. De

plus, ces enzymes jouent un rôle crucial dans la biologie vasculaire et contrôlent certaines
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fonctions plaquettaires. Les plaquettes humaines contiennent des MMPs qui les secrêtent

de façon constitutive et/ou suivant leur activation (170). Au cours de l’activation

plaquettaire, des agrégats de MMP-2 (gélatinase A) ont été détectés dans le cytosol des

plaquettes. Bien que la nature de ces structures demeure inconnue, elles ressemblent à des

endosomes dans leur taille et leur localisation, ce qui suggère que la MMP-2 soit sécrétée

par extrusion du système caniculaire. En utilisant la microscopie électronique

(immunogold electron microscopy) et la cytométrie de flux, Radomski et cofl. ont pu

détecter la présence des agrégats de MMP-2 fortement associés avec la surface

membranaire des plaquettes durant l’agrégation. L’étape finale de transiocation de la

MMP-2 correspond à une agrégation maximale et se termine par une sécrétion de MMP-2

dans le microenvironnement des plaquettes. Ceci a été confirmé par la présence d’une

activité gélatinolytique dans les secrétions plaquettaires (23). Ces observations amènent

donc à conclure que la transiocation de la MMP-2 à la surface membranaire joue un rôle

important dans l’agrégation plaquettaire médiée par cette enzyme. Dans cette perspective,

la MMP-2 peut être assimilée aux récepteurs plaquettaires adhésifs comme la GPIb et la

P-sélectine qui sont translocées du cytosol à la surface cellulaire au cours de l’activation

plaquettaire (171). Le tableau II regroupe les les principales molécules plaquettaires

impliquées dans l’exocytose.

En conclusion, les mécanismes plaquettaires menant à la sécrétion des granules et

par le fait même à la translocation de la P-sélectine et de la MMP-2 sont complexes et

encore incompris. Une multitude de protéines doivent interagir entre elles et ce de façon

concertée et contrôlée par plusieurs enzymes et seconds messagers. L’étude plus
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approfondie des voies impliquées dans le processus de sécrétion nous permettra

certainement de mieux comprendre la biologie cellulaire des plaquettes.

Tableau II: Molécules plaguettaires impliquées dans Fexocytose (134, 136, 137, 139,
140-159).

Molécule Classe Interaction moléculaire Râle fonctionnel
dans l’exocytose

Syntaxine-4 t-SNARE Formation du complexe SNARE

Syntaxine-2 t-SNARE Formation du complexe SNARE Exocytose des granules u et des
granules denses

SNAP-23 § t-SNARE Formation du complexe SNARE Exocytose des granules u, des
granules denses et des lysosomes

NSF ATPase Dissociation du complexe SNARE Exocytose des granules u, des
granules denses et des lysosornes

Rab 4 Petite GTPase Non établie dans les plaquettes Exocytose des granules u

Rab-GDI Rab Livraison membranaire des Exocytose des granules u
molécules Rabs liées â GDP

Munc I Sa Sec 1 Association avec syntaxine-2 Exocytose des granules u

Munc 1$b Sec I Association avec SNAP-23 ?

Association avec syntaxine-2 et
SNAP-23

Exocytose de toutes les granules
plaquettaires

NSF indique N-ethylmaleimide, Sensitive Factor; SNAP, Soluble NSF-Associated Protein; SNARE,SNAP-Receptors; Rab-GDI, Rab-GDP Dissociation Inhibitor.

# La Syntaxine—4 toute seule ou avec la Syntaxine 2 semblent médier l’exocytose des granules u, et laSyntaxine -2 celle des granules denses en présence de la thrombine (134, 136, 139).

§ Lorsque les plaquettes sont activées à la thrombine, SNAP-23 est phosphorylée sur des résidus 5cr23 etSer’ ou la Thr24 par la PKCa, y et , une phosphorylation qui favorise son association avec la Syntaxine 4(159).

*AI sein des granules a, il y a TLT-l (TREM-like transcript-l), une molécule comprenant un domaineITAM (lmmunoreceptor tyrosine-based activation motif). TLT-1 jouerait possiblernent un râle surtout auniveau du contrâle de la sécrétion granulaire. Cependant, son râle au cours de l’activation plaquettaire et dela fonction des plaquettes reste encore à clarifier (160, 161).

Munc l$c Sec 1
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1.4.4 Agrégation plaguettaire

Tel que discuté auparavant, l’adhésion des plaquettes stir une surface artérielle

thrombogène induit une signalisation et une activation des plaquettes. Alors qu’une

monocouche de plaquettes activées recouvre la matrice sous- endothéliale, la réponse

hémostatique s’engagera alors dans une nouvelle direction, à savoir l’amplification de la

réponse par le recrutement d’autres plaquettes pouvant s’associer à celles de la

monocouche, déclenchant ainsi l’agrégation plaquettaire. L’ exocytose du contenu

granulaire des plaquettes ayant adhérées à la matrice joue un rôle-clé à ce niveau en

favorisant la sécrétion de divers agonistes tel que l’ADP, la sérotonine, le TXA2 et le

Ca2 qui potentialisent la réponse plaquettaire. De plus, l’enclenchement du processus de

coagulation, que ce soit par la voie intrinsèque ou extrinsèque, engendre la conversion de

la prothrombine en thrombine, enzyme reconnue comme étant l’un des agonistes les plus

puissants quant au recrutement et à l’agrégation plaquettaire (51). L’étape déterminante

qui mène à l’agrégation plaquettaire est le changement conformationnel de la GPIIb/IIIa

induit par l’activation cellulaire, la rendant ainsi apte à lier le fibrinogène soluble. Le

fibrinogène lié par une GPIIh/IIIa à la surface d’une plaquette activée sera aussi lié par

une autre GPIIb/IIIa sur une autre plaquette activée, formant ainsi un pont de fibrinogène

entre deux plaquettes (figure 8). Ce lien formé entre deux plaquettes par l’intermédiaire

du fibrinogène et de la GPIIb/IIIa constitue l’étape finale de l’agrégation plaquettaire

régie par des mécanismes intracellulaires dépendants de l’agoniste utilisé (119, 172).
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Figure 8: Adhésion, activation et agrégation des plaquettes
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la séquence GFFKR. Cependant, les séquences retrouvées dans la queue cytoplasmique

des sous-unités f3 sont très variables suggérant que la composition d’hétérodimères des

intégrines influence la nature des associations entre leurs domaines intracellulaires (175).

faisant suite à la signalisation « intérieur extérieur» (inside-out), la GPIIb/IIIa,

une fois active et en liant le fibrinogène, transmet des signaux vers l’intérieur de la

plaquette. Ce type de signalisation est nommé « extérieur- intérieur» (outside-in). La

liaison du fibrinogène à la GPIIb/IIIa induit l’apparition de sites de liaison dépendants de

la présence du ligand (Ligand-Indticed Binding Sites, LIBS). La nature de signaux

transmis par la liaison du fibrinogène à la GPIIb/ÏIIa consiste en : 1) des cascades de

phosphoiylations des résidus tyrosines. 2) un réarrangement au niveau cytosquelettique,

3) une élévation en calcium intracellulaire, 4) une alcalinisation du cytoplasme, 5)

l’hydrolyse de certains lipides membranaires. 6) une influence sur le métabolisme de

phosphoinositides et 7) la stimulation des kinases de résidus sérines et thréonines comme

la PKC (176). Ces signaux induits par la GPIIb/IIIa jouent un rôle important dans la

sécrétion, l’activité pro-coagulante, la réorganisation du cytosquelette, la rétraction des

caillots de fibrine et dans le processus d’agrégation irréversible (51).

Un domaine de grand intérêt est le développement d’antagonistes de la GPIIb/IIIa

à des fins thérapeutiques et anti-thrombotiques (122). Au nombre de

substances/médicaments développés, nous retrouvons un anticorps monoclonal muri n

bloquant la liaison du fibrinogène à la GPIIb/IIIa (Abcixirnab, Réopro). des peptides se

basant sur la séquence RGDS comme l’Eptifibatide (Integrilin) et le tirofiban (Aggrastat)

qui sont reconnus par la GPIIb/IIIa dans la séquence de son ligand (50). Ces antagonistes
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sont présentement utilisés cliniquement chez les patients subissant des procédures de

revascularisation par angioplastie ou I implantation de stents endovasculaires (177, 178).

Récemment, deux études pointent l’importance de la P-sélectine dans le processus

de l’agrégation plaquettaire. En effet, ces études démontrent que la P-sélectine permettra

d’augmenter la stabilité des agrégats plaquettaires et par le fait même mener à des

agrégats plaquettaires plus importants sous conditions de flot (179, 180). Cette

participation de la P-sélectine sous-entend la présence d’un ligand pour cette dernière à la

surface des plaquettes, ligand qui pourrait être le complexe GPIb-IX-V (181) ou encore le

PSGL-1 (182). Les neutrophiles participent aussi à l’augmentation de la réponse des

plaquettes lors de l’agrégation car la liaison de la P-sélectine au PSGL-1 accroît la

sécrétion de la TXA2 (183). Par ailleurs, la découverte des microparticules (MP) dérivées

des plaquettes (174, 184-Ï $6) apportera un nouveau contributetir dans le phénomène de

l’agrégation plaquettaire. Ces microparticules, ne mesurant guère plus de 0.Ïim de

diamètre, sont des fragments de membranes des plaquettes qui contiennent les récepteurs

adhésifs GPIIb/IIIa, GPIb/IX/V et P-sélectine. La production locale de microparticules

par les plaquettes lors de l’agrégation peut renforcer la stabilité du thrornbus formé.

Finalement, il faut mentionner que certaines MMPs exercent des effets directs sur

l’agrégation plaquettaire. Ces effets se résument principalement par des effets pro- et

anti-agrégants. L’étude des rôles et des effets des MMPs stir l’agrégation plaquettaire

sera détaillée dans le chapitre 3.
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Chapitre II

Les neutrophiles

2.1 Origine et structure des neutrophiles

Dérivant des lignées myéloïdes, les neutrophiles sont des leucocytes

polymorphonucléaires représentant entre 60% et 7O% des globules blancs totaux (soit

environ 2500 à 7500 cellules par millimètre cube). Les neutrophiles possèdent un

diamètre allant de 10 à 14 im et une durée de vie d’environ six heures (en circulation) à

quelques jours (dans les tissus) (187).

Les neutrophiles se définissent comme étant des cellules ne se divisant plus et

résultantes de la différenciation terminale leucocytaire. Les neutrophiles comportent de

nombreux granules jouant un rôle essentiel dans fa destruction et la dégradation des

microorganismes cibles. Ces granules sont catégorisés en trois groupes, soient les

granules azurophiles, les granules spécifiques et les granules tertiaires. Les granules

azurophiles contiennent des hydrolases à pouvoir antibactérien, des défensines. des

peptides microbicides, des myéloperoxidases et des enzymes oxydatives. Les granules

spécifiques, quant à eux, comportent entre autres, de l’apolactofenine, des collagénases

et une enzyme inconnue clivant la protéine du complément C5 (relâchant ainsi le C5a),

alors que leur membrane recèle de protéines de la matrice extracellulaire ainsi que du

cytochrome b55 Enfin, les granules tertiaires renferment du gélatinase B, et leur

membrane comporte le complexe CD11/CD18 essentiel à l’adhésion cellulaire (18$).

Les neutrophiles possèdent un noyau de structure vestigiale ne pouvant plus

répliquer son ADN. Leur membrane plasmique contient des moÏécutes complexes reliées
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à la destruction des microorganismes. des senseurs localisant ces microorganismes et

auxquels les neutrophiles répondent, ainsi que des molécules d’adhésion. Le

cytosquelette des neutrophiles consiste en un système complexe de microfilaments et de

microtubules (189) lequel étant responsable du mouvement ordonné des neutrophiles et

faisant de ce type cellulaire l’un des plus mobiles chez les mammifères (190).

2.2 Molécules d’adhésion neutrophiligue

2.2.1 Les intégrines

La famille des intégrines leucocytaires comprend trois glycoprotéines

hétérodimériques Œ/f3 partageant une sous-unité f32 commune nommée CD 18. Exprimées

exclusivement à la surface des leucocytes, ces trois f32-intégrines diffèrent

structurellement l’une de l’autre par leur sous-unité n. (CDY 1), les classifiant ainsi sous

l’appellation aL132 (également connu sous les noms LFA-1 ou CD1 IaJCD1$), n.4f32 (aussi

nommé MAC-1, CR3 ou CDlfb/CDI8) et af32 (pi50!95 ou CDI ic/CDY8). Étant toutes

indépendantes de la présence de la séquence aminée RGD, les trois molécules d’adhésion

du complexe CD11/CD18 s’associent cependant à des ligands différents, bien que

certains leurs soient communs malgré tout (191, 192). Les ligands des f32-intégrines

incluent les protéines de la famille des immunoglobulines TCAM (molécules d’adhésion

intracellulaire) exprimées par les cellules endothéliales (ICAM- 1 pour CD 11 aICD I $ et

CDl1b/CDI8 ICAM-2 pour CD11aICD18; et ICAM-3 pour CD1IaJCD1$) aussi bien

que les protéines solubles. L’adhésion des neutrophiles à l’endothélium dépend

principalement des intégrines CD1Ya!CD18 et CD1Ïb/CDY$ alors que CD1Ic/CDI8 n’a

qu’un rôle mineur (193-198). Le ligand ICAM-1 est bien caractérisé mais très peu est
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connu sur ICAM-2 et ICAM-3, les deux autres ligands de CD1 la. Toutefois, il a été

affirmé que ICAM-2 agit comme ligand pour les cellules non stimulées alors que ICAM

1 prédomine après l’activation, amenant une interaction de plus grande avidité (199).

L’intégrine CD1Ia/CDÏ8 est exprimée de façon constitutive et se retrouve

globalement sur tous les types leucocytaires, faisant de cette dernière la plus

uniformément répandue du complexe CD1 l/CDI 2. Reconnaissant principalement des

molécules d’adhésion ICAM-1 et ICAM-2, le CD1 1aJCD18 acquiert une forme active

pouvant lier ses ligands uniquement suite à la phosphoiylation de sa sous-unité ,

phénomène contrôlé par le domaine cytoplasmique de cette même sous-unité et ne se

produisant que lors de l’activation des neutrophiles (191, 192).

Le complexe CD11b/CD18, quant à lui, dénote une présence leucocytaire

beaucoup moins générale que le CD11a!CD18; il n’est exprimé que par les monocytes,

les macrophages, les neutrophiles et les cellules NK (191). Participant actif aux divers

phénomènes biologiques leucocytaires tels que l’adhésion et la transmigration à travers

l’endothélium, le chimiotactisme, l’agrégation, l’adhésion et la phagocytose des cellules

opsonisées, le CDÏYb/CDY$ est exprimé constitutivement sous une forme inactive à la

surface des neutrophiles en circulation. Suite à l’activation cellulaire sous l’effet de

différents agonistes, cette molécule d’adhésion subit un changement conformationnel lui

permettant de jouer un rôle primordial dans le recrutement et l’extravasion des

neutrophiles vers les sites inflammatoires puisqu’elle est responsable de l’adhésion ferme

des neutrophiles aux surfaces endothéliales après le roulement (193, 200). Cette

interaction se produit principalement via l’immunoglobuline ICAM-1 exprimée sur la

surface des cellules endothéliales en réponse aux cytokines pro-inflammatoires (201).
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Cependant, le complexe CD11b/CD1$ peut également lier le fibrinogène, le facteur de

coagulation Xa, l’opsonine majeure du sérum nommée iC3b. Ces liaisons activent la

cascade de coagulation et favorise la déposition de fibrine aux sites de lésions

endothéliales, le recrutement, l’activation et l’extravasation des leucocytes vers des sites

inflammatoires ainsi que le rejet des greffes (200-204). La liaison du CD1Ib/CD1$ à

ICAM-l semble être distincte du site de liaison de CD1 1aICDY8. En effet, le

CDI Ib/CDI$ se lie au troisième domaine 1g d’ICAM-l par une liaison de moindre

affinité que celle du CDI Ia/CDI g. La liaison CD1 lb/CD18 à ICAM-1 peut cependant

être modulée in vivo par la glycosylation du récepteur (194). Le complexe CDI Ib/CDI$

peut également être activé par d’autres médiateurs. En effet, une régulation à la hausse de

ce complexe sans changement de densité de surface a été observée lors de l’activation

cellulaire par 1’ADP et l’ATP (205), le PAF, le roulement sur la E-sélectine d’un

endothélium activé (206) et le leukotriène B4 (LTB4) (207). Un mécanisme commun à

ces agonistes pounait être l’augmentation du Ca2 intracellulaire. La liaison d’un cation

2+ 2+ . .divalent (Ca , Mg ) a un domaine 1g du recepteur pourrait egalement induire le

changement de conformation impliqué dans l’activation du CDIÏb/CD1$ (20$).

Le complexe CDI lb/CD18 peut également se lier au fibrinogène via le site

protéolytique D de ce dernier. Ce fragment ne contient pas la séquence RGD qui est

nécessaire à la liaison du fibrinogène avec le GPITb/IIIa. Cette interaction pourrait être

importante lors de l’adhésion ferme des leucocytes aux plaquettes ou au fibrinogène

inclus dans un thrombus et contribuer à sa formation (209). Des réserves intracellulaires

de CD11b/CD18 sont également disponibles chez les granulocytes au sein de leurs

granules spécifiques et tertiaires et dans les vésicules intracellulaires des monocytes. Ces
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granules sont rapidement transiocées et se retrouvent sous une conformation active à la

surface membranaire suivant l’activation cellulaire (177, 191, 192). Néamoins, une

augmentation de l’expression en surface de CD1Yb/CD1$ n’est pas nécessaire pour

l’adhérence des neutrophiles stimulés à l’endothélium in vitro (210). Toutefois, des

études ont montré que les récepteurs CD11b/CD18 nouvellement immobilisés jouent un

rôle important dans les fonctions subséquentes dépendantes de l’adhérence (211).

À l’instar de CD1 lb/CD18, le CDÏ lc/CD18 est exprimé également par les

monocytes et par les cellules dérivant de lignées myéloïdes, mais démontre une

abondance accrue au niveau des macrophages présents dans les tissus (191). S’associant

principalement avec le fibrinogène, son ligand principal. 1’ intégrine CD 11 c/CD 18

possède également une affinité particulière pour la molécule du complément iC3b (191).

Les changements qualititatifs dans l’affinité des récepteurs d’adhésion jouent un

rôle critique dans l’adhésion des leucocytes à l’endothélium ou aux composantes des

matrices (193). Les récepteurs d’intégrines sur les leucocytes circulants sont

normalement dans un état inactif ou de faible affinité soit qu’ils ne se lient pas ou presque

à leurs ligands endothéliaux. Avec une activation appropriée des leucocytes, les

récepteurs d’intégrines sont transformés en un état actif, lequel permet letir liaison avec

grande affinité à un ligand en surface. Des études ont montré que la modulation de

l’affinité des récepteurs des leucocytes peut être déclenchée par une variété de

mécanismes en partant de liaison des ligands aux récepteurs de la membrane jusqu’aux

liaisons croisées d’autres molécules de surface. La capacité du récepteur intégrine de

passer rapidement d’un état de basse affinité à un état de haute affinité permet aux

leucocytes de circuler librement, mais par la suite ils adhèrent fermement aux sites
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d’inflammation. De plus, il est tout aussi important pour les leucocytes de moduler les

recepteurs intégrines de l’état de basse à haute affinité que de “geler” les récepteurs dans

un état de haute affinité ce qui prévient la migration (74, 102).

2.2.2 La L-sélectinc

La L-sélectine, la première sélectine à être étudiée. fut découverte à l’aide d’un

anticorps (MEL-14) dirigé contre un lymphome murin (218). Contrairement aux deux

autres sélectines (P- et E-sélectine). La L-sélectine est exprimée de manière constitutive à

la surface de neutrophiles. les monocytes, les cellules NK. ainsi que sur la plupart de

lymphocytes B et T. Sur le plan structural, la L-sélectine est constituée de 385 acides

aminés et de mêmes domaines que la P-sélectine, mais ne possède que deux répétitions

de régions consensus de courte longueur (Short Consensus Regions. SCR), faisant de la

L-sélectine la plus courte de sélectines. Son poids moléculaire diffère d’une population

leucocytaire à l’autre t 75 kDa pour les lymphocytes, 95 kDa pour les lymphocytes, 95 à

105 kDa pour les neutrophiles et 110 kDa pour les monocytes. Ces différences seraient

dues à des modifications post-transcriptionnelles de glycosylations spécifiques aux

lignées leucocytaires (5).

Suite à une stimulation par différents agonistes (cytokines, phorbol ester, fMLP,

C5a et autres), la teneur membranaire en L-sélectine chute rapidement (« shedding »)

(219, 220). Cette baisse ou régulation inverse, s’explique par le clivage de la L-sélectine

par une protéase en un site localisé juste au-delà de la membrane dans le domaine

extracellulaire. L’intérêt physiologique de ce phénomène inverse demeure encore

aujourd’hui inconnu, mais suggère cependant que l’activité de cette sélectine semble être
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contrôlée principalement par la régulation de son apparition et de sa disparition de la

surface cellulaire. De là, il est possible d’associer à ce mécanisme physiologique, un rôle

de régulation inverse de l’adhésion suivant un attachement leucocytaire ferme à

l’endothélium. En plus de clivage membranaire, des changements conformationnels

pourraient également aider à la régulation de diverses fonctions de la L-sélectine. Des

études ont d’ailleurs démontré que l’activation des neutrophiles et des lymphocytes

résulte directement en un accroissement rapide et momentané de l’activité de la L

sélectine, le tout ayant lieu quelques minutes avant le clivage (5, 191,192, 218-221).

Principalement responsable des liaisons leucocytaires au niveau des veinules de

nodules lymphatiques à haute teneur en cellules endothéliales (LNHEV) et des cellules

endothéliales activées, la L-sélectine possède une affinité pour de nombreux ligands, dont

la nature d’une grande majorité d’entre eux demeure encore indéterminée. Ainsi, les

ligands connus de la L-sélectine sont GIyCAM-l, une molécule secrétée par les cellules

LNHEV; une glycoprotéine s’appartenant au CD34 et exprimée, chez l’humain, autant

par les cellules LNHEV que par les celluLes endothéliales; la P- et E-sélectine; le PSGL-1

et finalement, des protéines 0-glycosylées différentes de PSGL-1 (5).

2.2.3 Le PSCL-1

Le PSGL-1 est le ligand de hatite affinité pour la P-sélectine et se retrouve

exprimé constitutivement par les leucocytes. Son nombre est évalué entre 10 et 20 milles

molécules de PSGL-1 par neutrophile, ce qui représente une infime portion du contenu

protéique de la membrane plasmique, soit moins de 0.01% du total des protéines

neutrophiliques (216-21 8). Cette glycoprotéine homodirnérique de la famille des
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sialomucines est constituée de deux chaînes de 120 kDa reliées de manière covalente par

un pont disulfttre entre les Cys32° (figure 9) (197, 200-202).

L’interaction avec la P-sélectine ne nécessite pas nécessairement la dimérisation

du PSGL-1 (228) car même sous forme monomérique, le PSGL-1 est en mesure

d’interagir avec la P-sélectine. Cependant, la forme dimérique du PSGL-1 permet de

stabiliser les interactions avec la P-sélectine sous conditions de flot (229). Le PSGL-1 est

fortement 0-glycosylé et doit subir deux modifications post-traductionnelles afin de

pouvoir être reconnu par la P-séîectine 1) des (1 .3) fucosylations et 2) des Œ(2.3)

sialylations.

Le gène encodant le PSGL-1 est localisé sur le chromosome 12 en q24 et c’est

l’exon 2 qui est traduit en protéine. Le PSGL-1 humain présente une structure primaire de

412 acides aminés riche en résidus prolines, sérines et thréonines (230). Il possède 3 sites

de N-glycosylation dans son domaine extracellulaire et comprend 15 séquences

consensus répétées lui permettant de faire saillie à la surface de la cellule. Aux

nombreuses sérines et thréonines retrouvées des régions consensus, se trouvent des

branches de polylactosamine contenant du fucose et des acides sialiques dont la majorité

présente un groupement sialyl Lewis X (sLeX) à leur extrémité (226. 231, 232).

Concernant les modifications biochimiques subies par le PSGL-1 et le rendant apte à lier

la P-sélectine, il apparaît que la sulfatation des résidus tyrosine augmente l’affinité du

PSGL-1 pour la P-sélectine (233-236). Les trois sites potentiels de sulfatation de tyrosine

(résidus 46, 48, 51) se trouvent proches de l’extrémité NI-12-terminale du domaine

extracellulaire. Le PSGL-1 est la cible de deux protéases 1) BACE1 qui clive le PSGL-l
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dans un lien Leu-Ser au niveau du domaine juxtarnembranaire (237) et PACE qui

reconnaît la séquence Arg-Asp-Arg-Arg (238).

Figure 9 : Liaison entre la P-sélectine et le PSGL-1
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En plus de son rôle de premier ordre au niveau de la liaison des plaquettes aux

neutrophiles, le PSGL-1 assure également une fonction de signalisation intracellulaire.

Ainsi, suite à son association à la P-sélectine. diverses voies de signalisation

intracellulaires s’enclenchent au sein du cytoplasme des neutrophiles, ceci menant, entre

autres, à l’activation cellulaire ainsi qu’à la redistribution du PSGL-1 à la surface

membranaire sous forme de groupements concentrés (PSGL-1 clustering). Ce
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regroupement en amas de PSGL-1, imputable à la cascade des MAP kinases et à l’action

des GTPases RAS, entraîne rapidement une diminution de son affinité pour la P-sélectine

exprimée par les plaquettes activées et donc, servira en quelques sorte de mécanisme de

régulation négative (1 88, 230).

2.3 Fonction des neutrophiles

Les granulocytes neutrophiles sont des cellules spécialisées dans la défense de

]‘organisme contre les agressions extérieures. Ils ont un grand pouvoir de phagocytose et

englobent des microorganismes, des débris cellulaires et des particules de façon non

spécifique et cette activité peut être accrue et dirigée par des phénomènes de réponse

immunitaire. En plus de leur fonction immunitaire comme première ligne de défense de

l’organisme, les neutrophiles sont les principales cellules impliquées dans l’inflammation

aigu et chronique lors d’une atteinte tissulaire; ils sont très mobiles et migrent hors des

petits vaisseaux vers les foyers inflammatoires où ils accomplissent de manière active la

phagocytose. Par ailleurs, les neutrophiles en association avec «autres cellules de la

lignée hématopoïétique, en particulier les plaquettes, participent activement dans la

pathologie de certains désordres vasculaires, une coopération qui intrigue de partout la

conimunauté scientifique.

2.3.1 Adhésion neutrophiligue à l’endothélium

Les neutrophiles peuvent être recrutés aux sites d’inflammation selon des

mécanismes médiés essentiellement par leurs récepteurs adhésifs. En effet, les cellules

endothéliales intactes et activées expriment à leur surface des ligands pour les leucocytes.



45

Étant donné que les neutrophiles sont des cellules non ciliées, ils ne peuvent pas « nager

» jusqu’à la paroi du vaisseau sanguin en réponse à des stimuli chirniotactiques

extravasculaires. Le contact initial avec la paroi du vaisseau est donc largement un

phénomène du hasard, probablement augmenté par des altérations locales dans les

caractéristiques du flux sanguin. Après le contact initial, certains leucocytes

particulièrement des neutrophiles, «roulent» le long de la paroi du vaisseau adjacent. Ce

phénomène de roulement leucocytaire « rolling » peut être défini comme une interaction

adhésive de faible affinité entre les leucocytes et l’endothélium où la force du flux

sanguin agit sur les leucocytes pour induire un mouvement rationnel (239).

Le phénomène de « rolling » constitue la première étape de l’adhésion

neutrophilique à l’endothélium, suivie par la transmigration ou diapédèse. Il met à large

contribution les sélectines et leurs ligands. Outre les composés sialylés, se rajoutent la P-

et la E-sélectine après stimulation de l’endothéliurn (240-251).

L’implication de la L-sélectine fut démontrée par plusieurs traitements affectant

soit la fonction adhésive, soit la teneur membranaire de la L-sélectine. Les observations

dénotent une diminution de l’adhésion des neutrophiles et des monocytes à un

endothélium activé par les cytokines (241-246). D’autres études sont conduites avec des

anticorps monoclonaux bloquant les interactions P-sélectine et E-sélectine avec leurs

ligands. Les résultats qui en découlent démontrent que la P-sélectine supporte le

roulement des neutrophiles en liant son récepteur, le PSGL-1 à la surface des neutrophiles

(240) tandis que la E-sélectine ne semble pas être impliquée au niveau de la phase

première de capture des neutrophiles (« rolling »), mais reste importante quant au

processus tardif de recrutement des neutrophiles aux sites d’inflammation (250).
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La première étape du recrutement des neutrophiles est suivie d’une seconde étape

soit l’adhésion ferme, qui est médiée par les intégrines et mène à la diapédèse ou

extravasation. Alors que la L-sélectine est engagée dans le processus de roulement, les

neutrophiles seront activés de différentes façons ce qui entraînera une activation des

complexes CDÎ l/CDI 8 par un changement de conformation et une augmentation de la

concentration membranaire de ces complexes. Les cellules endothéliales en présence de

cytokines. vont sécréter plusieurs substances chimiotactiques pour les neutrophiles (IL-8.

PAF) qui peuvent restées liées à la membrane des cellules endothéliales (252). L’IL-$ et

le PAF, une fois attachés à la membrane des cellules endothéliales, vont être rapidement

liés par les neutrophiles en phase de roulement (247,24$) et entraîner l’activation des P2-

intégrines qui interagissent avec les immunoglobulines à la surface des cellules

endothéliales pour transformer la phase de roulement en adhésion ferme (252,255). Cette

interaction des CD1Yb/CD1$ avec ICAM-I pourrait engendrer une rétroaction positive et

favoriser davantage l’adhésion des neutrophiles. Plusieurs études ont mis en évidence la

participation de la L-sélectine dans le processus d’activation des neutrophiles et son

implication directe dans l’adhésion via les complexes CDI l/CD18 (256-259). Ceci

marque l’importance de la synergie qui existe entre l’engagement de la L-sélectine et ses

propriétés adhésives avec l’activation des 2-intégrines et l’adhésion ferme des

neutrophiles menant à la diapédèse (260). Par ailleurs, il fut démontré dans des études

fonctionnelles avec des lignées cellulaires lymphatiques l’existence d’un mécanisme

d’adhésion leucocytaire à l’endothélium qui est indépendante de la voie des Ç32-intégrines

et de l’ICAM-l (212). Ce mécanisme met en jeu l’intégrine a4B1 de la famille des 13f-

intégrines. Ces molécules font partie d’un groupe nommé VLA (antigènes exprimés
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tardivement ou very late antigens) (213). Parmi celles-ci, seule l’a4B1 est exprimée de

façon importante sur les cellules de la lignée hématopoïétique. Quoiqu’elle ne soit pas

présente sur les neutrophiles, l’Œ4f1 permet des interactions entre les autres leucocytes

(lymphocytes B et T, éosinophiles. macrophages) et la matrice extracellulaire. Elle

permet aussi d’autres interactions cellulaires (214). En effet, il semblerait que le rôle

principal de l’Œ4B1 est la migration des cellules T vers les sites inflammatoires.

L’expression de la sous-unité Œ4 à la surface de ces cellules lors de leur activation est

fortement augmentée et promeut l’extravasion a (215). Le rôle de cette molécule a

également été décrit dans la recirculation des cellulesT (216). Les interactions qui entrent

en jeu lors de ces processus sont des liaisons avec la molécuLe d’adhésion endothéliale

VCAM-1 (molécule d’adhésion des cellules vasculaires-1) et avec une protéine de la

matrice sous-endothéliale, la fibronectine. Le VCAM-Ï est une molécule du type

immunoglobuline et la liaison avec l’Œ4131 se fait suite à son activation par IL-2, TNF-a,

ou IL-4 (217).

Les neutrophiles sont aussi en mesure «adhérer fermement à des plaquettes aux

sites vasculaires endommagés. Cette interaction des neutrophiles circulants avec des

plaquettes immobilisées repose sur les sélectines pour la phase de roulement, mais ce sont

les intégrines qui stabilisent ces interactions. Ceci est possible parce que le CD1Ib/CDÏ$

subie une série d’activation et de désactivation (changements de conformation) qui

permettent aux neutrophiles de rouler sur les plaquettes pendant que des nouvelles

molécules de CDI lb/CD18 sont dirigées vers la surface. Les complexes CDÏ lb/CD18

présents à la surface sont responsables de la transition du roulement à l’adhésion, tandis
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que les complexes issus des réserves intracellulaires ou de synthèse de novo, participent à

la stabilisation de l’adhésion (261).

Figure 10 Recrutement et adhésion des neutrophiles
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2.3.2 Interactions plaquettes- neutrophiles

Bien que la liaison des plaquettes aux neutrophiles fut observée depuis bien

longtemps (262). l’adhésion et la coopération entre ces deux types cellulaires demeurent

un important champ d’investigations. Cependant, plusieurs études soulignent

l’importance des interactions plaquettes-neutrophiles dans les processus thrombo

inflammatoires. La détection de plaquettes liées aux neutrophiles et aux monocytes

circulants, phénomène appelé communément formation de conjugués, rosette ou encore

satellitisme, fut mise en évidence suite à la procédure d’angioplastie (263). On a
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remarqué également que les patients souffrant d’athérosclérose coronarienne ont des

agrégats plaquettes-leucocytes circulants (264). L’importance de ces interactions a

également été démontrée lors de la thrombose (2, 265), de Ï’ischémie—reperfusion au

cours de l’angine instable et des maladies coronariennes stables, dans la

thrombocytopénie, de même que lors de l’hémodialyse (264, 266-272). Aussi, diverses

autres études ont démontré que les plaquettes attirent les leucocytes au site endothélial

endommagé afin de promouvoir l’inflammation et 1’ athérogénèse. Rée iproquement,

l’adhésion neutrophilique à l’endothélium dysfonctionnel conduit également à l’adhésion

plaquettaire et à la formation locale d’un thrombus (190).

Dans leur état inactivé, les plaquettes lient très faiblement les neutrophiles;

environ 15% des neutrophiles présentent des plaquettes à leur surface, tandis que lorsque

les plaquettes sont stimulées à la thrombine, cette proportion grimpe à 60% et même plus

(275). Ceci dénotant bien le caractère dépendant de l’activation plaquettaire dans les

interactions plaquettes-neutrophiles. Rapidement, l’implication de la liaison de la P

sélectine au PSGL-Ï dans l’adhésion des plaquettes aux neutrophiles fut démontrée. En

effet, l’adhésion d’une plaquette activée à un neutrophile se réalise tout d’abord grâce à

une interaction de forte affinité entre la P-sélectine et le PSG L-1. Cette association,

quoique peu résistante aux forces de cisaillement, représente le premier contact

s’effectuant entre les deux types cellulaires (188). L’importance de cette interaction

dépasse largement la simple adhésion par le fait qu’elle facilite la modulation des

activités cellulaires des plaquettes et des neutrophiles et favorise la coopération et

l’échange biochimique, ainsi que la génération d’une série de signaux intracellulaires

conduisant à la sécrétion d’une gamme de substances vasoactives incluant des
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leukotriènes, des radicaux libres, des cytokines, des facteurs de croissance et de

coagulation et des métalloprotéinases (8-16). D’autre part, des travaux réalisés dans notre

laboratoire ont montré que l’utilisation du rPSGL-Ig. une forme recombinante et soluble

du PSGL-1, inhibe l’adhésion plaquettaire aux leucocytes et réduit la resténose (28).

D’une facon intéressante, dans cette même étude on a observé un remodelage positif des

artères après une double angioplastie chez les porcs. La liaison des plaquettes aux

neutrophiles est, entre autres. regulée par le NO et les MMPs. En fait, la liaison des

plaquettes aux neutrophiles dépendante de la P-sélectine entraîne une augmentation de

l’activation des MMPs (274). Cette étude avance aussi que lorsque le ratio

plaquettes/neutrophiles est élevé (60: 1-100: 1); les neutrophiles facilitent l’agrégation

plaquettaire, mais que lorsque le ratio diminue (5:1); les neutrophiles inhibent

l’agrégation des plaquettes. Ceci peut s’expliquer par le fait que les radicaux libres

produits par les plaquettes parviennent à inactiver le NO sécrété par les neutrophiles

lorsqu’ils sont peu nombreux mais quand leur nombre augmente, les radicaux libres ne

parviennent plus à neutraliser le NO issu des neutrophiles. Notons ici qu’il s’agit du NO

généré par iNOS (synthase du monoxide d’azote inductible) qui, contrairement à son

isoforme le cNOS (synthase du monoxide dazote constitutive) que l’on retrouve dans

dans certaines cellules (cellules endothéliales, plaquettes, neurones) n’est pas présente

dans les cellules non activées mais doit etre exprimée suite à la stimulation. Ces résultats

ont été confirmés. en pallie, par une étude très récente menée dans notre laboratoire qui

démontre que l’activation et la liaison des plaquettes aux neutrophiles, via P-sélectine et

PSGL-1, augmente la production des MMP-2 par les plaquettes et favorise l’agrégation

plaquette-neutrophile (article en cours de publication). Devant l’importance grandissante
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des interactions adhésives entre les plaquettes et les leucocytes, il apport que ces

interactions seront un meilleur marqueur de l’activation plaquettaire que de l’expression

de la P-sélectine (275).

Les interactions adhésives entre les plaquettes et les neutrophiles sont sans doute

au coeur des événements thrombotiques et inflammatoires (2), par influence mutuelle de

leur métabolisme intracellulaire et par la création d’un espace privilégié entre elles, ayant

pour conséquence une réponse accrue et des effets délétères plus prononcés (190).

Figure il: Interactions Sélectines-PSGL-l dans la lésion vasculaire

2.3.3 Agrégation des neutrophiles

Plusieurs observations cliniques et expérimentales montrent que les neutrophiles

peuvent agréger suite à l’activation. Par exemple, des neutrophiles ayant déjà adhérés à

1’ endothélium dysfonctionnel peuvent aussi permettre le roulement et le recrutement

d’autres neutrophiles par un phénomène nommé attachement secondaire « secondary

tethering ». Les neutrophiles sont recrutés selon le même principe que celui décrit pour
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les plaquettes, sauf qtie le mécanisme impliqué dépend seulement des interactions entre la

L-sélectine des neutrophiles en mouvement et le PSGL-1 des neutrophiles attachés à la

surface endothéliale (276. 277).

Une conséquence directe du recrutement de neutrophiles par d’autres neutrophiles

sera de former un agrégat de neutrophiles et de causer l’obstruction de capillaires (278).

Des traitements qui modifient la cinétique du « shedding » de la L-sélectine sont en

mesure d’inhiber l’agrégation des neutrophiles, laissant prévoir un rôle pour la L

sélectine (279. 280). De plus, l’implication des interactions entre la L-sélectine et le

PSGL-l fut démontrée dans l’agrégation des neutrophiles (281, 282). Cette interaction L

sélectine/PSGL-1 serait la première étape de l’agrégation des neutrophiles et serait suivi

d’une phase de consolidation des liens neutrophiles-neutrophiles par l’intermédiaire des

32-intégrines. D’autre part. les leucocytes participent activement aux réponses

thrombotiques; la présence des leucocytes dans les thrombus est claire mais le mécanisme

par lequel les leucocytes s’y retrouvent recrutés n’est pas certain : les leucocytes sont-ils

simplement emprisonnés par les fibres de fibrine ou ils interagissent avec des molécules

d’adhésion plaquettaire ? Cependant, les interactions des neutrophiles avec les plaquettes

et leur co-localisation aux sites de lésion sont tellement évidentes (261) qu’il s’avère trop

difficile de séparer l’agrégation des neutrophiles de celle des plaquettes. De plus, une

étude réalisée par Palabrica et colT (283) a démontré que l’accumulation des leucocytes

dans un thrornbus formé est inhibée par des anticorps dirigés contre la P-sélectine, ce qui

laisse entrevoir une connexion possible entre les sélectines, le PSGL-1 et les intégrines

dans l’agrégation des neutrophiles (39, 284).
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Chapitre III

Les métalloprotéinases

3.1 Structure et fonction des métalloprotéinases

Les métalloprotéinases (MMPs) constituent une famille d’endopeptidases

dépendantes de l’ion Zinc (Zn2j, capables de cliver certains composants de la matrice

extracellulaire (285, 286). Cette propriété de modifier l’intégrité structurale des tissus est

essentielle dans certains aspects de la physiologie normale, tel que le développement

embryonnaire, la migration cellulaire, la cicatrisation, la résorption tissulaire (287) et

l’immunité (22$). La modification des intégrines membranaires et l’activation de

certaines cascades de signalisation par les MMPs contribuent également à réguler la

fonction plaquettaire, l’activation leucocytaire et la réactivité vasculaire (287, 271-291).

Cependant, une dérégulation dans l’activation ou l’expression des MMPs, peut résulter en

des états pathologiques comme l’infarctus du myocarde (292), le remodelage cardiaque et

vasculaire, la dissémination hématologique du cancer et certains aspects de l’arthrite

rhumatoïde (287,293). Récemment, un grand nombre d’investigations a confirmé

l’implication des MMPs dans la rupture de la plaque athéromateuse et les syndromes

coronariens aigus subséquents (287).

Des membres de cette famille ont été caractérisés pour la première fois par Gross

et Lapière en 1962, au cours d’une étude sur le phénomène de la métamorphose chez le

têtard. Ils avaient démontré que la peau de la queue résorbée de têtard, mise en culture sur

des gels de collagène, sécrétait une enzyme qui dégradait la triple hélice de collagène



54

(294). Depuis ce temps, plus de 66 MMPs (dont 20 MMPs humains) ont été clonées et

séquencées. Les MMPs se trouvent chez la plupart des organismes vivants, incluant ta

plus simple bactérie, suggérant que certaines MMPs primordiales ont dû évoluer depuis

plus de 3,5 billions d’années (295, 296).

Les MMPs peuvent être classées sous les groupes suivants

1 - les collagénases MMP-1, MMP-$ et MMPI3

2 - les gélatinases : MMP-2 et MMP-9

3 - les stromélysines MMP-3, MMP-l0 et MMP-I I

4 - les matrilysines MMP-7

S - les métalloélastases MMP-12

6 - les MT-MMPs (Membrane-type-Matrix Metalloproteinases) MI-MM? 1

(MMP-14). MT-MMP2 (MMP-15). MT-MMP3 (MMP-16), MT-MMP4 (MMP-17).

De point de vue structure, les MMPs sont composées de trois domaines

principaux (figure 12) 1) en N1-12-terminal, un pro-peptide qui est clivé lors de

l’activation de l’enzyme et qui grâce à une cystéine libre « cysteine switch > interagirait

avec le site de fixation de l’ion Zn2, empêchant l’activation de l’enzyme (297), 2) un

2+ ,• 2+domaine catalytique contenant des sequences de liaison pour J ion Zn et 1 ion Ca . qui

participe à la protéolyse des substrats, à l’auto-activation de la métalloprotéinase et à

l’interaction avec leurs inhibiteurs spécifiques, les TIMPs (Tissue Inhibitor of

Metalloproteinases), et 3) un domaine à rôles variables d’une métalloprotéinase à l’autre

ou domaine hérnopexine pour la MMP-2, il est impliqué dans les interactions avec les

membranes et les TIMPs (298) et dans le cas de la MMP-9, il permet la liaison de TIMP

I mais non celle de TIMP-2 (299).
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Figure 12 Structure des métalloprotéinases.
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Abréviations : Pre, séquence signale: Pro, peptide avec un groupement thiol (SH) liant le Zinc; F,
site de clivage pour la Furine; Zn, site de liaison du Zinc; Il, domaines fibronectine du type II liant
le collagène: H, région charnière; TM, domaine transmembranaire; C. queue cytoplasmique; GPI.
domaine d’ancrage du glycophosphatidyl insositol: C/P. cystéine/proline : IL-IR, récepteur
d’lnterleukine-]. Le domaine hémopexine/vitronectine présente une répétition de 4 motiFs dont le
premier et le dernier sont liés par un pont disulfure. Adpaté de Sternlicht MD et colT Hou’ MatrLt
Metallopi-oleinases Regidate Ccli Behaviozw Annu. Rev. Ccli Dcv. BioL 2001; 1: 469.

Bien que très peu des substrats naturels des métalloprotéinases furent

définitivement identifiés in vivo (300), tin large ensemble de molécules a été listé (301).

Cette liste comprend des protéines qui ont été testées in vitro comme des substrats
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potentiels des MMPs (tableau III). Cependant, il n’y a aucune garantie que le substrat en

question soit dégradé in vivo par l’enzyme testée à moins que le potentiel existe. Par

dessus, le nombre des constituants de la matrice extracellulaire dépasse actuellement le

chiffre de 1 50 et seulement une petite portion a été testée et identifiée comme substrats.

Pour établir le substrat naturel, il est nécessaire d’isoler les produits de dégradation à

partir du tissu et montrer ensuite par séquençage que les sites de clivage correspondent

bien à ceux produits par la métalloprotéinase en question. Ce principe a été appliqué

seulement à trois substrats le collagène interstitiel, l’aggrécan et les protéines de liaison

(link protein). Cependant, des ambiguïtés restent toujours présentes différentes MMPs

peuvent cliver la même protéine, au même endroit, et les fragments produits peuvent

subir une digestion ultérieure par d’autres enzymes de la matrice. Un autre itinéraire à

suivre est «essayer de montrer l’absence des produits de dégradation du substrat par des

expériences de « gene knockout > (302). Le tableau III regroupe les substrats connus des

métalloprotéinases mais. à l’exception des trois exemples cités ci-dessus, il n’existe pas

de fortes évidences qu’un de ces substrats est dégradé par une métalloprotéinase

particulière in vivo.
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Tableau III Substrats des métalloprotéinases.

MMP 1 2 3 7 8 9 10 11 12 13 14 16 18 19 26

ECM Proteins

Aggrecan + + + + + + + + + +

Collagen I + + — + + — + + + + +

Collagen II + + — + +

Collagen III H- -b + + — + + + -b

Collagen IV — + + + — + + — -b + +

Collagen V — + + — — + + —

Collagen VI — — — +

Collagen VII + + +

Collagen VIII +

Collagen IX — + +

Collagen X + + ± +

Collagen XI + + + + —

Collagen XIV — — — + +

Decorin — + + + ±

Elastin — + + + + + +

Entactin/Nidogen + + + + + +

Fibrillin + + + + + +

Fibronectin + + + + — — + + + + + + +

Fibulins + +

Gelatin I + + + + + + + + + + +

IGFBPs + + + +

Larninin + H- + + + — + +

Link Protein + + + + + +

Myelin Basic + + + + + +

Osteonectin + + + + +

Tenascin + + + + +

Vitronectin + + + + + + +

Other Proteins

+ + +

+ — + + + + + + +
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MMP 1 2 3 7 8 9 10 11 12 13 14 16 18 19 26

ccl-Pl + + + + + ± + -b + +

Casein H- — + + + H- — + + —

Clq -t- ± + + ± +

E-cadherin H- +

Factor XII — + + +

Fibrin + + + + +

Fibrinogen + + + + + + + -I- + + +

ILin — — — —

IL]P + + + +

ProMMP2 + +

ProTGFL + +

ProTNF’a + H- + + + + +

Plasminogen + + + + +

Substance P + H- + +

Tkininogen — H- —

Les symboles indiquent si la protéine désignée est (±) ou n’est pas (—) dégradée par la MMP
correspondante.

Abréviations cU-AC, ctl-antichymotrypsine; ct2-M, ct2-macroglobuline; ciA-PI, ctl-inhibiteur de
protéinase . Adapté de Woessner & Nagase 2000 avec des données additionnelles d’Ashworth et cou.
1999, Huiler et col!. 2000, Hiraoka et colt. 1998, A’Ianes et col!. 199?, Noe et coït. 2001, Park et cou.
2000, Stracke et coït. 2000, Ster,i/iclit et colt. 2001, Uria & Lopez-Otin 2000.

3.2 Activation des métalloprotéinases

L’activité des MIVIPs est soumise à de larges restrictions, faute de quoi la matrice

avoisinante risque d’être exposée à une dégradation non contrôlée. En effet, l’activité des

MMPs est régulée à trois niveaux (303)

1) régulation transcriptionnelle : les cellules ne sécrètent pas les MMPs d’une

façon aléatoire mais seulement en réponse à de signaux bien définis, lorsqu’une activité

métalloprotéinase est sollicitée. Ceci implique l’interaction des facteurs de transcription.
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des co-activateurs et des co-répresseurs avec certains éléments de la région du promoteur

des gènes exprimant les MMPs. Le mécanisme par lequel la transcription des gènes ait

lieu semble impliquer la cascade signalétique PGE2/protéines-G/AMPc (304).

L’activation transcriptionnelle peut être stimulée par des cytokines pro-inflammatoires

(IL-f3. IL-6. TNFu). des hormones, des facteurs de croissance (EGF, PDGF. bFGF).

D’autres facteurs sont aussi impliqués comme la HSP6O (Heat Shock Protein 60) qui

induit l’expression de TNFa et de la MMP-9: CD4OL qui induit l’expression des MMP-1.

MMP-3 et MMP-8 (309-311); les LDL (Low Density Lipoproteins) oxydées qui

augmentent l’expression des MMP-1, MMP-9 et MMP-14 (312-314). L’insuline stimule

l’expression de la MJ\’IP-l2 en influençant la liaison de l’AP-l (Activator Protein-1)

(315) et la thrombine induit l’expression de 1’ARNm de MMP-2 et de MMP-3. L’hypoxie

de cour-te durée diminue l’expression de l’ARNm de MMP-2 tandis que l’hypoxie

prolongée ( plus que 24 heures) ou la ré-oxygénation après une courte durée d’hypoxie

augmentent l’expression de l’ARNm de MMP-2 et de MMP-14 (316). Plusieurs autres

facteurs tels que l’indométacine, les coilicostéroïdes et FIL-4 sont aussi reconnus pour

inhiber l’expression génique des MMPs (286, 306, 317), mais leurs effets inhibiteurs

peuvent être levés par la PGE2 et l’AMPc exogènes (304). Les ligands des facteurs de

transcription nucléaires PPAR’y (Peroxi some Proliferator-Activated Receptor Gamma)

comme les métabolites de la PGD2 et le troglitazone diminuent l’expression de l’ARNm

de MMP-9 dans les CML (31 8). Cependant. les MMPs ne répondent pas toutes de la

même façon aux mêmes stimuli et l’impact des différents facteurs est spécifique à chaque

type cellulaire. Par exemple. chez les macrophages humaines du sang périphérique le

facteur de croissance transformant f31 (TGf-f31) inhibe l’expression de la MMP-12 à
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l’encontre de chez les monocytes où il induit l’expression de MMP-2 et MMP-9

(307,319). De manière similaire, le facteur dérivé des cellules stromales (SDF-l) réduit

l’expression de MMP-9 dans les monocytes des patients souffrant de l’angine instable

tandis qu’il augmente l’expression et la synthèse de MMP-9 dans les mégacaiyocytes

humaines (3 19,320). Finalement, la transcription génique des MMPs peut être altérée par

une variation dans la séquence de la région du promoteur (321). Par exemple, la

substitution de C par T dans la position -1562 de la région du promoteur de gène MMP-9

influence son expression (322). Ces études, ainsi que plusieurs autres portant sur le

polymorphisme génique au niveau du promoteur, ont été associées avec des maladies

cardiovasculaires malgré que, dans la plupart des cas, les mécanismes précis ne soient pas

assez clairs.

2) régulation posi-tictductionneÏte les MMPs sont produites fréquemment sous

une forme latente requérant des processus d’activation spécifiques. L’activation des

formes latentes des MMPs peut avoir lieu à l’intérieur de la cellule par l’action des

protéinases endogènes, à la surface cellulaire mettant en jeu des MT-MMPs, dans

l’espace extracellulaire par l’action d’autres protéases ou encore par des

métalloprotéinases activées en amont dans une cascade appelée activation extracellulaire

en chaîne « extracellular stepwise activation » (figure 13).

La MMP-l 1 et la MMP-14 sont activées à l’intérieur de la cellule. Ces deux

MMPs contiennent un motif d’acides aminés basiques en amont du domaine catalytique,

qui semble agir comme un signal de clivage protéolyiique pour la furine via le réseau

trans-Golgien (3 17, 3 1$). Dans l’espace extracellulaire, la MMP-3 peut activer la forme

zymogène de MMP-1, MMP-7, MMP-8, MMP-9 et MMP-13 (303, 325-327). Une fois
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activée, la MMP-7 peut activer MMP-1, MMP-9 et MMP-13. créant ainsi un effet

d’activation extracellulaire en cascade ou « extracellular stepwise activation ». De façon

semblable. MMP-2 peut activer pro-MMP-9 (303) et MMP-12 peut activer pro-MMP-2

et pro-MMP-3 (286).

figure 13 : Schéma d’activation et d’activité des MMPs

Adapté de Joncs CB et col!. Matrix inetaïloproteinases : A review of their structure cnid rote in
acute coronnar)’ syndrome. Cardioi’ascttlar research. 2003; 59: 815.

3) régulation post-sécrétoire interaction des MMPs sécrétées avec des

inhibiteurs généraux qui bloquent rapidement Faction des MMPs comme la famille de

l’u2-macroglobuline et les TIMPS. Ces derniers sont produits localement par les cellules,
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le plus souvent par les mêmes cellules qui sécrètent les MMPs. Depuis leur découverte en

1975, les TIMPs ont acquis un rôle important dans les réactions vasculaires suite à

l’endommagement artériel et aux remodelages post-angioplasties. À date, quatre TIMPs

génétiquement différents ont été caractérisés 1) TIMP-Ï, TIMP-2, TIMP-3 et TIMP-4

(329). Même si TIMP-1 et TIMP-2 démontre une inhibition de la majorité des

métalloprotéinases, MMP-2 lie TIMP-2 avec 4 à 7 fois plus d’affinité que TIMP-l, tandis

que ce dernier lie avec 2 fois plus d’affinité MMP-1 (330). Par ailleurs, TIMP-2 est

capable de contrôler la quantité de MTI-MMP (MMP-14) active à la surface des cellules

par un mécanisme peu claire (331) Le TIMP-3 diffère des autres TIMPs dans la mesure

où il peut s’associer avec les protéines de la matrice extracellulaire (332). Le TIMP-4

peut interagir avec le domaine C-terminal de la MMP-2 au même titre que TIMP-2, avec

lequel il entre en compétition pour la liaison à ce site (333). Le tableau IV résume

quelques propriétés des TIMPs.

Tableau IV: Caractéristiques des TIMPs.

Propriété TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4

Masse moléculaire 20.6 kDa 2] .5 kDa 21.6 kDa 22.3 kDa

Masse glycosylée 28.5 kDa - 27 [Da -

Localisation tissulaire Ovaire, Os Rein, placenta Rate, ovaire Coeur, Cerveau

Complexe pro-MMP MMP-9 MMP-2 - MMP-2

Inhibition des MMPs Toutes Toutes Totites 1, 2, 3, 7, 9

Adapté de Woessner and Nagase. In Matrix Metalloproteinses and TJMPs Oxford Oxjrd Unversiti’
Press, 200); 1- 9.
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Un autre aspect du contrôle post-sécrétoire des métalloprotéinases réside dans le

fait que plusieurs MMPs sécrétées restent dans le microenvironnernent cellulaire, liées à

la surface cellulaire ou à des composantes de la matrice, de façon que leurs activités

peuvent être modulées à chaque moment selon les besoins cellulaires et/ou tissulaires.

Ainsi, ces différents moyens de régulation permettent à la cellule de “titrer” l’activité des

MMPs et ce même après leur sécrétion dans le milieu extracellulaire.

3.3 La famille des gélatinases

La MMP-2 (Gélatinase A, E.C.3.4.24.24) est un membre de la famille des

métalloprotéinases impliquées dans le remodelage de la matrice extracellulaire. Sa

structure comprend trois domaines fibronectine du type II insérés dans le site catalytique

et contribue à la liaison de l’enzyme aux substrats de gélatine (figure 12). Cette triple

répétition du domaine fibronectine fait de la gélatinase A une des pius larges

métalloprotéinases. La MMP-2 est secrétée sous forme d’un pro-enzyme de 72 kDa et

son activation requiert la protéolyse d’un fragment de $ à 10 kDa et la présence des

cations métalliques Zn’ et Ca2. Dans les plaquettes. cette sécrétionlactivation résulte des

interactions cellule-matrice et dépend de l’activation des molécules d’adhésion tels que

les intégrines (334, 335). Or, le mécanisme principal de l’activation de MMP-2 implique

la formation d’un complexe ternaire à la surface cellulaire entre la forme zymogène, la

MMP-14 et le TIMP-2. en même temps qu’une MMP-14 adjacente clive pro-MMP-2 au

niveau du domaine pro (336). Ce processus semble être facilité par la liaison de plusieurs

intégrines comme n2f31 et a33 au domaine hémopexine du pro-MMP-2. (337, 338). En

outre, les quatre MT-MMPs sont capables d’activer MMP-2, (339, 340) puis en
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collaboration avec cette dernière, peuvent activer MMP-13 (341). Deux facteurs de

coagulation. la thrombine et le facteut Xa. sont capables d’activer MMP-2 (342, 344).

Certaines protéases, la plasmine en particulier, sont considérées comme initiateurs de

l’activation extracellulaire en chaîne « extracellular stepwise activation » qui active les

formes latentes des MMPs sécrétées. Le mode d’action de ces protéases consiste en un

clivage du pont cysteine-Zn2 « cysteine switch » au niveau du domaine pro (345). La

MMP-2 se distingue des autres MMPs par le fait qu’elle ne possède pas au domaine NI-T2-

terminal les sites de clivage requis pour l’activation par les protéases (342). Par

conséquent. elle est insensible à la digestion par les enzymes classiques et les protéinases

exogènes comme l’urokinase, la plasrnine, la kallikréine, l’élastase plasmatique, la

trypsine, la chymotrypsine. la thermolysine. la cathépsine G et la MMP-3 qui activent les

autres MMPs (346-348). Cependant. les radicaux libres d’oxygène qui interagissent avec

les groupements thiols sont reconnus pour activer la pro-MMP-2 par un mécanisme qui

implique l’hydrolyse du « cysteine switch » (341 ). Par ailleurs, une étude a démontré que

la MMP-l en présence de l’héparine (349) et de la MMP-7 (350, 351) est capable

d’activer la pro-MMP-2. Finalement, plusieurs autres MMPs ont montré la capacité

d’activer la pro-MMP-2 en initiant la première étape de la cascade d’activation en chaîne

(287).

La MMP-9 (Gélatinase B, EC 3.4.24.24) est l’enzyme la plus large des MMPs,

avec un poids moléculaire de 92 kDa dans sa forme latente. Son activation nécessite la

protéolyse d’un fragment de 6 à X kDa et la présence des cations métalliques Zn2 et Ca2,

lui conférant une masse de 86 kDa. Cet intermédiaire est ensuite protéolysé en une forme

active de 67 kDa. La liaison de TIMP-l à la forme intermédiaire empêche cette dernière
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de devenir active. La MMP-9 est activée par la trypsine, la chymotrypsine, la kallikréine,

la cathépsine G, la thrombine, la plasmine et la thermolysine. Parmi ces derniers, la

tlypsine semble être lactivateur le plus efficace avec une activation totale, tandis qu’une

activation partielle (10-30%) a été observée avec la plasmine, la cathépsine et la

chymotrypsine (352). Bien qu’il avait été proposé par Vissers et coll. que la MMP-9

sécrétée par des neutrophiles stimulés avec la fMLP en présence de la cvtochalasine B

peut être activée avec l’élastase des neutrophiles (353), plusieurs études ont rapporté que

l’élastase des neutrophiles était incapable d’activer la pro-MMP-9 (353-355). Plusieurs

MMPs dont MMP-l (356) MMP-2 (357) MMP-3 (355. 357-359) MMP-7 (355, 356)

MMP-l0 (360) et MMP-13 (361) sont des activateurs potentiels de la MMP-9 qui

agissent selon la cascade d’activation en chaîne « stepwise rnechanism ». Notons aussi

que quoique la MMP-9 se retrouve souvent sous forme ‘constitutive’, stockée dans des

granules spécifiques cytosoliques (e.g neutrophiles) et sécretée suite à l’activation par les

médiateurs inflammatoires (26), il existe d’autre forme de MMP-9 qui soit “inductible”

(e.g cellules endothéliales) et impliquée dans le remodelage vasculaire et la

réorganisation de la matrice extarcellulaire suite aux lésions vasculaires (420).

3.4 Les métalloprotéinases des plaquettes

Bien que l’activité collagénolytique des plaquettes fut découverte au début des

années 1974 par Chesney et coli. (362), l’identité moléculaire des enzymes impliquées

na pas été révélée que vers la fin des années 1990. Jusqu’à date, cinq MMPs incluant

MMP-l, MMP-2, MMP-3, MMP-9 et MMP-14 ont été identifiées dans les plaquettes

humaines, porcines et murines (1$, 23-25. 170. 363-367). IDans les plaquettes inactivées,
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ces enzymes sont stockées sous une forme latente. L’adhésion des plaquettes médiée par

le vWf (365) ainsi que l’agrégation plaquettaire par le collagène, la thrombine et les

cellules cancéreuses humaines. provoquent la sécrétion de MMP-1 et de MMP-2 (23-25,

368). Ces enzymes sont translocées rapidement vers la surface cellulaire où elles co

localisent avec l’intégrine membranaire F3 dans les régions d’interaction cellulaire (23,

25). La transiocation de MMP-l et de MMP-2 vers la surface cellulaire et l’association

avec des composants de la membrane, leur permettent de contrôler plusieurs fonctions

plaquettaires comme l’agrégation, la modulation et la distribution de certaines intégrines

membranaires, l’activation de cascades de signalisation, la phosphorylation de protéines

intracellulaires et, entre autres, stimuler l’activation des enzymes (18, 23-25, 287).

Des expériences utilisant des inhibiteurs moléculaires et pharmacologiques, ainsi

que des formes recombinantes de MMP-l et de MMP-2, ont montré que ces enzymes

peuvent stimuler l’adhésion et l’agrégation des plaquettes (24. 25). Cependant, seules les

formes activées de MMP-1 et de MMP-2 et non pas les formes latentes influencent la

fonction plaquettaire suggérant qu’une protéolyse limitée de ces composés est exigée

pour stimuler les plaquettes (24, 25). En effet, Galt et coli. ont montré que les plaquettes

contiennent de la MMP-1 (16.5 +/- 7.2 ng pour i09 plaquettes) qu’elles secrètent de façon

constitutive. Leurs travaux démontrent que la MMP-1, que ce soit d’une source exogène

ou endogène, génère des signaux qui augmentent considérablement le nombre des

protéines phosphorylées à l’intérieur des cellules. Aussi, la MMP-l dirige et distribue les

133 intégrines sur la surface cellulaire au niveau de points de contact cellulaire et priment

les plaquettes pour l’agrégation (25).
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En différence avec les leucocytes où les MMPs sont stockées dans les granules

spécifiques de gélatinases (369), la MMP-2 est distribuée uniformément dans le cytosol

des plaquettes sans aucune association détectable avec les granules (23). L’absence d’une

association discernable de MMP-2 avec les granules plaquettaires est intrigante. En effet.

la séquestration des enzymes protéolytiques dans des granules spécifiques protège les

constituants internes des cellules de la protéolyse ainsi que les enzymes elles mêmes de la

dégradation par d’autres protéases endogènes (369). Dans les neutrophiles, la MMP-2 se

trouve souvent associée avec le NGAL (Lipocaline associée à la gélatinase des

neutrophiles) (370) une protéine transporteuse de 25 kDa de la famille des lipocalines

(371). Les tipocabnes constituent une classe de petites protéines spécialisées dans le

transport de molécules hautement bioactives entre différents compartiments cellulaires.

De même, comme on a déjà vu dans cette section. les TIMPs peuvent former un

complexe avec les MMPs et inhiber leur activité. Par ailleurs, des études ont montré que

les plaqtiettes humaines expriment TIMP-2 (363), TIMP-4 et TIMP-1 (372) et que

l’utilisation d’une forme luimaine recombinante de TIMP-2 ou de TIMP-4 résulte en une

inhibition de l’agrégation plaquettaire (24, 372). Donc, il est fort probable que les

interactions des MMPs avec NGAL et TIMPs contrôlent la biocativité des

métalloprotéinases dans les plaquettes. L’activation de la MMP-2 peut avoir lieu par la

voie classique de MT-MMP/TIMP-2 (363) ou par un mécanisme n’impliquant pas TIMP

2 (373).

Très peu de MMP-2 sous sa forme non-active est sécrété par les plaquettes sous

conditions physiologiques, soit environ 0.3 +/- 0.1 ng pour i08 plaquettes. La lyse des

plaquettes inactives permet de récupérer 17.29 +1- 3.72 ng de MMP-2 sous forme inactive
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pour 10 plaquettes. ce qui semble être la totalité de la MMP-2 présente dans les

plaquettes (24). Le collagène et la thrombine provoquent la sécrétion respective de 10.59

+1- 2.43 et 16.46 +1- 2.93 ng de MMP-2 pour i08 plaquettes (24). Cette sécrétion est

dose-dépendante et se trouve en accord avec des études antérieures qui démontrèrent que

l’activité collagénolytique des plaquettes et la sécrétion d’une gélatinase correspondait

avec l’agrégation plaquettaire (374. 375). L’utilisation des anticorps monoclonaux contre

la MMP-2, de la phénanthroline, du TIMP-2 recombinant et le SC44463, tous des

inhibiteurs des gélatinases furent utilisés pour caractériser la sécrétion induite par

différents agonistes et l’impact sur l’agrégation plaquettaire. Les résultats démontrent la

spécificité des traitements anti-MMP-2, car ils inhibent l’agrégation engendrée par le

collagène (forte sécrétion de MMP-2) mais non celle induite par le fibrinogène et le

PMA, car ces activateurs ne mènent pas à la sécrétion de MMP-2 par les plaquettes (24).

Poussant un peu plus loin leur étude, les auteurs parviennent à démontrer que la

phénanthroline inhibe l’agrégation insensible à l’aspirine et à l’apyrase, ce qui permet

d’avancer que l’effet pro-agrégant de MMP-2 est indépendant de ta TXA et de l’ADP

sécrétés par les plaquettes. Cependant, bien que les modes d’actions des MMPs sur les

plaquettes ne nécessitent pas la formation des médiateurs cellulaires comme la TXA2 et

l’ADP. ses effets pro-agrégants se croisent avec d’autres agonistes plaquettaires comme

les PAR-AP (Proteinase-Activated Receptor-Agonist Peptides) (376). De plus, l’ajout de

la MMP-2 active à une suspension de plaquettes activées au collagène, potentialise

l’agrégation des plaquettes, mais ne déclenche pas l’agrégation de plaquettes non activées

(24). Cette étude met aussi en évidence le fait que la sécrétion de MMP-2 par la

thrombine et le collagène est inhibée par un donneur de NO et de la PGI2. ce qui laisse
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croire qu’il existe une corrélation entre les tatix d’AMPc et de GMPc cellulaires et la

sécrétion de MMP-2 par les pLaquettes (figure 14). Quelques années plus tard, le même

groupe étudia la sécrétion de MMP-2 lors de l’adhésion des plaquettes au fibrinogène. Ils

concluaient que la MMP-2 favorisait l’adhésion des plaquettes au fibrinogène,

phénomène pouvant être inhibé par la phénanthroline et le NO qui agissent en synergie

par un mécanisme indépendant du GMPc (376). Pourtant, dans un autre modèle où la

MMP-2 est l’un des médiateurs de l’agrégation plaquettaire induite par les cellules

tumorales, la mécanistique de signalisation intracellulaire semble dépendre du GMPc

(343). Aussi, une étude menée par Cipellone et col!. a reporté que la production des

MMPs par les macrophages dans les plaques athéromateuses se produit via un mécanisme

dépendant du PGE2/AMPc (378). Ceci relance à nouveau le débat sur l’importance du

GMPc dans les mécanismes de régulation de la sécrétion de MMP-2. En effet,

l’utilisation des donneurs de NO comme le SNAP (S-nitroso-n-acétylpénicillamine) et le

GSNO (S-nitrosoglutathion). inhibe la sécrétion de MMP-2 par les p]aquettes et les

cellules tumorales de même que l’agrégation plaquettaire induite par les cellules

tumorales. Cette inhibition par des donneurs de NO, peut être renversée par l’ODQ (1H-

[1. 2,41 oxadiazole [4,3] quinoxalin-]-one). un inhibiteur sélectif de la guanylyl cyclase

soluble (368). Dans un autre cadre, Radomski et coil. se sont penchés sur l’adhésion des

plaquettes sur une surface de vWf. L’exposition des plaquettes à cette surface de vWf

déclenche la sécrétion de JVIJ’vIP-2 par un mécanisme indépendant de la TXA2 et de l’ADP

et leur adhésion au vWf immobilisé est augmentée en présence de MMP-2 (1 0 ng/mL)

pour de faibles concentrations de vWf (< 0,5 ig/mL). Dans ce même modèle, la MMP-2
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serait responsable d’une augmentation de la présence de GPIb à la surface des plaquettes

(365).

Tout comme la MMP-2. la MMP-9 est présente au niveau des plaquettes mais en

moindre quantité que la MMP-l et la MMP-2 (25). À l’instar de la sécrétion de MMP-2

qui est maximale dans les plaquettes complètement agrégées, celles de la MMP-9 est

maximale aux environs de 30% de la réponse plaquettaire en présence de 0.01 U/mL de

thrombine (18). Dans cette étude, l’utilisation d’anticorps dirigés contre la MMP-9

parvient à provoquer l’agrégation des plaquettes en absence d’agoniste et à potentialiser

l’agrégation plaquettaire en réponse à la thrombine et ati collagène. Puis, l’ajout exogène

de MMP-9 (0.1 à 30 ng/mL) parvient à inhiber l’agrégation plaquettaire induite par la

thrombine et le collagène. Les résultats de cette étude démontrent que ces deux

métalloprotéinases semblent jouer des rôles différents au cours de l’agrégation

plaquettaire MMP-2 favorise l’agrégation plaquettaire tandis que MMP-9 la limite et

l’inhibe.

Les plaquettes contiennent aussi de la MMP-3 (2.6 +1- 0.8 ng total pour i09

plaquettes) mais cette dernière ne semble manifester aucun effet sur la phosphorylation

des protéines ou sur l’agrégation plaquettaire (18).

La MMP-14 (MT-MMP-1) est la dernière métalloprotéinase identifiée chez les

plaquettes. Outre sa capacité de procéder à l’activation de MMP-2, elle possède aussi la

capacité de dégrader différentes protéines de la matrice extracellulaire (cf tableau IV).

En plus, la MMP-l4 ainsi que toutes les autres MT-MMP peuvent relâcher du TNFŒ

soluble à partir d’une molécule de pro- TNFŒ, (mais ne peuvent pas transformer la pro

1L-l3 en IL-1f3) (324, 379, 380). D’ailleurs, la MMP-14 favorise la croissance des
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tumeurs par angiogénèse en entraînant une augmentation de l’expression de VEGF

(Facteur de croissance endothéliale vasculaire) par les cellules surexprimant la MMP-14

(381).

Parmi les quatre inhibiteurs endogènes des MMPs, seules les TIMP-1 et TIMP-4

seront exprimés en quantités mesurables dans le cytosol des plaquettes, où le TIMP-4 est

associé avec la MMP-2 (373). Cependant, il semble que le TIMP-2 qui est exprimé en

grande quantité dans le lit vasculaire (382), contribue également à la régulation de

l’activité des MMPs dans les plaquettes in vivo.

De même que les MMPs exercent un effet sur les plaquettes, les plaquettes ont

aussi un effet sur la sécrétion des MMPs (6); les monocytes synthétisent la MMP-9

quand ils adhèrent au collagène conjointement avec les plaquettes (383).

Ainsi, les effets des MMPs sur l’agrégation plaquettaire nécessitent encore plus

d’investigations, bien que ces effets laissent croire l’existence d’un effet de boule de

neige (snowball effect) entre la régulation des plaquettes par les MMPs et Feliet des

plaquettes sur la sécrétion des MMPs par d’autres cellules.
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Figure 14 : Aperçu des principales réactions plaquettaires et les voies de

signalisation dépendantes des MMPs
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3.5 Les métalloprotéinases des neutrophiles

La présence d’une collagénase dans les neutrophiles a été décrite pour la première

fois en 196$ par Lazarus et coli. (384, 385). Cette collagénase baptisée collagénase 2 ou

MMP-8 était la deuxième MMP découverte après la collagénase interstitielle (MMP-1).
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« necttrophil collagenase » pour la distinguer de celle des fibroblastes (MMP-l) (386)

Dans les neutrophiles, cette enzyme comme la plupart des autres MMPs, est stockée dans

des granules spécifiques (387) et est sécrétée suite au processus de phagocytose (38$).

L’expression de la MMP-$ a été pour longtemps confinée aux neutrophiles mais des

études récentes ont montré que cette enzyme est également exprimée chez les

chondrocytes (389), les fibroblastes et les cellules endothéliales (390), les CML et les

macrophages (391). La MMP-8 peut être activée par les protéases classiques comme la

kallikréine, l’élastase, la trypsine, la cathépsine G et la MMP-3 (392, 393). Aussi, un

facteur présent dans le liquide synovial est capable d’activer la collagénase 2 (322). Une

acttre métalloprotéinase, la gélatinase B ou MMP-9, fut découverte dans les leucocytes

granulocytaires en 1974 par Sopata et colI. (394). Dans les neutrophiles, la MMP-9 est

contenue dans des granules spécifiques (peroxidase-negative granules) en association

avec la protéine transporteuse NGAL (26). En réponse à l’activation par les médiateurs

inflammatoires, les neutrophiles sécrètent rapidement leurs granules spécifiques

contenant de la MMP-9 dans le milieu extracellulaire, où elles subissent le mécanisme

d’activation en chaîne (26). Bien que plusieurs travaux ont révélé l’existence dans les

neutrophiles de petites granules de sécrétion contenant de la MMP-2 associée avec

NGAL (395- 397), d’autres études ont nié l’existence de MMP-2 et de TIMP-l dans les

neutrophiles (26).

3.6 Les métalloprotéïnases dans la biologie vasculaire

À l’heure actuelle, les MMPs ont acquis une place très importante dans la biologie

vasculaire. Leur rôle est rendu incontestable fur et à mesure que des données viennent
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souligner leur implication dans l’angiogénèse, la pathogenèse de Fathérosclérose, leur

capacité à dégrader la cape fibreuse des plaques d’athérome, leurs effets sur l’agrégation

plaquettaire et la thrombose, et leur rôle dans le phénomène de resténose post

angioplastie.

3.6.1 Les MMPs dans J’angiogénêse

La formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux existants

(angiogénèse) est un phénomène indispensable pour le développement et la réparation

tissulaire ainsi que pour la croissance tumorale. Les MMPs peuvent contribuer à

l’angiogénèse par au moins trois manières 1) elles facilitent la migration de cellules

endothéliates vers les tisstis avoisinants en dégradant les composants de la matrice

extracellulaire, 2) elles favorisent cette migration en libérant des facteurs angiogéniques

séquestrés, et 3) elles peuvent contrecarrer ce phénomène en générant de produits anti

angiogéniques. De plus, l’équilibre entre les MMPs et leurs inhibiteurs spécifiques

devrait être restauré lors de la néovascularisation pour favoriser la formation de

membranes basales et la différenciation de cellules endothéliales (398). Dans

l’angiogénèse, une dégradation de la matrice extracellulaire précède la migration et la

prolifération des cellules endothéliales qui forment les botirgeons donnant naissance à des

nouveaux vaisseaux sanguins (399). Les MMP-2, MMP-9 et MMP-1 sont toutes sécrétées

par les cellules endothéliales et participent activement à la dégradationlsynthèse du

collagène de type IV et I, de la laminine et de la fibronectine de la matrice extracellulaire

durant l’angiogénèse (400. 401). Une autre manière par laquelle les métalloprotéinases

exercent un rôle au niveau de la prolifération cellulaire est le larguage de facteurs de
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croissance associés aux protéines de la matrice extracellulaire. En effet, le facteur de

croissance des fibroblastes (FGF) et le TGF-Ç3 dénotent une forte affinité pour les

constituants de la matrice extracellulaire. Au cours de la dégradation des protéines de la

matrice extracellulaire, ces facteurs de croissance sont alors solubilisés et peuvent ainsi

exercer leurs fonctions biologiques. C’est le cas pour la protéolyse du perlecan par MMP

1 et MMP-3 qui permet la libération du FGF (402) et celle de la déconne par la MMP-2.

MMP-3 et MMP-7 qui relâche le TGF-Ç3 (403). Un autre mécanisme par lequel les

métalloprotéinases modifient l’activité de certains facteurs de croissance est par une

protéolyse directe de ces derniers. Ainsi, ta MMP-9 peut activer le TGF-13 (404),

l’interleukine-l 13 (IL-113) peut être protéolysé en sa forme active par MMP-2, MMP-3 et

MMP-9 (405) et le pro-TNFŒ est activé par protéolyse à l’aide de MMP-1, MMP-2,

MMP-3, MMP-7, MMP-9 et MMP-14 (406, 407).

Les métalloprotéinases peuvent aussi inhiber l’action de certains facteurs de

croissance et de certaines cytokines 1) MMP-9 peut par protéolyse du récepteur IL-2 de

type u. des lymphocytes T, empêcher la prolifération cellulaire induite par IL-2 (40$) et 2)

l’action de MMP-2 peut mener â la dégradation dci récepteur FGf de type I (409).

Langiostatine, un inhibiteur spécifique de la prolifération endothéliale et de

l’angiogénèse, est issue de la digestion enzymatique du plasminogêne sous l’effet de

MMP-2, MMP-3 et MMP-9 (4 10-413).

3.6.2 Les MMPs dans l’athérosclérose

L’athérosclérose est une maladie des grosses et moyennes artères caractérisée par

la présence de dépôts lipidiques et de leucocytes au niveau de F intima, par la migration et
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la prolifération des CML et la déposition de matrice extracellulaire (414, 415).

L’athérosclérose est la cause principale des attaques cardiaques. Elle prédispose à ta

thrombose et à la calcification et provoque le rétrécissement des artères. Le

développement et la progression de l’athérosclérose à travers la paroi artérielle sont

amorcés pal- des intetactions entre les cellules intrinsèques de la paroi artérielle avec

celles de la matrice extracellulaire. les cellules du sang et les composants du plasma. Une

variété de produits effecteurs inclulant des facteurs de croissance, des cytokines, des

médiatieurs lipidiques, des protéinases et des molécules vasorégulatrices participe à ce

processus (414,415). Plusieurs évidences indiquent que les MMPs influencent le

processus de formation de lésions athérosclérotiques (tableau V). Par exemple, la MMP

2 et la MMP-9 promeuvent la migration et la prolifération des CML pendant que les

monocytes et les lymphocytes-T adhérants aux cellules endothéliales sécrètent de larges

quantités du MMP-9 et du MMP-2 respectivement. Ceci s’associe avec une dégradation

de la membrane endothéhale basale et une invasion intimale par les monocytes et les

lymphocytes-T, ce qui provoque une augmentation de la perméabilité des cellules

endothéliales. Ces réactions ainsi que l’afflux des constituants plasmatiques incluant les

lipoprotéines accélèrent la formation et la progression de la plaque athéromateuse.

D’autre part, une série de facteurs de croissance et de cytokines se lient à la matrice

extracellulaire et demeurent sequestrés jusquà ce qu’elles soient libérés et aptes à

interagir suite à la dégradation de la matrice par les MMPs (416). De plus, les MMPs

dégradent dautres facteurs incluant J’IL-1f3. le TNf-Œ, le TGf-3 latent et Y’HB-EGf

(Facteur de croissance liant l’héparine) (417).
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Tableau V Implication des MMPs dans les syndromes cardio-vasculaires.

MMPs Activité dans les plaqties Elévation dans le Elévation en PTCA
syndrome coronaire

aigu
Collagénascs
MMP-1 +

MMP-$ +

MMP-13 +

Gélatinases
MMP-2 + + +

MMP-9 + + +

Stromélysines
MMP-3 +

MMP-lO +

MMP-ll +1-
Matrilysines
M MP-7

Métalloélastases
MMP- 12

MT-MMPs
MMP-14 +

Adapté de Joncs CB et colt. Matrix metaltoproteincises : A review oftheir structure anci rote in acute
coronnaiy syndrome. Cardiovascular Research. 2003; 59: 817.

Des travaux de manipulations génétiques variées sur des modèles animaux ont été

effectués pour révéler l’identité des MMPs impliquées dans la progression de

l’athérosclérose. Une réduction de la taille de la plaque athéromateuse a été enregistrée au

cours d’une étude sur des souris transgéniques, déficientes en TIMP-l (dans lesquelles

l’activité des MMPs est augmentée) (4$). Par contre, une autre étude menée par les

mêmes auteurs sur des souris transgéniques déficientes en MMP-3 (MMP-3 knockout

mice) et nourries au cholestérol pendant 30 jours, démontre une augmentation dans la

taille de la plaque (419). Galis et coli. ont utilisé les carotides de souris transgéniques
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déficientes en MMP-9 (MMP-9 knockout mice) pour démontrer que la déficience en

MMP-9 résulte en une réduction de l’hyperplasie intimale et de rétrécissement luminale,

et aussi en une accumulation de collagène interstitiel (303). Les auteurs spéculent donc

que l’inhibition de la MMP-9 peut renforcer la stabilité mécanique des artères en

augmentant leur teneur en collagène et en réduisant le rétrécissement luminale.

MMPs et rupture de la plaque

Étant donné que l’athérosclérose est pincipalement une lésion qui progresse grâce

à une série de réactions induites par un mécanisme de réparation de la lésion intimale

(420), la synthèse et la dégradation de la matrice extracellulaire semble être largement

contrôlés. Cependant, l’implication spécifique des lipides dans ce type de lésion •fait

diviser la plaque vulnérable en 2 portions une cape fibreuse constituant la couche

superficille et un coeur lipidique (lipid cores) constituant la couche interne. Des grandes

quantités de matrice extracellulaire sont déposées dans la cape fibreuse et maintenues par

les forces tensiles de la plaque tandisque dans le coeur lipidique, en plus du dépôt

lipidique, la dégradation de la matrice extracellulaire est potentialisée conduidant à une

augmentation de la fragilité de la plaque et, éventuellemernt, à sa rupture (421). Plusieurs

travaux soulignent le rôle joué par les MMPs dans la dégradation de la cape fibreuse

vulnérable. En effet, la rigidité de la cape fibreuse est attribuée essentiellement au

collagène du type I et III, ainsi qu’à l’élastine et aux protéoglycanes (422-425).

L’ accumulation des cellules spurneuses dérivant de macrophages (macrophage-derived

foam cells) dans les lésions athérosclérotiques est corrélée à une sécrétion locale accrue

des MMPs et à la formation d’une fine cape fibreuse (305, 426). Les résultats découlant

des études faites chez des patients athérornateux indiquent que la MMP-2 est largement
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exprimée dans les plaques coronaires et son activation correspond avec une calcification

de la plaque (427-429). La même observation a été enregistrée pour les MMP-9, MMP-l

et MMP- 13 dans les plaques des patients qui ont subit une ablation de la plaque au niveau

de carotides (endartèrectomie) (430, 431). L’expression de la MMP-l est aussi

augmentée au niveau des lésions coronaires mises sous un stress mécanique élevé (432).

Les MMP-7 et MMP-12 semblent jouer un rôle important dans la rupture de la plaque,

suite à leur expression dans les plaques athérosclérotiques par les cellules spurneuses des

coeurs lipidiques. Plus récemment, il fut reporté que la MMP-8 (collagénase de

neutrophiles) est exprimée par les cellules endothéliales, les CML et les macrophages

(3 11) et que son activité est augmentée dans les régions de plaques vulnérables à la

rupture (311, 433) De même, la MMP-3 est exprimée par les cellules des plaques

athérosclérotiques mais non par les cellules des artères normales (428, 434-436). La

MMP-l 1 est aussi présente au niveau des plaques athérosclérotiques mais son activité

s’exprime en dehors de la matrice par une action sur la cascade de coagulation (activité

fibrinolytique) (437). Finalement, la MMP-14 co-localise avec la MMP-2 dans les

plaques athérosclérotiques au niveau de la couche sous-jacente des régions fibreuses et

riches en lipides (312). D’autres affirmations associant les MMPs aux ruptures des

plaques viennent s’ajouter à partir des données associant la COX et la prostaglandine E2

synthase (PGES) à la production des MMPs. Les plaques vulnérables à la rupture

expriment des concentrations en MMP-2 et en MMP-9 ainsi qu’en COX-2 et PGES qui

sont significativement plus grandes que celles exprimées dans les plaques moins

vulnérables (378).
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3.6.3 Les MMPs dans la thrombose

La rupture des plaques athéromateuses conduit à un afflux de sang dans l’intima

et le coeur lipidique des plaques. Il s’ensuit une série d’événements incluant l’agrégation

plaquettaire et la formation d’un thrombus (la thrombose) qui peut entraver ou même

bloquer le torrent circulatoire dans les artères aboutissant au syndrome coronaire aigu

(438) La thrombose dans une artère coronaire implique des interactions complexes entre

la matrice sous-endothéliale, l’endothéliurn, les plaquettes, les leucocytes, et certaines

protéines plasmatiques telles que le vWf et le fibrinogène. L’adhésion plaquettaire est

médiée principalement par l’interaction de vWf avec les glycoprotéines plaquettaires

GPIb et GPIIb/IIla. La GPIb est impliquée principalement dans l’adhésion plaquettaire

tandis que la GPIIb/IIIa contribue aux étapes subséquentes de l’agrégation plaquettaire

(439), ce qui peut résulter en la formation d’un thi-ombus occlusif. Les mécanismes

régissant la formation des thrornbus occlusifs diffèrent selon les foi-ces de cisaillement en

présence (65).

Certaines MMPs ont une action directe sur la formation du thrombus. La MMP-l

est localisée dans la membrane plasmique des plaquettes où elle modifie l’integrine

GPIIb/IIIa induisant ainsi une phosphoiylation intracellulaire de résidus tyrosine et prime

les plaquettes pour l’agrégation (25). La MMP-2 est localisée dans le compartiment

cytosolique des plaquettes humaines et est translocée à la surface cellulaire pour être

sécrétée durant l’agrégation (23). La MMP-2 potentialise l’expression de GPIb induite

par te vWf et l’adhésion des plaquettes (365). De même, la MMP-2 amplifie l’effet pro

agrégant du collagène sur les plaquettes par un mécanisme indépendant du TXA2 car

l’utilisation de l’aspirine est inacapabe d’inhiber cet effet (24). Par contre, certaines
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MMPs exercent un effet inhibiteur sur l’agrégation plaquettaire des concentrations

élevées de MMP-2 et de MMP-9 peuvent inhiber l’agrégation plaquettaire (18, 24).

3.6.4 Les MMPs dans la resténose

L’angioplastie coronarienne transiurninale (PICA) est, à l’heure actuelle, une

procédure largement pratiquée en revascularisation. En dépit de son efficacité et de sa

contribution dans le traitement des artères coronariennes obstruées par la formation d’une

plaque athérornateuse, d’un spasme ou d’un thrombus, cette intervention initie une

séquence d’événements conduisant à une resténose artérielle. En effet, dans les 1 5

premières minutes après le PTCA. la consttiction élastique immédiate de l’artère «elastic

recoil », les réponses thrombo-inflammatoires et la sécrétion locale de cytokines, de

facteurs de croissance et de molécules vasoactives contribuent à la réorganisation du

thrombus. Ces réactions précoces sont suivies par une hyperplasie néointimale provoquée

par la prolifération et la migration des CML du média vers l’intima avec formation d’une

nouvelle matrice extracellulaire et une réduction de la lumière vasculaire ou resténose

(440-441). Ces phénomènes impliquent également des changements adaptés et

chroniques dans la structure vasculaire causant des changements dimensionnels de

l’artère ou remodelage. Ceci inclut des altérations dans les conditions hémodynarniques

dues aux facteurs de croissance et aux substances vasocatives locaux et la

productionldégradation de la matrice extracellulaire (442-445). Une contribution possible

des MMPs dans ce processus peut consister en une digestion et un remodelage des artères

dilatées. Une augmentation dans l’expression des MMPs a été constatée chez des sujets

ayant subi une angioplastie. Par exemple, il a été prouvé dans un modèle porcin qu’une
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angioplastie carotidienne est accompagnée d’une augmentation de l’expression de MMP

2 et de MMP-9 (446). Jenkins et col!, ont constaté une élévation de l’activité de la MMP

2 dans la néointima après une angioplastie des artères carotidieirnes du rat, et que cette

activité coïncide avec une migration des CML et une activation de la MMP-14 (447). Les

mêmes données ont été confirmées par des études cliniques réalisées chez des patients

qui ont subit des interventions de PTCA. Hojo et col!. ont constaté une élévation de

l’expression et de l’activité de MMP-2 dans la circulation coronaire après l’angioplastie

et qu’une corrélation positive existe entre les niveaux de MMP-2 et le degré de resténose

angiographique (44$ et tableau V). Il est à noter que l’angioplastie suivie de

l’implantation d’ un stent intravasculaire déclenche une réaction inflammatoire plus

importante de que lorsque l’artère n’est que simplement dilatée. En effet, 2 fois plus de

collagène s’accumulent, l’activité de la MMP-2 et de la MMP-9 est 2 fois plus importante

et la prolifération cellulaire est de 4 fois supérieure dans des artères stentées

comparativement aux artères seulement dilatées.

Des études ont aussi considéré l’effet positif de l’inhibition des MMPs dans la

prévention de resténose. L’inhibition des métalloprotéinases après implantation d’un stent

intravasculaire parvient à limiter l’accumulation de collagène, la formation de néointima

et la resténose, sans influencer la prolifération des CML. Une étude réalisée par Srnet et

coll. a démontré que l’inhibition des MMPs par le Batimastat après une angioplastie chez

les porcs induit une réduction du rétrécissement lurninale (449). Cependant, cette étude

démontre une réduction du remodelage constrictif et non pas une inhibition de

I’hyperplasie intimale. De façon similaire. Li et cou, ont investigué les effets de GM

60001, un inhibiteur des MMPs, dans les artères iliaques des lapins ayant subit
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l’angioplastie. Ils découvraient qu’une semaine de traitement post-angioplastie réduisait

significativement l’extension de Ï’hyperplasie intimale et la déposition de collagène

(450). D’autre part, Cher et cou, n’ont pas observé une réduction d’hyperplasie intimale

ou de resténose constrictive post-angioplastie en utilisant le ROI 13-290$, un inhibiteur

de MMPs à large spectre, chez les singes Cynomologus (451).

Plusieurs autres études ont exploré le rôle de la thérapie génique comme un

moyen d’inhibition de l’activité des MMPs après le PTCA. Le transfert du gène du

TIMP-1 réduisait l’épaississement intimale et la migration des CML dans un modèle

humain et animal de resténose (452-454). Une autre étude menée par Cheng et coil. chez

des rats dont les CML ont été infectées par un TIMP-2-adénovirus, montre une

diminution du pouvoir invasif des CML et un retardement de l’hyperplasie intimale après

une angioplastie carotidienne (455). Des résultats similaires ont été obtenus par le

transfert de gène du monoxyde d’azote synthase endothéliale (eNOS). La présence de

cette enzyme diminue significativement l’activité de la MMP-2 et de la MMP-9 et

augmente la sécrétion de TIMP-2 (456).

L’utilisation des inhibiteurs de métalloprotéinases permet de reproduire les

résultats obtenus par transfert génétique du gène du TIMP-1. En plus de limiter la

formation de la néointima, il y a une diminution de l’accumulation du collagène et une

réduction de fa réponse constrictive suivant l’angiopfastie (457, 458). D’autre part,

l’utilisation de LAbcixirnab (Reopro®) diminue grandement la migration des CML par

66% et l’activation des métalloprotéinases (MMP-2 et MMP-9) par 75%, sans affecter

TIMP-1 (459). Si l’on parvient à inhiber les MMPs durant les 14 à 2$ jours suivant

l’angioplastie. le remodelage négatif associé à ce type d’intervention est inhibé. Ceci
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suggérant que les mécanismes délétères dépendants des MMPs lors du remodelage

négatif ne sont pas principalement actifs que lors des deux semaines suivant

l’intervention (460). L’étude génétique de séquences des gènes des MMPs en relation

avec les différentes pathologies cardiovasculaires soulève l’importance d’un

polymorphisme dans la séquence promotrice du gène de la MMP-3 comme étant un

facteur de risque pour le développement de resténose (461), et une autre étude au niveau

coronarien démontre que la MMP-3 est associée à un remodelage positif (462).

Les TIMPs participent aussi aux réactions vasculaires suite à un endommagement

artériel. Dans une étude de Dollery et coil., il fut démontré que le TIMP-4 voit son

expression et sa localisation dans la paroi vasculaire modifiées après endommagement

endothélial. Vingt quatre heures suivant la procédure d’angioplastie carotidienne chez le

rat. on dénote la présence de TIMP-4, tant au niveau de la synthèse protéique que de son

ARN messager, dans l’adventice. Au jour 7 et 14 après l’intervention, le TIMP-4 se

retrouve aussi dans la média et la néointima. Le rôle de TIMP-4 pourrait être de freiner la

migration des CML, car l’utilisation de TIMP-4 recombinant, dans un essai de migration

des CML dans une matrice de Matrigel, inhibe de 50% la migration des cellules (463).

Jusqu’à présent, peu d’études ont évalué l’importance des MT-MMP dans les

pathologies cardiovasculaires. L’une d’entre elles révèle la participation de la MT-MMP3

au niveau des plaques athérosclérotiques en association avec les macrophages (308). Les

mêmes observations s’appliquent aussi à la MT-MMPI (312).
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Problématique et hypothèse

Il est bien établi aujourd’hui, que les réactions thrombo-inflammatoires sont au

coeur de plusieurs pathologies vasculaires et, en particulier, celles qui surviennent suite à

l’angioplastie coronarienne menant à la resténose (27, 464-468). Ces réactions thrombo

inflammatoires sont gouvernées par une série d’interactions homo - et hétérotypiques

entres les différents éléments figurés du sang et plus spécifiquement, entre les plaquettes

et les leucocytes. Peu de temps après le PTCA, les interactions plaquettes-leucocytes, via

leurs protéines adhésives la P-sélectine et le PSGL-l, initient les réactions thrombo

inflammatoires, induisent la sécrétion des substances vasoactives (cytokines. facteurs de

croissance, MMPs, etc.) et favorisent la progression de la resténose (8-16, 469). En effet,

l’inhibition de la liaison des plaquettes aux neutrophiles avec des anti-P-sélectine ou avec

une forme soluble recombinante dtt PSGL-1 (rPSGL-Ig) a donné des résultats bénéfiques

dans des modèles animaux de thrombose veineux (470), dischémie-reperfusion (471,

472), d’hyperplasie intimale post-angioplastie, et de thrombose artérielle (473, 474).

Bienvenue et coli. ont investigué l’effet du rPSGL-Ig sur l’adhésion des plaquettes et des

neutrophiles dans un modèle porcin de double angioplastie des artères carotides (28). Ils

ont aussi examiné l’effet d’un tel traitement sur le développement de la resténose.

L’administration de rPSGL-Ig, 15 minutes avant la deuxième angioplastie, réduit

significativement l’adhésion des plaquettes et des neutrophiles aux surfaces artérielles

endommagées et ce jusqu’à 4 semaines post-angioplastie. De plus, une augmentation de

63% de la lumière vasculaire des artères traitées comparativement avec celles des artères
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témoins a été enregistrée 4 semaines après l’angioplastie. Cette même étude a montré que

l’inhibition de la resténose par le rPSGL-Ig, était principalement due à un remodelage

positif des artères traitées. Ces résultats étaient en accord avec d’autres études montrant

une inhibition du remodelage et de la formation néoinitimale chez des souris déficientes

en P-sélectine (P-selectin knock-out mice) (475).

Ces études mettent en évidence l’importance de la liaison entre la P-sélectine

plaquettaire et le PSGL-l des neutrophiles dans les réponses aux lésions artérielles

produites par angioplastie. Elles indiquent aussi que le blocage de la P-sélectine avec le

rPSGL-lg réduit les événements thrombotiques et inflammatoires et inhibe la resténose

en induisant un remodelage positif des artères dilatées. Ainsi, l’élucidation et la

compréhension des modalités et des mécanismes régissant l’interaction P

sélectine/PSGL- I peuvent mener à identifier de nouveaux mécanismes et au

développement des traitements plus efficaces dans la prévention des désordres

thrombotiques et de la resténose.

L’hypothèse principale de notre étude est que les interactions adhésives entre les

plaquettes et les neutrophiles, via la P-sélectine et le PSGL-1. modulent la sécrétion des

MMPs. Plus spécifiquement, les objectifs spécifiques du travail visent à caractériser la

sécrétion de la MMP-2 et de la MMP-9 par les plaqtiettes et les neutrophiles ainsi que les

effets des antagonistes des sélectines sur cette sécrétion et sur l’agrégation plaquettes

neutrophiles.
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Abstract

Background - Platelets and neutrophils constitute a high source of metalloproteinase-2

(MMP-2) and-9 (MMP-9), respectively; and their interactions via P-selectin and PSGL-I

are involved in the thrornbo-inflamrnatory reactions that lead to thrombosis, vascular

remodefing and restenosis. In this study, we investigated the impact of P-selectin binding

to PSGL-I on platelet MMP-2 secretion and function in platelet and neutrophil

aggregation.

lietltods and restdts - The secretion of MMP-2 from human platelets. as detected by

zymography, was significantly increased by 3 fold after thrombin activation and further

enbanced by 2 fold in the presence of neutrophils. Neutrophil releasate was without any

significant effect on platelet MMP-2 secretion. While no MMP-2 was detected in the

supematant of resting and activated neutrophuls, high amount of MMP-9 was released by

neutrophils, but unchanged by thrombin activation or the presence of platelets. Platelet

P-selectin expression increased significantly after activation and triggers platelet binding

to neutrophiis, which was completely inhibited by a recombinant soluble forrn ofPSGL-1

(rPSGL-Ig) and blocking monoclonal antibodies against P-selectin and PSGL-1, and

reduced by 50% in the presence of a GPIIb/IIIa antagonist (Reopro). In addition. P

selectin or PSGL-Ï antagonisrn abolished the enhanced MMP-2 secretion by activated

platelets in the presence of neutrophils and reduced platelet-neutrophil aggregation.

coït clusion - Platelet activation and binding to neutrophuls enhance the secretion of

platelet MMP-2 via an adhesive interaction between P-selectin and PSGL-, which

contribute to increased platelet-neutrophi 1 aggregation.

Key Words : Platelets, Leukocytes, Ccli Adhesion Molecules, Metalloproteinases
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Introduction

Piatelets and ieukocytes participate in the maintenance of normai homeostasis and are

actively involved in many thrombo-inflammatory reactions. The interactions arnong

piatelets, leukocytes and endothelial ceils are governed by specific celi adhesion

molecules that induce homotypic and heterotypic binding between these celis in coronary

artery disease. More specifically. the aggregation of platelets and their interactions with

neutrophiis constitute part of the reactions that iink horneostasis to inftarnmation.24

Binding of activated piatelets to neutrophiis is mainly mediated by piatelet P-seiectin and

its high-affinity ligand on neutrophiis, P-Selectin-Giycoprotein-Ligand-1 (PSGL-1).57

This adhesive interaction between platelets and neutrophils may facilitate modulation of

each other’s activity and favor biochemical cooperation or exchange in the generation of

intraceilular signais teading to the secretion cf various vasoactive substances including

leukotrienes. cytokines, reactive oxygen species. growth and coagulation factors and

matrix metalloproteinases (MMPs).86

Matrix metalloproteinases (MMPs) are a multigene family cf over 25 secreted and

ccli surfaces enzymes known to remodel the extra ceilular matrix in rnany physiologicai

and pathologicai processes such as angiogenesis, piatelet aggregation, thrombosis. ceil

migration and proliferation, wound repair and fetal growth.’ 719 Metalioproteinases share

various features such as Zinc-dependent catalytic site, requirement of Ca for activity,

and biosynthesis as pro-enzymes requiring activation.20 Gelatinase A (MMP-2 or type IV

collagenase) and gelatinase B (MMP-9 or type V collagenase) have relative molecufar

weight of 72 and 92 kDa respectively. and belong te the group cf MMPs that degrade

components cf the extra cellular matrix and largely contribute te its remodeling.
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Following secretion. these enzymes are activated in the extra cellular microenvironment

into their activated forms of 64 kDa MMP-2 and $6 kDa MMP-9.2122 In resting platelets,

MMP-2 is randomly distributed in the cytosol without detectable association with platelet

granules and is rapidly translocated to the plasma membrane upon activation by agonists

such as thrornbin and collagen, and then released as a pro-enzyme in the extracellular

space.23 This release is concentration-dependent and the pro-enzyme is activated in the

extracellular rnicroenvironment by specific celi-surface events.2324 MMP-9 is stored in

the gelatinase granules of neutrophils, released following activation by inflamrnatory

mediators, and activated outside the cells.25 MMP-9 is also found in platelets, but in a

smaller quantity than MMP-2. Non-aggregated platelets release MMP-9 basally, and this

release reached its maximum upon stimulation with h mi18

We have previously reported that platelet P-selectin antagonisrn with a recombinant and

soluble form of PSGL-1 (rPSGL-Ig) inhibits circulating activated platelet binding to

neutrophils induced by darnaged arterial surfaces,26 reduce the adhesion of platelets and

neutrophils, and prevents restenosis after angioplasty and stenting of porcine coronary

arteries.27’28 Interestingly, inhibition of restenosis with P-selectin antagonism was mainly

related to a positive impact on vascular remodeling, which suggest that platelet and

neutrophi 1 interactions modulate MMPs and extra cellular matrix reorganization.27

In this study, we sought to demonstrate that neutrophil binding to platelets via

PSGL-l and P-selectin enhances platelet MMP-2 secretion and platelet-neutrophil

aggregate.
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Materials and Methods

Preparation of Platelets

Venous blood (60 mi) was withdrawn from heaithy volunteers free from medication

known to interfere with platelets and neutrophils functions at least 10 days before the

experiments. The protocol was approved by the ethical committee of the Montreal Heart

Institute. The blood obtained from the anticubetal vein through a I 9-gauge butterfly

needle, was collected in syringes containing acid citrate dextrose (ACD) in a ratio of 5

parts blood to 1 part ACD. Platelets were prepared as previously described.26’29’3°

Briefly, platelet rich plasma (PRP) was prepared by centrifugation of whole blood at 500

g for 15 minutes. Piatelets were then obtained by centrifugation of PRP for 10 minutes

and resuspended in Hanks baianced sait solution-HEPES buffer with 0.4 rnrnol/L

ethylenediarnine tetraacetic acid (EDTA) (HBSS-EDTA) pH 6.5 free from Ca2 and

Mg2. Afier removal of red blood celis by a low centrifugation, the isolated platelets were

resuspended in a HBSS-HEPES buffer pH 7.4 with Ca2 (CaC12 1.3 mmol/L) and Mg2

(MgS04 0.81 mmol/L) and adjusted to a final concentration of 500 x 106/ml, using an

automated ccli counter (T890, Coulter). The purity of platelet suspension normaHy

exceeded 99% as determined by an eiectronic Couiter counter and by light rnicroscopy

examination. Platelets were flot activated by the isolation procedure as determined by the

low level of P-selectin expression at baseline.
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Preparation of Neutrophuls

Neutrophil preparation was carried out as previously reported.26’29’3° Afier ?RP

collection, during the platelet preparation procedure, the lower phase was treated with an

equal volume of HBSS-HEPES citrate (dihydrate sodium citrate 12.9 rnmol/L) buffer pH

7.4 without Ca2 and Mg2 that contained 4% dextran (MW 260 kDa, Sigma). After 35 to

40 minutes sedirnentation, the leukocyte-rich suspension was washed, layered over an

equal volume of Ficoil-Paque gradient separation medium (Pharmacia Biotech), and

centrifuged at 400 g for 30 minutes. Afier hypotonic lysis ofred blood cells, the isolated

neutrophils were resuspended in HBSS-HEPES with Ca2 and Mg2 and adjusted to a

final concentration of 5 x 06/rnl, using an automated cell counter. This procedure

yielded a neutrophil population that is over 95% pure as determined by Coulter counter

and Wright-Giernsa staining and more than 95% viable, as assessed by the Trypan blue

exclusion test.

In some experiments, neutrophil releasate was obtained by stirring 5 >< 1 06/rnl of the

isolated neutrophils in the aggregometer at 1000 rpm for 15 minutes, followed by

centrifugation at 2500 g for 3 minutes to separate neutrophils from neutrophil releasate.

Lumi-aggregometry

Platelets alone and in the presence of neutrophif s in a physiological ratio or neutrophil

releasate were co incubated in a 4-channel lumi-aggregorneter (Chronolog) under

shearing conditions (1000 rpm) at 37°C. The concentration of platelets and neutrophils

remained constant in all experiments. Five minutes before the initiation of the

aggregation process, a recombinant soluble form of PSGL-Ï, rPSGL-Ig (100 jig/ml,
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WyethlGenetics Institute), an anti P-selectin Mab, P8G6 (2 1g/rn1, Santa Cruz

Biotechnology), an anti PSGL-1 Mab, KPL-1 (2 jig!ml, Santa Cruz Biotecfmology) or an

anti GPIIb/IIla antagonist (Reopro, 100 nmol/L, Centocor) were preincubated with the

different suspensions. Platelet and platelet-neutrophil aggregation was initiated by adding

thrombin (0.1 U/ml) and rnonitored by Aggro-Link software for 5 minutes. The

percentage and the siope of the aggregation process were recorded and their index (%

aggregation x siope) was calculated. After 15 minutes, the suspensions were centrifuged

and the supernatants collected to analyze MMPs by gelatin zyrnography.

Gelatin Zymography

The presence of gelatinases released from platelets and neutrophils was assessed by

Zymography.18’2324’31’32 Briefly. the samples obtained from the aggregorneter were

centrifuged at 2500 g for 5 minutes to pellet the cells. Fifty-five (55) tl of the different

supernatants was then analyzed at 4°C on an 8% SDS-PAGE gel containing 2 mg/ml

gelatin (Sigma). The gel was then washed twice and incubated overnight on a shaker at

room temperature with rinse buffer containing 2.5% Triton X-100. The Triton X-100

wash extracted SDS, allowing gelatinases to renature within the gel. The following day,

the gel was incubated 48 hours in enzyme assay buffer (38 rnmol/L Trisma

hydrochioride, 13 mmol/L pH 7.5, CaCl2 anhydre, 0.02% NaN3) for the development of

enzyme activity bands. Afier incubation. the gel was washed twice with water for 15

minutes and stained with 0.2% Coornassie brilliant blue {methanol acetic acid : water

(4:1:6)} for 1 h and distained in 40% methanol with 10% acetic acid until gelatinases
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activity appears as clear bands against a dark background. The gels were then scanned

and the density of the hands was measured.

F]ow Cytometry

The expression of platelet P-selectin, neutrophil PSGL-1, and piatelet binding to

neutrophiis were assessed by flow cytornetry as described previously.2629’3° Ail samples

were anaÏyzed within 6 hours on a Coulter Altra cytofluororneter (Beckrnan Coulter, Inc.)

using single- or doubie-color immunofluorescence staining with saturating concentration

of fluorescence dye-conjugated mAbs. Non-specific binding was excluded by using

appropriateiy iabeled isotype-rnatched IgGs. Plateiets and neutrophuis were identffied and

gated by their characteristic forward- and side-scatter properties. for one-color analyses

of platelets. antibody binding was deterrnined as the percentage cf positive platelets and

the mean fluorescence intensity. For double-color analyses, the fluorescence threshold

was set to analyze oniy dual FITC- and PE-iabeied ceils, corresponding to neutrophils

exhibiting piatelet-CD62P fluorescence from 5000 celis in each sample. The resuits are

presented as the percentage of positive ceils with the relevant antibody minus the

percentage of positive ceils with the isotype-matched control.

Resuits

MMP-2 and MMP-9 in Platelets and Neutrophuls

As shown in Figure lA. gelatinase A (MMP-2) and gelatinase B (MMP-9) are secreted as

proenzyrnes with a relative molecular weight cf 72 kDa and 92 kDa respectively. Using

gelatin zymography (Figure 1 A) and densitometry measurements (Figure 18), we
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assessed MMP-2 and MMP-9 secreted by platelets, neutrophils and their mixture at

baseline and following activation with thrombin. We found that platelets at baseline

readily release a small quantity of MMP-2 (0.14 D.O units). which is increased

significantly by 3-fold upon platelet activation with thrornbin to 0.44 D.O units. Also.

MMP-9 was released from platelets, but in smaller arnount than MMP-2. In contrast, no

trace of MMP-2 was detected in neutrophils, which secrete a high arnount of MMP-9.

Neutrophil MMP-9 secretion was flot affected by thrombin or platelets. In contrast, when

platelets were activated in the presence of neutrophils, MMP-2 secretion was further

increased by 2 folds to 0.78 D O units. when cornpared to activated platelets alone. This

increase of MMP-2 secretion was flot observed when neutrophils were substituted with

neutrophil releasate. Therefore, these resuits suggest that a close physical contact

between platelets and neutrophils is required to enhance platelet MMP-2 secretion.

P-selectïn and PSGL-1 in P1ate1etneutrophi1 Binding

As shown in Figure 2A, P-selectin is present on the surface of few resting platelets (1 0%)

and increase significantly to 90% after platelet activation. In contrast, PSGL-1 is

constitutively expressed on neutrophils. The increase in P-selectin transiocation to the

surface of activated platelets is associated with the formation of platelet-neutrophil

aggregates (PNA) as 80% of neutrophils exhibit plateiet-associated labeling, whereas

only 10% of neutrophils bind to inactivated platelets. The number of platelets that bind

100 neutrophils, which is representative ofPNA, is presented in f igure 2B. At baseline,

PNA averaged 26 platelets/100 neutrophils and increased significantly to 320 afier

thrombin activation. Blocking platelet P-selectin or neutrophul PSGL-l almost cornpletely
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inhibited PNA. In addition, Reopro, a GPIIb/IIIa antagonist, was less efficient as it

prevented 50% of PNA. These resuits depict that once P-selectin is translocated to the

platelet membrane, it binds neutrophil PSGL-I to form PNA.

PseJectin and PSGL-1 in Neutrophil-induced Platelet MMP-2 Secretion

Since platelet/ neutrophil adhesive interaction was inhibited by blockade of the P

selectinlPSGL-1 bond, we investigated its capacity to influence platelet MMP-2

secretion. In figure 3, either P-selectin or PSGL-1 antagonisrn totaHy prevented the

increased secretion of MMP-2 hy activated platelets in the presence of neutrophils. The

sarne effect was also obtained with GPIIb/IIIa antagonism using Reopro.

P-selectin and PSGL-1 in Platelet-neutrophil Aggregation

Showing that platelet-neutrophil interaction influences platelet MMP-2 secretion and that

MMP-2 is a proaggregatory enzyme, we assessed the aggregation of platelets in the

presence ofneutrophils and the effects ofP-selectin antagonism. Figure 4A shows that P

selectin or PSGL-1 antagonism slowed and reduced the aggregation response of platelets

in the presence of neutrophif s. 0f note, GPIIb/IIIa antagonism was more effective then P

selectin antagonism in inhibiting pate1et aggregation. The index of platelet aggregation

was inhibited by approxirnately 50% with P-selectin or PSGL-1 antagonism and by more

then 80% with the GPIIb/IIIa antagonist, Reopro.
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Discussion

In this study, we examined platelet and neutrophil interactions that are relevant to MMPs

secretion and platelet-neutrophiï aggregate formation. We found that MMP-2 is secreted

by activated hurnan platelets, a process that is greatly enhanced by the presence of

neutrophils, but not by celi free neutrophil supernatant. In addition. blocking P-selectin

or its ligand PSGL-1 abolished the effects of neutrophils on platelet MMP-2 secretion,

by reducing platelet-neutrophil binding and aggregate formation. These effects, which

are P-selectin and PSGL-1 dependent, suggest that the enhanced secretion of MMP-2 by

platelets in the presence of neutrophils may be exacerbated at sites of thrornbo

inflamrnatory reactions.

When platelets are activated, they express P-selectin on their surfaces, making them

capable cf binding and stimulating adjacent leukocytes, via PSGL-1. Consistent with

these observations, we found that activated platelets binds neutrophils forming platelet

neutrophil aggregates that were completely inhibited by blocking P-selectin or PSGL-l.

The ability of thrombin to induce platelet activation and binding to neutrophils is required

to enhance MMP-2 secretion by platelets, but not MMP-9 secretion by neutrophils. In

fact, neutrophils secrete a large arnount of MMP-9 at baseline that is not affected by

thrornbin activation or by the presence of platelets. Although several studies have shown

that platelet binding to leukocytes delivers outside-in signals that lead to activation and

secretion of various vasoactive substances.8’ More recently, it has been shown that

synthesis of MMP-9 is increased following adhesion of monocytes to collagen and

platelets, and is inhibited by P-selectin antagonism;’6 but platelets aTone were insufficient

to induce signaling and MMP-9 synthesis. In addition. it seems that ligation ofL-selectin
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and the MAC-1 integrin are necessary to induce release of MMP-9 from human

neutrophuls.33

In addition to their putative roles in the regulation of the extra-cellular matrix

production and degradation during the remodeling process, MMPs are actively involved

in platelet function. Indeed. Radornski et al have identified MMP-2 in human platelets

and have shown that platelet aggregation stimulated by aggregating agents such as

collagen and thrornbin leads to the release of platelet MMP-2.’8’23’24 This release

mediates a non-ADP, non-thromboxane pathway of platelet aggregation. It seems that

there is an interesting interpÏay between MMP-2 and MMP-9 in the regulation of the

aggregation process. MMP-2 is believed to be a stirnulator, whereas MMP-9 is an

inhibitor ofplatelet aggregation.18 P-selectin participates, as well, in platelet aggregation

by stabilizing initial GPIIb/IIIa-fibrinogen interactions, thereby allowing the formation of

large stable platelet aggregates.34 In this connection, we have shown that P-selectin

antagonism, beside its effect on platelet-neutrophil binding, amplifies the anti

aggregatoly potential of GPIIb/IIIa antagonist.3° In addition, it has been shown that

leukocyte adhesion to platelets, through P-selectin and PSGL-1, enhances platelet

aggregation by increasing TxA2 secretion.3 There is evidence that MMP-2 regulates

interactions between fibrinogen and its receptor,36 as well as glycoprotein lb and vWf,37

suggesting that MMPs may directly rnodify cdl surface integrins and platelet

aggregation. In fact, not only MMP-2 secretion was inhibited by P-selectin and

GPIIb/IIIa antagonisrn, but platelet aggregation in the presence of neutrophils was also

reduced. The effects ofP-selectin and PSGL-1 antagonism may be related to their effect

on platelet-neutrophil binding and in part to reduced MMP-2 secretion; whereas the effect
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of GPIIb/IIla antagonisrn with Reopro is likely related to its inhibition of platelet

aggregation, thus reducing the number of bound platelets to neutrophils and the secretion

ofMMP-2, as reported previously.38

We hypothesize that P-selectin ligation could induce signaling that modulate

platelet function. This was pointed out recently by studies showing that platelet P-selectin

is linked to calcium mobilization and GPITh/IIIa activation.39’40 The finding that

neutrophils deliver a second signal for MMP-2 secretion by activated platelets extends

previous reports showing that platelets induce gene expression in leukocytes and shows

for the flrst tirne that engagement of platelet P-selectin by neutrophil PSGL-1 may

delivers signais that regulate secretion ofMMP-2.

Thrornbosis. atherosclerosis and restenosis represent the mai or cardiovascular

diseases associated with arterial lesions and endothelial dysfunction which often lead to

unstable angina and myocardiai infraction. These pathological complications are

governed by a series of complex interactions between piatelets, neutrophils and damaged

arteries. During this process, platelets become activated and bind to neutrophils, as part

of the thrornbo-inflamrnatory reactions associated with arteri al inj ury. In this connection,

we have revealed that platelet interaction with neutrophils may be involved in arterial

remodeling and restenosis. In fact, P-selectin antagonisrn with rPSGL-Ig was associated

with a positive impact on arterial rernodeling afier angioplasty.27 These findings are in

agreement with previous results showing inhibition of remodeling and neointimal

formation in P-selectin-deficient mice.41 In addition, we have dernonstrated that this

effect on vascular remodeling was associated with concomitant reductions in platelet and
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neutrophil adhesion, suggesting a roTe of platelets and neutrophils in the remodeling

process that may be related to interplay between MMP-2 and MMP-9.

In an atternpt to explain this phenomenon, we have found that the binding of

activated platelets to neutrophils increases the production of MMP-2 and influences

platelet-neutrophi 1 aggregation, whi eh may be relevant to the thrombo-inflarnmatory

reactions associated with vascular remodeling.
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Figure Legends

Figure 1. A) Representative gelatin zymography of MMP-2 and MMP-9. and B)

densitornetry measurements of MMP-2 secreted by resting and thrombin-activated
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platelets, neutrophils and the mixture of platelet with neutrophils or with neutrophil

releasate. In 3, resuits represent the mean of at least 4 experirnents; * F<0.05 versus

baseline. ± P<0.05 versus activated platelets alone.

Figure 2. A) Platelet P-selectin and neutrophil PSGL-1 expression, and platelet binding

to neutrophuls at baseline and afier thrombin activation. B) The number of platelets/1 00

neutrophuls and the effects of anti-P-selectin, anti-PSGL-1 or anti-GPIIb/Illa (Reopro).

Resuits represent the mean of at Ieast 5 experiments; * F<0.05 versus baseline and

treatrnents.

Figure 3. A) Representative gelatin zyrnography of MMP-2 secretion by thrornbin

activated platelets alone or in the presence of neutrophils with and without anti-P

selectin, anti-PSGL-1 oi anti-GPIIb/IIIa (Reopro). B) The ratio of the increase in

activated platelet MMP-2 secretion in the presence of neutrophils with and without anti

P-selectin, anti-PSGL-1 or Reopro. Resuits represent the mean of at least 4 experiments,

* P<0.05 versus control and treatments.

Figure 4. A) Representative trace of thrornbin-induced platelet aggregation in the

presence of neutrophils with and without anti-P-selectin, anti-PSGL-l or Reopro. B) The

mean and the siope of thrornbin-induced platelet aggregation in the presence of

neutrophils, and their index (102) with and without anti-P-selectin, anti-PSGL-1 or

Reopro. Resuits represent the mean of at least 5 experirnents, * P<0.05 versus

treatrnents.
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Discussion et conclusion

Dans cette étude, on a investigué les interactions des plaquettes avec les

neutrophiles et leurs effets sur la sécrétion des MMPs et l’agrégation plaquette

neutrophile. On a trouvé que

La liaison P-sélectine/PSGL-1 peut générer des signaux dans les plaquettes qui

modulent la sécrétion de la MMP-2

Cette hypothèse a été consolidée par des études récentes qui montrent que la P-sélectine

plaquettaire est associée à la mobilisation du calcium intracellulaire et à l’activation de la

GPIIb/IIIa (47$). Nos résultats montrant que les neutrophiles, par leur adhésion à la P

sélectine, génèrent des signaux pour la sécrétion de la MMP-2 par les plaquettes activées,

étendent d’autres donnés qui stipulent que les plaquettes induisent une expression

génique dans les leucocytes. Notre étude démontre. pour la première fois, que la liaison

de la P-sélectine au PSGL-1 des neutrophiles peut générer des signaux dans les plaquettes

pour induire la sécrétion accrue de MMP-2.

La sécrétion de la MMP-2 par les plaquettes activées est augmentée en présence

des neutrophiles mais non pas en présence de leurs surnageants

En effet, la MMP-2 est produite par les plaquettes humaines activées, un processus qui

est grandement favorisé par la présence physique des neutrophiles mais non pas quand les

plaquettes sont incubées avec le surnageant des neutrophiles. Ceci met encore en relief la
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signification biochimique de la liaison entre la P-sélectine plaquettaire et le PSGL-l des

neutophiles dans la modulation de la fonction cellulaire.

- Les antagonistes de la P-sélectine ou de son ligand le PSGL-l abolissent cet effet

d’augmentation de la sécrétion de la MMP-2 en affectant la liaison des plaquettes

aux neutrophiles et la formation d’un agrégat

Quand les plaquettes sont activées, elles expriment la P-sélectine à leur surface, ce qui

les rend aptent à lier et à stimuler les leucocytes adjacents via le PSGL-l. En se basant

sur ces observations, on a trouvé que les plaquettes activées se lient aux neutrophiles et

forment des agrégats plaquettes-neutrophiles qui étaient complètement inhibés en

bloquant l’interaction P-sélectine/PSGL-l. La propriété de la thrombine de stimuler les

plaquettes et d’induire leurs liaisons aux neutrophiles est sollicitée pour induire une

sécrétion accrue de MMP-2 par les plaquettes. Toutefois, la thrombine ne semble avoir

aucun effet sur la sécrétion de MMP-9 par les neutrophiles. En effet, les neutrophiles à

l’état basal produisent des larges quantités de MMP-9, qui ne soient pas affectées par

l’activation des neutrophiles avec la thrombine ou par la présence des plaquettes.

Plusieurs études, cependant, ont montré que la liaison des plaquettes aux leucocytes

génère des signaux extérieur-intérieur « outside-in signals » qui mènent à l’activation et à

la sécrétion de plusieurs substances vasoactives (8-15). Plus récemment, il fut démontré

que la sécrétion de MMP-9 induite par l’adhésion des monocytes aux plaquettes et au

collagène est inhibée par blocage de la P-sélectine (16). Les plaquettes, seules. étaient

incapables d’induire une signalisation et/ou une synthèse de MMP-9. De plus, il semble
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que la liaison L-sélectine-CDIIb/CD18 est importante pour l’induction et la synthèse de

MMP-9 par les neutrophiles (476).

Ces effets dépendants de la P-sélectine et du PSGL-l suggèrent que la sécrétion

de la MMP-2 par les plaquettes en présence des neutrophiles soit limitée aux sites

des réactions thrombo-inftammatoires.

En plus de leur rôle putatif dans l’organisation de la matrice extracellulaire lors

de processus du remodelage, les MMPs participent activement dans la régulation de la

fonction plaquettaire. En effet, Radomski et colI. ont identifié la MMP-2 dans les

plaquettes humaines et ont montré que les agonistes puissants comme la thrombine et le

collagène provoquent la sécrétion de MMP-2 par les plaquettes (18, 23, 24). Cette

sécrétion enclenche l’agrégation plaquettaire par une voie indépendante de l’ADP et de la

TXA2 Les contre-effets de la MMP-2 et de la MMP-9 sur l’agrégation plaquettaire

stipulent qu’il existe un véritable enjeu entre ces 2 métalloprotéinases dans la régulation

du processus d’agrégation la MMP-2 favorise l’agrégation plaquettaire tandis que la

MMP-9 la limite et l’inhibe (1$).

De même, la P-sélectine contribue à l’agrégation plaquettaire en stabilisant le lien

initial entre la GPIIb/IIIa et le fibrinogène, favorisant ainsi la formation de larges agrégats

plaquettaires (179). Dans ce contexte, on a montré que les antagonistes de la P-sélectine, à

côté de leurs effets sur l’interaction plaquette-neutrophile, amplifient le potentiel anti

agrégeant des antagonistes de la GPIIb/IIIa (477). De plus, il a été démontré que

l’adhésion des leucocytes aux plaquettes, via la P-sélectine et le PSGL-1 favorise



114

l’agrégation plaquettaire en induisant la sécrétion de la TXA2 (183). Il existe aussi des

évidences que la MMP-2 règle les interactions entre te fibrinogène et son récepteur (364),

de même qu’entre le GPIb et le vWf (340), suggérant que les MMPs peuvent directement

moduler les intégrines membranaires et l’agrégation plaquettaire. En effet, dans cette

étude, l’utilisation des antagonistes de la P-sélectine ou de la GPIIb/IIIa n’inhibe pas

seulement la sécrétion de MMP-2 par les plaquettes mais réduise aussi l’agrégation

plaquettaire en présence des neutrophiles. Alors que les effets des antagonistes de la P

sélectine sont liés à leurs effets sur l’interaction plaquette-neutrophile et, en partie, à

réduire la sécrétion de MMP-2: Feffet du Réopro (antagoniste de la GPIIb/IIIa) est

probablement du à l’inhibition de l’agrégation plaquettaire, réduisant ainsi le nombre des

plaquettes lié aux netitrophules et la sécrétion subséquente de la MMP-2 comme il a été

décrit précédemment (459).

La thrombose, l’athérosclérose et la resténose représentent les principales

maladies cardiovasculaires associées aux lésions artérielles et la dysfonction endothéliale;

ils mènent souvent à l’angine instable et à l’infraction de myocarde. Ces complications

pathologiques sont gouvernées par une série d’interactions complexes entre les

plaquettes, les neutrophiles et les artères endommagées. Durant ce processus. les

plaquettes s’activent et se lient aux neutrophiles constituant ainsi une partie des réactions

tluombo-inflarnmatoires associées aux lésions artérielles. Dans ce contexte, on a

démontré que les interactions des plaquettes avec les neutrophiles sont impliquées dans le

remodelage artériel et la resténose. En effet, l’inhibition de la P-sélectine avec le rPSGL

1g a été corrélée à un remodelage positif des artères suite à l’angioplastie (28). Nos

résultats sont alors, en accord avec des études antérieures qui exhibent l’inhibition du
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remodelage et de la formation néointimale chez des souris déficientes en P-sélectine

(475). De plus, on a démontré que cet effet sur le remodelage vasculaire est secondaire à

une réduction concomitante de l’adhésion des plaquettes et des neutrophiles pointant vers

un rôle pour ces 2 types cellulaires dans le processus du remodelage, un rôle qui peut être

lié aux effets de la MMP-2 et de la MMP-9 sur la fonction plaquettaire. En tentant

d’élucider ce phénomène, nos résultats nous permettent de conclure que la liaison des

plaquettes activées aux neutrophiles augmente la sécrétion de la MMP-2 et influence

l’agrégation plaquettes-neutrophiles, ce qui peut être un facteur déterminant dans les

réactions thrornbo-inflamrnatoires associées au remodelage vasculaire.
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Directions futures

Malgré le progrès impressionnant des connaissances scientifiques au sujet des

métalloprotéinases et de leur implication directe dans un grand nombre de pathologies

cardiovasculaires ainsi que de leurs rôles au niveau de la fonction plaquettaire, de

nombreuses interrogations demeurent à résoudre. Parmi celles-ci, notons entre autres

+ La cascade de signalisation générée par 1) la liaison de la P-sélectine et 2) la

liaison du fibrinogène à la GPIIb/IIIa induisant la sécrétion de MMP-2 : en

effet, plusieurs études ont montré que la liaison des plaquettes aux leucocytes

génère des signaux extérieur-intérieur « outside-in signals » qui mènent à

l’activation et à la sécrétion de plusieurs substances vasoactives incluant les

MMPs (8-15). D’autre part, il est bien connu que la GPIIb/IIIa, une fois

activée, peut générer des signaux extérieur-intérieur (outside-in signais) ($2)

qui maintiennent et potentialisent l’activation plaquettaire en induisant la

sécrétion de plusieurs molécules pro-activatrices, ce qui laisse croire qu’il

existe un synergisme entre la P-sélectine et le GPIIb/IIIa dans la sécrétion de

la MMP-2. Donc. il s’avère très utile de pousser plus loin et de décorticer la

cascade signalétique générée par la liaison de la P- sélectine et du GPIIb/IIIa.

+ Le mécanisme cellulaire de sécrétion de la MMP-2 par les plaquettes : la

MMP-2 a été localisée dans le compartiment cytosolique des plaquettes

humaines et la translocation et la sécrétion de cette enzyme correspondaient
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avec l’activation plaquettaire (18. 23, 24). Cette transiocation de la MMP-2 à

la surface membranaire des plaquettes et son association avec certains

composants membranaires joue un rôle important dans le processus

d’activation de la MMP-2 et dans l’agrégation plaquettaire médiée par cette

enzyme (18. 23. 24, 287). Des changements dans la distrubution, la

translocation et la sécrétion de MMP-2 peuvent contribuer à la pathogenèse de

nombreux désordres associés avec une altéation de la fonction plaquettaire.

Les effets mécanistiques de la sécrétion de la MMP-2 sur l’agrégation

plaquettaire : plusieures études récentes spéculent que les MMPs sécrétées

peuvent se lier à certains composants de la membrane plasmique et réguler la

fonction plaquettaire, mais des évidences directes supportant ces hypothèses

n’ont pas été fournies. Toutefois, il a été suggéré que tes actions de la MMP-2

peuvent impliquer une modification des principales molécules d’adhésion

plaquettaires comme les glycoprotéines GPIIb/IIIa (364) et GPIb (365) ou de

leur ligands, tandis que celles du MMP-1 et/ou d’autres MMPs reposent sur la

phosphorylation de la tyrosine kinase et le regroupement des f33-intégrines sur

les points d’adhésions focaux (25). Par conséquent, ces différentes modes

d’action ainsi que les voies de signalisation qui peuvent en résulter méritent

d’être analysées.
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