
 

Université de Montréal 

 

 

La signalisation du Brain-Derived Neurotrophic 

Factor et ses récepteurs dans les plaquettes 

 

par Imane Boukhatem 

Faculté de pharmacie 

 

Mémoire présenté 

en vue de l’obtention du grade de MSc 

en sciences pharmaceutiques 

option pharmacologie 

 

Avril, 2019 

 

© Imane Boukhatem, 2019 

 



 

i 

 

Résumé 

Initialement découvert au cerveau, le Brain-derived neutrophic factor (BDNF) est un 

facteur de croissance dont les mécanismes de relâche et la signalisation ont été bien étudiés dans 

le système nerveux central. Il est aussi retrouvé en concentrations importantes dans la circulation 

où il est emmagasiné dans les plaquettes avec des niveaux pouvant atteindre 100 à 1000 fois 

ceux des neurones. Malgré l’abondance du BDNF dans les plaquettes, sa fonction dans la 

physiologie plaquettaire n’a jamais été étudiée. Le but de ce projet était donc d’investiguer le 

rôle du BDNF dans la fonction plaquettaire et les mécanismes de signalisation impliqués dans 

la réponse plaquettaire au BDNF. Lorsque les plaquettes sont isolées et re-suspendues dans un 

tampon physiologique dépourvu de protéines plasmatiques, le BDNF induit une agrégation 

plaquettaire complète et biphasique qui dépend des voies secondaires de l’agrégation. La 

neurotrophine NT4 ainsi qu’un anticorps activateur du récepteur TrkB ont tous les deux induit 

une agrégation plaquettaire similaire à celle du BDNF suggérant un récepteur commun, le TrkB. 

Par immunobuvardage, cytométrie en flux et microscopie électronique, nous avons pu confirmer 

que les plaquettes expriment une forme tronquée du récepteur TrkB, au niveau intracellulaire et 

à leur surface.  Les tests fonctionnels nous ont mené à impliquer les voies de rhoGTPase Rac1, 

la protéine kinase C (PKC) et la voie phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt dans l’agrégation 

plaquettaire induite par le BDNF. Une fois activées par le BDNF, les plaquettes relâchent 

plusieurs cytokines proinflammatoires et proangiogéniques qui peuvent jouer un rôle important 

dans le maintien et la réparation de l’intégrité vasculaire. Parmi les agents relâchés, on retrouve 

des facteurs de croissances comme le PDGF et le VEGF, mais aussi des chimiokines comme 

l’IL8 et ENA-78. Finalement, lorsque les expériences d’agrégation ont été répétées en plasma 
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riche en plaquettes, l’effet pro-agrégant du BDNF était perdu, possiblement via une liaison de 

BDNF avec la protéine plasmatique α2-macroglobuline (α2M). Cette liaison à α2M, suggérée 

par des expériences de co-immunoprécipitation, réduit la biodisponibilité du BDNF et pourrait 

aider à contenir la réponse plaquettaire au BDNF aux sites de lésions vasculaires.  

Mots-clés : BDNF, plaquettes, agrégation, TrkB, tyrosine kinase, signalisation 
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Abstract 

The Brain-Derived Neutrophic Factor (BDNF) is a growth factor that was initially 

discovered in the brain. BDNF has both an autocrine and a paracrine role in neurons and its 

release and signaling mechanisms have been extensively studied in the central nervous system. 

Surprisingly, large quantities of BDNF have been reported in circulation, where it is essentially 

stored in platelets with concentrations reaching 100-1000-fold those of neurons. Despite this 

abundance, the function of BDNF in platelet biology has not been explored. Thus, this project 

sought to investigate the effect of BDNF on platelet function and the mechanisms underlying 

platelet responses to BDNF. In washed platelets, BDNF induced complete biphasic platelet 

aggregation that in part relied on amplification from secondary mediators. The low-affinity 

agonist neurotrophin-4 and an activating antibody raised against the canonical BDNF receptor 

TrkB induced similar platelet responses, implicating TrkB. Platelets express, both at their 

surface and in their intracellular compartment, a truncated form of TrkB lacking a tyrosine 

kinase domain. The BDNF-induced aggregation of washed platelets was prevented by inhibitors 

of the Rac1, PKC, and PI3K/Akt. Platelets exposed to BDNF secreted pro-angiogenic and pro-

inflammatory cytokines, which may play a role in maintaining vascular homeostasis. Finally, in 

platelet-rich plasma, exogenous BDNF failed to induce aggregation and BDNF 

immunoprecipitates contained α2-macroglobulin immunoreactivity. Hence, platelets are rich in 

BDNF, which induce platelet aggregation via TrkB activation. The restriction of BDNF 

bioavailablility by plasma protein binding may serve to target BDNF-mediated platelet 

activation to sites of vascular injury. 

Keywords : BDNF, platelets, aggregation, TrkB, tyrosine kinase, signaling 
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Introduction 

Le Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) est une neurotrophine identifiée dans les 

année 1980. Cette protéine médie une variété de fonction biologique au niveau neuronal et 

cardiovasculaire. Elle est impliquée dans l’inflammation et l’angiogenèse. Ce travail de maîtrise 

étend le répertoire de cette neurotrophine en étudiant son rôle dans les plaquettes.  

De leur importance vitale dans l’hémostase jusqu’à leur implication dans 

l’inflammation, l’angiogenèse et la réponse immunitaire, les plaquettes ont été le sujet de très 

nombreux travaux ces dernières années. En effet, considérées comme un réservoir ambulant de 

protéines et de facteurs de croissance, elles sont stratégiquement placées pour médier plusieurs 

réponses physiologiques et en très peu de temps. Dans leur cargo, les plaquettes emmagasinent 

des quantités considérables de BDNF dont l’origine est encore débattue étant donnée la nature 

anucléée des plaquettes. Les prochains chapitres couvrent la physiologie plaquettaire et celle du 

BDNF et de ses récepteurs dans le système nerveux central et cardiovasculaire afin de placer les 

éléments de ce travail de recherche. 

L’article « Platelets express a truncated form of the TrkB receptor involved in Brain-

Derived Neurotrophic Factor signaling » constitue le cœur de ce travail de maîtrise sur le BDNF 

et la signalisation plaquettaire. Cet article a été soumis au journal Blood. 
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Chapitre 1: Plaquettes 

Origine et structure des plaquettes 

 

Figure 1. Rôle des cytokines dans la 

mégacaryopoïèse et production de plaquettes 

matures. Repris avec permission de  (1), figure 2. 

Publié dans The New England Journal Of Medecine 

et sous licence de Massachusetts Medical Society.  

 

Les plaquettes dérivent d’un processus 

complexe appelé mégacaryopoïèse qui 

implique la différenciation de cellules 

hématopoïétiques pluripotentes (CHP) en 

mégacaryocytes et éventuellement des 

plaquettes.  Les CHP se différencient en deux 

lignées : lymphoïde et myéloïde.(2) Cette 

dernière lignée se différentie à son tour pour 

former plusieurs cellules sanguines dont les 

érythrocytes, les macrophages et les 

plaquettes.  La différenciation des cellules 

progénitrices myéloïdes implique plusieurs 

cytokines et facteurs de croissances 

spécifiques à chaque étape de différenciation 

(figure 1). (3) Pour les plaquettes, les CHP se 

différentient en mégacaryocytes, des cellules 

polyploïdes, qui forment des extensions pro-

plaquettaires pour se fragmenter et donner 

naissance à des plaquettes anucléées.(2-5) Étant des cellules anucléées dérivées des 

mégacaryocytes, les plaquettes héritent de la majorité de leurs protéines de ces dernières et 

peuvent réguler la mégacaryopoïèse grâce à la thrombopoïétine (TPO) et son récepteur c-mpl 

qui sont présents sur les deux types cellulaires. (6) 
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Les plaquettes sont des petites cellules discoïdes d’environ 2 à 5µM de diamètre avec 

une courte durée de vie en circulation d’environ 10 jours. (7) L’absence du noyau et le rôle des 

plaquettes dans l’hémostase leur procure une structure assez unique. Le cytosquelette 

plaquettaire est formé d’un réseau dense de filaments d’actine et de microtubules de tubuline. 

Ce réseau de filaments subit un réarrangement important durant l’activation plaquettaire 

permettant à ces dernières de changer de forme pour passer d’une forme discoïde à une forme 

aplatie avec des pseudopodes.(7-9) Les plaquettes contiennent plusieurs organelles : 

mitochondrie, lysosomes et différentes granules. Durant l’activation, les plaquettes relâchent 

une multitude de petites molécules, protéines et facteurs de croissance qui sont généralement 

emmagasinés dans leurs granules, soient les granules denses et les α-granules. Ces granules sont 

préformées dans les mégacaryocytes et continuent leur maturation dans les plaquettes.(10-12) 

Les plus larges et les plus abondants sont les α-granules qui contiennent des protéines 

d’adhésion, différents récepteurs membranaires (Glycoprotein VI -GPVI- et αIIbβIII), du 

fibrinogène, de la fibronectine, le facteur de von Willebrand et des facteurs de croissance comme 

le platelet-derived growth factor (PDGF), vascular endothelial growth factor (VEGF) et brain-

derived neutrophic factor (BDNF).(13, 14) Quant à elles, les granules denses contiennent des 

petites molécules solubles et qui sont souvent relâchées rapidement telles que l’ADP, la 

sérotonine, des cations comme le Ca2+ et le Mg2+ et une partie de la p-sélectine plaquettaire.(15, 

16)  Grâce à leur grande diversité protéomique, les plaquettes jouent un rôle primaire dans 

l’hémostase puisqu’en contact avec un vaisseau lésé, les plaquettes s’activent et déclenchent 

une rétroaction positive permettant le recrutement d’autres plaquettes au site de lésion, la relâche 

de différents facteurs importants de la coagulation et ainsi le colmatage de la brèche vasculaire. 

(17) 

Fonction plaquettaire  

Du point de vu plaquettaire, la formation d’un thrombus se divisent en trois étapes 

distinctes. Au site de lésion, les plaquettes reconnaissent l’endothélium endommagé et y 

adhèrent grâce au facteur de von Willebrand (vWF) exposé qui se lie au complexe GPIb-IX-V 

sur la membrane plaquettaire.(18, 19) Cette étape est appelée l’adhésion. Après l’adhésion et 

via le récepteur GPVI, les plaquettes interagissent avec le collagène exposé au site de lésion 

induisant ainsi une activation plaquettaire.(17) Cette activation déclenche une cascade de 
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signalisation menant à la dégranulation et ainsi la sécrétion de plusieurs agonistes plaquettaires 

comme l’adénosine diphosphate (ADP) et la thromboxane A2 (TxA2), qui sont responsables de 

la voie secondaire de l’agrégation et l’amplification du signal..(20)  Ces agonistes, une fois 

relâchés, vont agir de façon autocrine et paracrine en liant leurs récepteurs plaquettaires (P2Y 

et le récepteur à la thromboxane respectivement) afin d’induire une augmentation du calcium 

intraplaquettaire et ainsi la formation du complexe membranaire αIIbβ3 (gpIIb/IIIa).(20, 21) Ce 

récepteur va lier le fibrinogène disponible en circulation et va permettre aux plaquettes de se 

lier entre elles induisant ainsi la dernière étape qui est l’agrégation plaquettaire. Une fois le 

rouage de l’agrégation plaquettaire  lancé, ces agrégats vont former un thrombus stable grâce à 

la conversion de fibrinogène en fibrine via l’activation de facteurs impliqués dans la 

coagulation.(18-21) 

Récepteurs et signalisation plaquettaire  

Les plaquettes jouent un rôle majeur dans l’hémostase, mais étant anucléées, elles ne 

peuvent pas synthétiser de nouvelles protéines en cas de lésion ou dommage vasculaire, c’est 

pour cela qu’elles naissent tout équipées des récepteurs et protéines nécessaires à la réponse 

hémostatique. Cette section aborde les récepteurs majeurs impliqués dans l’agrégation 

plaquettaire, leur signalisation et leur différents rôles dans l’hémostase et la thrombose.  
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1. Récepteurs couplés à la protéine G  

1.1 Récepteurs de la thrombine 

 

Figure 2. Clivage, activation et signalisation du récepteur PAR1. La thrombine lie la queue N-terminal 

du récepteur et la clive pour générer une nouvelle queue N-terminal. L’activation du récepteur induit le 

couplage à différentes protéines G qui active différentes voies de signalisation. Repris avec la permission 

de (22), figure1. Publié par British Journal of Pharmacology et sous licence de John Wiley et Sons. 

La thrombine est un agoniste important dans l’agrégation plaquettaire et le processus de 

coagulation de façon générale.(23) Les récepteurs à la thrombine sont des récepteurs couplés à 

la protéine G et ayant 7 domaines transmembranaires. Contrairement aux récepteurs classiques, 

ils ont un système d’activation particulier, d’où leur nom, les Protease Activated Receptors 

(PARs). PAR1 et PAR4 sont les principaux récepteurs à la thrombine retrouvés sur les plaquettes. 

Chez l’humain, le récepteur PAR1 a une plus grande affinité à la thrombine que le PAR4.(24) 

Au site d’une lésion vasculaire, les facteurs de coagulation entrent en contact avec le facteur 

tissulaire exprimé à la surface des cellules épithéliales. Ce dernier permettra l’activation du 

facteur Xa, qui à l’aide du facteur Va, induira la formation de la thrombine.(25) Étant une 

protéase, la thrombine se liera aux récepteurs PAR1 et induit le clivage de leurs domaine N-

terminal et ainsi l’exposition d’un nouveau domaine N-terminal qui agira comme agoniste du 
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récepteur PAR1 (figure 2).(26) Cette activation induit un couplage à la protéine Gq et G12/13 

principalement. La protéine Gq active la rhoGTPase RhoA qui mène à un changement de forme 

du cytosquelette des plaquettes. La protéine G12/13 induit la phosphorylation de la protéine kinase 

C (PKC), la génération d’inositol triphosphate (IP3) et de diacylglycérols (DAG) et ainsi une 

augmentation du calcium intracellulaire et une dégranulation permettant la relâche des 

médiateurs secondaires de l’agrégation. (27-29) 

1.2 Récepteurs de l’ADP  

L’ADP est l’un des agonistes primaires dans l’activation plaquettaire et un joueur majeur 

dans la rétroaction positive des plaquettes.(30) Pour exercer son rôle, l’ADP se lie à deux 

récepteurs couplés à la protéine G, soit le récepteur P2Y1 et le récepteur P2Y12. Quand même 

qu’ils font partie de la même famille des récepteurs purinergiques, les deux récepteurs sont 

couplés différemment et induisent des réponses plaquettaires indépendantes. (28) La liaison de 

l’ADP au récepteur P2Y12 induit le couplage à la protéine Gαi2 principalement qui bloque 

l’action de l’adénylate cyclase (AC) et ainsi la production de l’AMPc. Indépendamment de 

l’AMPc, l’activation du récepteur P2Y12 active aussi la voie PI3K qui induit la phosphorylation 

de la protéine kinase B/Akt (PKB/Akt) et l’activation de la RhoGTPase Rap1. PKB/Akt est 

responsable de l’activation de l’intégrine αIIbβ3 et la RhoGTPase Rap1 contribue au maintien 

de cette activation. De son côté, le récepteur P2Y1 est couplé à la protéine Gαq qui induit la 

phosphorylation de la PLCβ et la cumulation de calcium intraplaquettaire qui mène à la relâche 

des granules plaquettaires (figure 3). Cette activation induit aussi un changement de forme du 

cytosquelette et une agrégation plaquettaire. (28, 29, 31, 32) 
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Figure 3. Schéma résumé de la signalisation des récepteurs de l’ADP, récepteurs couplés à la protéine 

G. Repris avec la permission de (31), figure 2. Publié par Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular 

Biology. Sous licence de Springer Nature.  

1.3 Récepteur de la thromboxane A2 

Le TxA2 est le résultat du métabolisme de l’acide arachidonique par la cyclooxygénase-

1 COX-1 plaquettaire. Ce composé est relâché à la suite d’une activation plaquettaire et est 

considéré comme un des médiateurs de la voie secondaire de l’agrégation. Il est aussi 

rapidement dégradé quand il atteint le plasma (<1 minute).(33) Le récepteur au TxA2 (TP) est 

un récepteur couplé à la protéine G (Gαq, Gi2 et Gα12/13) qui induit l’activation de la RhoGTPase 

RhoA et les phospholipase A2 et C (PLA2 et PLC).(34) Cette activation mène au réarrangement 

du cytosquelette plaquettaire ainsi que l’activation de l’intégrine αIIbβ3. À noter que le 

récepteur du thromboxane fait aussi partie des récepteurs de la famille des prostaglandines 

puisque le thromboxane est un prostanoïde dérivé de l’acide arachidonique. (35, 36) 
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1.4 Récepteurs de la famille des prostaglandines 

Relâché par les cellules endothéliales, la prostacycline (PGI2) se lie à son récepteur 

plaquettaire et maintient les plaquettes dans un état de repos. Le récepteur de la prostacycline 

est un récepteur couplé à la protéine Gs qui permet l’activation de l’adénylate cyclase (AC) et 

ainsi augmente la synthèse de l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) à partir d’ATP. 

L’AMPc joue un rôle inhibiteur dans les plaquettes en réduisant les concentrations 

intracellulaires du calcium. (28) 

D’un côté, la prostaglandine (PGE2) peut jouer un rôle de potentiateur d’activation 

plaquettaire en inhibant la production d’AMPc dans la réponse à l’ADP, mais elle peut aussi 

agir comme inhibiteur d’agrégation à plus grandes concentrations.(37, 38) 

2. Les récepteurs à tyrosine kinase 

2.1 GPVI et FCγR   

Figure 4. Signalisation du collagène via le récepteur GPVI et FCγR. Sur les plaquettes. Repris avec 

permission de (39), figure 2. Publié par Trends in Pharmacological Sciences et sous licence de Elsevier 

2019 
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Le récepteur GPVI est un récepteur de la famille des immunoglobulines. Il lie le 

collagène et est l’un des récepteurs les plus importants sur les plaquettes. Tout seul, le récepteur 

GPVI ne peut pas induire l’activation plaquettaire puisqu’il ne possède pas de domaine 

signalétique. Cependant, GPVI traduit le signal via un autre récepteur de la famille des 

immunoglobulines, le récepteur FC-γR.(40) En se dimérisant au FC-γR, GPVI induit la 

phosphorylation du domaine Immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM) de ce 

dernier via les kinases de la famille des Src (Fyn et Lyn). Cette phosphorylation induit la 

phosphorylation en aval de la kinase Syk et le déclenchement du signalosome du linker for 

activation of T cells (LAT).(40-42) Ce dernier active la phosphorylation de PLC et la voie 

PI3K/Akt.(42) Cette phosphorylation active à son tour le métabolisme du Phosphatidylinositol-

4,5-bisphosphate (PIP2) en IP3, la phosphorylation de la PKC et l’augmentation des 

concentrations intracellulaires du calcium. Cette cascade induira le changement de forme du 

cytosquelette plaquettaire, la dégranulation et l’activation de l’intégrine αIIbβ3 (figure 4). (43) 

2.2 CLEC-2 

CLEC-2 est un récepteur de la famille des C-type lectin et il est retrouvé sur les 

plaquettes, les mégacaryocytes et les cellules dendritiques. Il a été identifié suite à sa liaison à 

la rhodocytine, une protéine du venin de vipère, mais il peut aussi lier la podoplanine qui est 

une protéine surexprimée au site d’inflammation et dans plusieurs tumeurs.(44, 45) La 

signalisation de ce récepteur ne diffère pas beaucoup de celle du récepteur GPVI puisqu’il 

traduit le signal via le domaine ITAM du récepteur FC-γR (figure 4).(46, 47) 

2.3 P-selectine (CD62P)  

La p-selectine (CD62P) est une sélectine du type C-type lectin faisant partie des protéines 

d’adhésion plaquettaires et qui est emmagasinée dans les granules plaquettaires. Après une 

activation et donc une dégranulation, les granules fusionnent avec la membrane plaquettaire et 

la p-selectine est exposée à la surface.(48) Le principal ligand de la p-selectine est le p-selectin 

glycoprotein ligand-1 (PSGL-1), mais la p-selectine peut lier d’autres glycanes sur d’autres 

cellules permettant le renforcement de l’adhésion plaquettaire.(48, 49) 
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2.4 Récepteur de la thrombopoïétine (c-mpl) 

Le récepteur c-mpl (ou CD110) est un récepteur classique à tyrosine kinase. Son ligand 

primaire est la TPO et il est présent sur plusieurs cellules hématopoïétiques dont les plaquettes 

et les mégacaryocytes. Dans les mégacaryocytes, la TPO joue un rôle dans la maturation et le 

développement des mégacaryocytes ainsi que la production des plaquettes. Dans les plaquettes, 

le c-mpl participe à l’internalisation de TPO et à sa dégradation, régulant ainsi la biodisponibilité 

de TPO circulant et ainsi la production de nouvelles plaquettes par les mégacaryocytes. (50, 51) 

2.5 Récepteurs de la protéine GAS6  

Les récepteurs de la protéine Growth arrest specific 6 (Gas6) (Axl, Sky et Mer) ont été 

rapportés dans les plaquettes humaines et de souris.(52) Ce sont des récepteurs à tyrosine kinase 

classique donc une déficience ou une inhibition abolit la réponse plaquettaire à l’ADP, le 

collagène et la thrombine. Chez la souris, la déficience en ces récepteurs protège contre la 

thrombose sans augmentation du risque d’hémorragie.(53) Ces récepteurs semblent aussi être 

impliqués dans la stabilisation du thrombus, mais le mécanisme et la signalisation impliqués 

sont encore méconnus.(54)  

2.6 Autres protéines membranaires   

CD36: 

CD36 (aussi appelé GPIV ou GPIIIb) est une glycoprotéine faisant partie de la famille 

des récepteurs scavenger et qui est impliqué dans l’athérosclérose en régulant certains processus 

inflammatoires, la signalisation des lipoprotéines et l’angiogenèse.(55) Il est présent sur 

plusieurs types cellulaires dont les plaquettes. Une déficience a été rapportée chez 4 à 7% de 

personnes issues de populations asiatique et africaine.(56, 57) Cependant, le phénotype 

plaquettaire semble inaffecté par cette déficience et le rôle de ce récepteur dans les plaquettes 

demeure controversé. Le collagène, la thrombospondine, certains pathogènes et les LDL oxydés 

sont connus pour lier ce récepteur et induire une activation plaquettaire.(58, 59) 
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3. Intégrines  

3.1 αIIbβ3 :  

L’intégrine αIIbβ3 est la seule intégrine unique aux plaquettes. Comme toutes les 

intégrines, c’est une molécule d’adhésion et dans le cas des plaquettes, elle est responsable des 

interactions plaquettaires en hémostase. Sa structure est similaire à celles des autres intégrines 

connues puisqu’elle est formée de deux unités : αIIb et β3. (60) Cette intégrine peut lier plusieurs 

ligands tels que le fibrinogène, la thrombospondine-1 et vWF.(61) Au site de lésion, la matrice 

des cellules endothéliales, contenant le collagène et le facteur de von Willebrand, est 

exposée.(20) Le collagène active le récepteur GPVI induisant la phosphorylation de PLC et 

l’augmentation du calcium intracellulaire. Cette signalisation conduit à l’activation de 

l’intégrine αIIbβ3 et la relâche d’autres médiateurs de l’agrégation tels que le TxA2 et l’ADP. 

(43) En parallèle, le vWF et le fibrinogène activent aussi l’intégrine αIIbβ3 permettant 

l’interaction avec d’autres plaquettes en circulation et ainsi l’agrégation plaquettaire. (62) 

3.2 α2β1 :  

L’intégrine α2β1 est une autre intégrine exprimée dans les plaquettes, mais aussi d’autres 

types cellulaires. Contrairement à l’intégrine αIIbβ3, le complexe α2β1 lie principalement le 

collagène exposé au site d’une lésion vasculaire.(63) Cette intégrine est le premier récepteur du 

collagène à être identifié dans les plaquettes.(64) GPVI est arrivé plus tard et a eu plus 

d’attention dans l’activation plaquettaire que l’intégrine α2β1 puisque une déficience de cette 

dernière ne semblait pas abolir la réponse plaquettaire au collagène.(65) Son rôle dans 

l’agrégation plaquettaire induite par le collagène a été longuement débattue et c’est Jung et al. 

qui ont démontré que son rôle varie selon le type de collagène impliqué dans l’activation.(66) 

Comme pour le GPVI, l’intégrine α2β1 stimule la phosphorylation de plusieurs protéines 

propres comme les Src, Syk et éventuellement PLCγ2. Cette activation va induire le changement 

de forme des plaquettes et la stabilité du thrombus. (67) 
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Sécrétion plaquettaire 

La sécrétion plaquettaire est une fonction plaquettaire importante. En effet, après leur 

activation, les plaquettes relâchent toute sorte d’ions, nucléotides, facteurs de coagulations, 

différente protéines enzymes et cytokines qui jouent un rôle primordial dans l’hémostase, mais 

aussi dans l’inflammation, la thrombose, l’angiogenèse et d’autres fonctions biologiques de 

base. Cette relâche se fait via différentes organelles : α-

granules, granules denses et lysosomes (figure5). Ces 

organelles ont été découvertes dans les années 1950 grâce 

au développement de la microscopie électronique.(68, 69) 

Cette section couvre les différents mécanismes de 

sécrétion plaquettaire ainsi que le contenu sécrété.  

Figure 5.  Image de microscopie électronique de plaquettes humaines 

fixées. Les α-granules sont indiquées par un α et les granules denses 

par un d. Échelle de 500nm.  

1. α-granules 

Les α-granules ont été rapportées pour la première fois en 1950, découverte coïncidant 

avec le développement de la microscopie électronique. Ce sont les granules les plus abondantes 

dans les plaquettes. On retrouve environ 50 à 80 α-granules par plaquette avec une taille variant 

entre 200 et 500nm. Structurellement, les α-granules possèdent une membrane, un centre 

composé de cytokines et de protéoglycanes ainsi qu’une zone riche en facteur de von 

Willebrand.(15, 70) Similaire à une cellule, les α-granules possèdent une pompe ATPase qui 

leur permet de maintenir un gradient électrochimique adéquat.(71) Similairement aux granules 

denses, les α-granules contiennent aussi un réservoir important de cations de calcium et de 

magnésium.(72) Cependant et contrairement aux granules denses, les α-granules sont connues 

pour leur contenu riche en protéines. En effet, jusqu’à 300 protéines ont été rapportés dans les 

α-granules plaquettaire (tableau1).(73) Ces protéines sont impliquées dans un large spectre de 

fonctions biologiques dont l’inflammation, l’angiogenèse, la coagulation et l’hémostase.(74-76) 

Plusieurs de ces protéines sont primordiales à la fonction plaquettaire comme la p-sélectine et 

l’intégrine αIIbβ3 ou encore, le récepteur du collagène GPVI qui sont toutes des protéines 
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membranaires nécessaires à l’activation plaquettaire.(20) Les protéines d’adhésion comme le 

fibrinogène ou la thrombospondine sont un autre exemple important.  Dans le cargo des 

protéines à fonction angiogénique par exemple, on peut retrouver des facteurs proangiogéniques 

comme le VEGF et le PDGF tout comme des facteurs antiangiogéniques dont le platelet factor 

4  (PF4) et l’endostatine.(77) Au niveau des protéines de coagulation, on peut retrouver le 

facteur V et le fibrinogène qui sont procoagulants et la protéine S et l’antithrombine qui sont 

anticoagulantes. Il va de même pour l’inflammation et la réponse immunitaire.(76) Cette 

variabilité et opposition au niveau du contenu des α-granules soulève une question, dont la 

réponse est encore débattue aujourd’hui; est-ce que ces protéines sont emmagasinées dans les 

mêmes α-granules? Et existe-t-il un mécanisme de relâche différentielle? Plusieurs ont tenté de 

répondre à cette question. Un groupe de recherche rapporte que les protéines sont empaquetées 

par fonction dans les mêmes α-granules et relâchées par des mécanismes différents.(78) 

Cependant, la majorité des hypothèses convergent vers la même idée; les différents sous-

groupes protéiques sont emmagasinés dans des α-granules différentes et qui sont sécrétées 

différentiellement selon le stimulus et la voie d’activation plaquettaire.(38)  

 Type Exemples 

Protéines d’adhésion  Fibrinogène, von Willebrand, thrombospondine 

Cytokines CXCL1 (GRO-α), CXCL4 (PF4), CXCL5 (ENA-78), CXCL7 (PBP, β-TG, 

CTAP-III, NAP-2), CXCL8 (IL-8), CXCL12 (SDF-1α), CCL2 (MCP-1), CCL3 

(MIP-1α) et CCL5 (RANTES) 

Agents coagulants, 

anticoagulants et 

protéines 

fibrinolytiques 

Facteur V, facteur IX, facteur XIII, antithrombine, protéine S, inhibiteur de la 

voie du facteur tissulaire, plasminogène, activateur inhibiteur 1 du 

plasminogène et α2-macroglobuline 

Facteurs de 

croissance 

Vascular endothelium growth factor, platelet-derived growth factor, fibroblast 

growth factor, epidermal growth factor, hepatocyte growth factor, insulin-like 

growth factor, transforming growth factor β, brain-derived neutrophic factor 

Médiateurs de la 

réponse immunitaire  

Complement C3 precursor, complement C4 precursor, β1H Globulin, factor D, 

factor H, C1 inhibitor, IgG 

Protéines 

membranaires 

αIIbβ3, GPIbα-IX-V, GPVI, TLT-1, P-selectin 

Protéines 

antimicrobiales 

thymosin-β4, thrombocidins 1 et 2  

Tableau I.Tableau résumé du contenu des α-granules. Repris, adapté et traduit avec permission de (13), tableau I. 

Publié Par Platelets et sous licence de Taylor & Francis. 
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2. Granules denses 

Les granules denses sont le deuxième moyen de sécrétion plaquettaire. Elles ont été 

rapportées pour la première fois en 1968 dans les plaquettes de lapins et d’humains.(79, 80) À 

cette époque, la microscopie électronique était la nouvelle technologie faisant fureur et vu leur 

nature particulière, ces granules étaient rapportés comme des corps denses et sombres 

puisqu’elles apparaissaient noires sur les images. (79, 80) Ces granules sont moins nombreuses 

que les α-granules avec une moyenne de 3 à 8 granules denses par plaquette. Elles sont aussi 

plus petites avec un diamètre d’environ 150nm.(13, 15) La nature de leur contenu est très 

différente des α-granules (anions, cations et nucléotides). En effet, les granules denses sont 

extrêmement riches en cations de calcium, de magnésium et de potassium.(81) Elles possèdent 

des pompes à protons qui permettent de maintenir un gradient électrochimiques.(82) Les 

granules denses plaquettaires contiennent aussi un des médiateurs les plus importants de 

l’agrégation, soit l’ADP. En dehors de l’ADP, ces granules emmagasinent aussi plusieurs anions 

et nucléotides comme l’ATP. Il est aussi important de souligner que les plaquettes sont un grand 

réservoir de sérotonine et d’histamine qui sont souvent internalisées de la circulation et 

emmagasinés dans les granules denses(83, 84). D’autres molécules membranaires ont été 

rapportées dans les granules denses plaquettaires dont la p-sélectine et CD63.(85)  

3. Lysosomes 

Les lysosomes sont le dernier moyen de sécrétion plaquettaire. On peut retrouver jusqu’à 

3 lysosomes par plaquettes et ils ont une taille d’environ 250nm. Ce sont les organelles 

plaquettaires les moins étudiés. Comme leur noms l’indique, ces structures enferment 

différentes enzymes responsables de la dégradation des protéines et des lipides. Leur rôle est 

encore mal compris. (86) 



15 

4. Mécanismes de sécrétion granulaires :  

Figure 6. Schéma illustrant les étapes de sécrétion granulaire. Repris avec permission de (87), figure 

1. Publié par le journal Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology et sous licence de Wolters 

Kluwer Health, Inc. 

La sécrétion granulaire se fait via la fusion de la membrane des granules et la membrane 

plaquettaire. Une fusion de deux membranes est souvent un processus complexe qui nécessite 

énormément d’énergie afin de surmonter la tension membranaire causée par le rapprochement 

de deux surfaces lipidiques et la répulsion hydrique, d’où la nécessité de plusieurs protéines 

pour faciliter la fusion.(88) Les premières protéines nécessaires sont les soluble N-

ethylmaleimide-sensitive factor attachement receptors (SNAREs), des protéines retrouvées sur 

les membranes des granules et des cellules. Leur structures est assez particulière puisqu’elles 

sont composées d’un motif unique facilitant l’interaction avec d’autres SNAREs et la formation 

d’un complexe qui permet le rapprochement des membranes granulaires et cellulaires avec 

moins de tension et de répulsion hydrique (figure 6).(87)  

Dans les plaquettes, les SNAREs les plus abondants sont les Vesicular Associated 

Membrane Proteins (VAMPs) sur la membrane des granules et les syntaxines et les Soluble NSF 

Attachment Protein (SNAPs) sur les membranes plaquettaires.(89) 

Les SNAREs plaquettaires nécessitent à leur tour des protéines pour réguler leur 

fonction. Par exemple, les syntaxines sont régulées par les syntaxin binding proteins (STXBPs) 

et les SNAPs sont régulées par une N-ethylmaleimide sensitive fusion protein (NSF) qui est une 
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pompe ATPase de magnésium.(90, 91) Parmi les protéines régulatrices des SNAREs, on 

retrouve aussi un membre de la famille des GTPase Ras, soit la protéine Rab.  D’ailleurs, chez 

les souris avec une mutation de la protéine Rab, la synthèse et la sécrétion des α-granules et des 

granules denses est altérée. (92) 

Finalement, le cytosquelette plaquettaire est un autre acteur important dans la fusion et 

la relâche granulaire. En effet, une inhibition du réarrangement des fibrines d’actine du 

cytosquelette inhibe la relâche des α-granules et des granules denses. Plusieurs groupes ont 

confirmé l’interaction des SNAREs avec le cytosquelette d’actine et que le réseau d’actine des 

plaquettes activées facilite la relâche granulaire.(93, 94)  

5. Sécrétome inflammatoire et angiogénique plaquettaire 

Comme mentionné plus-haut, les plaquettes agrègent très rapidement après une 

activation par différents agents et procèdent à relâcher le contenu granulaire. Elles sont donc 

bien placées pour intervenir dans une réponse inflammatoire et angiogénique.  

Pour l’aspect inflammatoire, dans les α-granules, les plaquettes emmagasinent le 

complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe I qui est responsable de la 

reconnaissance de l’antigène, des chimiokines comme PF4 et Interleukine-8 (IL-8) et des 

cytokines comme Interleukine-1β (IL-1β) (tableau 1). (95) Ces médiateurs de l’inflammation 

sont relâchés et peuvent aller agir au site d’inflammation, recruter des neutrophiles et les activer 

grâce au PF4.(96) Les chimiokines Regulated upon Activation Normal T cell Expressed and 

Secreted (RANTES) et stromal cell-derived factor 1 (SDF-1) sont aussi des agents 

inflammatoires retrouvés dans les plaquettes (tableau.1). Ces derniers agissent de façon 

autocrine et paracrine en activant les plaquettes et d’autres cellules inflammatoires dont les 

neutrophiles et monocytes.(97-99) Semple et al. ont publié une revue extensive sur les plaquettes 

et leur rôle dans l’immunité.(100)  

Le rôle que les plaquettes jouent dans l’angiogenèse est bien étudié. Avec leur contenu 

riche en VEGF, PDGF, Fibroblast growth factor (FGF), Epidermal growth factor (EGF), 

angiopoiétine et d’autres facteurs, les plaquettes participent activement à la migration et la 

prolifération des cellules endothéliales.(75) En plus de leur rôle proangiogénique, les plaquettes 

relâchent aussi l’endostatine, le PF4 et l’angiostatine qui sont des inhibiteurs connus de 

l’angiogenèse.(101) 
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Il est donc de plus en plus reconnu que les plaquettes ont une importance significative 

qui va bien au-delà de la thrombose et l’hémostase et que leur implication dans l’inflammation 

et l’angiogenèse est de plus en plus étudiée.  

Cibles antiplaquettaires  

1. Aspirine 

L’action de l’aspirine sur les plaquettes n’a été compris qu’à la suite de la découverte du 

thromboxane et ses voies de synthèse. Grâce à la COX-1 (aussi appelé PGH-synthase), la 

prostaglandine H2 (PGH2) est convertie en plusieurs dérivés dont la thromboxane A2 qui induit 

l’agrégation plaquettaire. L’aspirine agit en se liant au site catalytique de la COX-1 et inhibe la 

synthèse de la TXA2.(102, 103) L’aspirine agit aussi sur la synthèse de la PGI2 par les cellules 

endothéliales, mais les doses thérapeutiques utilisées en cardiologie moderne ne sont pas 

suffisantes pour affecter significativement cette dernière.(104)  

Administrée oralement, l’aspirine atteint des concentrations maximales plasmatiques au 

bout de 30 minutes et l’inhibition plaquettaire est maximale après 1h. Le temps de demi-vie de 

cette dernière est d’environ 20 minutes. (105, 106) 

2. Inhibiteurs de la voie de l’ADP 

Comme mentionné précédemment, l’ADP joue un rôle primordial dans la fonction 

plaquettaire et la formation d’un thrombus. Étant donné que le récepteur P2Y12 est le récepteur 

primaire de l’ADP, il constitue une cible thérapeutique intéressante. En effet, les traitements 

inhibiteurs de la voie de l’ADP sont tous des inhibiteurs du récepteur P2Y12. La première famille 

de molécules développées sont les thiénopyridines. Le premier traitement inhibiteur du 

récepteur P2Y12, Ticlopidine a été commercialisé en 1978 suivi par le clopidogrel 20 ans plus 

tard. Les deux molécules sont des prodrogues inactives qui subissent un métabolisme par 

plusieurs cytochromes (principalement CYP2C19) pour devenir actives.(107-109) Le prasugrel, 

une thiénopyridine de troisième génération, arrive en 2009 avec un métabolisme plus rapide et 

ainsi, un effet maximal atteint plus rapidement.(108, 110, 111) Ces molécules sont sélectives au 

récepteur P2Y12 et inhibent de façon irréversible la réponse plaquettaire à l’ADP. Étant une 

inhibition irréversible, l’effet du traitement peut durer jusqu’à 10 jours, ce qui correspond à la 

durée de vie des plaquettes.  L’irréversibilité et la grande variabilité de cette inhibition 
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plaquettaire (due à la variance génétique du métabolisme) rendent l’utilisation des 

thiénopyridines délicate.(112-114) En effet, un métabolisme réduit et un temps de début 

d’action lent augmentent le risque de thrombose chez les patients traités, tandis qu’à l’opposé 

leur action permanente sur la plaquette augmente le risque de saignement, particulièrement chez 

les sujets devant subir une chirurgie. Pour réponde à ce besoin, la famille des cyclopentyl-

triazolo-pyrimidines a vu le jour et en 2009, ticagrelor a été approuvé comme inhibiteur direct 

et réversible du récepteur P2Y12.(115) N’ayant pas besoin d’être métabolisé au préalable, la 

biodisponibilité du médicament est fortement augmentée, son temps de début d’action est très 

rapide et les variabilités génétiques du métabolisme hépatique n’affectent pas la réponse. De 

plus, le ticagrelor lie le récepteur P2Y12 de façon réversible. Cependant, son temps de clairance 

du plasma est assez long et est similaire aux thiénopyridines augmentant ainsi le risque 

d’hémorragie chez les patients traités qui subissent une chirurgie. Pour contrecarrer ce dernier 

effet, le cangrelor a été développé. Celui-ci ne nécessite aucun métabolisme et a un temps de 

demi-vie de 3-6 minutes. Malheureusement, ce dernier est seulement administré par injection 

intraveineuse et n’est pas disponible au Canada.(112)  

En résumé, les traitements ciblant le récepteur P2Y12 sont tous assez efficaces, mais 

possèdent quelques inconvénients dont l’augmentation du risque d’hémorragie chez les patients, 

surtout ceux subissant une chirurgie.  

3. Inhibiteur de la voie de la thrombine 

Comme mentionné plus-haut, la thrombine agit sur deux récepteurs : PAR1 et PAR4. 

Cependant, l’affinité de la thrombine au récepteur PAR1 est beaucoup plus grande faisant de ce 

dernier une cible idéale pour un traitement antiplaquettaire. Le plus commun est le vorapaxar 

qui est un antagoniste compétitif du récepteur PAR1 et qui n’a pas démontré une efficacité 

supérieure aux traitements actuels, mais qui peut être utilisé en deuxième ligne de traitements 

antithrombotiques.(116, 117) Malgré son bénéfice clinique apparent, le vorapaxar augmente le 

risque de saignement chez les patients et étant donné qu’il est souvent utilisé en ajout de 

traitement avec l’aspirine et/ou un inhibiteur de P2Y12, le risque de saignement est 

dangereusement augmenté.(118) Du coup, l’inhibition de la voie de la thrombine ne semble pas 

être une cible populaire dans les traitements antiplaquettaires.  
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4. Inhibiteur de l’intégrine αIIbβ3 

En 1994, le premier inhibiteur de l’intégrine αIIbβ3 a été approuvé. Il s’agit de 

l’abciximab, un anticorps monoclonal, qui se lie irréversiblement à sa cible empêchant ainsi 

l’interaction entre les plaquettes et par conséquent l’agrégation plaquettaire.(119) Il possède une 

demi-vie biologique pouvant aller jusqu’à 48h et sa clairance se fait via le système réticulo-

endothélial, un avantage pour les patients avec insuffisance rénale.(120) Étant donné sa liaison 

irréversible, le risque de saignement est assez marqué, toutefois, il n’existe pas d’antidote pour 

l’abciximab.(121) Comme pour la majorité des traitements biologiques et biosimilaires, le 

risque de développer une hypersensibilité et même une anaphylaxie n’est pas moindre. Pour 

combler ce besoin, l’eptifibatide a été approuvé en 1998. Il s’agit d’une petite molécule qui se 

lie de façon compétitive et réversible à l’intégrine αIIbβ3. Le risque de saignement est toujours 

présent, néanmoins il demeure moindre que celui de l’abciximab. Contrairement à ce dernier, 

l’utilisation de l’eptifibatide est déconseillée chez les patients atteints d’insuffisance rénale étant 

donné que sa clairance se fait par voie rénale. (122) 

Les traitements antiplaquettaires inhibant l’intégrine αIIbβ3 sont tous administrés par 

injection intraveineuse ce qui augmente considérablement le risque de saignement. Bien que le 

développement de traitements oraux ait été tenté, ces molécules ont échoué en phases cliniques 

de développement. L’utilisation d’inhibiteurs de l’intégrine αIIbβ3 est par conséquent limitée 

aux situations intra-hospitalières d’urgence péri-syndrome coronarien aigu. (120) 

5. Inhibiteur du GPVI 

Pour l’instant, il n’existe pas de traitements approuvés inhibant le récepteur GPVI étant 

donné son implication, non seulement, dans l’agrégation plaquettaire mais aussi dans 

l’inflammation et la réponse immunitaires aux infections qui est encore mal comprise. 

Actuellement, il existe un traitement en phase II de développement inhibant l’agrégation 

plaquettaire par GPVI. Il s’agit d’une protéine de fusion GPVI-Fc, Revacept. Cette molécule 

possède deux domaines extracellulaires GPVI qui vont aller bloquer les sites de liaison GPVI 

disponibles.(123) ACT017 est un autre antagoniste du récepteur GPVI qui vient de passer la 

phase clinique I avec succès. (124) Il s’agit d’un fragment fab humanisé qui s’est avéré efficace 
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dans l’inhibition de l’agrégation induite par le collagène.(125) De plus, il ne semble pas 

augmenter le saignement. (124) 

6. Inhibiteurs de tyrosine kinases 

Souvent utilisés pour les thérapies anticancer, les inhibiteurs de tyrosine kinases (TKIs) 

bloquent le site de liaison avec l’ATP. Naturellement, plusieurs inhibiteurs de kinases ont été 

testés pour leur effet antiplaquettaire puisque l’activité plaquettaire dépend grandement des 

tyrosine kinases. Une des molécules testée pour son effet antiplaquettaire est le Dasatanib.(126) 

Quand même qu’elle soit efficace, cette dernière cause une thrombocytopénie, une inhibition de 

la sécrétion granulaire et de l’agrégation et une augmentation du risque de saignement.(127) Si 

on prend en compte le fait que les antiplaquettaires sont souvent prescrits en bithérapie, le risque 

d’hémorragie serait considérablement augmentée et difficilement gérable. 

Ainsi, la majorité des TKIs ne sont pas des cibles attrayantes puisque leurs effets off 

target sont inévitables. (127) 

 

En résumé, les plaquettes sont des cellules anucléées dérivées des mégacaryocytes. Elles 

sont dynamiques et riches en protéines et facteurs de croissance. Leur rôle majeur est la 

régulation de l’hémostase et la thrombose. Au site de lésion, elles adhèrent à l’endothélium 

exposé et déclenchent une cascade d’évènements permettant la réparation de la lésion. De plus, 

elles sont impliquées dans plusieurs processus biologiques majeurs, notamment l’inflammation 

et l’angiogenèse. Étant donné leurs différentes voies d’activation et leur large spectre de 

fonctions, elles sont la cible de nombreux médicaments. 
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Chapitre 2: Brain-Derived Neurotrophic Factor 

Synthèse du BDNF 

Figure 7. Schéma du clivage des protéines précurseurs du BDNF. 

Le Brain-derived neutrophic factor (BDNF) est un facteur de croissance faisant partie 

de la famille des neurotrophines et qui a été purifié en 1982 par Yves Alain Barde.(128) 

Structurellement, le BDNF possède 50% d’homologie aves les autres neurotrophines existantes 

(NGF, NT-3 et NT-4/5).(129) Le gène du BDNF est retrouvé sur le chromosome 11 et contient 

4 exons 5’UTR ainsi qu’un exon 3’UTR.(130)   Le BDNF est d’abord traduit sous forme de pré-

proBDNF. Il s’agit d’une protéine précurseur dont la préséquence est clivée dans le réticulum 

endoplasmique pour donner du proBDNF (27kDa-37kDa). Dans le réseau transgolgien, le 

proBDNF subit un clivage à son site N-terminal par la furine et les PC1/7. Il en résulte la protéine 

mature du BDNF avec un poids moléculaire de 14kDa, souvent sous forme de dimère (27kDa). 

Dans les neurones, le BDNF et le proBDNF sont emmagasinés dans les vésicules à noyau dense 

et sont relâchés via les compartiments dendritiques et axonaux. (131)  Dans le système nerveux 

central, BDNF est exprimé dans différents neurones, les astrocytes, différentes cellules gliales 

et les cellules endothéliales vasculaires. Les niveaux de BDNF les plus élevés sont retrouvés au 

niveau du cortex cérébral et l’hippocampe. Le BDNF exerce un effet autocrine/paracrine via 

son récepteur spécifique le Tropomoyosin-related kinase B (TrkB) ainsi que le récepteur de la 

famille des récepteurs Tumor Necrosis Factor (TNF), p75NTR. De façon générale, BDNF joue 

un rôle dans la survie neuronale, la plasticité synaptique et la mémoire. (132) 
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Rôle et récepteurs du BDNF dans le système nerveux central 

1.TrkB dans le système nerveux central 

Figure 8. Signalisation du récepteur TrkB dans les neurones. BDNF active plusieurs voies de 

signalisation qui mènent à la promotion de la survie cellulaire et la plasticité synaptique. Repris avec 

permission de (133), figure 1. Publié par Nature Reviews Neuroscience et sous licence de Springer Nature. 

Le récepteur TrkB fait partie de la famille des récepteurs Trk. Structurellement, les 

récepteurs Trk possèdent la même organisation de leurs domaines. En effet, la partie 
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extracellulaire des récepteurs Trk possède 5 régions : 1 domaine riche en leucines, deux 

domaines riches en cystéines et deux domaines immunoglobulin-like C2 (Ig-like C2). 

Généralement le dernier domaine Ig-like C2 est le domaine de liaison d’agonistes.  Les 

récepteurs Trk possèdent une région transmembranaire similaire et partagent une grande 

homologie au niveau de leur domaine kinase intracellulaire. (134) Pour le TrkB, il existe 

plusieurs isoformes : TrkB.Fl, forme complète du récepteur, et TrkB.T1 et TrkB.Shc qui sont 

des formes tronquées dépourvues du domaine tyrosine kinase signalétique.(135) 

Le récepteur TrkB a une grande affinité pour le BDNF et une faible affinité pour la 

neurotrophine NT-4/5. Comme mentionné précédemment, BDNF est présent sous forme de 

dimère dans le système nerveux central. En liant la forme complète du récepteur (TrkB.Fl), 

BDNF induit la dimérisation de ce dernier. Les récepteurs dimérisés s’autophosphorylent via 

leurs domaines kinases permettant le recrutement et la phosphorylation des protéines Shc et 

PLCγ.(136, 137) Une des voies de signalisation activées par Shc est la voie PI3K/Akt qui mène 

à l’activation de plusieurs facteurs de transcription. Toujours via Shc, la voie MAPK est activée 

aussi.(138, 139) En effet, l’activation de rhoGTPase Ras permet la phosphorylation de la kinase 

MEK qui phosphoryle à son tour Erk induisant ainsi la survie, la croissance et la différentiation 

neuronale.(133, 140) Via PLCγ, il y a génération d’Ins(1,4,5)P et de DAG. D’un côté, 

Ins(1,4,5)P promeut la génération de calcium et l’activation de la voie de la calmoduline qui 

régule la plasticité synaptique.(133, 140, 141) D’un autre, DAG phosphoryle les PKC qui 

régulent aussi la plasticité synaptique.(142) Pour la forme tronquée trk.T1, les voies de 

signalisation activées ne sont pas claires. Dans les astrocytes, trkB.T1 active la rhoGTPase 

RhoA et induit la génération de calcium intracellulaire responsable du réarrangement du 

cytosquelette cellulaire.(143) Même si la signalisation des récepteurs tronqués est mal étudiée, 

leurs rôles le sont moins. En fait, ces récepteurs sont souvent considérés comme des récepteurs 

dominants négatifs qui peuvent soit séquestrer le BDNF ou réguler la liaison BDNF/TrkB.Fl en 

dimérisant avec le TrkB.Fl pour induire son internalisation.(144, 145) 

Le rôle du complexe BDNF/TrkB a été étudié extensivement et dans plusieurs types 

cellulaires.(145) Dans le réseau neuronal, BDNF peut réguler autant le signal présynaptique que 

postsynaptique dépendamment de la localisation du récepteur TrkB (sur les terminaisons 

axonales ou dendritiques).(146) Il joue aussi un rôle dans la transmission synaptique via les 
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récepteurs ionotropiques du glutamate, d’où son rôle dans la plasticité synaptique.(147)  

D’ailleurs, durant une ischémie, BDNF protège les neurones de la cytotoxicité glutamique en 

activant les cellules gliales.(147, 148) Ce complexe peut aussi affecter la mémoire et 

l’apprentissage en régulant les processus de base.(148-150) Ce n’est donc pas une coïncidence 

que les niveaux de BDNF sont plus élevés dans l’hippocampe puisque c’est le centre de la 

mémoire et l’apprentissage.(151) Dans la même optique, les gens affectés avec le 

polymorphisme du Val66Met du BDNF (polymorphisme d'un seul nucléotide) ont une mémoire 

à court-terme altérée.(152, 153) Pour les patients atteints d’Alzheimer ayant ce polymorphisme, 

la vitesse de perte de mémoire et l’accumulation de la protéine tau sont augmentés ce qui laisse 

penser que BDNF joue un rôle protecteur dans l’Alzheimer.(154) Toujours au niveau cérébral, 

le polymorphisme Val66Met augmente le risque des troubles psychologiques et des modèles 

animaux ont démontré que les traitements antidépresseurs augmentent les taux de BDNF et de 

son récepteur le TrkB dans l’hippocampe.(155, 156) En cohérence avec ces faits, des niveaux 

réduits de BDNF et de TrkB ont été retrouvés dans les cerveaux post mortem de victimes de 

suicide.(157, 158) Ces études consolident l’idée que BDNF et son récepteur sont impliqué dans 

le développement de la dépression et les effets des antidépresseurs.(159) 

 Au niveau vasculaire et via sa voie PI3K/Akt, BDNF/TrkB protège contre les 

dommages ischémiques en activant la voie de survie cellulaire. Dans le cas d’un stress oxydatif, 

les cellules endothéliales de la microvasculature augmentent la sécrétion du BDNF, fait supporté 

par des modèles animaux suggérant que BDNF protège contre l’hypoxie au niveau du système 

nerveux central.(160, 161) Toujours dans les cellules endothéliales de la microvasculature, 

BDNF protège contre l’apoptose cellulaire induite par les cytokines inflammatoires comme le 

TNF-α et pourrait même protéger contre l’inflammation en augmentant la relâche d’agents 

antiinflammatoires comme l’interleukine-10.(162, 163) Quand bien même son rôle 

neuroprotecteur, le BDNF est aussi impliqué dans l’épilepsie puisqu’il a un effet excitateur sur 

les neurones. En effet, chez les humains et dans des modèles animaux, des niveaux élevés du 

BDNF et son récepteur sont retrouvés au niveau du lobe temporal et l’inhibition de ses voies de 

signalisation réduit la survenue des épilepsies.(164, 165) 
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2. P75NTR dans le système nerveux central 

Faisant partie de la famille des Tumor Necrosis Factor Receptors, le p75NTR est le 

premier récepteur à neurotrophines découvert.(166) Structurellement, il possède une forte 

homologie avec les récepteurs de la même famille en ayant une organisation de motifs 

similaires. Il possède 4 motifs riches en cystéines, un domaine transmembranaire et domaine 

cytoplasmique contenant un domaine de mort.(167, 168) Contrairement au TrkB, p75NTR n’est 

pas spécifique à une neurotrophine en particulier puisqu’il lie toutes les neurotrophines.(169) 

Dans le cas du BDNF, p75NTR peut mener à la survie cellulaire. En formant un hétérodimère 

avec le TrkB, p75NTR induit l’activation de TRAF6 qui permet l’activation de la voie IKK-β et 

NF-κB et éventuellement, la survie cellulaire. En formant un complexe avec la sortiline pour 

lier le proBDNF, p75NTR recrute encore une fois TRAF6 qui active la rhoGTPase Cdc42, la voie 

JNK/c-jun et p53 pour induire l’apoptose cellulaire.(170, 171) Le rôle du complexe 

BDNF/p75NTR est peu étudié puisque ce n’est pas une voie primaire dans la signalisation du 

BDNF ni celle du p75NTR.  

3. Récepteurs du BDNF et son rôle dans le système cardiovasculaire 

En dehors de son rôle dans le système nerveux central, BDNF joue un rôle dans le 

système cardiovasculaire en développement, mais aussi le système cardiovasculaire adulte et 

pathologique. Dans l’infarctus du myocarde, les niveaux d’expression de BDNF et de TrkB 

post-infarctus sont augmentés et un traitement de BDNF réduit significativement la taille de la 

région atteinte et améliore la fonction cardiaque chez les souris. De plus, BDNF inhibe 

l’apoptose des cardiomyocytes en réduisant l’activité des caspases (Cas3) et similairement au 

cerveau, BDNF augmente considérablement la survie des myocytes en cas d’hypoxie.(172) 

D’ailleurs, les niveaux de BDNF et de TrkB sont corrélés avec l’augmentation du stress oxydatif 

vasculaire chez des rats hypertendus suggérant le rôle du BDNF dans la protection contre le 

stress oxydatif et la survie cellulaire.(173) 

Chez des souris déficientes en TrkB ou en BDNF, la morphologie des cellules 

endothéliales vasculaires est altérée, la perméabilité vasculaire est significativement augmentée 

et la survie des cellules endothéliales des artères et des capillaires du myocarde est réduite 
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causant une hémorragie intraventriculaire et une mort précoce.(174, 175) Chez les mêmes souris 

déficientes en TrkB, le cycle contractilité/relaxation du myocarde est affectée puisque dans sa 

signalisation, le BDNF augmente le calcium intracellulaire dans les cardiomyocytes induisant 

une contractilité et active la voie de la calmoduline permettant une relaxation normale. Chez ces 

knockout, l’absence du TrkB complet cause une activation chronique de la voie de la 

calmoduline. L’absence du TrkB.T1, forme tronquée du récepteur TrkB, affecte tout autant la 

contractilité cardiaque.(176, 177)  

Toujours au niveau vasculaire, BDNF est connu pour son rôle angiogénique au stade 

embryonnaire. À l’âge adulte, BDNF promeut le recrutement de cellules endothéliales TrKb+ 

et des cellules hématopoïétiques proangiogéniques afin d’induire une revascularisation chez les 

souris adultes.(178) 

Dans l’athérosclérose, le BDNF protège contre le développement des lésions 

athérosclérotiques en augmentant l’expression et en réduisant le clivage de la VE-cadhérine 

chez des souris ApoE-/-.(179, 180) 

Concernant p75NTR, plusieurs groupes ont investigué son importance au niveau 

cardiaque et son rôle dans la survenue de l’ischémie et des lésions vasculaires. Avec souris 

déficientes en p75NTR, les résultats suggèrent que ce récepteur est souvent responsable de 

l’apoptose des cellules musculaires lisses et de la survenue d’infarctus chez les souris.  Il peut 

aussi réguler certaines arythmies cardiaques. Néanmoins, aucune de ces observations ne peut 

être attribuable spécifiquement au BDNF étant donné que le p75NTR lie toutes les neurotrophines 

et que la littérature ne discrimine pas l’effet de chacune.(181-185) 

Pour agir sur le système cardiovasculaire, BDNF doit se retrouver dans la circulation. 

En effet, ses niveaux plasmatiques sont de l’ordre du picogramme par ml, mais ses 

concentrations sériques peuvent atteindre jusqu’à 1000 fois les concentrations plasmatiques.  

Chez des patients atteints de maladies coronariennes, les niveaux plasmatiques de BDNF sont 

inversement corrélés aux niveaux du facteur de von Willebrand.(186) Étant donné le lien entre 

le facteur de von Willebrand et la dysfonction endothéliales, .(187)  il est raisonnable de croire 

que BDNF peut être considéré comme un biomarqueur pronostique négatif des maladies 

coronariennes  
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En résumé, BDNF est une neurotrophine liant le récepteur TrkB principalement. Par les 

voies de signalisation activées, elle promeut la survie cellulaire et l’angiogenèse, protège contre 

l’hypoxie et le stress oxydatif que ça soit au niveau du système nerveux central ou au dans le 

système cardiovasculaire.  
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Chapitre 3: BDNF dans les plaquettes 

Présence de BDNF dans les plaquettes 

Figure 9. Immunobuvardage montrant la présence du BDNF dans les plaquettes de volontaires sains 

humains, de rats, mais pas de souris. Le BDNF et le proBDNF recombinants étaient utilisés comme contrôles 

positifs. Repris avec permission de (14), figure 1. Publié par Journal of Biological Chemistry et sous licence 

de CC-BY.  

En 1990, Hirotaka Yamamato a rapporté la présence de BDNF dans les plaquettes 

humaines et a démontré qu’il possède les mêmes propriétés biologiques et chimiques que le 

BDNF retrouvé dans le cerveau.(188) Partant du fait que les concentrations sériques du BDNF 

sont jusqu’à 1000 fois plus élevées que les concentrations plasmatiques, l’hypothèse que ce 

BDNF peut être relâché a été investiguée.(189, 190) En effet, BDNF est relâché à la suite de 

l’activation des voies plaquettaires comme la voie de l’APD et du collagène. (191) Avec des 

concentrations pouvant atteindre jusqu’à 1000 fois les concentrations neuronales, la question 

sur l’origine du BDNF plaquettaire se pose puisque ces dernières sont anucléées et ne peuvent 

donc pas le produire. La première hypothèse concernant l’origine de cette neurotrophine est 

qu’il provient des mégacaryocytes, cellules précurseures des plaquettes. Cette hypothèse a été 

vérifiée par l’équipe d’Yves Alain Barde, le premier à avoir découvert le BDNF en 1982. Leurs 

travaux rapportent la présence du BDNF dans les plaquettes et mégacaryocytes humains ainsi 

que celle du rat, mais pas chez la souris.(14) Même si la méthodologie employée ne permet pas 

de conclure définitivement que le BDNF plaquettaire provient des mégacaryocytes, elle permet 

néanmoins de donner une piste solide sur cette hypothèse. Une autre hypothèse sur l’origine du 

BDNF a été suggéré par Fujimura et al. En effet, il suggère que le BDNF peut être internalisé 
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par les plaquettes, probablement via un transporteur plaquettaire qui demeure non-identifié à ce 

jour. (191)  Malheureusement, cette hypothèse n’a jamais été vérifiée.    

En dehors de l’origine de tels niveaux plaquettaires de BDNF, la question sur son rôle 

physiologique dans les plaquettes mérite d’être posée aussi. Puisqu’il est relâché après une 

activation plaquettaire, une étude a montré son effet antithrombotique dans la formation du 

thrombus. En effet, l’étude démontre une réduction de la densité du réseau de fibrine du 

thrombus et une résolution plus rapide de ce dernier. Comme discuté à la fin du chapitre 2, cette 

étude démontre aussi une corrélation inverse entre les niveaux de BDNF et la formation de 

thrombus où des faibles niveaux de BDNF mènent à la formation d’un plus grand thrombus in 

vitro. (192) Hormis plusieurs corrélations des niveaux plasmatiques de BDNF aux maladies 

mentales et déficits cognitifs,(193) le rôle physiologique de tels niveaux dans les plaquette n’a 

pas été élucidé.  

TrkB et p75NTR dans les plaquettes  

En 2002, Fujimura et al. ont démontré la relâche du BDNF à la suite d’une activation 

plaquettaire et que BDNF se lie à deux récepteurs plaquettaires avec une grande affinité, mais 

ils ont été incapables de les identifier.(191) La présence du récepteur p75NTR n’a jamais été 

investiguée dans les plaquettes. Par contre, la présence du TrkB a été investiguée dans les 

plaquettes et les mégacaryocytes. Certains groupes n’ont pas réussi à démonter la présence du 

récepteur TrkB à la surface des plaquettes humaines.(191, 194) Or, ces publications n’ont pas 

précisé la méthode utilisée et n’ont pas montré de résultats à cet effet (résultats absents). Dans 

les plaquettes de rat sain, le TrkB n’était pas détecté, mais son expression a augmenté suite au 

développement d’une tumeur.(195)  Dans les mégacaryocytes, la présence du TrkB est aussi 

controversée puisque Labouyrie et al. ont rapporté la présence du TrkB dans des mégacarycytes 

humains primaires, mais Tamura et al. ont rapporté l’inverse dans des lignées mégacaryocytaires 

humaines (résultats absents encore une fois).(196, 197) Cette incertitude quant à la présence du 

récepteur TrkB nécessite une investigation approfondie.  
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Hypothèse et objectifs 

Puisque le BDNF semble avoir un rôle important dans le système cardiovasculaire et qu’il 

est présent en grande quantité dans les plaquettes humaines.  Il est important de comprendre son 

rôle dans la fonction plaquettaire afin d’explorer les cellules cibles de ce dernier dans le système 

vasculaire et sa capacité à traverser la barrière hémato-encéphalique pour réguler la santé 

cognitive.  

Hypothèse 

Tout comme dans le système nerveux central, BDNF a un rôle autocrine/paracrine dans 

les plaquettes.  

Objectifs  

1. Investiguer la réponse plaquettaire au BDNF 

2. Vérifier la présence du récepteur TrkB dans les plaquettes  

3. Investiguer son implication dans l’agrégation plaquettaire induite par le BDNF  

4. Décortiquer les voies de signalisation activées par le BDNF dans les plaquettes 

5. Comprendre la fonction plaquettaire du BDNF  
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Chapitre 4: Platelets express a truncated form of the TrkB receptor involved in Brain-

Derived Neurotrophic Factor signaling 

Contribution de l’étudiant 

Dans le cadre de mes travaux de maîtrise, j’ai effectué la majorité des expériences 

présentées dans ce mémoire. J’ai réalisé les tests plaquettaires fonctionnels par agrégométrie, ainsi 

que les expériences de signalisation par inhibition pharmacologique et par immunobuvardage. J’ai 

extrait et collecté les données, et procédé à leur analyse. En dernier lieu, j’ai majoritairement 

contribué à l’écriture de l’article présenté ci-après. 
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Key points  

• Brain-Derived Neutrophic Factor (BDNF) induces aggregation of washed human 

platelets though a truncated form of the TrkB receptor. 

• Platelets exposed to BDNF secrete angiogenic and inflammatory cytokines, which may 

play a role in maintaining vascular homeostasis. 
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Abstract 

Brain-Derived Neutrophic Factor (BDNF) is a growth factor that was initially discovered in the 

brain. BDNF has both autocrine and paracrine roles in neurons and its release and signaling 

mechanisms have been extensively studied in the central nervous system. Surprisingly, large 

quantities of BDNF have been reported in circulation, where it is essentially stored in platelets 

with concentrations reaching 100-1000-fold those of neurons. Despite this abundance, the function 

of BDNF in platelet biology has not been explored. We have therefore sought to investigate the 

effect of BDNF on platelet function and the mechanisms underlying platelet responses to BDNF. 

In washed platelets, BDNF induced complete biphasic platelet aggregation that in part relied on 

amplification from secondary mediators. The low-affinity agonist neurotrophin-4 and an activating 

antibody raised against the canonical BDNF receptor TrkB induced similar platelet responses, 

implicating TrkB. Platelets express, both at their surface and in their intracellular compartment, a 

truncated form of TrkB lacking a tyrosine kinase domain. BDNF-induced platelet aggregation was 

prevented by inhibitors of Rac1, PKC, and PI3K. Platelets exposed to BDNF secreted a panel of 

angiogenic and inflammatory cytokines, which may play a role in maintaining vascular 

homeostasis. In platelet-rich plasma, exogenous BDNF was found to bind α2-macroglobulin and 

failed to induce platelet aggregation. In summary, BDNF induces platelet aggregation and 

secretion via TrkB activation. Plasma protein binding may serve to compartmentalize bioavailable 

BDNF, thus restricting BDNF-mediated platelet activation to sites of vascular injury.  

 

Keywords: Brain-Derived Neurotrophic Factor; TrkB receptor; platelets; cellular signaling; α2-

macroglobulin.  
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Introduction 

Initially discovered in the brain, the Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) is a 

growth factor and a member of the neurotrophin family.1 BDNF has been extensively studied in 

the central nervous system and has a well-established role in synaptic plasticity and neuron 

development by promoting cell survival and neurite outgrowth.2-5 To exert its action, BDNF binds 

to the tropomyosin-related kinase B (TrkB) receptor, inducing receptor homodimerization and 

autophosphorylation within its endogenous kinase domain.6 Three TrkB isoforms have been 

reported, namely the full length receptor and two truncated receptors (TrkB.T1 and TrkB.Shc in 

humans), that share the same extracellular domain but differ in their intracellular domains.7-9 The 

intracellular domains of TrkB.T1 and TrkB.Shc consist of a short cytoplasmic tail of 23 and 83 

amino acids, respectively. TrkB.T1 and TrkB.Shc lack the intracellular tyrosine kinase domain of 

the full-length receptor.10 Notwithstanding, it has been shown that truncated TrkB receptors can 

signal through adaptor proteins or act as a dominant-negative receptor to inhibit BDNF signaling 

through the full-length TrkB receptor.11,12  

TrkB receptors are found in many tissues outside of the central nervous system, including 

in the lungs, heart and the vascular endothelium.13-16 Increasingly, BDNF is shown to play an 

important role in the cardiovascular system.16,17 In the circulation, BDNF is stored primarily in 

platelets, where its concentrations can be 100 to 1000 times that of the central nervous 

system.16,18,19 Interestingly, platelets have been shown to release BDNF upon activation, but the 

role of BDNF in platelets remains unknown.20 Since BDNF plays an autocrine-paracrine role in 

the brain, we hypothesized that BDNF has a similar autocrine-paracrine role in platelets.21,22 We 

therefore sought to investigate the effect of BDNF on platelet function and the intracellular 

signaling underlying platelet responses to BDNF. Here we show that BDNF induces platelet 

aggregation by binding to a truncated TrkB receptor and activates a signaling pathway involving 

the Rho GTPase Rac1, PKC, and PI3K. We also demonstrate that upon activation with BDNF, 

platelets release angiogenic and inflammatory cytokines, suggesting that BDNF may indeed play 

an autocrine-paracrine role in platelet function and vascular physiology. 
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Materials and methods 

Materials 

Anticoagulant Citrate Dextrose Solution Formula A (DIN:00788139) and Eptifibatide 

(integrilin, DIN: 02240351) were purchased at the Montreal Heart Institute Pharmacy. Adult 

human brain cerebral cortex whole tissue lysate (catalog no. NB820-59182) was from Novus 

Biologicals. Prostaglandin E1 (catalog no. 1620), wortmannin (catalog no. 1232), Y-27632 

dihydrochloride (catalog no. 1254), AR-C 66096 tetrasodium salt (catalog no. 3321), cyclotraxin 

B (catalog no. 5062), and GNF5837 (catalog no. 4559) were from Tocris Bioscience. PP2 (catalog 

no. Ak-60369), PRT318 (catalog no. Ak-198900), and NSC23766 (catalog no. CD0192) were 

from Cederlane Labs. K252a (catalog no. K-2151) and Dasatinib (catalog no. D-3307) were from 

LC Laboratories. Sodium arachidonate (catalog no. 10006607) and bisindolylmaleimide I (catalog 

no. 13298-10) were from Cayman Chemical Co. Aspirin (catalog no. A-6810) was from Sigma 

Aldrich and zoledronic acid (catalog no. 6111-10) was from R&D Systems. TRAP-6 amide 

(catalog no. H-2936.0025BA) was from VWR and collagen type 1 fibrils (catalog no. 385) were 

purchased from Chrono-Log Corporation. Protease and phosphatase inhibitor mini-tablets (catalog 

no. A32959) and protein G agarose (catalog no. 16-266) were from Fisher Scientific. Recombinant 

human neurotrophin-4 (NT-4) protein (catalog no. N-270) and human TrkB-Fc Chimera (catalog 

no. RPC-001) were from Alomone Labs. Recombinant human BDNF (catalog no. 450-02-500) 

and anti-BDNF antibodies (catalog no. 500-P84) were from Peprotech. Anti-BDNF hybridoma 

(mab#9) was from the Developmental Studies Hybridoma Bank at the University of Iowa. Human 

TrkB antibodies (catalog no. mab397 and catalog no. 10047-MM-12) were from R&D Systems 

and Sino Biological, respectively. Beta-actin antibody (catalog no. 937215) was from R&D 

Systems. Alpha-2-Macroglobulin (α2M) antibody (catalog no. abx132389) was from Abbexa Ltd. 

AffiniPure goat anti-mouse IgG (H+L) (catalog no. 115-005-003) and AffiniPure goat anti-rabbit 

IgG (H+L) (catalog no. 111-005-003) were from Jackson ImmunoResearch Laboratories. Alexa 

Fluor 488-conjugated donkey anti-mouse IgG (H+L) (catalog no. A-21202) was from 

ThermoFisher Scientific. Anti-Akt antibody (catalog no. 9272S), anti-phospho-Akt (Ser-473) 

(catalog no. 4060S), anti-PLCγ2 (catalog no. 3872T) and anti-phospho-PLCγ2 (Thr-1217) (catalog 
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no. 3871T) were from Cell Signaling Technology. Customized multiplex cytokine detection kits 

were from AimPlex Bioscience.  

Participant selection 

This study was approved by the Montreal Heart Institute Scientific and Research Ethics 

Committee (REC reference: #2018-2368) and all participants gave written informed consent. 

Participants were considered healthy if they were aged 18 years or older, did not require long-term 

medical therapy, had refrained from drugs known to influence platelet function in the previous 2 

weeks, had not undergone major surgery in the previous 6 months, did not have a history of 

bleeding symptoms, and had platelet counts and hemoglobin levels within the normal reference 

range. 

Blood collection and platelet isolation 

Blood was drawn by venipuncture into syringes containing either acid citrate dextrose 

(ACD-A) in a 1:5 volume ratio (ACD/blood) for experiments carried out in washed platelets, or 

sodium citrate 3.2% in 1:9 volume ratio (citrate/blood) for experiments in platelet-rich plasma 

(PRP). Blood was centrifuged at 200 g for 15 min without a brake to prepare PRP and at 1000 g 

for 10 min to prepare platelet-poor plasma (PPP).  

Native citrated PRP was used without adjustment of platelet count for platelet aggregation 

experiments, with autologous PPP used to set baselines. 

To obtain washed platelets, prostaglandin E1 (1 µM) was added to ACD-anticoagulated 

PRP prior to centrifugation at 1000 g for 10 min. Platelets were resuspended in Tyrode’s buffer 

(137 mM NaCl, 11.9 mM NaHCO3, 0.4 mM NaH2PO4, 2.7 mM KCl, 1.1 mM MgCl2, 5.6 mM 

glucose, pH 7.4). Platelet counts were determined using a Beckman Coulter hematology analyzer 

(Ac-T 5diff AL) and adjusted to a final concentration of 2.5 x 108/mL for platelet aggregation 

assays or 5 x 108/mL for protein phosphorylation assays. Platelets were allowed to rest at room 

temperature for 60 min prior to functional experiments.  
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Light transmission aggregometry 

Platelet aggregation was measured using a Chronolog aggregometer (Model 700, 

Havertown, PA, USA) at 37 °C with continuous stirring at 1200 rpm. When specified, washed 

platelets were pre-incubated with inhibitors or vehicle for 15 min at room temperature. Following 

2 min of incubation at 37 °C and 1 min of stabilization with stirring, agonists were added to platelet 

suspensions and aggregation traces were recorded using the AGGRO/LINK®8 Software package. 

Protein phosphorylation 

To block the positive feedback from amplification pathways, washed platelets were pre-

incubated with eptifibatide (9 µM), aspirin (30 µM), and AR-C66096 (1 µM). When specified, 

washed platelets were incubated with the indicated inhibitors for 15 min prior to stimulation with 

agonists for 1 min at 37 °C under continuous stirring at 1200 rpm (ChronoLog model 700 

aggregometer). Reactions were stopped with ice-cold RIPA buffer (150 mM NaCl, 5 mM EDTA 

pH 8.0, 50 mM Tris-Cl pH 8.0, 1% NP40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS) containing 

protease and phosphatase inhibitors. Laemmli loading buffer (4X: 250 mM Tris pH 6.8, 8% SDS, 

40% glycerol, 20% β-mercaptoethanol, and 0.02% bromophenol blue) was added to platelet lysates 

and samples were heated at 95 °C for 90 s. Proteins were resolved by SDS-PAGE on 8% 

acrylamide gels and transferred onto PVDF membranes for immunoblotting. 

Flow cytometry 

Washed platelets were fixed with 1% PFA for 20 min at room temperature. Platelets were 

then incubated at room temperature with anti-TrkB primary antibody (R&D Mab397, diluted 1:25) 

or isotype control (mouse anti-human IgG1) for 30 min, followed by an Alexa Fluor 488-

conjugated donkey anti-mouse secondary antibody (Invitrogen, diluted 1:200) for 30 min, and 

analyzed using the MACSQuant Analyzer 10 (Miltenyi Biotec, Germany). Peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs) were used as a positive control.  
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Confocal microscopy 

Glass coverslips were pre-coated with 0.1% poly-L-lysine for 15 min. Platelets fixed with 

1% PFA for 20 min at room temperature were transferred onto pre-coated coverslips and allowed 

to adhere overnight at 4 °C. TrkB labelling was performed using an anti-TrkB primary antibody 

(5 µg) for 90 min at room temperature followed by incubation with an Alexa Fluor 488-conjugated 

donkey anti-mouse secondary antibody (1:200) for 1 h. Fluorescence was visualized using a Zeiss 

LSM510 confocal microscope. PBMCs were used as a positive control. 

Immunoprecipitation 

BDNF (750 nM) or vehicle were added to PRP at 37 °C under continuous stirring for 30 

min. Platelets were pelleted by centrifugation (1000 g for 3 min) and the supernatant (i.e. plasma) 

was retained. Plasma proteins were incubated under constant rotation overnight at 4 °C with 

antibodies against either BDNF or α2M. Protein G-conjugated agarose beads were added to the 

samples followed by incubation for 4 h at 4 °C with constant mixing. Beads were washed 3 times 

in PBS and proteins were eluted by adding Laemmli buffer and heating at 95 °C for 5 min. 

Immunoprecipitated proteins were resolved by SDS-PAGE and transferred onto PVDF 

membranes for immunoblotting. 

Analysis of the platelet secretome 

Washed platelets were activated with either collagen-related peptide (CRP; 1 μg/mL), 

TRAP (3 μM), PAR-4 amide (100 μM), BDNF (750 nM), or vehicle at 37 °C under continuous 

stirring at 1200 rpm (ChronoLog model 700 aggregometer). Once aggregation was completed, 

reactions were stopped with EDTA (4 mM), platelets were pelleted by centrifugation at 1000 g for 

10 min at room temperature. Supernatants were collected and stored at -80 °C prior to analysis. 

Inflammatory and angiogenic profiles were assessed by multiplex bead kits (AimPlex 

Bioscience, CA, USA) and analyzed by flow cytometry (MACSQuant Analyzer 10, Miltenyi 

Biotec, Germany). Standard curves were generated and employed to convert the mean fluorescent 

intensity (MFIs) of each sample (run in duplicate) into concentration. 
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Statistical analyses 

All data sets passed the Shapiro-Wilk test for normality. Repeated-measures analysis of 

variance (ANOVA) with Geisser-Greenhouse correction for sphericity and Dunnett’s correction 

for multiple comparisons was performed using GraphPad Prism Software version 8 for Windows 

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A multiplicity-adjusted p value < 0.05 was 

considered significant. Continuous variables are presented as median ± interquartile range (IQR). 

N refers to the number of independent experiments with each experiment representing a different 

biological sample. 

Results 

BDNF induces platelet aggregation 

Addition of BDNF (75 nM, 200 nM, 750 nM) induced platelet aggregation in a 

concentration-dependent manner (Figure 1A,B). In the presence of a neutralizing antibody 

against BDNF (mab #9), platelet aggregation in response to BDNF was prevented (Figure 1C). 

This inhibition was specific to BDNF, as platelet responses to collagen, TRAP, and arachidonic 

acid were not modified by incubation with mab#9 (Figure 1D). To further confirm that BDNF 

induced platelet aggregation and not agglutination, we investigated the contribution of 

amplification pathways to BDNF-induced platelet aggregation. Aspirin (COX-1 inhibition), AR-

C66096 (ADP-P2Y12 receptor inhibition), and eptifibatide (integrin α2bβ3 inhibition) significantly 

impaired the ability of BDNF to induce platelet aggregation (Figure 1E,F). Taken together, 

these findings suggest that BDNF induces platelet aggregation through an active mechanism that, 

in part, relies on amplification from secondary mediators.  

Platelets express a truncated form of the TrkB receptor 

We investigated the presence of the canonical BDNF receptor, TrkB, on washed platelets. 

Whereas both the full-length receptor (145-kDa) and the truncated receptor (95-kDa) were 

present in the adult human brain cerebral cortex whole tissue lysate (used as a positive control), 

only the truncated receptor was detected in platelet lysates (Figure 2A). To determine the 
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expression pattern of the receptor, surface staining and intracellular staining for TrkB was 

assessed by flow cytometry (Figure 2B) and confocal microscopy (Figure 2C) in fixed and 

permeabilized platelets. Up to 50% of platelets were TrkB+ by flow cytometry and TrkB 

immunoreactivity was observed at the plasma membrane as well as distributed in a punctuate 

manner in the cytoplasm, suggesting a granular compartmentalization. 

Other ligands of TrkB also induce platelet aggregation 

We assessed whether other known ligands of the TrkB receptor induced platelet 

aggregation similarly to BDNF. Both neurotrophin-4 (NT-4, 750 nM), a low affinity agonist of 

TrkB, and a TrkB-activating antibody (MM12, 10 µg/mL) induced complete, biphasic platelet 

aggregation (Figure 3A,B), further suggesting TrkB is the target receptor in platelets. 

BDNF induces platelet aggregation through a kinase-dependent mechanism 

To determine whether BDNF activated a protein tyrosine kinase-dependent mechanism in 

platelets similar to what has been observed in neurons, we first conducted a time-series analysis 

using the phosphotyrosine-specific antibody 4G10®. As shown in Figure 4A, an increase in 

phospho-tyrosine immunoreactivity was observed within 45 s of adding BDNF, which reached a 

plateau by 60 s and decreased gradually until 360 s. Based upon these results, an incubation time 

of 60 s was employed for subsequent studies of the effects of specific inhibitors on BDNF signaling 

in platelets.  

We next sought to determine whether BDNF-induced platelet aggregation required the 

intrinsic TrkB tyrosine kinase signaling domain. Cyclotraxin B is an allosteric modulator of the 

TrkB receptor that induces a conformational change preventing autophosphorylation of the TrkB 

kinase domain.23 Cyclotraxin B (up to 50 µM) failed to inhibit BDNF-induced platelet aggregation 

(Figure 4B). GNF5837 is a TrkB kinase domain inhibitor that is specific to TrkB in the nM range 
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but loses specificity above 1 µM.24 Incubation of platelets with GNF5837 (1 µM) did not impair 

platelet aggregation in response to BDNF (Figure 4B). At 30 µM, GNF5837 significantly 

decreased BDNF-induced platelet aggregation, as well as that of the collagen used as control 

(Figure 4B,C). Finally, K252a (10 µM), an inhibitor of protein serine/threonine and protein 

tyrosine kinases, blocked BDNF- and collagen-induced platelet aggregation (Figure 4B,C), as did 

PP2 (10 µM), a non-selective inhibitor of the Src family of protein tyrosine kinases (SFKs) Figure 

4B,C). Taken together, these findings suggest that BDNF signals through a truncated form of the 

TrkB receptor that is devoid of its tyrosine kinase domain but may engage adaptor proteins to 

signal through one or more non-receptor protein kinase dependent pathways. 

BDNF-induced platelet responses do not require activation of non-receptor protein 

tyrosine kinases Src and Syk 

Given the similarity with collagen-induced platelet aggregation, we first investigated 

whether protein tyrosine kinases Src and Syk were involved in BDNF-induced platelet aggregation 

similar to the collagen-induced activation of GPVI.25,26 In contrast to collagen, Src-specific 

inhibitor dasatinib (10 µM) and Syk-specific inhibitor PRT318 (10 µM) failed to inhibit BDNF-

induced platelet aggregation (Figure 4D,E), suggesting that different protein tyrosine kinases are 

involved in platelet responses to BDNF.  

Rho GTPase Rac-1 is involved in BDNF-induced platelet aggregation 

As rho GTPases have been shown to mediate truncated TrkB signaling in astrocytes, 

glioma and glial cells,27-29 we investigated their possible role in BDNF-induced platelet 

aggregation. Zoledronic acid (50 µM), a non-specific Rho inhibitor, significantly inhibited BDNF-

induced platelet aggregation (Figure 5A). We next examined the effects of targeted inhibition of 
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Rho family members Rac-1 and ROCK, a major downstream effector of rhoA. The Rac-1 inhibitor 

NSC23766 (10 µM) decreased platelet aggregation in response to BDNF, whereas the ROCK 

inhibitor Y27632 (10 µM) had no effect (Figure 5A). 30,31 Collagen-induced aggregation was 

variably affected by inhibition of Rho GTPases (Figure 5B), as previously described.32  

We then investigated the involvement of PKC and the PI3K/Akt pathway, which are major 

signaling pathways in platelets and neurons and have been reported to be activated downstream of 

TrkB in the central nervous system. Inhibition of either PKC (BIM-1, 10 µM) or PI3K 

(wortmannin, 100 nM) significantly attenuated both BDNF-induced (Figure 5C) and collagen-

induced (Figure 5D) platelet aggregation. However, it should be noted that at the concentration 

used in the present study, BIM-1 would also inhibit GSK3 activity. 

We further confirmed the aggregation results by immunoblotting for the phosphorylated 

form of relevant proteins. As shown in Figure 5E, Rho inhibition reduced BDNF-induced Akt 

phosphorylation, as did the PI3K inhibitor wortmannin (Figure 5F). Inhibition of Rac1 or ROCK 

reduced BDNF-induced STAT3 phosphorylation, whereas the non-selective Rho inhibitor 

zoledronic acid increased STAT3 phosphorylation. PLCγ2 phosphorylation was not increased by 

BDNF, confirming the truncated form of TrkB is not capable of activating PLCγ2. Taken together, 

these results suggest BDNF induces aggregation through recruitment of Rac1 as an adaptor protein 

which induces the activation of the PI3K-Akt pathway and phosphorylation of STAT3. While 

PLCγ2 is not involved in BDNF signaling, PKC and PI3K appear to act through pathways 

independent of STAT3.  

BDNF is sequestered in plasma by α2-macroglobulin 

Neurotrophins have been previously shown to form a complex with α2-macroglobulin 

(α2M), a large plasma protein, which serves to prevent circulating neutrophins from binding to 
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their Trk receptors.33,34 Thus, we investigated whether platelet responses to BDNF were 

maintained in the presence of plasma proteins. In PRP, platelets lost their ability to aggregate in 

response to BDNF (Figure 6A-B). We then tested whether exogenous BDNF added to PRP forms 

a complex with α2M, as has been shown for other neurotrophins.33,34 To do so, we incubated PRP 

with exogenous BDNF (750 nM) at 37 °C while maintaining constant stirring. No platelet 

aggregation was observed. We then pelleted platelets by centrifugation and immunoprecipitated 

either BDNF or α2M from the supernatant. As shown in Figure 6C, α2M immunoprecipitates 

contained BDNF immunoreactivity, with little left in the supernatant. Similarly, BDNF 

immunoprecipitates contained α2M immunoreactivity (Figure 6C). Taken together, these findings 

indicate that BDNF released into circulation is sequestered by α2M, limiting its bioavailability to 

interact with circulating platelets and suggest that an endocrine role for BDNF in the circulatory 

system is unlikely. 

BDNF induces platelet secretion 

In the absence of an endocrine role for BDNF in the circulation, we next investigated the 

possibility that BDNF plays an autocrine/paracrine role in a growing thrombus by inducing platelet 

secretion. As shown in Figure 7, BDNF (750 nM) induced the release of several inflammatory 

and angiogenic factors such as IL-8, ENA-78, TARC and VEGF-A. The release reaction was 

similar to that induced by collagen-related peptide (CRP), TRAP and PAR-4 amide.  

Discussion 

In the present study, we have shown: (1) BDNF induces complete, biphasic and irreversible 

platelet aggregation in washed human platelets through a truncated form of the TrkB receptor; (2) 

BDNF-induced platelet aggregation engages the Rho GTPase Rac-1 and downstream signaling 

through PKC and the PI3K/Akt pathway; (3) in response to BDNF, platelets release a broad 

spectrum of inflammatory and angiogenic cytokines; and (4) in plasma, BDNF binds to α2M, thus 

limiting its bioavailability and prothrombotic effects. Taken together, these findings suggest a 

paracrine/autocrine role of BDNF on platelet function, and possibly other cell types, at or near a 

vascular lesion. 
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TrkB expression in platelets 

Our finding that inhibition of secondary mediators of platelet aggregation with aspirin and 

an ADP-P2Y12 receptor antagonist prevented the secondary phase of platelet aggregation but 

maintained the primary phase evoked by BDNF suggested the presence of a specific receptor. We 

are not the first to investigate the presence of TrkB on platelets and platelet precursors, 

megakaryocytes. Two previous publications failed to detect the presence of TrkB on human 

platelets; however, data was not shown to support their findings.20,35 In animal studies, TrkB was 

absent from healthy rat platelets but was expressed on platelets from tumor-bearing rats.36 The 

presence of TrkB on megakaryocytes is also controversial. Labouyrie et al. reported high levels of 

expression of the truncated TrkB receptor in human megakaryocytes whereas Tamura et al. failed 

to detect the TrkB receptor in a megakaryocytic cell line (data however was not shown).37,38 Our 

results in human platelets from healthy volunteers show a truncated form of TrkB to be present, 

both at the surface and in the intracellular compartment. This led us to hypothesize that TrkB was 

involved in platelet responses to BDNF.  

Similarly to the signaling cascade activated by BDNF in glial cells, we have found Rac1 to 

be important in platelets.6,39 The activation of the PKC and PI3K/Akt pathways, which triggers 

STAT3 activation, is an important pathway in the central nervous system promoting dendritic 

arborization in neurons, astrocyte survival and glial cell differentiation.40-43 As a transcription 

factor, STAT3 activation by neurotrophins is often correlated with neuron survival and 

transcription of neuroprotective genes.44 In megakaryocytes, STAT3 has been shown to play an 

important role in megakaryocyte maturation and differentiation, as well as in platelet production.45 

Furthermore, non-genomic roles of STAT3 have emerged in recent years, suggesting a crosstalk 

between STAT3 and proinflammatory cytokines in platelet signaling.46 Our finding that BDNF 

induces secretion of angiogenic and inflammatory cytokines in platelets warrants more detailed 

investigation. A limitation to this section of the study would be the use of the PKC inhibitor, BIM-

1, which is known to inhibit GSK3 at a nanomolar range.47,48 Indeed, BDNF has been shown to 

affect GSK3β in the nervous system via the PI3K/Akt pathway.49 Further studies should be 

undertaken to delineate the possible roles of the PKC family and GSK3β in the ability of the 

truncated TrkB receptor to induce platelet activation in response to BDNF binding. 
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Platelet-secreted BDNF as a paracrine regulator in the cardiovascular system 

TrkB expression is not confined to the central nervous system, as the receptor has been 

found in many tissues such as the lungs, the heart, and vascular endothelium.13-16 Increasingly, 

BDNF is seen as an important player in the cardiovascular system. Through activation of the 

truncated TrkB receptor, BDNF regulates heart contraction and long-term homeostasis in 

cardiomyoctes.50,51 BDNF also promotes angiogenesis by recruitment of endothelial cells and 

mobilization of hematopoietic progenitors.52,53 BDNF may protect against cardiac dysfunction and 

promote cell regeneration during ischemic injuries and myocardial infarction.17,54-57 As the largest 

peripheral reservoir of BDNF, platelets appear to be crucial vectors of BDNF in the cardiovascular 

system and active regulators of its bioavailability. Given the large quantities of BDNF stored in 

platelets and released upon platelet activation,20 which can in turn activate platelets to aggregate 

and secrete their granular cargoes, it appears essential that a thrombo-protective mechanism be in 

place to limit platelet aggregation to vascular lesions. Our finding that BDNF fails to induce 

platelet aggregation in plasma, in contrast to washed platelets, suggests a role for one ore more 

plasma proteins in reducing the bioavailability of circulating BDNF. Other neurotrophins, most 

notably the nerve growth factor (NGF), have been shown to bind to α2M: sequestration of NGF 

by α2M impairs its ability to act on its Trk receptor.33,34 Plasma α2M also sequesters thrombin, 

limiting its enzymatic activity and thereby contributing to the attenuation of the coagulation 

response.58-60 It is interesting that α2M appears to also regulate the bioavailability of BDNF to 

interact with platelets, thus ensuring a thrombo-protective mechanism in case of inappropriate 

platelet activation. The factors contributing to the balance of free versus bound BDNF in plasma 

thus require further investigation. 

In conclusion, we have found that platelets respond to BDNF in an autocrine-paracrine 

manner, via activation of a truncated form of the TrkB receptor, engaging the Rho GTPase Rac1, 

signaling through the PKC and PI3K/Akt pathways, and promoting secretion of angiogenic and 

inflammatory cytokines. Bioavailability of BDNF is controlled by binding to plasmatic α2M, 

limiting its effect on platelets in circulation. The importance of platelet-borne BDNF and its 

interactions with other TrkB+ cells in the vasculature, both in healthy vessels and in ischemic 

lesions, opens up new avenues of research into platelets as dynamic vectors of neurotrophic factors. 
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Figure legends 

Figure 1: BDNF induces complete, biphasic platelet aggregation in washed platelets 

Representative trace (A) and quantification (B) of platelet aggregation in response to 75 nM, 200 

nM and 750 nM BDNF. Repeated-measures ANOVA test, p=0.0004; vehicle vs. 200 nM BDNF; 

p=0.01 and vs. BDNF 750 nM p<0.0001. Example trace (C) and quantification (D) of 

neutralization of BDNF-induced aggregation by the mab#9 antibody (2.5 µg/mL). IgG2B was used 

as an isotype control (2.5 µg/mL). Specificity of mab#9 was confirmed by absence of effect on 

platelet responses to collagen 1 µg/mL, TRAP 3 µM and arachidonic acid 10 µM; results are 

representative of 5 independent experiments. Repeated-measures ANOVA test, p<0.0001; BDNF 

750 nM vs BDNF 750 nM in presence of mab#9, p<0.0001. Example trace (E) and quantification 

(F) of BDNF-induced platelet aggregation in the presence of inhibitors of secondary mediators (30 

µM aspirin, 1 µM AR-C66096 and 9 µM eptifibatide); results are representative of 5 independent 

experiments. Repeated-measures ANOVA, p<0.0001; compared to BDNF 750 nM: inhibition with 

aspirin p=0.001, inhibition with AR-C66096, p=0.0002 and inhibition with eptifibatide, p<0.0001. 

Arrowheads indicate the time point at which the agonist was added. Data are presented as median 

± IQR. 

 

Figure 2: Platelets express truncated TrkB receptors 

(A) Immunoblotting of TrkB from human platelet lysates (30 µg) obtained from 4 different healthy 

volunteers. TrkB-Fc fusion protein (3 ng, expected molecular weight 120 kDa) and human cortex 

whole cell lysate (3 µg, expected molecular weight at 95 kDa for truncated TrkB and at 140 kDa 

for full-length TrkB recetpor) were used as positive controls. β-actin was used a loading control. 

(B) Flow cytometry of surface and intracellular TrkB on washed human platelets; platelets 
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expressed TrkB both on their surface (TrkB+: 27% ± 11%, n=8) and their intracellular 

compartment (TrkB+: 82% ± 9%, n=6). PBMCs were used as positive controls for TrkB labeling 

both on the surface (TrkB+: 45% ± 15%, n=4) and the intracellular compartment (TrkB+: 88% ± 

6%, n=4). IgG1 was used as isotype control. 

(C) Confocal microscopy of platelets expressing TrkB. Washed platelets and PBMCs were labeled 

with anti-TrkB antibody and Alexa Fluor488. Nuclei of PBMCs were stained with DAPI and IgG2B 

was used as an isotype control. Images were visualized at RT with Zeiss LSM510 with 100x 

objective lense and 3x magnification. Scale bar: 5µm. Images are representative of 3 independent 

experiments.  

 

Figure 3: Known ligands of TrkB induce platelet aggregation 

Example trace (A) and quantification (B) of platelet aggregation in response to 750 nM BDNF, 

750 nM NT4 and 10 µg/mL TrkB-activating antibody (n=5). IgG1 was used as an isotype control 

(10 µg/mL). Repeated-measures ANOVA, p=0.005; compared to vehicle: BDNF 750 nM 

p<0.0001, NT4 750 nM p<0.0001 and TrkB-activating antibody p=0.059. Arrowheads indicate the 

time point at which the agonist was added. Data are presented as median ± IQR.  

 

Figure 4: BDNF-induced aggregation activates a kinase-dependent pathway 

(A) Time series of tyrosine phosphorylation in washed platelets stimulated with BDNF (750 nM). 

(B) BDNF-induced platelet aggregation in the presence of TrkB kinase domain inhibitors 

(Cyclotraxin B 50 µM; GNF5837 1 µM and 30 µM) as well as broad spectrum kinase inhibitors 

(K252a 10 µM and PP2 10 µM). (C) Collagen at 1 µg/ml was used as control (n=5). Repeated-

measures ANOVA, p<0.0001; compared to BDNF: no inhibition observed with cyclotraxin B 50 
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µM and GN5837 1 µM (p>0.05); inhibition of BDNF with GNF5837 30 µM p=0.0025, inhibition 

with K252a 10 µM p= 0.004 and inhibition with PP2 10 µM p= 0.001.  

(D) BDNF-induced aggregation in the presence of SFK inhibitors (PRT318 10 µM and Dasatinib 

10 µM; n=5). (E) Collagen at 1 µg/ml was used as control (n=5). Repeated-measures ANOVA, 

p=0.23; inhibition of BDNF with Dasatinib 10 µM p=0.34, inhibition with PRT318 10 µM p=0.20. 

Data are presented as median ± IQR. 

 

Figure 5: BDNF-induced aggregation recruits Rho GTPase Rac1 and activates PKC and 

PI3K/Akt pathway 

(A) BDNF-induced aggregation in the presence of rho GTPase inhibitors (zoledronic acid 50 µM, 

NSC23766 10 µM and Y27632 10 µM; n=5). Repeated-measures ANOVA, p<0.0001; inhibition 

of BDNF with zoledronic acid p=0.0002, inhibition with NSC23766 p=0.005 and inhibition with 

Y27632 p=0.53. (B) Collagen 1 µg/mL was used as a control. Data are presented as median ± IQR. 

(C) BDNF-induced aggregation in the presence of PI3K/Akt and PKC inhibitors (wortmannin 100 

nM and BIM-1 10 µM; n=5). Repeated-measures ANOVA, p<0.0001; inhibition of BDNF with 

wortmannin p<0.0001, inhibition with BIM-1 p<0.0001. (D) Collagen 1 µg/mL was used as 

control (n=5). Data are presented as median ± IQR. 

(E) Phosphorylation of Akt, STAT3 and PLC-γ2 in the presence of rho GTPase inhibitors 

(zoledronic acid 50 µM, NSC23766 10 µM and Y27632 10 µM) and PI3K and PKC inhibitors 

(wortmannin 100 nM and BIM-1 10 µM). All phosphoblots are representative of 3 independent 

experiments.  

 

Figure 6: α2-macroglobulin binds to BDNF preventing BDNF-induced aggregation in 

platelet-rich plasma. Representative trace (A) and quantification (B) of platelet aggregation in 

response to 750 nM of BDNF in platelet-rich plasma (0%-100% plasma concentration, as 
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indicated) (n=3). Repeated-measures ANOVA, p=0.0003; compared to 0% of plasma: 25% plasma 

p=0.001, 50% plasma p=0.002, 75% plasma p=0.001 and 100% plasma p=0.005. Arrowheads 

indicate the time point at which the agonist was added. Data are presented as median ± IQR. 

(C) Immunoprecipitation of PRP supernatant pre-incubated with 750 nM of BDNF (IP: anti-α2-

macroglobulin and anti-BDNF, WB anti-α2-macroglobulin and anti-BDNF). BDNF-containing 

plasma was used as a control. Blots are representative of 3 independent experiments.  

 

Figure 7: Platelets release inflammatory and angiogenic cytokines in response to BDNF. 

Profiles of cytokine release by platelets activated with CRP (1 g/mL), PAR-4 amide (100 M), 

TRAP (3 M), or BDNF (750 nM). Vehicle was used as a shear stress control. IL-8, interleukin 8; 

ENA-78, epithelial neutrophil-activating protein 78; PF4, platelet factor 4; TARC, thymus-and 

activation-regulation chemokine; VEGF-A, vascular endothelial growth factor A; VEGF-C, 

vascular endothelial growth factor C; RANTES, regulated on activation, normal T cells expressed 

and secreted; PDGF, platelet-derived growth factor; SDF-1, stromal cell-derived factor 1; 

ANGPT-1, angiopoietin 1. Shown are mean ± SE of data from platelets isolated from 4 healthy 

volunteers. 
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Figure 2 
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Figure 4 

 



61 

Figure 5 
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Figure 6 
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Figure 7 
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Discussion 

Résumé des résultats majeurs 

Notre hypothèse de recherche énonçait que, tout comme dans le cerveau, le BDNF joue 

un rôle autocrine et paracrine dans les plaquettes humaines. Ce projet de recherche a réussi à 

démontrer que BDNF induit une agrégation plaquettaire complète, biphasique et irréversible 

dans les plaquettes lavées de volontaires sains via la forme tronqué du récepteur TrkB. Cette 

agrégation active la RhoGTPase Rac1 qui agit comme protéines adaptatrice pour le récepteur 

tronqué. En aval, Rac1 active la phosphorylation de la protéine kinase C ainsi que la voie 

signalétique PI3K/Akt. Cette réponse au BDNF induit la relâche de plusieurs cytokines et 

protéines tant proinflammatoires que proangiogéniques. Cette relâche laisse penser que, 

similairement au cerveau, le BDNF a une double fonction autocrine/paracrine dans la fonction 

plaquettaire. Ce projet a aussi démontré que BDNF n’induit pas d’agrégation plaquettaire en 

plasma riche en plaquettes suggérant la présence d’une protéine plasmatique inhibitrice. Cette 

inhibition d’agrégation semble être menée par l’α2-macroglobuline.  

BDNF comme activateur plaquettaire via TrkB 

La découverte que le BDNF induit une agrégation plaquettaire active, et non une 

agglutination passive, partiellement dépendante des médiateurs secondaires (ADP et TXA2) 

nous a menés à penser qu’un récepteur spécifique de BDNF était présent sur les plaquettes. Cette 

hypothèse a été renforcée par la réponse plaquettaire à la neurotrophine NT4 et à l’anticorps 

activateur du TrkB, suggérant que les plaquettes pourraient exprimer le récepteur canonique de 

BDNF, soit le TrkB. La présence de ce récepteur a été confirmée par immunobuvardage, 

microscopie confocale et cytométrie de flux. Ces résultats nous permettent donc de rapporter, 

pour la première fois, la présence du TrkB dans les plaquettes de volontaires sains. Cependant, 

ce n’est pas la première fois que la présence de ce récepteur a été étudiée dans les plaquettes ou 

leurs précurseurs. Deux publications qui ont rapporté l’absence du TrkB n’avait montré aucun 

résultat pour appuyer leur conclusion. (194, 198) En revanche, Yang et al ont suggéré 

l’implication du circuit BDNF/TrkB dans l’activation plaquettaire chez des rats atteints de 

tumeur hépatique.(195) De plus, les mégacaryocytes humains étaient positifs pour le TrkB 
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tronqué rendant la présence de ce dernier très plausible sur les plaquettes et corroborant nos 

résultats. (197) 

Signalisation neuronale vs plaquettaire induite par le BDNF 

Pour la signalisation du BDNF, les voies activées au niveau plaquettaire sont très 

similaires aux voies activées dans les neurones et les cellules gliales exprimant la forme tronquée 

de TrkB. Dans le cerveau, BDNF active la voie des rho GTPases via Rac1, une voie responsable 

du réarrangement du cytosquelette d’actine.(199) Il va aussi activer la voie PI3k/Akt et la voie 

PKC qui sont toutes les deux responsables de la plasticité synaptique et la survie cellulaire en 

activant la transcription des gènes neuroprotecteurs via la phosphorylation de STAT3.(200) 

Dans les plaquettes, la voie PI3K/Akt est responsable de la sécrétion granulaire et l’activation 

de l’intégrine αIIbβ3, les rhoGTPases sont aussi responsable de la sécrétion des granules et la 

voie de la PKC induit un réarrangement du cytosquelette d’actine, la synthèse de la TXA2 et 

l’étalement des plaquettes.(201-203) BDNF active aussi la phosphorylation de STAT3. Pendant 

longtemps, le rôle non-génomique de STAT3 et plusieurs facteurs de transcription dans les 

plaquettes était mal compris vu leur nature anucléée. Ces dernières années, le rôle de la STAT3 

commence à émerger dans la biologie plaquettaire. En effet, elle semble être responsable de 

l’activation de la p-sélectine et l’agrégation plaquettaire.(202) De plus, elle semble être 

impliquée dans un crosstalk entre les cytokines pro-inflammatoire et l’activation plaquettaire. 

En effet, Zhou et al ont démontré que l’activation plaquettaire induite par IL-6 active STAT3 et 

potentialise l’activation plaquettaire induite par le collagène. En d’autres termes, l’inflammation 

augmente l’hyperactivité plaquettaire via l’activation de STAT3.(51) Étant donné que BDNF 

active aussi STAT3, son rôle dans l’inflammation ne semble pas anodin puisqu’il a déjà été 

investigué dans le cerveau.(204) Cela et notre hypothèse sur le rôle paracrine du BDNF dans les 

plaquettes nous a poussé à investiguer le profil sécrétoire du BDNF.  

Sécrétion plaquettaire induite par le BDNF 

Le profil de sécrétion plaquettaire induit par le BDNF semble avoir une tendance pro-

inflammatoire et proangiogénique. Le rôle pro-inflammatoire du BDNF dans le système 

cardiovasculaire a déjà été rapporté auparavant et le rôle des plaquettes dans l’inflammation est 

bien reconnu.(205) Le fait que BDNF soit présent en très grande concentration dans les 
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plaquettes, qu’il soit relâché lors de l’activation plaquettaire et qu’il induit la relâche de facteurs 

proangiogéniques semble créer un environnement idéal pour l’angiogenèse. Dans un contexte 

physiologique, le rôle proangiogénique du BDNF dans le cerveau semble être bénéfique pour la 

réparation des vaisseaux et l’intégrité de la barrière hémato-encéphalique. À l’inverse, dans un 

contexte pathologique le circuit BDNF/TrkB promeut la progression de différentes tumeurs 

ainsi que leur propagation satellitaire par métastases.(206-208)  La relâche de BDNF dans la 

circulation par les plaquettes pourrait donc tant amener des bénéfices, notamment dans la 

guérison des lésions vasculaires et nerveuses, la protection contre les dommages liés à 

l’ischémie et l’hypoxie, et la promotion de la survie des cellules endothéliales vasculaires, que 

des effets nuisibles, notamment dans l’angiogenèse tumorale et la progression de cancer.  

Mécanismes de régulation de BDNF en circulation 

Dans le cœur, les plaquettes peuvent être un vecteur thérapeutique précieux pour la 

relâche du BDNF au site d’infarctus et la revascularisation du site atteint. Cependant, dans une 

tumeur, l’action tant autocrine que paracrine du BDNF n’est pas nécessairement désirée. Vu la 

complexité du corps humain, il semblait évident qu’un mécanisme de protection était mis en 

place. En effet, la réponse au BDNF est complètement inexistante en plasma riche en plaquettes 

ce qui suggère la présence d’une ou de plusieurs protéines plasmatiques qui pourraient lier le 

BDNF et réduire sa biodisponibilité. Nos résultats nous ont permis de démontrer que le BDNF 

est séquestrée par l’α2-macroglobuline (α2M). Cette découverte n’est pas surprenante puisque 

cette protéine plasmatique est connue pour son rôle inhibiteur. Dans le cerveau, elle lie 

irréversiblement plusieurs neurotrophines dont le NGF et l’empêche de se lier à son récepteur 

TrkA.(209, 210) En circulation, l’α2M est un inhibiteur de protéinases puisqu’il inhibe le 

clivage de la prothrombine en thrombine et ainsi affecte la coagulation.(209-212) Pour 

consolider le tout, l’α2M semble avoir un effet antitumoral et une réduction des niveaux de 

l’α2M est corrélée à un risque élevé de développer une tumeur ou un cancer.(213-215) Ceci est 

cohérent avec les effets pro-tumoraux du circuit BDNF/TrkB puisque la réduction de la 

biodisponibilité du BDNF par l’α2M bloque l’activation de ce circuit et aurait un effet inhibiteur 

sur la survenue de tumeurs. Dans une perspective thrombotique, le fait que l’α2M régule la 

biodisponibilité du BDNF assure une protection thrombotique et limite son action sur les 

plaquettes immobilisées au site de lésion vasculaire. Le tout renforce le besoin d’investigations 
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plus poussées dans la biodisponibilité de BDNF en circulation, les cinétiques d’association et 

de dissociation avec l’α2M et/ou d’autres protéines plasmatiques, et l’interaction entre 

l’activation plaquettaire, la relâche de BDNF et sa capacité à lier ces cellules cibles. 

 Les plaquettes comme vecteurs de molécules neuroactives 

Finalement, ce projet de recherche n’est pas le premier à investiguer l’effet de molécules 

neuronales dans les plaquettes. Jones et al. ont étudié l’effet des tachykinines, des 

neurotransmetteurs classiques, sur la fonction plaquettaire.(216) Ces molécules ont des rôles 

similaires au BDNF, car elles sont impliqués dans l’inflammation, la contraction cardiaque et 

médient leur action d’une façon autocrine/paracrine.(217) Leurs recherches permettent de 

démontrer que les plaquettes emmagasinent des tachykinines et que ces dernières sont relâchées 

après une activation plaquettaire tout comme le BDNF. (216) Non seulement ces tachykinines 

sont relâchées, mais elles lient leurs récepteurs à la surface plaquettaire et induire une agrégation 

dépendante des médiateurs secondaires et inhibable par les thérapies antiplaquettaires actuelles 

(aspirine et clopidogrel).  Leurs résultats leur permettent de dire que l’agrégation induite par les 

tachykinines est d’une importance significative puisqu’une fois les tachykinines inhibées, la 

formation et la taille du thrombus étaient réduites in vitro. In vivo, les tachykinines jouent un 

rôle dans l’hémostase en réduisant la formation de thrombi dans des modèles murins de 

thrombose.(216) Cette similitude frappante avec nos conclusions sur le BDNF et l’agrégation 

induite par NT4 laisseraient croire qu’il existe un lien fondamental entre les plaquettes et la 

santé cognitive. D’ailleurs plusieurs groupes ont corrélé l’activation plaquettaire avec le déclin 

cognitif, mais aucun n’a étudié les mécanismes sous-jacents à cette corrélation.(218-220)  

La sérotonine est un autre exemple qui consolide l’hypothèse du lien fondamental entre 

les plaquettes et la santé cognitive. En 1954, on découvrit que les plaquettes étaient un réservoir 

important de sérotonine.(221) Depuis, les différents mécanismes d’emmagasinage et de relâche 

de cette dernière ont été étudiés extensivement. En effet, les plaquettes peuvent être activées par 

la sérotonine puisqu’elles possèdent les récepteurs de cette dernière à leur surfaces.(222) De 

plus, elles expriment le transporteur de la sérotonine (SERT) permettant son emmagasinage dans 

les granules denses plaquettaires.(83) Similaire à nos résultats sur le BDNF, la sérotonine a un 

effet procoagulant puisqu’elle peut activer les plaquettes, mais aussi potentialiser l’activation 

induite par des agonistes classiques comme l’ADP et l’épinéphrine.(223, 224)  
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À l’inverse, des molécules actives spécifiquement sur les plaquettes et les 

mégacaryocytes, telle la TPO, ont également des effets neuronaux. D’un côté, la TPO réduit les 

dommages d’ischémie cérébrale et améliore la fonction cérébrale post-ischémie en inhibant la 

métalloprotéinase MMP-9 et en protégeant la barrière hémato-encéphalique chez l’animal.(225) 

D’un autre, elle a un effet proapoptique sur les nouveaux neurones via la rhoGTPase Ras et elle 

est inhibée par la présence de neurotrophines. Ces résultats suggèrent que la TPO aide à la 

sélection des neurones en développement. (226)  

Ces liens étroits entre la physiologie neuronale et plaquettaire laissent entrevoir des 

possibilités d’utiliser les plaquettes, facilement disponibles en circulation, comme biomarqueurs 

de la santé cognitive, voire même de moduler l’activité des plaquettes pour les utiliser comme 

vecteur biologique de facteurs neuroactifs. La recherche sur l’interface neuro-vasculaire devra 

dans le futur tenir compte de la contribution plaquettaire à l’homéostasie de ce biosystème 

complexe. 
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Conclusion 

En conclusion, ce projet de recherche a permis de démontrer l’effet autocrine/paracrine 

du BDNF sur les plaquettes via la forme tronquée du récepteur TrkB. Par sa fonction paracrine, 

BDNF permet la relâche de plusieurs facteurs inflammatoires et angiogéniques. 

Biologiquement, la pertinence du BDNF plaquettaire reste à élucider. Une investigation sur la 

pertinence de l’agrégation plaquettaire induite par le BDNF serait des plus intéressantes afin de 

comprendre quel rôle ce dernier joue dans la thrombose. Il serait aussi pertinent d’évaluer 

l’implication de l’α2M dans la régulation de l’activité plaquettaire en réponse au BDNF et les 

conséquences physiologiques d’une telle régulation. De plus, décortiquer la nature de la 

sécrétion granulaire induite par le BDNF et comprendre les mécanismes la régulant serait d’une 

pertinence clinique considérable dans un futur où les plaquettes pourraient être utilisées comme 

un vecteur thérapeutique. En effet, en comprenant la pertinence biologique du BDNF dans les 

plaquettes et sur les différents systèmes, il serait possible d’utiliser les plaquettes comme un 

vecteur de transport biologique de BDNF et d’autres substances neuroactives, notamment dans 

la prévention et le traitement de maladies neurodégénératives d’origine vasculaire. 
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