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Résumé

Les  plaquettes sont laprincipale source =~ de CD40L  soluble  (sCDA40L),
une molécule thrombo-inflammatoire dont les taux €levés chez les patients atteints des maladies
coronariennes (CAD) prédisent des événements athérothrombotiques. Nous avons déja démontré
que le sCD40L active deux voies de signalisation dans les plaquettes, la p38 MAPK et le facteur
nucléaire-kB (NF-kB), non affectées par 1’activité antiplaquettaire de l'aspirine (ASA). Nous
avons montré aussi que le sCD40L, en réponse a des doses sous-optimales d'agonistes
plaquettaires comme la thrombine et le collageéne, potentialise l'agrégation des plaquettes via le
récepteur CDA40 et son effecteur cible présent en aval le NF-kB. En effet, le NF-xB appartient a
une famille de dimeres cytoplasmiques inactivés par l'inhibiteur IxB et régulés par I’IkB kinase
(IKK). Suite a des signaux immunologiques, ’IKK phosphoryle I'IkB, ce qui entraine sa
dégradation par le protéasome. Par conséquent, le NF-kB, une fois libre, se déplace vers les
noyaux des cellules immunitaires ou il agit sur le génome pour maintenir la survie et la
prolifération cellulaires. Contrairement aux cellules immunitaires, la régulation et les fonctions de
NF-kB dans les plaquettes, fragments cellulaires dépourvus de génome, sont moins bien
comprises. Dans ce projet, nous proposons l'hypothése que 1’axe sCD40L/NF-kB/protéasome
amorce les plaquettes en les prédisposant a une activation et une agrégation prononcées. Nos
objectifs seront donc (i) d'étudier l'interaction entre le NF-kB et le protéasome en réponse au

sCD40L et (i1) d'examiner les roles de cet axe sur les fonctions plaquettaires.

Pour cela, des plaquettes ont été fraichement isolées a partir du sang des donneurs humains
sains qui ne prennent pas des médicaments antiplaquettaires ou anti-inflammatoires. Ces
plaquettes ont été par la suite stimulées par le sCD40L. En étudiant l'activation de NF-«xB, 'analyse
par Western blot a montré que le SCD40L induit la phosphorylation d’IxB et la dégradation de sa
forme phosphorylée (p-IkB) dans un délai de 30 minutes, d'une maniére similaire a 1’action de la
thrombine, 1’agoniste plaquettaire le plus puissant. Le prétraitement des plaquettes avec
deux classes d'inhibiteurs de NF-«kB, le répresseur d’IKK (BAY 11-7082) et 1’antagoniste du
protéasome (MG132), a montré que l'activation du NF-«B dans les plaquettes est régulée par
I’IKK et le protéasome, identiquement aux cellules nucléées. L'examen des événements de

signalisation  induits par le sCD40L a montré que Il'inhibition du NF-«xB



plaquettaire n'affecte pas la phosphorylation de p38 MAPK ou le clivage protéasomique de la
Taline-1 qui est impliquée dans le changement de la forme des plaquettes. Concernant les effets
sur les fonctions plaquettaires, l'inhibition de NF-kB ou du protéasome n'a pas influencé
l'agrégation des plaquettes induite par des doses élevées de collageéne ou de thrombine. Cependant,
elle a considérablement réduit 1'agrégation plaquettaire suite & un amorgage avec le sCD40L,
suivie d'une stimulation avec des doses sous-optimales de collagéne ou de thrombine. Nous avons
¢galement constaté que le sSCD40L exacerbe la rétraction des caillots fibrino-plaquettaire formés

par de faibles doses de thrombine. Cet effet d'amorcage est régulé par 1’axe NF-xB/protéasome.

En bref, I’axe sCD40L/NF-kB/protéasome fonctionne de mani¢re non génomique, en
amorc¢ant les plaquettes, induisant ainsi la potentialisation de l'agrégation plaquettaire et
l'augmentation de la rétraction des caillots fibrino-plaquettaire. Par conséquent, le ciblage de cet
axe dans les plaquettes pourrait avoir un rdle thérapeutique chez les patients atteints de CAD et
dont les plaquettes ne répondent pas ou sont moins sensibles aux traitements antiplaquettaires

conventionnels.

Mots-clés : plaquettes = SCD40L = NF-kB = protéasome = amorgage = agrégation = rétraction

du caillot



Abstract

Platelets are the principal source of soluble CD40L (sCD40L), a thrombo-inflammatory
molecule whose high levels in coronary artery disease (CAD) patients predict atherothrombotic
events. We have previously demonstrated that sCD40L activates two signaling pathways in
platelets, p38 MAPK and the nuclear factor-kB (NF-kB), both of which were unaffected by the
anti-platelet activity of aspirin (ASA). We have also shown that sCD40L, in response to
suboptimal doses of platelet agonists like thrombin and collagen, potentiates platelet aggregation
through CD40 receptor and its downstream effector target NF-kB. Indeed, NF-xB belongs to a
family of cytoplasmic dimers that are inactivated by the inhibitor IxB and regulated by IxB kinase
(IKK). Following immunological signals, IKK phosphorylates IxB, driving the degradation of its
phosphorylated form (p-IxB) by the proteasome. Consequently, NF-kB becomes free to translocate
to the nuclei of immune cells where it acts genomically to maintain survival and proliferation. That
is the case in immune cells, but in platelets which are devoid of genome, the regulation and
functions of NF-«kB are less understood. Herein, we hypothesized that sSCD40L/NF-kB/proteasome
axis primes platelets, predisposing them to pronounced activation and aggregation. We thus aimed
to (i) assess the interplay between NF-kB and proteasome in response to sCD40L and (ii)

investigate the roles of this axis at the level of platelet functions.

For this purpose, platelets were freshly isolated from the blood of healthy human donors
who are not on anti-platelet or anti-inflammatory medication and then stimulated with sCD40L. In
monitoring the activation of NF-kB, western blot analysis showed that sCD40L induces the
phosphorylation of kB and the degradation of p-IkB during a 30-mins time window, in a similar
fashion to the most potent platelet agonist thrombin. The pre-treatment of platelets with two classes
of NF-kB inhibitors, an IKK repressor (BAY 11-7082) and a proteasome antagonist (MG132),
showed that the activation of platelet NF-kB is regulated by IKK and the proteasome as in
nucleated cells. The examination of the functional signaling events induced by sCD40L showed
that NF-xB inhibition does not affect the phosphorylation of p38 MAPK or the proteasomal
cleavage of shape change-involved Talin-1. In functional studies, NF-kB or proteasomal inhibition
did not influence the aggregation of platelets induced by high doses of collagen or thrombin;
however, it markedly reduced platelet aggregation primed with sCD40L followed by stimulation

with sub-optimal doses of collagen or thrombin. We also found that sCD40L exacerbates the



retraction of fibrin-platelet clots formed by low doses of thrombin. This priming effect was

regulated by NF-kB/proteasome dyad.

In brief, sCD40L/NF-kB/proteasome axis primes platelets and functions non-genomically,
inducing the potentiation of platelet aggregation and augmenting the retraction of fibrin-platelet
clots. Hence, targeting this axis in platelets might have a therapeutic potential in CAD patients

whose platelets are not or less responsive to conventional antiplatelet therapies.

Keywords: platelets = sSCD40L = NF-«B = proteasome = priming = aggregation = clot retraction
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Chapitre 1: Les Plaquettes



1.1 Introduction

Les maladies cardiovasculaires occupent le premier rang dans le monde et le deuxiéme rang
au Canada en termes de cause de déces. Parmi les maladies cardiovasculaires, les troubles
thrombotiques reliés avec les maladies coronariennes (CAD) et les maladies cérébrovasculaires,
entrainent le taux de mortalit¢ le plus élevé [1,2]. Ces troubles sont dus a 1’obstruction
des vaisseaux sanguins empéchant ainsi la circulation normale du sang. Physiologiquement, la
circulation sanguine et l'intégrit¢é des vaisseaux sanguins sont maintenues par un mécanisme
hémostatique complexe qui regroupe plusieurs acteurs tels que les cellules sanguines, les
plaquettes, les cellules endothéliales (CE), les protéines plasmatiques, les facteurs de coagulation
et les médiateurs inflammatoires. Cependant, une fois 1'hémostase est perturbée suite a la
formation et la rupture des plaques athérosclérotiques, des événements thrombotiques s'ensuivent
[3]. Parmi les principaux acteurs de la thrombose vasculaire, les plaquettes sont des cibles
efficaces dans le traitement des maladies thrombotiques. Ce chapitre contextualise I’origine et les
caractéristiques des plaquettes, décrit leurs fonctions dans les processus physiologiques et

physiopathologiques et représente les molécules qui les activent ou renforcent leur activation.

1.2 L’origine et la structure des plaquettes

Les plaquettes sont issues de la fragmentation des mégacaryocytes — cellules précurseurs
provenant des cellules souches hématopoiétiques pluripotentes. Leur formation suit un modele
pro-plaquettaire dans lequel de longues extensions dans le cytoplasme des mégacaryocytes
matures sont formées et pincées. Une fois dans la circulation, les pro-plaquettes sont encore

fragmentées en plaquettes individuelles [4].

En effet, les plaquettes sont des fragments cellulaires discoides anucléés d’environ 3 pm de
diametre et 0,5 pm d’épaisseur. Leur nombre est en moyenne 250 millions/ml de sang adulte; et
ont une durée de vie de 10 jours [5,6]. Leurs organelles cytoplasmiques dérivent des
mégacaryocytes, et leur structure regroupe 3 compartiments: la membrane plasmique, le

cytosquelette et le cytoplasme [7] (Figure 1.1).
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Figure 1.1: Schéma montrant la structure et la compartimentation plaquettaires [7].

La membrane plasmique des plaquettes est une bicouche lipidique qui est minutieusement
invaginée dans le cytoplasme, formant ainsi un systéme de canaux connectés en surface appelé le
systéme canaliculaire ouvert (OCS, open canalicular system). L’OCS permet I’afflux sélectif des
molécules et des ions et intervient dans la fusion granule-membrane plasmique lors de la libération
du contenu granulaire. Il contribue aussi au changement de la forme et a la propagation des
plaquettes en facilitant leur adhésion et en transportant plusieurs constituants plaquettaires vers
leurs cibles. Par exemple, les granules sécrétoires sont transportés dans le domaine intra
plaquettaire et le fibrinogeéne est libéré dans le milieu extérieur. La membrane plasmique
présente de multiples récepteurs de glycoprotéines et des molécules d'adhésion impliqués dans
l'interaction, la propagation, l'activation et l'agrégation des plaquettes. Lors de I'activation
plaquettaire, la membrane plasmique expose également le facteur tissulaire (TF, tissue factor) et

la phosphatidyl sérine (PS) qui induisent des cascades de coagulation [7—10] (Figure 1.1).



Une monocouche de filaments de microtubules se situe sous la membrane plasmique et
donne aux plaquettes une forme discoide au repos. Les cytosquelettes plaquettaires maintiennent
et régulent la forme des plaquettes pendant 1'activation plaquettaire, permettant ainsi la formation
des filopodes et des lamellipodes (des protubérances d'actine du cytosquelette fournissant aux
plaquettes une force de propulsion) [11-14]. Le troisiéme compartiment plaquettaire est le
cytoplasme qui regroupe les granules sécrétoires (les granules alpha, les granules denses et les
lysosomes), les mitochondries nécessaires pour le métabolisme oxydatif et les glycosomes ou se

déroule la glycolyse [7,15] (Figure 1.1).

La formation des granules sécrétoires et de la majorité du contenu granulaire commence
dans les mégacaryocytes. Les granules sont ensuite endocytés par les plaquettes lors de la
formation des pro-plaquettes. En revanche, une partie du contenu granulaire est synthétisée par les
plaquettes passant par le réticulum endoplasmique et le corps de golgi avant d’étre sécrétée
[9,16]. Les granules plaquettaires les plus gros et les plus abondants sont les granules alpha. Ils
contiennent des protéines de coagulation, des molécules d'adhésion solubles, des molécules
d'adhésion membranaires, des molécules inflammatoires, des facteurs de croissance et des
inhibiteurs de protéases. Les granules denses, plus petits et moins abondants, renferment des
agonistes, des récepteurs et des cofacteurs d'activation plaquettaire. Les granules alpha et les
granules denses ont des constituants différents, mais les deux contiennent la P-sélectine (un
marqueur  d’activation  plaquettaire), D’intégrine allbp3 (le récepteur principal de
’activation/agrégation plaquettaire) et GPIb (un récepteur d’adhésion plaquettaire). Concernant
les lysosomes, ils contiennent de multiples enzymes digestives et dégradantes telles que les

phosphatases et les métalloprotéinases matricielles (MMP, matrix metalloproteinases) [17-22].

1.3 Fonctions plaquettaires
1.3.1 Fonction hémostatique

Les plaquettes assurent I'hémostase en préservant l'intégrité vasculaire. Dans les conditions
basales, elles circulent dans les vaisseaux sanguins dans un état inactif, patrouillant la muqueuse
des CE vasculaires. Leur état inactif est maintenu par les CE par un mécanisme physique (en
empéchant les interactions plaquettes-matrice sous-endothéliale) et paracrine (en sécrétant des

molécules inhibitrices telles que le monoxyde d’azote ou l'oxyde nitrique (NO, nitric oxide) et la



prostaglandine I (PGL)). Cependant, suite a une Iésion vasculaire, les plaquettes subissent
un processus séquentiel d'adhésion, d'étalement, d'activation et de sécrétion afin de s'agréger et de

former un bouchon hémostatique qui facilite la récupération vasculaire [22-24].

1.3.1.1 L’adhésion plaquettaire

Les dommages vasculaires sont marqués par l'expression de la P-sélectine sur les CE
voisines de la Iésion. Immédiatement, les plaquettes adhérent a la P-sélectine via le complexe
récepteur GPIb/IX/V et PSGL-1 pour initier le processus de «roulement». En méme temps, leur
adhérence est renforcée par la liaison aux composants sous-endothéliaux exposés [25-28]. Sous
un cisaillement élevé (> 1000 s!, comme dans les petites artéres, les micro-vaisseaux et les
vaisseaux athérosclérotiques/sténotiques), elles adhérent faiblement au facteur von Willebrand
(VWEF, von Willebrand factor) des CE a travers leur complexe GPIb/IX/V, tandis que sous un
cisaillement faible (< 1000 s™!, comme dans les veines et les grandes artéres), elles se lient
fortement aux fibres de collagéne, via leur immunoglobuline GPVI et l'intégrine GPla-
ITa (a2P1). L'adhésion est encore renforcée par la liaison ducomplexe GPIb/IX/V
aux multimeres de vVWF liés au collagéne et au fibrinogéne. Le vWF et le fibrinogéne se lient
¢galement a l'intégrine allbB3 [29,30]. Dans des conditions de faible cisaillement,
d'autres composants sous-endothéliaux participent aussi a I'adhésion plaquettaire comme la

fibronectine qui se lie au récepteur a5p1 [19,31-33].

1.3.1.2 L’activation plaquettaire

Les interactions plaquettes-endothélium induisent l'activation plaquettaire par la stimulation
de 3 voies de signalisation principales: (i) la voie de la protéine tyrosine kinase, (ii) la signalisation
du récepteur couplé aux protéines G (GPCR, G-protein-coupled receptors), et (iii) la signalisation

«inside-out» (I’activation de l'intégrine allbp3) [34] (Figure 1.2).
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Figure 1.2 : Schéma des principales voies de signalisation impliquées dans l'activation plaquettaire [34].

L’activation des cascades de signalisation de la protéine tyrosine kinase de la famille Src
débute par I’activation de plusieurs récepteurs plaquettaires, y compris le GPVI, le GPIb, la région
Fc d'IgG (FcRyll), I’allbB3, la TYRO3 (#yrosine-protein kinase receptor 3) et le récepteur de type
c de type lectine 2 (CLEC2).Cela mene a laphosphorylation et l'activation de Ila
phosphatidylinositol-4,5-biphosphate phosphodiestérase gamma-2 (PLCy2) [35-38]. La PLCy2
hydrolyse le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate et génere 1,2-diacylglycérol (DAG) et
l'inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) qui, respectivement, active la protéine kinase C (PKC) et
augmente le niveau de calcium (Ca®") dans le cytosol en induisant sa libération du systéme
tubulaire dense. La PKC a son tour phosphoryle diverses protéines comme VASP (vasodilator-
stimulated phosphoprotein), une protéine anti-coiffage impliquée dans la modulation du

cytosquelette d'actine (régulation négative). Le DAG membranaire et 1'augmentation du Ca**



cytosolique activent davantage la phospholipase A>(PLA>) et induisent un changement de la
forme des plaquettes ainsi que la sécrétion granulaire. L'activation de la PLAzest 1'étape de
limitation dans la synthése et la libération de Thromboxane A> (TxA») qui recrute des plaquettes
supplémentaires et stabilise la formation du thrombus. En outre, le sécrétome
plaquettaire contient des molécules qui stimulent l'activation tels que la P-sélectine, ’ADP et le
CD40 ligand (CD4OL, cluster of differentiation 40 ligand). Des niveaux ¢levés de
Ca”" intracellulaire induisent également I'externalisation du PS qui forme une plate-forme pro-
coagulante. Simultanément, des microvésicules plaquettaires exprimant la PS et le TF sont
libérées, contribuant au processus de coagulation. Cela aboutit au changement de la forme des
plaquettes, leur propagation dans le site de la lésion vasculaire ainsi qu'a 1’activation d’une
signalisation de l'intérieur vers l'extérieur (inside-out signaling) qui active 1’ intégrine allbp3

[34,39-43] (Figure 1.2).

Les GPCR plaquettaires génerent des signaux stimulateurs ou inhibiteurs. Les GPCR sont
des récepteurs transmembranaires couplés aux protéines G. Ces derniéres sont composées de
trois sous-unités o, B et y. Dans un état inactif, la sous-unité a, liée au GDP, est associée aux 2
autres sous-unités. Suite a I’activation du récepteur, le GDP est échangé avec le GTP, induisant
une dissociation de a-GTP du dimere By. Le dimere Py et 'a-GTP activent plusieurs molécules
effectrices, notamment PLC, 1'adénylate cyclase (AC), Rho et les canaux ioniques selon le type de
la protéine G couplée au récepteur [44]. Par exemple, le récepteur du thromboxane (TP), qui se lie
préférentiellement a TxA» (ses actions sont autocrines et paracrines), est couplé a la protéine Gq qui
active la PLCP2. Les récepteurs activés par la protéase (PAR, protease-activated receptors), le
P2Y et le 5-hydroxytryptamine (SHT2A) se lient respectivement a la thrombine, 'ADP et a la
sérotonine, et sont également couplés a la protéine Gq activant aussi la PLCB2. La PLCB2, comme
la PLCy2, génére I’'IP3 et le DAG et augmente le niveau du Ca®* cytosolique. TP et PAR peuvent
¢galement étre couplés a la protéine Gi2/13 qui active le facteur d'échange Rho-GTP (GEF) et par
la suite active la voie de signalisation de Rho/Rho-kinase qui module la phosphatase de la chaine
légere de la myosine (MLC, myosin light chain). Par conséquent, 1'activité¢ de la MLC kinase
(MLCK) est favorisée, entrainant une phosphorylation de la MLC, ce qui augmente la contractilité
de I’actine-myosine et maintient le changement de la forme des plaquettes et la formation des

filopodes. L'augmentation des niveaux intracellulaires de Ca** suite a l'activation de Gq active la



MLCK. L’ADP peut se lier aussi au P2Y 12, un récepteur couplé a la protéine Gi. Giinhibe I'AC
responsable de transformer I'ATP en AMP cyclique (AMPc) qui régule les niveaux élevés
du Ca®" intracellulaire. Giactive d’autre part la phosphoinositide 3-kinase p (PI3KB) qui génére le
phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3), un activateur de la protéine kinase B (PKB)

responsable d’augmenter le taux de Ca*" intracellulaire [45-50].

Enfin, I'activation plaquettaire suit une signalisation de l'intérieur vers l'extérieur (inside-out
signaling) qui engendre 1'activation de 1'intégrine allbPB3 et lui permet de lier avec haute affinité
ses ligands, le fibrinogeéne et le vVWEF. Cette étape est cruciale pour l'agrégation plaquettaire
[51,52] comme c’est démontré chez les patients atteints de la thrombasthénie de Glanzmann. En
effet, ces patients ayant les allbp3 absents ou dysfonctionnels, souffrent d’une hémorragie sévere
[53]. La signalisation « inside-out » menant a ’activation de I’intégrine allbB3 est stimulée par
l'augmentation du taux de Ca®" intracellulaire et a I’activation du CalDAG-GEF par la PKC. Le
CalDAG-GEF active une protéine liée au GTP nommée Rapl. Celle-ci module 1'activation des
intégrines en interagissant avec RIAM (Rap I-interacting adaptor molecule) [54—56]. Suite a leur
activation, Rapl et RIAM interagissent avec Taline, une protéine du cytosquelette pouvant se lier
aux intégrines, a l'actine et aux protéines liées a l'actine. Ce complexe d'activation démasque le
site de liaison de l'intégrine a la Taline qui peut maintenant se lier a la sous-unité 3, induisant un
changement de conformation dans le domaine extracellulaire du récepteur et exposant son site

de liaison au ligand [34,57—-62] (Figure 1.2).

1.3.1.3 La sécrétion plaquettaire

Les voies de signalisation de PLC et de GPCR activent différents isoformes de PKC qui
phosphorylent a leur tour plusieurs molécules impliquées dans I'exocytose. Bien que le mécanisme
de la sécrétion plaquettaire ne soit pas entierement déchiffré et compris, on pense qu'il ressemble
a celui des neurones [63—65]. En effet, la machinerie sécrétoire active est composée du facteur
soluble NSF (N-ethylmaleimide sensitive factor) dans le noyau et de ces récepteurs SNAREs
(soluble NSF-associated protein receptor complexes) localisés a la surface des vésicules
(VSNARES, vesicular SNARESs) et des membranes cibles (tSNARES, target membrane SNARES).
L’interaction entre VSNARESs et tSNAREs forme un complexe stable mettant en proximité les

deux membranes facilitant ainsi leur fusion. Les plaquettes expriment les protéines SNARESs, y



compris (i) les VSNARESs qui correspondent aux protéines membranaires associées aux vésicules
(VAMP, vesicle-associated membrane proteins) -2, -3 et -8 (ii) et les tSNARESs qui comprennent
SNAP (soluble NSF-associated proteins) -23, -25 et -29 et les syntaxines 2, 4, 7 et 11 [66—69].
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Figure 1.3 : Schéma illustrant les étapes de la sécrétion des granules plaquettaires [70].

De méme, les plaquettes expriment les protéines de régulation de SNAREs comme Secl et
Rab. Dans les conditions basales, la protéine Secl plaquettaire (PSP) empéche l'assemblage du
complexe SNARE en se liant aux tSNARESs inhibant ainsi la fusion membrane-vésicule. Apres
l'activation plaquettaire et 1’activation de PKC, la PSP est phosphorylée et le NSF est activé. En
méme temps, le Rab GTPase (Rab27a) s’associe au Muncl3-4 et au SLP4 (Synaptotagmin-
like protein 4), attachant les granules a I’OCS ou a la membrane plasmique. Ce processus
d’interaction et d’assemblage permet [’association vSNARE-tSNARE et facilite I’attachement
vésiculairea I'OCS ou a la PM, formant un complexe SNARE qui précede la fusion

membranaire. Enfin, NSF module la conformation de SNARE d’une fagon qui ressemble a la



fermeture a glissiére, provoquant la fusion des granules avec 'OCS ou la PM et libérant le contenu

granulaire [57,70-73] (Figures 1.3-1.4).

Outre l'exocytose du contenu granulaire dérivé des mégacaryocytes, la novo-synthése

des molécules sécrétées telles que le TxA» est également une caractéristique des plaquettes [74].
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Figure 1.4 : Un schéma des principales voies de signalisation spécifiques aux récepteurs se produisant
séquentiellement pendant 'activation des plaquettes [57].

1.3.1.4 L’agrégation plaquettaire

L'agrégation plaquettaire est un processus complexe et dynamique qui résulte de 1'adhésion,
de l'activation et de la sécrétion plaquettaires, conduisant a la formation d'un thrombus stable riche

en fibrine au niveau de la 1ésion vasculaire [44,75,76] (Figure 1.5).
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Figure 1.5 : Schéma montrant les étapes menant a la formation du bouchon fibrine-plaquettes qui
maintient I'hémostase primaire [75].

Dans les conditions de faible cisaillement, I'agrégation plaquettaire est assurée par la liaison
de l'intégrine allbB3 activée au fibrinogene soluble. Dans des conditions de cisaillement moyen
(1000-10000 s), I'agrégation passe par une phase réversible maintenue par la GPIba et I’allbp3
suivie par la formation d'un agrégat stable maintenu par la sécrétion d'agonistes plaquettaires
et activation irréversible de 1’olIbB3 (inside-out signaling). A son tour, la liaison
de I’allbP3 activée par le fibrinogéne et d'autres ligands (outside-in signaling) active la tyrosine
kinase Syk et la kinase d'adhésion focale (pp125 F4X) et induit la phosphorylation de la queue
cytoplasmique de la sous-unité 3 [77,78]. Ces événements de signalisation sont impliqués dans
la régulation du cytosquelette, la formation des lamellipodes, la propagation des plaquettes et la
rétraction du caillot [79-81]. De plus, l'augmentation du recrutement et de I'agrégation
plaquettaires induit la libération du TF par les CE, les leucocytes et les plaquettes activés. Le TF
agit comme un précurseur de la prothrombine qui est clivée en thrombine. La thrombine agit a la
fois comme un agoniste plaquettaire améliorant 'activation plaquettaire et comme une protéase

qui convertit le fibrinogéne en fibrine. Les filaments de fibrine stabilisent I'agrégation plaquettaire
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et contribuent a la phase finale de la formation du bouchon fibrine-plaquette, qui maintient
l'intégrité des vaisseaux sanguins et assure I'hémostase. A noter que, dans des conditions de
cisaillement élevé (> 10000 s™), I'agrégation plaquettaire entraine exclusivement la liaison entre

GPIb et vWF sans avoir besoin d’allbp3 ni méme d'activation plaquettaire [82,83].

1.3.1.5 La rétraction du caillot fibrino-plaquettaire

Suite a la formation d'un caillot de fibrine qui emprisonne les plaquettes et les globules
rouges et bouche le site de la lésion vasculaire, la signalisation «outside-in» de I’intégrine
allbp3 entraine le processus de rétraction du caillot. Plus précisément, 1’allbP3 intervient dans
l'interaction entre le cytosquelette d'actine/myosine plaquettaire et les fibres externes de fibrine. 11
en résulte la transition de la force contractile du cytosquelette plaquettaire vers la maille de
fibrine. Autres voies sont également impliquées dans ce processus telles que la
PLCy2, les kinases Src et les tyrosines kinases. La rétraction de la maille de fibrine contracte le
caillot sanguin, extrude I'exces du liquide au site de la blessure et marque les limites des tissus

endommagés pour faciliter la récupération [84—86].

1.3.2 Les fonctions plaquettaires dans 1I'athérothrombose

En plus de leur role hémostatique, les plaquettes ont des fonctions non hémostatiques liées a
I'immunité, au cancer et a l'athérothrombose. En effet, les plaquettes sont activées dans les
maladies immunitaires [87-92], et leurs récepteurs de type toll (TLR, toll-like receptors)
renforcent les fonctions antibactériennes des neutrophiles [93—-97]. Les plaquettes sont également
hyperactives dans le cancer [98] et il a été démontré qu’elles favorisent les métastases tumorales

[99] en induisant I'angiogenése [99—-101].

Plus pertinente encore est I'implication des plaquettes dans des conditions inflammatoires
chroniques telles que l'athérosclérose et la thrombose [102—-104]. En effet, les processus
d'adhésion, d'activation et d'agrégation par lesquels les plaquettes maintiennent 1'hémostase
primaire ont aussi lieu dans le cas d'athérothrombose mais d’une fagon exagérée et non régulée.
Ainsi, I’hypercholestérolémie rend l'endothélium plus enflammé en raison de l'accumulation
des particules de lipoprotéines oxydées et du stress oxydatif dans l'intima du vaisseau. Cela induit
a l'expression des ligands adhésifs (VWF, I’ayfB3, P-/E-sélectine) sur la couche endothéliale,
permettant une diaphonie plaquettaire-endothéliale. Par conséquent, 1'adhésion des plaquettes au
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site d'athérome via le GPIb/IX/V et ’allbB3 conduit a l'activation des plaquettes et a la sécrétion
d'une multitude de molécules pro-inflammatoires y compris des facteurs adhésives (e.g.
le fibrinogene, la fibronectine, le vVWF et la P-sélectine), des facteurs de coagulation (e.g.
le facteur V, le facteur XI, le plasminogene et la protéine S), des chimiokines /cytokines (e.g.
l'interleukine-1f, le CD40L , le thromboglobuline -B) et des facteurs de croissance (e.g. le facteur
de croissance plaquettaire « platelet-derived growth factor », le facteur de croissance épidermique
et le facteur de croissance des fibroblastes) [105]. Contrairement a I'hémostase primaire dans
laquelle les CE présentent un phénotype anti adhésif maintenu par le PGl et le NO,
l'athérothrombose est caractérisée par des mécanismes antiadhésifs perturbés et une expression
endothéliale amplifiée des molécules adhésives, ce qui conduit a une activation et une sécrétion
plaquettaires exagérées [22]. En général, le sécrétome plaquettaire et les facteurs exprimés par
la membrane plasmique agissent comme des chimio-attractants pour d'autres cellules
immunitaires, induisent l'angiogen¢se, favorisent la coagulation et diminuent la stabilit¢ de
la plaque [105,106]. Par exemple, lors de 1'activation des plaquettes, la P-sélectine (CD62P) se
libere des granules a et se place a la surface des plaquettes, favorisant le recrutement des leucocytes
vers la paroi vasculaire athérogene [107]. De plus, la sécrétion du CD40L amplifie l'instabilité de
la plaque en se liant aux cellules musculaires lisses (SMC, smooth muscle cells), aux CE et aux
monocytes, activant ensuite les voies apoptotiques dans le noyau de la plaque nécrotique et
induisant 1'expression des MMP. Les MMP peuvent dégrader le collagéne dans la matrice
extracellulaire ainsi que le bouchon des plaquettes fibreuses, rendant la plaque plus sensible a la
rupture [106,108]. De plus, lors de la rupture de la plaque, les composants de la matrice
extracellulaire ainsi que le noyau de la plaque nécrotique sont exposés ce qui aggrave l'activation
plaquettaire, conduisant a la formation d'un thrombus blanc (dérivé des plaquettes) qui obstrue
partiellement le vaisseau [109,110]. Pendant ce temps, 1'assemblage des facteurs de coagulation
sur la membrane plasmique plaquettaire favorise la formation de thrombine et la conversion
ultérieure du fibrinogene en fibrine, qui soutiennent tous deux la croissance du thrombus [111]. La
thrombogenése implique également des fluctuations de la rapidité du flux sanguin a I’apex du
thrombus sténotique, ce qui affecte 1'adhésion des plaquettes et favorise leur dépdt sur les surfaces
thrombogenes [ 112]. La circulation sanguine altérée autour du thrombus sténotique crée également
des sites stagnants qui sont cibles de la coagulation sanguine et de la propagation d'un thrombus

rouge formé de fibrine et de globules rouges et connu sous le nom de «queue de fibrine» [113]. Les
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thrombus blancs et rouges obstruent le vaisseau sanguin, particuliérement si ses plaquettes sont
hyperactives. C’est le cas des patients diabétiques ou hypertendus qui sont généralement résistants
aux traitements antiplaquettaires réguliers (I’aspirine ou I’acide acétylsalicylique (ASA), les

antagonistes du récepteur de I’ADP et les inhibiteurs de la thrombine) [114,115].

1.4 Les agonistes et les amorceurs plaquettaires
1.4.1 Les agonistes plaquettaires

Les agonistes plaquettaires induisent l'activation, la libération et I'agrégation des
plaquettes. Cependant, des études récentes ont montré que l'activité des agonistes est spatialement
limitée, ce qui signifie qu'elle dépend de la localisation des plaquettes dans le bouchon

hémostatique [116].

1.4.1.1 Le collagene

Les humains possédent environ 28 types de collageéne caractérisés par une structure
hélicoidale triple avec de multiples résidus de proline. Les collagenes de type I, II et III sont les
plus abondants et jouent un rdle structural fibrillaire dans divers organes, notamment la peau, les
os et le cartilage. Les collagénes de type I'V et VI sont non fibrillaires, forment un réseau de support
des tissus interstitiels et constituent les membranes basales des couches des cellules épithéliales et
endothéliales [117,118]. Le collageéne exposé (les types I a VIII) agit comme un substrat et comme
un agoniste pour, respectivement, 1'adhésion plaquettaire via l'intégrine a2P1 et l'activation
plaquettaire via le récepteur GPVI [119-121]. Lors de [l'activation des plaquettes, des
concentrations élevées de collagene induisent 1'activation de PLCy2 et la signalisation ultérieure
de Ca®" et de PKC, ce qui entraine un changement de forme des plaquettes, une sécrétion granulaire
et conduit a I’agrégation plaquettaire. A des concentrations plus faibles, l'activité du collagéne se
limite principalement a la production de TxA»[122,123]. Des doses modérées de collageéne (= 10
ug/ml du plasma riche en plaquettes (PRP, platelet-rich plasma)) induisent la libération
de Ca?" des réserves du systéme tubulaire dense ainsi qu'un afflux de Ca** du milieu extracellulaire
via 1'échangeur Na*/Ca*" qui fonctionne en mode inverse lors de 1'activation des plaquettes et de
l'augmentation d’afflux de Na' [124]. Comme c¢’est déja mentionné, le collagéne peut interagir

avec le vVWF li¢ au complexe GPIb/V/IX [118,125]. L'activation plaquettaire, la signalisation de
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GPVI et des autres voies induisent un changement de conformation d’a2f1 conduisant a sa
transformation en un récepteur de haute affinité qui améliore la liaison des plaquettes a d'autres

motifs de collageéne [126].

1.4.1.2 La thrombine

Apres la formation d'un bouchon plaquettaire, les cascades de coagulation induites par le TF
meénent a la formation de la thrombine. La thrombine comprend deux exosites liant
des anions (I’exosite I et ’exosite II) et une poche catalytique. L'exosite I se lie aux plusieurs
substrats comme le fibrinogéne et le PAR-1, tandis que l'exosite II se lie a I'héparine et
au GPIba. La thrombine (i) clive le fibrinogéne en fibrine qui forme un maillage polymérique entre
les plaquettes, (ii) transforme le facteur de coagulation XIII en XIIIa ce qui stabilise le bouchon et
(ii1) active les plaquettes, en ciblant particulierement les plaquettes du noyau du bouchon

[116,127].

Etant un activateur plaquettaire, la thrombine se lie et active les PAR plaquettaires en clivant
une seule liaison peptidique dans le domaine N-terminale, ce qui donne naissance a une nouvelle
extrémité N-terminale pouvant interagir par voie intramoléculaire avec le corps du récepteur et
induire par la suite une signalisation transmembranaire. Les plaquettes humaines expriment le
PAR-1 et le PAR-4 qui sont activés, respectivement, par des concentrations de thrombine faibles
et élevées. L'activation via PAR-1 est forte mais diminue rapidement, tandis que l'activation via
PAR-4 est progressive et soutenue parce qu’elle dépend de la libération d'ADP. La signalisation
de la thrombine débute en activant les protéines G¢/G12/G;et ensuite la PLCy2, la PI3K, le Rho et
le Rapl. Apres leur activation, méme avec de faibles doses de thrombine, les récepteurs PAR sont
rapidement phosphorylés et internalisés pour étre dégradés par les lysosomes ou recyclés vers la
membrane plasmique [128,129]. La thrombine se lie également au GPIba avec une forte
affinité, améliorant le clivage et l'activation de PAR-1, les réactions de coagulation et le clivage
du GPV a la surface des plaquettes. Le GPIba est exprimé de fagon constitutive sur les plaquettes
en association avec les sous-unités GPIbP, GPIX et GPV, et sa signalisation intracellulaire
implique la libération interne de Ca**, la libération d'ATP/ADP, la signalisation de MAP Kinase
(MAPK) et I’activation de Rho [127]. Les patients atteints du syndrome de Bernard-Soulier, ont

les génes GPIb/IX/V mutés, et souffrent d’une agrégation réduite en réponse a la thrombine ainsi
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qu'une augmentation de l'incidence des saignements [130]. Bien que le rdle du clivage du GPV
dans I'activation des plaquettes soit controversé, il a été démontré qu'il est élevé dans les maladies

cardiovasculaires [131].

1.4.1.3 L’ADP

L'ADP est I'un des premiers agonistes plaquettaires identifiés. Il se lie a trois récepteurs
purinérgiques: le P2Y1 couplé a Ggq, le P2Y12 couplé a Giet le canal calcique P2X1 [132]. La
signalisation de I'ADP dans les plaquettes aboutit & de multiples réponses, notamment 'adhésion,
le changement de forme, la sécrétion, l'influx et la mobilisation interne de Ca?*, la production
de TxAz, I'inhibition de I'AC et l'agrégation [133,134]. L activation de P2Y1 et le P2Y 12 mene a
des fonctions similaires, mais ce dernier est impliqué dans la potentialisation de l'agrégation
plaquettaire en présence d'autres agonistes plaquettaires [ 132]. Par conséquent, au niveau du noyau
du bouchon hémostatique, la signalisation de P2Y12 n'active que partiellement les plaquettes
localisées dans la coque sus-jacente [116]. Seul, le récepteur P2X1 n'induit pas l'agrégation
plaquettaire mais provoque un influx de Ca?" de courte durée, ce qui est suffisant pour stimuler la
signalisation d’ERK, activer la MLCK et induire un changement de forme (I’activation précoce

des plaquettes) [132].

1.4.1.4 Le TxA:

Le TxA: appartient a la famille des lipides eicosanoides générés séquentiellement a partir de
l'acide arachidonique (AA) par lePLA;, Ilacyclooxygénase 1/2 (COX-1/2)et
la TxAx synthase. L'AA est un acide gras polyinsaturé présent dans la membrane plasmique des
cellules. Pendant I'inflammation, le PLA> clive I’AA qui est convertie en prostaglandine PGH; via
I’enzyme COX. Il existe deux isoformes de COX, COX-1 et COX-2. Le premier est exprimé de
fagon constitutive dans les plaquettes, tandis que le second est inductible suite a 1'inflammation. La
PGH; est ensuite transformée en TxAjvia la TxAsynthase [135]. Dans les plaquettes, le
TxA: joue un rdle pro-thrombotique en agissant de maniére autocrine et paracrine pour amplifier
l'activation plaquettaire ainsi que l'action d'autres agonistes plaquettaires [136,137]. Ce role est
régulé par les prostaglandines et conduit a I'accumulation des plaquettes dans la coquille du noyau
du bouchon hémostatique [116]. Comme c’est mentionné précédemment, le TxA> agit sur le TP,

un récepteur GPCR de deux isoformes (a et B) et exprimé dans différents tissus [138]. Les
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plaquettes expriment TP-a couplé a G, dont sa ligature au TxAx joue un role dans la mobilisation
interne du Ca**, le changement de forme des plaquettes, la sécrétion, I'activation et I'agrégation

plaquettaires [139].

1.4.2 Les amorceurs/potentialisateurs plaquettaires

Les amorceurs et les potentialisateurs (dérivés des plaquettes et non dérivés des plaquettes,
respectivement) ne peuvent pas induire une agrégation plaquettaire a moins qu'ils ne soient
combinés a des agonistes plaquettaires [140]. Récemment, il a ét¢ démontré que les
amorceurs/potentialisateurs plaquettaires sont extrémement régulés dans les maladies
cardiovasculaires et peuvent étre responsables de la résistance au traitement antiplaquettaire

comme ’ASA [141].

1.4.2.1 Gas6

La protéine 6 spécifique a l'arrét de croissance (gas 6, growth arrest-specific 6 protein) a été
identifiée dans des fibroblastes embryonnaires des souris. Dans les plaquettes, gas 6 agit via le
récepteur Tyro3-AXL-MER (TAM receptor), en augmentant la sécrétion plaquettaire, 1'agrégation
et la formation de thrombus, en présence de doses sous-optimales d'agonistes plaquettaires [ 142—
146]. Malgré l'inhibition de la synthése de TxA; par I'ASA, l'activité plaquettaire peut persister
chez certains patients. Ce paradoxe est appelé la «pseudo-résistance a 'aspirine» et il est observé
comme ¢étant 9 a 10 fois plus significatif chez les sujets sains qui présentent des niveaux élevés de

gas6 [147,148].

1.4.2.2 MMP-2

Les MMP appartiennent a une classe des protéases. Dans les maladies cardiovasculaires,
elles sont impliquées dans le remodelage des tissus post-infarctus du myocarde ainsi que dans la
progression des maladies athérothrombotiques. Lors de l'activation plaquettaire, MMP-2 est
sécrétée par le compartiment cytosolique, agissant comme un amplificateur de l'agrégation
plaquettaire en présence d'autres agonistes [149,150]. Son action d'amorcgage est induite par
l'activation de PI3K et persiste méme avec des agents antiplaquettaires qui n'influencent pas sa

sécrétion [151].
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1.4.2.3 Leptine

La leptine est sécrétée par les tissus adipeux et les entérocytes. Elle fonctionne comme un
régulateur de 1'équilibre énergétique par l'inhibition de la faim et du stockage des graisses [152]. En
présence d'agonistes plaquettaires, la leptine agit via son récepteur et potentialise l'activation et
l'agrégation plaquettaires en activant les voies de signalisation suivantes: la PLCy, la PKC, la PI3K

et la MAPK [153,154].

1.4.2.4 PGE2

Comme mentionné ci-dessus, 1'activation plaquettaire implique la libération de I’AA qui est
métabolisé par les enzymes COX en prostaglandines PGH2 et PGG2. La PGH2 est transformée
non seulement en TxA> mais aussi en PGD2, PGF2a et PGE2 [155]. Dans les plaquettes, la PGE2
agit a travers l'isoforme EP3 d’EP GPCR, en augmentant I'agrégation plaquettaire par I'activation
de la PKC et I'inhibition de I'AC [156,157]. De plus, des niveaux ¢€levés de PGE2 sécrétée par les
plaquettes chez certains patients compromettent 1'efficacité des médicaments antiplaquettaires

[158].

1.4.2.5 LDL

Les produits athérogénes générés par 1'oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL,
low-density lipoprotein) dans les conditions de stress oxydatif peuvent interagir avec le GPIV
plaquettaire (CD36) en augmentant la réactivité plaquettaire en présence de doses sous-optimales
d'agonistes [103,159]. Dans I'hyperlipidémie, le CD36 a un rdle thrombogeéne suite a son
interaction avec les glycérophospholipides de choline oxydés pro-thrombotiques (oxPCcd36)

[160].

1.4.2.6 Epinéphrine

L’¢épinéphrine est une hormone sécrétée par la glande surrénale. Elle posséde des activités
sympathomimétiques en agissant sur les récepteurs adrénergiques alpha et béta [161]. Etant donné
que les plaquettes expriment des récepteurs alpha 2-adrénergiques, elles sont ciblées par
I'épinéphrine. Bien que I'hormone ne soit pas en elle-méme capable d'induire un changement de
forme, une sécrétion ou une agrégation des plaquettes, elle potentialise les réponses biochimiques

et le processus d'agrégation déclenchés par les faibles doses d'agonistes plaquettaires
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[162,163]. Tels effets de potentialisation sont associés a 1'activation du facteur nucléaire-xB (NF-
kB), qui modére I’activation et 1’agrégation plaquettaires précoces sans agir sur le génome.

(Chapitre 3) [164].

1.4.2.7 CD40L

Le CD40L est exprimé sur plusieurs cellules, y compris les lymphocytes T activés et les
plaquettes activées. Il existe également sous forme soluble (s) appelée sCD40L [165]. Des
niveaux ¢levés de CD40L exprimés par les plaquettes sont associés a 1'athérosclérose, tandis que
des taux plasmatiques ¢levés de sSCD40L sont considérés comme un pronostic du développement
de I'athérothrombose [166—168]. Le « knock out » du CD40L chez la souris retarde 'occlusion
thrombotique aprés une lésion vasculaire et réduit la stabilit¢ du thrombus. En revanche,
I'administration de sCD40L inverse ces effets par des interactions avec 1’allbf3 activées
[169]. Notre équipe a publié plusieurs articles concernant le role du sCD40L dans les fonctions
plaquettaires, mettant 1’accent sur son réle d'amorceur plaquettaire et sa capacité d’échapper aux
effets antiplaquettaires de 'ASA [170-173]. Nous détaillerons dans le Chapitre 2 les différents
réles du CD40L.
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Chapitre 2: Le CD40L
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2.1 Introduction

CDA40L, nomm¢ aussi CD154, gp39, MTJA et TRAP, est une protéine transmembranaire
de type II appartenant a la superfamille de TNF (tumor necrosis factor). Cette protéine a été
originalement identifiée comme un ligand du récepteur CD40 avec un poids moléculaire variant
entre 32 et 39 kDa en raison des modifications post-traductionnelles. Etant donné que l'axe
CDA40L-CDA40 fut d'abord découvert dans les cellules immunitaires, ses premiers signaux identifiés
¢taient de nature immunologique [174,175]. De nombreuses études supplémentaires ont révélé
l'expression de I’axe CD40L-CD40 dans des cellules non immunitaires et la présence d'autres
récepteurs du CD40L comme I’allbfB3, I’a5p et le Mac-1. Ces études ont men¢ a la découverte du
role thrombo-inflammatoire de CD40L en assurant l'interaction entre les plaquettes et le systeme
immunitaire [176,177]. Ce chapitre décrit d’abord 1'expression, la configuration et les récepteurs
du CD40L et met I’accent enfin sur les implications de la signalisation du CD40L dans les

plaquettes, en particulier suite a sa liaison au récepteur CD40.

2.2 L’expression du CD40L

CD40L est exprimé par plusieurs cellules hématopoiétiques et non hématopoiétiques telles
que les lymphocytes B, les lymphocytes T activés, les macrophages, les neutrophiles, les cellules
dendritiques (DCs, dendritic cells), les plaquettes activées, les CE et les SMC. Contrairement aux
neutrophiles, les cellules exprimant constitutivement le CD40L telles que les lymphocytes B, les
macrophages et les DCs, augmentent 1’expression de ce ligand en réponse aux cytokines [178—

181].

CDA40L est composé¢ d'un domaine C-terminal extracellulaire (215 acides aminés), d'un
domaine transmembranaire (24 acides aminés) et d'une queue N-terminale cytoplasmique (22
acides aminés). Il ne se trouve pas uniquement sous forme membranaire mais existe aussi sous une
forme soluble appelée CD40L soluble (sCD40L). Différentes formes de sCD40L ont été
identifiées, ayant des poids moléculaires de 14, 18 et 31 kDa. Le sCD40L de 18 kDa est le plus
répandu et généré par le clivage enzymatique du CD40L exprimé d’une fagon non génomique a la
surface des plaquettes aprés leur activation. Par conséquent, les plaquettes sont considérées
comme la source principale de sCD40L, dont sa numération plasmatique chez un adulte sain est

estimée entre 0,79 et 4,7 ng/ml par les techniques d'immunodosage [182,183]. Le clivage du
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CD40L en sCD40OL se fait précisément au niveau du résidu méthionine 113 du domaine
extracellulaire, par les MMP2/9 dans les plaquettes ou par la désintégrine et la métalloprotéinase
10/17 (ADAM 10/17) dans les lymphocytes T. Les CD40L solubles et membranaires forment des
homotrimeéres [106] pouvant se lier d’une facon plus forte au récepteur CD40, que leurs
homologues monomeres ou dimeres. La liaison du CD40L a son récepteur CD40 induit la

trimérisation du récepteur et géneére de multiples signaux biologiques [175].

2.3 Les récepteurs du CD40L

Quatre récepteurs du CD40L ont été identifiés jusqu'a présent: le récepteur CD40 classique
et les trois intégrines: 1’allbPB3, I’'a5P1 et I’aMP2 ou Mac-1 [184] (Figure 2.1). Cependant, seuls
CDA40, allbP3 et a5p sont exprimés sur les plaquettes.

cD40L

pmambsrana-bound or solubls form)

=

CcD40 ﬂ E—\uubﬁa ﬂ EB1 g? GMBZ
i.} i 5

RERRER - WRRRRR ﬁ-h_ﬁﬁ-hﬁh_.- PREP. (RRRE: RERH ......:‘ﬁ..._..ﬁ......_
“ Isotype switching % Thrombus Stabilization < Activation of monocytic 4 Regulation of necintimal
% Cell-mediated immunity U93T cells formation & atherosclerosis

+ Regulation of apoptosis

Figure 2.1: Les récepteurs du CD40L. La liaison de CD40L au CD40, a I’allbB3, a ’a5B1 ou
I’aMB2(Mac-1) induit une pléthore d'événements physiologiques et pathologiques [184].

2.3.1 Le Mac-1

Mac-1 est une intégrine B2 nommée aussi CR3, CD11b/CD18 ou aMp2. 11 est formé de 2

sous-unités (B2 et aM) et principalement exprimé sur les neutrophiles, les monocytes, les
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macrophages, les NK (natural killer cells) et certains sous-types de lymphocytes B. Le Mac-1
interagit également avec plusieurs autres ligands, notamment le fibrinogene, la fibronectine,
I'héparine et 'ICAM-1, et participe a la cicatrisation des plaies, a la défense de 1'hote, aux

interactions leucocytes-CE et aux réactions pro-inflammatoires [ 185—187].

Le CD40L se lie sélectivement a la sous-unit¢ aM de Mac-1. Contrairement aux autres
ligands de Mac-1, sa liaison au CD40L n'induit pas nécessairement une activation cellulaire. En
effet, le role de I’axe CD40L/Mac-1, identique a celui trouvé dans les interactions leucocytes-

CE, est plutot adhésif contribuant a la migration cellulaire [188—190].

2.3.2 L’05B1

L’a5B1 est un hétérodimere exprimé sur plusieurs cellules, notamment sur les monocytes,
les macrophages, les CE et les plaquettes. La fibronectine, la vitronectine, I'angiopoiétine 2 et le
CD40L sont parmi les ligands qui peuvent se lier a ce récepteur [165]. Il a été démontré que la
liaison du CD40L a I’a5pB1 active la voie MAPK dans les leucocytes, stimulant la production des
cytokines ainsi que la prolifération et la survie des cellules [176,191]. Dans les plaquettes, il a été
rapporté que l'interaction CD40L-a5B1 est impliquée dans l'activation plaquettaire. Cependant,
cette étude n'a pas fourni des preuves supplémentaires si le récepteur CD40 est
partiellement impliqué dans 1’augmentation du taux d’expression des marqueurs d'activation des

plaquettes [192].

2.3.3 L’o1Tbf3

L’allbB3 (ou le GPIIb/IIIa) est une intégrine exclusivement exprimée sur les plaquettes. Les
granules plaquettaires contiennent également des hétérodimeres d’allbB3 qui s’expriment sur la
membrane plasmique lors de l'activation plaquettaire. L’intégrine allbPB3 est impliquée dans
I'adhésion et l'agrégation plaquettaires en liant respectivement le vVWF et le fibrinogene
soluble. Lors de l'activation des plaquettes, les sous-unités a et B subissent des changements de
conformation qui permettent une liaison de haute affinité du ligand. Ce récepteur est la cible de

plusieurs médicaments antiplaquettaires comme I'abciximab et le tirofiban [165,193].

Le CD40L est aussi un ligand de 1I’allbp3. En effet, la liaison du CD40L a I’allbB3 induit la

phosphorylation des résidus de tyrosines intracellulaires du récepteur, permettant la signalisation
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«outside-in», 'activation de PI3K, la génération des microparticules, ainsi que la formation et la

stabilisation du thrombus [169,194,195].

2.3.4 Le CD40

Le CDA40 est une protéine transmembranaire de type I appartenant a la superfamille des
récepteurs du TNF (TNFR, TNF receptor). 1l est exprimé d’une fagon constitutive et inductible
sur les lymphocytes B, les macrophages, les neutrophiles, les CE, les SMC et les plaquettes. En
revanche, les lymphocytes T et les DCs expriment le CD40 lors de I’activation cellulaire. Parmi
les différents récepteurs du CD40L, CD40 constitue le principal récepteur ayant l'affinité la plus
¢levée pour ce ligand. Suite a son activation par son ligand, les monomeéres du CD40 sont
regroupés en trimeres [196,197]. 11 existe cinq isoformes distinctes de CD40 présentes

¢galement sous formes membranaires ou clivées [198].

La liaison du CD40L au CD40 implique l'activation des TRAFs (TNFR-associated factors),
des protéines adaptatrices qui s’associent aux TNFR, TLR, et aux récepteurs de I'IL-1. Les
TRAF 1-6 sont recrutés dans le domaine cytoplasmique du CD40 ou ils activent plusieurs voies
de signalisation nommons par exemple les voies de NF-kB, MAPK, PI3K et PLCy. En outre, la
signalisation intracellulaire induite par 1’activation de CD40 via CD40L peut étre indépendante de
TRAF. En effet, I'interaction CD40/CD40L recrute la janus kinase 3 (JAK3) vers la queue
cytoplasmique du récepteur ce qui active ensuite STATS (signal transducer and activator of

transcription ).

Parmi ses fonctions immunitaires physiologiques, 1’axe CD40L-CD40 est impliqué dans
l'activation/prolifération des lymphocytes B, l'amélioration de l'expression des molécules
adhésives dans les CE, la sécrétion des chimiokines dans les leucocytes, la génération des MMP

dans les SMC et la modulation de 'activation des lymphocytes T [181,199,200].

2.4 L’implication de ’axe CD40L/CD40 dans les fonctions
plaquettaires

L’équipe de Henn et ses collégues [201] ont été les premiers a attribuer un role modulateur

physiologique a I’axe CD40L/CD40 montrant qu'il régule temporellement l'inflammation
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indésirable pendant la thrombogenése. En particulier, ils ont démontré que les plaquettes activées
par un agoniste, expriment le CD40L qui déclenche une réaction inflammatoire dans les CE
exprimant CD40. Une agrégation accrue permet alors des interactions plaquettaires entre le
CDA40L et le CD40, ce qui conduit dans quelques minutes a quelques heures a un clivage du
CD40L [202] (Figure 2.2). Contrairement au CD40L membranaire, le sCD40L est incapable de
déclencher des réactions inflammatoires dans les CE [201]. De méme, Langer et ses collégues

[203] ont montré que le CD40 plaquettaire a un roéle hémostatique primaire.

+ high shear

Glycoprotein lib/llla activation

p-thromboglobulin

Figure 2.2 : Fonctions proposées de I’interaction CD40L-CD40 dans les plaquettes. Les plaquettes
activées par un agoniste expriment le CD40L qui est clivé en surface dans quelques minutes a quelques
heures, générant le sCDA4O0L.Il est démontré que le sCD40L active modestement I’allbB3 (ou le
GPIIb/IIa), déclenche des modifications du cytosquelette et induit une libération des granules o et des
granules denses, ce qui favorise les événements inflammatoires ou thrombotiques [202].

Dans le contexte de la thrombo-inflammation, 1'étude de Danese et ses collegues [204] a été

la premiére a mettre en évidence 1’effet inflammatoire direct des plaquettes via I'axe CD40L/CDA40.
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Ils ont montré que les lymphocytes qui expriment le CD40L activent le CD40 plaquettaire, ce
qui déclenche la libération de RANTES (CCLS) qui se lie aux CE pour amplifier le recrutement
des lymphocytes T [204]. D’une facon similaire, Inwald et ses colleégues [205] ont montré que la
liaison du sCD40L au CD40 induit 1'expression de la P-sélectine et active partiellement I’allbp3
sans induire a une agrégation plaquettaire [202] (Figure 2.2). De plus, Gerdes et ses colleégues
[206] ont montré que le CD40 plaquettaire est impliqué dans I'athérosclérose en déclenchant la

formation d'agrégats plaquettaires-leucocytaires et I'activation des CE.

Notre équipe au laboratoire a publié¢ quatre études concernant le role de I’axe sCD40L/CD40
dans les fonctions plaquettaires. Premiérement, Yacoub et ses collégues [170] ont démontré que
les plaquettes expriment les TRAF-1, -2 et -6 et que la liaison de sCD40L induit le recrutement de
TRAF-2 au CD40. Il a été démontré aussi que l'axe sCD40L/CD40/TRAF2 induit I’activation
de Racl et de p38 MAPK, conduisant a I'expression de la P-sélectine et au changement de la forme
des plaquettes [170,202] (Figure 2.2). En plus, ce méme axe a permis 1’augmentation
de l'agrégation plaquettaire ex vivo et la formation de thrombus in vivo en présence des doses sous-
optimales d'agonistes plaquettaires [170]. Deuxiémement, Hachem et ses colleégues [171] ont
montré que le SCD40L induit la phosphorylation de 1’IkBa, la sous-unité inhibitrice de NF-kB qui,
contrairement aux cellules nucléées, est impliquée dans des fonctions insaisissables n’affectant pas
le génome (discutées plus en détail dans le Chapitre 3). L'activation de NF-«xB induite par le
sCD40L s'est également révélée indépendante de I'axe sCD40L/CD40/TRAF2/Racl/p38
MAPK et indispensable a I'expression de la P-sélectine ainsi qu'a la potentialisation de I'agrégation
plaquettaire en réponse a de faibles doses d'agonistes plaquettaires [171]. L'étude de Kojok et ses
collegues [172] a ensuite prouvé que l'activation de NF-«kB induite par sCD40L et la
potentialisation de l'agrégation résultent toutes les deux exclusivement en aval de I’activation du
récepteur CD40. Une deuxieme étude récente de Kojok et ses collegues [173] a démontré que
I'"ASA réduit la sécrétion de TxA» plaquettaire renforcée par sCD40L, et I'agrégation plaquettaire
potentialisée par sCD40L, en inhibant la phosphorylation de la MLC induite par des agonistes
plaquettaires. A noter que les deux axes d’amorcage plaquettaire activés par 1’axe sCD40L/CD40
(la p38 MAPK et le NF-kB) n'ont pas été affectés par I'ASA [173]. Cela indique que le sCD40L
pourrait étre a I'origine de I'efficacité réduite du traitement antiplaquettaire régulier chez certains
patients atteints de CAD [173]. Ces études récentes de 1’équipe de Merhi et ses collégues [170—

173] contredisent une étude précédente de André et ses collegues [169] qui a démontré que I’axe
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sCD40L/CD40 n’est pas thrombogéne puisque la formation du thrombus chez les souris CD40"
"est intacte, contrairement aux souris CD40L"" qui développent une thrombogenése retardée. En
parall¢le, ils ont montré aussi que le SCD40L se lie a I’allbB3 aussi fort que le fibrinogene, et que
cette liaison est plus susceptible de stimuler I'activation plaquettaire. Cependant, les mécanismes
impliqués dans l'activation plaquettaire par l'axe sCD40L/allbB3 n'ont pas été suffisamment
expliqués [169]. De plus, I'étude utilise des plaquettes préactivées et une concentration de sCD40L
quarante fois plus ¢élevée que les concentrations utilisées dans nos études [169]. Ces contradictions
peuvent suggérer que le CD40 et I’allbPB3 constituent, respectivement, les récepteurs d'affinité

¢levée et faible pour sCD40L.

Bien que la plupart des études confirment le réle important des différents axes de
sCD40L/CD40 plaquettaires dans la thrombo-inflammation, des études supplémentaires sont
nécessaires pour décrire leurs voies de signalisation complétes et les effets moléculaires

précis qu'ils entrainent au niveau des fonctions plaquettaires.
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Chapitre 3 : Le NF-xB

28



3.1 Introduction

Dans le cas d’athérosclérose et d'athérothrombose, les plaquettes activées libérent de
multiples médiateurs inflammatoires tels que la P-sélectine soluble, le sCD40L et I'IL-1f. Ces
molécules peuvent interagir avec les leucocytes et les CE et aggraver ainsi l'inflammation
[184,207]. Au niveau moléculaire de la signalisation, l'initiation et la progression des maladies
inflammatoires sont majoritairement modulées par le NF-xB (nuclear factor-kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells). Le NF-kB est un facteur de transcription largement caractérisé dans
les cellules immunitaires parce qu’il assure différents processus cellulaires tels que la survie, la
prolifération et l'activation des cellules. Il est également impliqué dans les maladies
inflammatoires grace a ses roles affectant le génome[208]. Par exemple, 1'activation de NF-kB
dans les CE pendant l'inflammation augmente 1'expression des molécules d'adhésion et par
conséquent augmente la liaison des leucocytes et des plaquettes. Dans les monocytes également,
l'activation de NF-«kB induit leur différenciation en macrophages ainsi que l'expression des
cytokines. Par ailleurs, le NF-kB dans les neutrophiles prolonge la survie cellulaire et améliore sa
fonction antibactérienne. Quant aux lymphocytes, le NF-kB est impliqué dans la prolifération ainsi
que dans l'expression des cytokines qui recrutent les plaquettes et stimulent les réponses
inflammatoires et thrombotiques [164,209]. Par conséquent, le NF-kB cellulaire agit comme un
orchestrateur génomique des réactions thrombo-inflammatoires. Cependant, dans les cellules
sanguines dépourvues de génome comme les plaquettes, le rdle de NF-«kB est moins caractérisé. Ce
chapitre fait le bilan de plusieurs études démontrant le role du NF-kB dans les fonctions

plaquettaires ainsi que dans la thrombo-inflammation sans agir sur le génome.

3.2 Le NF-kB: structure, régulation et activation

Le NF-«B est une famille de protéines cytoplasmiques existant sous forme de dimeéres, et
formées par des sous-unités qui se lient a ' ADN: le p5S0 (NF-kB1), le p65 (RelA), le RelC, le p52
(NFkB2) et le Rel B [164] (Figure 3.1). La voie canonique de NF-kB est activée par plusieurs
récepteurs tels que le TNFR, les TLR et le récepteur des cellules B (BCR) qui activent TAKI
(TGF-p-activated kinase 1). Dans cette voie, les dimeres de NF-«B (principalement p50:p65) sont
associés a la sous-unité inhibitrice IxB (o ou ) qui empéche leur activation. Notons que I’IkBa

est la forme la plus répandue de I’'IxB (inhibitor of NF-kB). La voie non canonique est déclenchée
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par plusieurs récepteurs tels que le récepteur de la lymphotoxine-f (LTBR) et le récepteur du
facteur d'activation des cellules B (BAFFR) qui activent la kinase inductrice de NF-xB (NIK, NF-
kB-inducing kinase). Dans cette voie, une des cing sous-unités (principalement le RelB) s'associe

au p100.

Généralement, l'activation de NF-kB nécessite la kinase de 1'IkB (IKK, /xB kinase). Dans
la voie canonique, le TAKI1 active 'IKK qui phosphoryle a son tour I’'IkB provoquant son
ubiquitination et sa dégradation par le protéasome. Alors que dans la voie non canonique, le NIK
active ’IKK qui phosphoryle le p100 provoquant son ubiquitination et son clivage par le
protéasome en p52. Parmi les différents isoformes d'IKK, 'IKKp est la plus active. Suite a leur
activation, les dimeres de NF-kB se déplacent vers le noyau ou ils se lient a 'ADN et régulent
I’expression des geénes inflammatoires et de survie [210-212]. En effet, les roles de NF-xB
impliquant le génome sont bien caractérisés depuis sa découverte dans les lymphocytes B, il y a

plus de 30 ans [164,213-217] (Figure 3.1).
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Figure 3.1 : L'activation de NF-xB: la voie canonique et non canonique [164].
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3.3 Le NF-kB plaquettaire

3.3.1 Son expression

Bien que les plaquettes soient des fragments acellulaires dépourvus de noyaux, elles
expriment ’'IKK, I’'IkB et le NF-xB [218]. Liu et ses collégues [219] ont ét¢ les premiers a montrer
que la thrombine déclenche la dégradation de I’IkBa suite a la phosphorylation de son résidu sérine
32. Des ¢études ultérieures confirment cette découverte et renforcent 1’idée que les plaquettes ne
sont pas seulement les «restes des mégacaryocytes» [220-222]. Cela a été soutenu ensuite par la
découverte d'autres facteurs de transcription dans les plaquettes en plus des mécanismes de
traduction des microARN et des ARNm. Des recherches supplémentaires concernant le réle de ces
acteurs impliquant le génome ont conduit a la découverte que les plaquettes activées sont capables
de synthétiser une quantité limitée de protéines suite a un signal comme celui de I'I[L-1f et le COX-

1 [223,224,233,225-232].

3.3.2 Ses fonctions

La signalisation du NF-kB dans les plaquettes implique l'activation de I'IKK et la
dégradation de I’IkBa aprés la stimulation par plusieurs agonistes ou amorceurs
plaquettaires. Cependant, le role précis de NF-kB dans les plaquettes reste énigmatique [164]
(Figure 3.2). En effet, plusieurs études ont tenté d'étudier le role du NF-kB dans les plaquettes en
utilisant des souris « knock-out » ou des inhibiteurs pharmacologiques tels que les répresseurs de
I'IKK (par exemple le BAY 11-7082) ou les inhibiteurs du protéasome (par exemple le MG132)
[218,234,235]. Concernant I'approche pharmacologique, ce chapitre fait passer en revue les études
utilisant les répresseurs de I'lKK uniquement. Cependant, le Chapitre 4 abordera 1'utilisation des

inhibiteurs du protéasome.

3.3.2.1 La survie plaquettaire et I'apoptose

Les plaquettes humaines ont une durée de vie moyenne de 10 jours [236]. Dowling et ses
collegues [237] expliquent cette courte durée de vie en utilisant un modéle de simulation qui
montre que la sénescence plaquettaire est contrélée par un mécanisme interne et non pas parce que
les plaquettes sont soumises a de multiples coups de destruction dans la circulation. Ce mécanisme

interne montre qu'aprés la formation des plaquettes, leurs protéines anti apoptotiques sont plus
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nombreuses que leurs protéines apoptotiques. Cependant, avec le temps, et en absence des coups
destructeurs externes, les plaquettes deviennent incapables de synthétiser davantage des protéines
anti apoptotiques. Cela permet aux protéines apoptotiques de prospérer, perturbant ainsi la
perméabilité de la membrane mitochondriale et déclenchant I'apoptose en initiant les signaux des
caspases [238]. Bien que la régulation de ce mécanisme interne entre la vie et la mort plaquettaires
soit partiellement comprise, une étude a démontré un role pour le protéasome [239] ainsi que pour
le NF-kB dans ce mécanisme. En effet, il a été prouvé que le traitement des plaquettes avec les
inhibiteurs de I'KK conduit a une augmentation significative des niveaux internes de
Ca?’. Simultanément, cela augmente le stress de I’ER et la perméabilité de la membrane
mitochondriale, diminue les protéines anti apoptotiques et induit 1'apoptose [240]. De plus, le NF-
KB joue un ro6le dans la clairance des plaquettes, un mécanisme par lequel le corps maintient
quotidiennement un nombre physiologique de plaquettes. Un des signaux d'élimination des
plaquettes de la circulation est le clivage du GPIba. En fait, son clivage de la surface des plaquettes
est médiatisée par 1'ADAMI17 et se produit constamment dans des conditions
physiologiques [241]. Une fois clivée, la GPIba stimule la signalisation du GPIb-IX ce qui induit
rapidement la clairance plaquettaire [242,243]. A cet égard, les plaquettes déficientes en IKKP
sont incapables de cliver la GPIba en réponse a la thrombine (mais pas a I'ADP ou au
collageéne). Cela suggere que le NF-kB joue un rdle dans le clivage du GPIba dans la signalisation

de la thrombine [244].

3.3.2.2 L'amorc¢age, I'activation et I'agrégation plaquettaires

En général, la plupart des études montrent que l'inhibition de NF-kB par les répresseurs de
I'IKK empéche 1'amorgage, l'activation et l'agrégation des plaquettes apres leur stimulation avec
des agonistes ou des amorceurs. Cela suggere que le NF-«xB plaquettaire a des roles n’affectant pas
le génome, mais qui controlent les fonctions plaquettaires. Le tableau 3.1 regroupe ces différents
roles selon le répresseur de I'IKK et la molécule stimulatrice des plaquettes utilisés. Etant donné
que le «knock-out» embryonnaire de NF-«xB est 1étal pour la plupart de ses génes, trés peu d'études
ont abordé¢ le «knock-out» de 11KK, rapportant des résultats similaires [244,245] ou

contradictoires [244] par rapport a I'approche pharmacologique.
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Tableau 3.1 : Effets de 'inhibition de NF-«xB par les répresseurs de I'IKK sur I’amorgage, 1’activation et
I’agrégation plaquettaires

Agoniste  / Inhibiteurs de Effets de I’'inhibition Références
amorceur PIKK
Thrombine BAY 11-7082 - Expression plus faible de la P-sélectine  [222]
- Moins de production du TXA»
- Moins de libération d'ATP
BAY 11-7082 - Inhibition de la phosphorylation [246]
d'ERK
- Inhibition de la sécrétion des granules
BAY 11-7082, - Inhibition de la phosphorylation de [245,247]
BMS-345541 SNAP-23 (inhibition de la sécrétion des
granules)
- Ralentissement de la formation du
thrombus
Inhibiteurs de Inhibition de la formation du complexe [248]
MALTI1 SNARE
L'inhibiteur de Suppression de la signalisation négative [220]
I'IKK VII de VASP
BAY 11-7082 - Réduction de la liaison du fibrinogéne [221,222,249]
- Inhibition de l'agrégation plaquettaire
- Inhibition de la rétraction du caillot
Collagene BAY 11-7082 - Augmentation des niveaux d’AMPc [221]
-Amélioration de la signalisation
négative de VASP
- Suppression de la formation du TXA,
- Suppression de la libération d'ATP
-Inhibition de l'expression de la P-
sélectine
- Suppression de la signalisation de Ca**
L'inhibiteur de Suppression de la signalisation négative [220]
I'IKK VII de VASP
BAY 11-7082 - Réduction de la liaison du fibrinogéne [221,222,249]
- Inhibition de l'agrégation plaquettaire
- Inhibition de la rétraction du caillot
Andrographolide Interférence dans Il'agrégation des [235,250]
plaquettes
ADP BAY 11-7082 Altération de l'activation plaquettaire a [222]
ses débuts
Epinéphrine BAY 11-7082 Altération de l'activation plaquettaire a [222]

ses débuts
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sCD40L L'inhibiteur de - Inhibition de l'expression de la P- [171]
I'IKK VII sélectine
- Inhibition de la potentialisation de
l'agrégation plaquettaire en présence
des doses sous-optimales de collagene

BAY 11-7082 Inhibition de la potentialisation de [171]
l'agrégation plaquettaire en présence
des doses sous-optimales de collagene

BAY 11-7082 Inhibition de la potentialisation de [172]
l'agrégation plaquettaire en présence
des doses sous-optimales de thrombine

3.3.2.2 Une fonction au-dela des plaquettes

La RT-PCR et les études des puces a ADN des plaquettes humaines hautement purifiées ont
identifié plus de 2500 transcrits d' ARNm [227,251,252]. Les plaquettes humaines ont également
des microARN impliqués dans la modulation de l'activité des plaquettes [253-256] lors de la

stimulation par des agonistes plaquettaires [257].

Le NF-kB s'est avéré étre une cible et un modulateur des microARN dans les plaquettes. Par
exemple, le miR-223, le miR-199a, le miR-155 et le miR-124a empéchent I'expression d'IKK. En

revanche, le NF-kB module le miR-29b qui joue un role dans la suppression des tumeurs [258].

L'ARN, y compris le microARN, peut se déplacer dans des microvésicules intracellulaires qui
peuvent étre expulsées vers le domaine extérieur, agissant comme des navettes
messageres [259]. De méme, il a ét¢ démontré que les plaquettes activées libérent des
microvésicules/microparticules qui portent des microARN fonctionnels. Les microparticules
plaquettaires (PMP, platelet microparticles) peuvent ensuite étre transmises aux cellules nucléées
telles que les CE ou elles interférent dans les fonctions cellulaires [260—262]. Une étude récente a
démontré que la thrombine induit la libération de PMP pour protéger contre l'athérosclérose via le
miR-223 qui induit directement I'expression des molécules d'adhésion dans les CE [261]. Cela peut

suggérer que le NF-xB, pendant 1’activation plaquettaire par des agonistes, peut également étre
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transporté dans des microvésicules plaquettaires, libéré et transmis a des cellules nucléées ou il
peut agir de manicre impliquant le génome pour réguler certaines conditions pathologiques.

Pour conclure, des études supplémentaires sont nécessaires pour déchiffrer exactement et avec
plus de précision les voies de signalisation et les fonctions de NF-kB plaquettaire dans les
plaquettes et dans d'autres cellules [164] (Figure 3.2). Ces investigations sont importantes parce

que le NF-«xB peut étre une cible thérapeutique dans les maladies thrombo-inflammatoires.
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Figure 3.2 : Les roles possibles du NF-xB plaquettaire [164].
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Chapitre 4: Le protéasome
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4.1 Le protéasome

4.1.1 Structure et fonctions cellulaires

La dégradation des protéines est nécessaire pour les cellules eucaryotes parce qu’elle leur
permet d’éliminer ou de recycler les protéines anormales/inutiles, mais aussi d’assurer plusieurs
autres fonctions. Ces processus sont assurés dans la cellule par les endosomes, les lysosomes et le
protéasome. Le protéasome est une protéase multi-catalytique 26S cytosolique (2,4 MDa)
constituée de deux coiffes régulatrices 19S flanquant une sous-unité protéolytique

20S centrale (environ 750 kDa).

La sous- unité de régulation 19S est formée par ’association de 2 multimeres: le couvercle
et la base. Le couvercle comprend jusqu'a 10 sous-unités non ATPasiques. Cependant, la base
contient 2 sous-unités non-ATPasiques et 6 sous-unités homologues ATPasiques formant des
anneaux hexameériques; elle est responsable de 1’assemblage des particules régulatrices 19S a la

particule centrale 20S, permettant la formation et l'activation du protéasome 26S.

La particule centrale 20S est composée de 28 sous-unités hétérogeénes assemblées en 4
anneaux: 2 anneaux béta internes et 2 anneaux alpha non catalytiques formant des pores du coté
extérieur. Chaque anneau est donc formé de 7 sous-unités [263] (Figure 4.1). Parmi les sous-
unités béta, 3 ont des activités protéolytiques de type caspase, trypsine et chymotrypsine (B1, B2
et B5, respectivement). Seul le noyau protéolytique 20S effectue une dégradation indépendante de
l'ubiquitine. Une fois assemblé¢ aux particules régulatrices 19S formant ainsi le protéasome 268, le
noyau 20S dégrade spécifiquement les protéines conjuguées a l'ubiquitine d'une maniére

dépendante de I'ATP.

L'ubiquitine (environ 8 kDa) est une séquence protéique de 76 acides aminés exprimée dans
les cellules eucaryotes. Sa conjugaison aux protéines est catalysée séquentiellement par l'enzyme
activatrice de I’ubiquitine (E1), 'enzyme de conjugaison de 1’ubiquitine (E2) et I'ubiquitine ligase
(E3). Tout d’abord, I'enzyme E1 se lie et active l'ubiquitine en consommant de 1'ATP. Ensuite,
I’E2 forme un complexe intermédiaire avec l'ubiquitine activée. Enfin, I’E3, molécule

d’échafaudage, interagit a la fois avec le complexe E2-ubiquitine et le substrat protéique, facilitant
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ainsi le transfert de 1'ubiquitine de I’E2 au substrat. Une liaison iso-peptidique se forme ainsi entre
le résidu glycine en c-terminale de l'ubiquitine et les résidus consensus de lysines dans le substrat.
La liaison de I’ubiquitine détermine le devenir des protéines. Par exemple, la liaison de 1’ubiquitine
aux résidus de lysines 11, 29 et 48 marque la dégradation protéasomique. La liaison aux autres
résidus module I'activité, la localisation ou l'interaction/échafaudage des protéines [264,265]. En
plus, le protéasome intervient dans le processus de « deubiquitination » [266—269], assuré par les
enzymes DUBs (deubiquitinases/deubiquitinating enzymes) qui sont associées au 19S [270-272].
L’ensemble du protéasome, ubiquitines et ses enzymes forment le « ubiquitin-proteasome

system » (UPS) [272] (Figure 4.2).
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Figure 4.1 : La structure du protéasome 26S [263].
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Figure 4.2 : La voie de ’'UPS et les fonctions des DUBs [272].

Pour mieux comprendre l'importance de la dégradation/clivage des protéines par le
protéasome, les chercheurs ont développé plusieurs méthodologies, y compris 1’utilisation
d’inhibiteurs pharmacologiques tels que I'époxomicine, la lactacystine, le DCI, la HgCl,, le
bortézomib (PS-341), le carfilzomib, le MG132, le PCMB, le PSI (benzyloxycarbonyl -1le-Glu
(O- tert. -Butyl) -Ala -leucinal) et I'acide mersalyl. Le tableau 4.1 présente quelques inhibiteurs

de protéasome et décrit leurs effets principaux [273-279].
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Tableau 4.1 : Les antagonistes du protéasome et leurs caractéristiques

Inhibiteur Propriétés Liaison protéasomique Autres effets cellulaires
et activités ciblées
Bortézomib - Inhibiteur de premiére classe - Se lie d’une fagon - Inhibition de NF-xB
- Approuvé par la FDA (Velcade ®)  réversible au protéasome 26S - Induit
comme traitement de premicre et a 'immunoprotéasome I’apoptose cellulaire due a
ligne du myélome multiple - Activité semblable a la : 'accumulation des protéines, a
chymotrypsine> l'induction du stress et a la
caspase> trypsine perturbation du cycle cellulaire
Carfilzomib - Nouvelle génération - Se lie d’une fagon Apoptose cellulaire
- Son usage est approuvé par irréversible au protéasome
la FDA (Kyprolis ®) contre 20S et a I’'immunoprotéasome
le myélome multiple récidive - Activité semblable a
- Moins toxique que le bortézomib la chymotrypsine
Lactacystin - Isolé des Actinomycétes du sol - Se lie d’une fagcon - Inhibe la croissance cellulaire
- Prodrogue, métabolisée en [3- irréversible au protéasome - Apoptose cellulaire
lactone (Omuralide) in vivo 20S et a I’'immunoprotéasome - Régulation négative de NF-
- Inhibe les protéases non - Toutes B
protéasomiques comme la cathepsine les activités, avec préférence a
I’activité semblable a
la chymotrypsine
Epoxomicine - Isolé de la souche Actinomycetes - Se lie d’une fagon Inhibe la signalisation de NF-
- Spécifique irréversible au protéasome kB
208
- Toutes les activités,
avec préférence a
I’activité semblable a
la chymotrypsine
MG132 - Peptide aldéhyde isolé des - Se lie d’une fagon - Arrét

herbes médicinales chinoises
- Premier choix pour étudier I'UPS
dans des lignées cellulaires humaines

irréversible au protéasome
208

- Toutes les activités, avec
préférence a

I’activité semblable a

la chymotrypsine

du cycle cellulaire et apoptose
- Inhibe I'activation de NF-xB
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En se basant sur des études abordant les approches pharmacologiques, il a été constaté que
la dégradation des protéines par le protéasome n’élimine pas seulement les protéines
aberrantes, mais régule également (i) latransduction du signal par la désensibilisation
des récepteurs, (ii) l'activité enzymatique, (iii) la progression du cycle -cellulaire, (iv)
la croissance/différenciation des cellules, (v) I’apoptose, (vi) la transcription/réparation génique et

(vii) la présentation des antigénes (I’'immunoprotéasome) [266,267,280-284].

4.1.2 L’axe protéasome/NF-xkB

Comme c’est déja mentionné précédemment, la signalisation de NF-kB canonique (via
I’hétérodimere p65:p50) et non canonique (via 1’hétérodimere p52:RelB) est modulée par le
protéasome. En effet, les inhibiteurs du protéasome sont également des inhibiteurs du NF-
kB (Tableau 4.1). Cependant, une analyse comparant lesdeux classes principales
d'inhibiteurs de NF-kB, les inhibiteurs de protéasome (ou les répresseurs de dégradation de 1’IxB;
par exemple le MG132) et les inhibiteurs d’IKK (ou les répresseurs de phosphorylation de 1’'IkB;
par exemple le BAY 11-7082), a montré que les inhibiteurs de protéasome sont plus efficaces pour

atténuer ’activité de NF-xB [285].

Le protéasome activele NF-kB, non seulement via la dégradation de la sous-
unité inhibitrice IkBa (la voie canonique de NF-kB), mais aussi via le clivage des sous-unités
précurseurs de NF-«xB, le p105 et le p100, en pS0 (NF-xB 1) et p52 (NF-kB 2) respectivement (la
voie non canonique de NF-xB) [286].

En somme, les fonctions de 1’axe NF-kB/protéasome impliquent principalement le
génome. Ces fonctions ne se limitent pas seulement a la transcription active des geénes mais
¢galement a la répression de la transcription. Dans cette dernicre, les homodimeéres inhibiteurs
p50 s’assemblent et entrent en compétition avec les hétérodimeres activateurs p65 pour le méme
sitte  de liaison a I1'ADN.En outre, presque toutes les sous-unités de NF-kB sont
ubiquitinées principalement par les ligases E3, et leur ubiquitination sert de marqueur soit pour le
clivage protéasomique soit pour exécuter autres fonctions hors de notre intérét. Cependant,
la plupart des recherches étudie l'ubiquitination de 1'TkBa et de p65 (RelA) [287]. A noter que,
contrairement a 1’IkBa, la protéine p65 est partiellement dégradée lors de 'activation de la voie de

NF-kB. En effet, la dégradation de p65 se produit principalement dans sa fraction nucléaire pour
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controler l'expression des génes [288]. Une autre différence observée est que la dégradation
protéasomique se produit pour le p65 total, mais pas pour le p65 phosphorylé (Ser536), ce dernier

semblant exister et fonctionner indépendamment de 1’TkBa [289].

4.2 Le protéasome plaquettaire

4.2.1 Apercu

Bien que leur capacité de synthése protéique soit limitée, les plaquettes possedent des
mécanismes de dégradation protéiques distincts et collaboratifs. Ceux-ci comprennent la calpaine,
les caspases, les MMP, les protéases de surface, les protéases de lysosome et le
protéasome [290]. Yukawa et ses collégues [291] ont été les premiers a purifier le protéasome
plaquettaire par chromatographie sur colonne. Des investigations ultérieures ont confirmé que les
plaquettes expriment les protéasomes 20S et 26S [292]; 'immunoprotéasome [293]; des systeémes
fonctionnels de mono et polyubiquitination [294,295]; des ARNm liés a I’UPS [230]; et des
DUBs [296]. Pourtant, le role de la dégradation ou le clivage des protéines par le protéasome dans

ces fragments cellulaires anucléés reste encore énigmatique.

4.2.2 Les activateurs et les régulateurs

Le protéasome plaquettaire est constitutivement actif. Toutefois, plusieurs agonistes
plaquettaires augmentent son activité [284] tels que le collagene et la thrombine qui induisent,
respectivement, une augmentation de 10 et de 7 fois l'activité protéasomique de type
chymotrypsine [284]. Quant a I'ADP, il double l'activité protéasomique [297]. Les récepteurs
plaquettaires comme le TLR4 (lipopolysaccharides), la PAR1 (thrombine), le GPIb -IX-V
(thrombine et VWF) et le P2Y 12 (ADP) communiquent avec le protéasome [294]. Au niveau
intracellulaire, l'activité du protéasome est régulée par la production d'AMPc et dépend de la
PKA [298]. La voie de PLCy et les effecteurs dépendants du Ca**, tels que la calpaine et la PKC,
sont aussi impliqués dans la régulation du protéasome [284]. In vivo, I'ATP et le Mg”* sont
généralement nécessaires pour induire une activité protéasomique [299—301] mais pas dans le cas
des plaquettes [291]. D'autres régulateurs du protéasome intra plaquettaire ont été aussi
purifiés. Yukawa et ses collégues [291] ont isolé un complexe polypeptidique (170 kDa) des

plaquettes. Ce complexe potentialise et améliore de maniere dose-dépendante les activités
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protéasomiques de type chymotrypsine et trypsine [291]. Ils ont ensuite décrit le fonctionnement
du complexe, démontrant qu'il fonctionne de la méme fagon qu’un effecteur allostérique

positif [302].

4.3 Les fonctions du protéasome plaquettaire

Comme dans les autres cellules, le protéasome plaquettaire 26S assure des activités
dépendantes de 1'ATP, de type chymotrypsine, trypsine et caspase, responsables de la protéolyse
de multiples protéines régulatrices et, par conséquent, régule une pléthore de fonctions

plaquettaires [303].

4.3.1 La production et la viabilité des plaquettes

Le protéasome régule la production et la durée de vie des plaquettes. Ceci est démontré
dans une expérience montrant que 1'inhibition du protéasome diminue le nombre des plaquettes et
réduit a moitié la demi-vie plaquettaire. Simultanément, des changements sont observés dans les
marqueurs apoptotiques (par exemple 1’exposition de PS, la régulation positive de la protéine pro-
apoptotique BAX et la diminution du potentiel transmembranaire mitochondrial) et au niveau de
la clairance médiée par les macrophages [164,239]. En outre, le bortézomib, étant le premier
inhibiteur du protéasome utilisé en pratique clinique comme traitement de deuxiéme ligne du
my¢lome multiple [304], induit une thrombocytopénie chez les patients en intervenant
exclusivement dans la formation des pro-plaquettes en augmentant les niveaux des petites GTPases
Rho activées, régulateurs négatifs de la formation des pro-plaquettes [305-307]. Aprées l'arrét du
bortézomib, la micro angiopathie thrombotique associée au médicament est abolie chez les
patients [308]. Ces données suggerent que le protéasome est impliqué dans les états plaquettaires
physiologiques et physiopathologiques, régulant globalement la thrombopoi¢se plaquettaire et la

viabilité des plaquettes [309].

4.3.2 L’activation et I’agrégation plaquettaires
4.3.2.1 Le cas des conditions pathologiques
L’étude des caractéristiques du protéasome plaquettaire dans des états pathologiques permet

de mieux comprendre le degré de contribution du protéasome dans l'activation plaquettaire. Par

43



exemple, lasepticémie induite par ’E. coli augmente [l'activité protéasomique dans les
plaquettes [310]. Dans des conditions hémolytiques, les niveaux accrus du stress oxydatif dans les
plaquettes sont associés a (i) une activité protéasomique réduite et une ubiquitination accrue des
protéines, (ii) une augmentation des niveaux de BAX et (iii) une mort prématurée des
plaquettes [311]. Dans les CAD, les patients présentent une diminution de 1’expression de la sous-
unité du protéasome plaquettaire de type 8, un homologue de la sous-unité B5 constitutive du
protéasome 20S qui s'integre, lors de Il'induction, dans les protéasomes nouvellement
assemblés [312]. Chez les patients atteints de la thrombocytopénie liée au géne ANKRD26, des
structures cytoplasmiques particulaires (PaCS, particulate cytoplasmic structures) cloisonnées de
protéasome sont observées dans les plaquettes présentant également des réponses réduites
d'agrégation [313]. Cependant, il faudrait une validation supplémentaire pour savoir si ces

caractéristiques sont les causes ou les conséquences des pathologies.

4.3.2.2 Le cas des inhibiteurs du protéasome

Les antagonistes pharmacologiques ciblant 'activité protéasomique offrent un apercu plus
clair de I'impact du protéasome sur l'activation plaquettaire. En utilisant I'inhibiteur de protéasome
I (PSI), Dupré et ses collegues [280] ont montré que le protéasome désensibilise les plaquettes au
PAF (platelet-activating factor), un puissant médiateur des phospholipides associé¢ a de multiples
maladies inflammatoires, via une régulation négative du récepteur de PAF couplé a l'ubiquitine
lors de la stimulation du ligand. Un autre rdle de régulation négative du protéasome dans
l'activation des plaquettes est aussi montré. En utilisant le MG132, il a été démontré que le
protéasome dégrade le CD36, un stimulateur de l'activation plaquettaire, en réponse aux ligands
d’anti-agrégation [314]. En outre, il a ét¢ démontré que le bortézomib atténue les signalisations
inhibitrices plaquettaires tels que la phosphorylation de VASP qui entrave [’activation des
plaquettes en réduisant I’expression de la P-sélectine et la liaison du fibrinogéne a son récepteur

allbB3 [315].

En revanche, plusieurs autres études montrent un réle de régulateur positif du protéasome
dans I'activation plaquettaire. En utilisant le PSI et le MG132 dans les mégacaryocytes, Mitchell et
ses collegues [316] ont montré que la biogenese de l'intégrine allbp3 est régulée par le protéasome
via la dégradation des sous-unités pro-allb mal repliées. Bien que ceci a été contredit par les études

de Koessler et ses collegues [297,315] utilisant de différentes doses d'agonistes, I'utilisation du
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bortézomib confére au complexe de protéase un role dans l'agrégation plaquettaire induite par
I'"ADP (par la dégradation des régulateurs de I’eNOS et la prévention de la production de NO, un
antagoniste des récepteurs de 1'ADP) ainsi que la libération d’ATP entrainé par le collageéne
[317]. Ceci, parallélement a l'amélioration de la fonction endothéliale et au blocage de
l'activation de NF-kB dans les cellules vasculaires et sanguines, pourrait expliquer la réduction des
événements thromboemboliques in vivo lors de I'antagonisme protéasomique [318]. De la méme
manicre, le traitement a I'époxomicine du PRP a diminué 'agrégation des plaquettes stimulées par
le collageéne d'une maniére dépendante du NF-xB [319]. De plus, la pré-administration de MG132
a des souris ou le traitement de leurs plaquettes par MG132 et leur réinjection retardent la
thrombose occlusive induite. In vitro, cela est attribué a l'inhibition du clivage des régulateurs du
cytosquelette tels que la Filamine A, qui relie le complexe GPIb-IX-V aux filaments d'actine du
cytosquelette, et la Taline-1, qui participe a la propagation plaquettaire. Ainsi, les deux protéines
s'accumulent dans le cytoplasme (sous forme ubiquitinées et sous forme native non clivée),
provoquant globalement une réduction de (i) l'adhérence et la propagation plaquettaire, (ii)
la libération des microparticules exprimant la PS, (iii) l'agrégation et (iv) le clivage de GPIba et la
rétraction du caillot par rapport au controle positif (des plaquettes stimulées avec de la thrombine
a faible dose) [294]. Karim et ses collégues [248] ont également montré une diminution (i) de
l'activation de 1’allbB3, (ii) de la formation du complexe SNARE et, par conséquent, de
I'exposition a la P-sélectine (un marqueur de la libération de granules), (iii) des niveaux de
Ca”" interne et (iv) de I'agrégation dans les plaquettes prétraitées par MG 132 et puis stimulées avec
de faibles doses de collagéne ou de thrombine. A noter que les deux études démontrent que
plusieurs marqueurs d'activation et d'agrégation ne sont pas affectés par I'antagonisme
protéasomique en réponse a des doses plus élevées de thrombine (supérieures a 0,05 U/ml). Cela
suggere un lien plus faible entre le protéasome et le récepteur a faible affinité de la thrombine

PARI par rapport au récepteur a haute affinité de la thrombine GPIb-IX-V [248,294].

Cependant, d'autres études démontrent que I'inhibition de l'agrégation plaquettaire induite
par le collagéne, a 1'aide du PSI, n’est pas médiée par 'inhibition du protéasome plaquettaire, mais
plutdét par des actions indirectes [320], telles que la limitation de [Dactivit¢ de NF-xB
[319]. Comme c’est déja expliqué dans le Chapitre 3, le protéasome est responsable de

l'activation de NF-kB par la dégradation du phospho-IkB (la sous-unité inhibitrice du NF-kB)
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ubiquitiné dans la voie canonique, ou par le clivage de phosopho-p100 (un membre de la famille de
NF-«B) ubiquitiné dans la voie non canonique. En effet, 1'activation plaquettaire médiée par le
collageéne via le récepteur GPVI est signalée par la tyrosine kinase de rate (Syk) qui phosphoryle
plusieurs protéines adaptatrices de la voie de signalisation. Lors de la liaison du GPVI, la kinase
Syk est  ubiquitinée  mais non  dégradée; son  activitt est 5  fois  plus
¢levée [321]. Cette explication est soutenue par des observations ne montrant aucun effet de
l'inhibition du protéasome sur les marqueurs d'activation des plaquettes (par exemple la P-

sélectine) [284].

En somme, les données disponibles jusqu'a présent suggerent que
le protéasome n'influence pas directement 1'activation plaquettaire, puisque les voies d'activation
des plaquettes les plus prononcées se trouvent en amont ou fonctionne en parallele avec le
protéasome. D’autre part, cela pourrait indiquer que le protéasome pourrait €tre un acteur

important dans l'amorgage des plaquettes principalement grace a l'activation de NF-«xB.
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Chapitre 5 : Projet de recherche
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5.1 Problématique

Les plaquettes sont parmi les principaux acteurs impliqués dans les maladies inflammatoires
chroniques. Dans I'athérothrombose par exemple, les plaquettes présentent une activation et une
agrégation exacerbées, ce qui favorise la formation d’une boucle athérothrombogene pro-
inflammatoire et conduit finalement a I’infarctus du myocarde, a des accidents vasculaires
cérébraux et a la mort [322]. La thérapie antiplaquettaire avec I’aspirine (ASA) est donc utilisée
en prévention secondaire des maladies cardiovasculaire, plus particulicrement chez les patients
atteints de CAD [323]. Cependant, des événements thromboemboliques
se produisent souvent chez de nombreux patients traités par 1'ASA, conduisant ainsi a des
événements coronariens et ischémiques lorsqu'il est utilis¢é en prévention secondaire. Ce
phénomeéne nommé «la résistance a l'aspirine » est causé par la pharmacocinétique des
médicaments, les polymorphismes des cibles thérapeutiques, les interactions médicamenteuses,
la non-conformité des patients aux médicaments et les stimuli inflammatoires [324-326]. Dans ce
dernier cas, les plaquettes, dans un environnement pro-inflammatoire, sont amorcées [141] en
réponse a plusieurs médiateurs thrombo-inflammatoires tels que le CD40L et son récepteur

classique, le CD40.

Le CD40L est exprimé par plusieurs cellules impliquées dans les processus
athérothrombotiques, incluant les plaquettes. Le CD40L est présent aussi, dans la circulation
sanguine, sous forme soluble (sCD40L) principalement dérivée des plaquettes
activées. Initialement, 1’axe CD40L/CD40 a été découvert dans les cellules immunitaires et donc
son rdle a été limité aux réponses immunitaires seulement. Cependant, suite a la découverte du
CD40L dans les plaquettes et a l'identification d'autres récepteurs du CD40L, le rodle
athérothrombogéne du CD40L a émergé, confirmé par plusieurs publications
[108,184,203,205] et par des études cliniques associant les taux plasmatiques élevés du CD40L
aux CAD [165,180].

Notre équipe de recherche a précédemment prouvé que le sCD40L seul n'induit pas
l'agrégation plaquettaire, mais agit plutot comme un amorceur qui amplifie les réactions
plaquettaires en présence des stimuli physiologiques tels que des doses sous-optimales d'agonistes

plaquettaires. Moléculairement, nous avons découvert que la signalisation de sCD40L dans les
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plaquettes impliquait la voie du NF-xB [171,172]. En effet, le NF-kB est fortement impliqué dans
les maladies athérothrombotiques parce qu’il agit au niveau de la transcription des génes de survie
et de prolifération dans les cellules vasculaires et sanguines [164]. Le NF-kB existe dans le
cytoplasme sous forme de dimeres (p65 et p50) inactivés par l'inhibiteur IxBa et régulés par
la kinase d’IxB (IKK). Suite a des signaux inflammatoires, I’IKK phosphoryle I’'IxBa, entrainant
son ubiquitination et donc sa dégradation par le protéasome, une machinerie protéolytique dont
son rdle ne se limite pas seulement a la modulation du NF-«kB, mais implique aussi de multiples
fonctions de signalisation et de régulation [211,267,290]. Lorsque la forme phosphorylée d’IxBa
(p-IxBa) est dégradé, le NF-kB activé se déplace vers le noyau pour agir sur le génome [327].
Cependant, bien que les plaquettes soient dépourvues de génome, plusieurs chercheurs ont
corroboré la présence du facteur de transcription NF-kB dans les plaquettes par différentes
techniques, et ont par la suite montré son implication dans la signalisation et les fonctions
plaquettaires [171,172,218,221,222,235,244,245,328,329]. Au niveau de la signalisation du
sCD40L, notre équipe a précédemment émis 1'hypothése que I'axe sCD40L/CD40/NF-«xB est un
amorceur plaquettaire. Sous cette hypothése, notre premiére étude a vérifié la présence du NF-«xB
plaquettaire (p65 et IkB) et a montré son implication dans la régulation de la potentialisation de
l'agrégation et la sécrétion plaquettaires induite par sCD40L, a I'aide de deux inhibiteurs de I'IKK
(I’inhibiteur de 'IKK VII et le BAY 11-7082 ) [171]. En respectant la méme hypothése dans notre
¢tude ultérieure, nous avons montré que les anticorps monoclonaux ciblant soit le sSCD40L soit le
CD40 abolissent I'activation du NF-xB [171,172]. Dans une approche génomique, nous avons
également montré que les plaquettes de souris CD407 présentent une activation déficiente de NF-
KB en réponse a msCD40L [172]. Dans les études d'agrégation, un anticorps monoclonal contre
l'interaction entre le sSCD40L et le CD40 a inhibé la potentialisation de l'agrégation plaquettaire
avec sCD40L, de la méme maniére que 1'inhibition de NF-kB en utilisant le BAY 11-7082 [172].
De plus, nous avons récemment démontré que la voie de signalisation de NF-kB activée par le
sCD40L n’est pas affectée par I'ASA[173]. La somme de ces données indique que
l'augmentation de l'activation et l'agrégation plaquettaires, en présence du sCD40L, résulte

de l'induction du NF-«xB.

Dans cette ¢étude, nous avons validé davantage l'implication du NF-kB dans les effets

d'amorcage plaquettaire du sCD40L en ciblant pharmacologiquement un régulateur principal du
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NF-kB, le protéasome. Pour cela, nous avons surveillé¢ 'activation du NF-kB par sCD40L en
suivant la dégradation de 1'IkB en présence de l'inhibiteur du protéasome, le MG132. Nous avons
¢galement comparé les effets du MG132 et du BAY 11-7082 sur la potentialisation de I'agrégation
plaquettaire et de la rétraction du caillot en réponse au sCD40L. Cette étude apporte une preuve
supplémentaire de l'importance du NF-kB dans 1'amorgage plaquettaire. Il permet également de
délimiter le role de l'axe sCD40L/NF-kB/protéasome dans les fonctions plaquettaires et
d’étudier les mécanismes par lesquelsil amorce les plaquettes, tout en les
rendant hyperactives et résistantes ou moins sensibles a la thérapie antiplaquettaire dans les états

thrombo-inflammatoires.

5.2 Hypothese

L’axe sCD40L/NF-xB/protéasome orchestre I'amorcage plaquettaire de manicre non génomique,

ce qui dispose les plaquettes a une activation et une agrégation prononcées.

5.3 Objectifs

I. Evaluer l'interaction entre le NF-kB et le protéasome dans la signalisation plaquettaire induite

par le sCD40L

II. Délimiter l'impact de 1'axe sCD40L/NF-xB/protéasome dans les fonctions plaquettaires, en

particulier, 1'agrégation plaquettaire et la rétraction du caillot
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5.4 Méthodes

5.4.1 Les réactifs et les anticorps

Les anticorps anti-p38 MAPK, anti-phospho-p38 MAPK hrénine (1801182) “anti_phospho-
IkBoserine 3236) anti-IkBa (44D4), anti-Taline-1 (C45F1) et anti-B-actine ont été achetés du Cell
Signaling Technology (Danvers, MA).Le collagéne a ¢été achet¢ de Chrono-Log
Corp. (Havertown, PA). L’a-thrombine, le fibrinogéne, le BAY 11-7082 (inhibiteur d’IKK) et le
MG132 (inhibiteur de protéasome) ont été prises du Sigma-Aldrich (Oakville, Canada) et enfin, le
sCD40L humain recombinant a été acheté¢ de R&D Systems (Minneapolis, MN).

5.4.2 Préparation des plaquettes humaines

Le sang veineux a été prélevé des volontaires sains, de I’un ou I’autre sexe, qui n’ont pas
pris des médicaments interférant avec les plaquettes depuis au moins 3 semaines du début de
I’expérience. Tous les donneurs de sang ont fourni un consentement éclairé et écrit et qui est
conforme au protocole approuvé par le Comité d'éthique humaine de I'Institut de Cardiologie de
Montréal dans le cadre de la Déclaration d'Helsinki (Annexe I). Les plaquettes lavées ont été
préparées comme décrit précédemment [170,171]. En bref, le plasma riche en plaquettes (PRP) a
¢été obtenu par centrifugation du sang total anti-coagulé par 1’acide citrate-dextrose. Les plaquettes
ont été ensuite isolées du PRP puis traitées avec 1 pg/mL de prostaglandine Ei, lavées avec le
tampon citrate de sodium HBSS-Hank et finalement remises en suspension dans du tampon HBSS-
Hank contenant 2 mmol/l de MgCl, et 2 mmol/l de CaCls. Les plaquettes ont été laissées au repos

a 37° C pendant au moins 30 minutes avant chaque manipulation.

5.4.3 Immunobuvardage de type western

Pour évaluer les niveaux protéiques de phospho-lIkBa, IkBa, phospho-p38 MAPK, p38
MAPK, B-actine et Taline-1, les plaquettes (10° /mL) ont été préparées comme indiqué auparavant
puis lysées immédiatement en ajoutant 1/4 du volume de tampon de charge SDS-PAGE (4X)
contenant 5% de B-mercaptoéthanol. Tous les échantillons ont été bouillis pendant 5 minutes. Les
lysats des protéines ont été séparés par des gels de SDS-PAGE 6% (pour Taline-1) ou 10% (pour
phospho-IkBa, IkBa et phospho-p38 MAPK) et puis transférés sur des membranes

de nitrocellulose. Les membranes ont été bloquées avec du lait en poudre écrémé de 5% pendant
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1 heure puis lavées 3 fois avec du TBS-Tween (NaCl 150 mmol/l, Tris 20 mmol/l, pH 7,4, Tween—
20 de 0,1%), et incubées par la suite avec la concentration recommandée d'anticorps primaires
pendant une nuit a 4° C selon le protocole fourni. Le jour suivant, les membranes ont été lavées
puis marquées par un anticorps secondaire conjugué a la peroxydase de « horseradish » pendant
1 heure, et puis lavées de nouveau. L'activité de la peroxydase a été détectée par la technique de la
chimioluminescence améliorée (PerkinElmer Life Sciences, Hopkinton, MA). Toutes
les membranes ont été lavées, bloquées avec du lait 5% et incubées en présence d’un anticorps
primaire contre la B-actine (témoin de charge pour 1’IkBa, le phospho-IkBa et la Taline-1) ou la
p38 MAPK totale (controle de charge pour la phospho-p38 MAPK). La densité optique (OD)
a été calculée a l'aide du logiciel Image] 1.52a. Pour 1’'IkBa, le phospho-IkBa et la phospho-
p38 MAPK ; I’OD a été étudiée par rapport au controle de chargement correspondant. Cependant,
pour la Taline-1, le clivage a été quantifié par I’OD du rapport (= bande de 190 kDa normalisée a
l'actine / bande de 235 kDanormaliséea I'actine) normalisé parrapport au témoin

expérimental.

5.4.4 Mesure de I'agrégation plaquettaire

Les plaquettes humaines isolées et lavées ont été préparées a une concentration de
250x10%ml. L'agrégation a été effectuée dans un agrégométre optique a 4 canaux (Chrono-Log
Corp., Havertown, PA) sous cisaillement (1000 rpm) a 37° C. Les plaquettes en suspension ont été
prétraitées avec des inhibiteurs pendant 10 minutes. Pour les études d'agrégation seulement, les
plaquettes ont été stimulées avec des doses appropriées (sous-optimales ou maximales)
de collagéne ou de thrombine indiquées dans les légendes des figures. Pour les études de
potentialisation de l'agrégation (I’amorcage plaquettaire), les plaquettes ont été traitées par
sCD40L (1 ug/ml) pendant 30 minutes a 37° C [172,173]. L'agrégation a été ensuite déclenchée
en utilisant des doses sous-optimales d'agonistes, qui n'induisent pas une agrégation supérieure a
30%. A noter que ces doses ont été sélectionnées avant chaque expérience a partir de
la courbe dose-agrégation plaquettaire en réponse a une gamme d’agonistes (Annexe II), comme
décrit précédemment [170-173]. Le pourcentage d’agrégation a été enregistré au moment de la

stabilisation de I'agrégation plaquettaire (environ 8 minutes apres l'ajout de 1’agoniste).
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5.4.5 Essai de rétraction du caillot fibrino-plaquettaire

Par de légeéres modifications des protocoles précédents [85,248], les plaquettes lavées ont
été isolées a une concentration de 150x10%/ml et remises en suspension dans du tampon contenant
10 mM d’Hepes, 140 mM de NaCl, 3 mM de KCI, 0,5 mM de MgCl2, 5 mM de NaHCO3, 10
mM de glucose et 7,4 de pH. Du CaCly,a une concentration finale 1 mM, a été ajouté
extemporanément. Des cuvettes en verre pour l'agrégation plaquettaire ont été utilisées pour ce
test. Un coussin de polyacrylamide de 10% (p/v) a été appliqué en couches au fond
des cuvettes pour éviter 'adhérence du caillot. Apres la polymérisation du coussin, les cuvettes ont
été soigneusement rincées avec de l'eau distillée. Les plaquettes lavées et remises en suspension
ont ¢été distribuées dans les cuvettes en aliquotes de 500 ul auxquelles du fibrinogéne d’une
concentration finale de 500 ug/ml, a été ajouté. Suite a cette manipulation réalisée a 37° C, la
formation et la rétraction des caillots ont été initiées par pipetage de 0,025 U/ml de thrombine. La
réaction a été développée a la température ambiante et surveillée pendant 45 min. Les photos des
caillots rétractés ont été prises a l'aide d'un appareil photo numérique. La quantification de la
rétraction a été réalisée par évaluation de la zone du caillot a 1'aide du logiciel ImageJ 1.52a. Les
données ont été traitées en utilisant GraphPad Prism 5.03 et exprimées en pourcentage de

rétraction = [(aire plaquettaire 7 - aire plaquettaire ¢) / aire plaquettaire 7] x 100.

5.4.6 Analyses statistiques

L’analyse statistique a été¢ effectué¢e a l'aide de GraphPad Prism 5.03. Les résultats sont
présentés sous forme de la moyenne + SEM. Les comparaisons statistiques ont été effectuées
en utilisant le test ’ANOVA a une ou a deux voies suivies d'un test de Bonferroni pour
les comparaisons avec un seul groupe. Chaque expérience (n) représente les données obtenues d'un
donneur de sang. Les tests statistiques spécifiques utilisés, la moyenne des données, le nombre (n)
d'expériences et les valeurs P sont indiqués dans les l1égendes des figures. Une valeur de P<0,05

est considérée comme statistiquement significative.
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5.5 Résultats

5.5.1 Le sCD40L induit la dégradation du phospho-IkBa plaquettaire

Nous avons montré qu’une pré-incubation de 30 min des plaquettes avec le sCD40L
potentialise significativement leur agrégation en réponse a des doses sous-optimales d'agonistes
plaquettaires comme le collagene et la thrombine [172]. Nous avons attribué cet effet d'amorcage
plaquettaire a deux voies de signalisation, la p38 MAPK [170] et le NF-xB [171]. Récemment,
nous avons montré que l'activation du NF-kB, évaluée par la phosphorylation de P65 et d’IxBa en
réponse a sSCD40L, résulte exclusivement de 1’activation du récepteur CD40 [172] et ne sera pas
affectée par 1’agent antiplaquettaire standard, 'aspirine (ASA) [173]. Les hétérodimeres du NF-
kB sont inactivés par les sous-unités inhibitrices kB (a et B), I’IkBa étant la plus abondante [327].
Suite a des signaux inflammatoires, la kinase d’IkB (IKK) phosphoryle I’IkBa au niveau des
résidus sérines 33 et 36, provoquant son ubiquitination et sa dégradation par le protéasome et
conduisant finalement a l'activation du NF-xB [330]. Puisque le NF-xB joue un role non
génomique dans les plaquettes [164], nous avons opté dans ce projet pour évaluer son role
potentiel dans 'amorgage plaquettaire. Ici, la surveillance temporelle de 1’IkBa lors du traitement
avec le sCDA40L ou la thrombine a montré que la phosphorylation de I’'IkBa atteint un pic
significatif @ 5 minutes, mais commence par la suite a diminuer jusqu’a atteindre des niveaux non
significatifs a 30 minutes (Figure 5.1-A). Cette baisse est due a la dégradation des protéines et non
a la déphosphorylation, comme indiqué avec les niveaux d’IkBa totaux correspondants qui chutent
¢galement de maniére significative a 30 minutes (Figure 5.1-B). Ces résultats pourraient expliquer
la nécessité d’une période de 30 minutes, pour que le NF-kB soit significativement activé, et donc

pour que le SCD40L potentialise 1'agrégation plaquettaire.
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Figure 5.1 : La dégradation du phospho-IkBa et d’IxBa dans les plaquettes activées par la thrombine
ou amorcées par le sCD40L. Les plaquettes humaines lavées (10°/ml) ont été amorcées par sCD40L (1
ug/ml) ou activées par la thrombine (0,1 U/ml) pendant 5, 10, 15 et 30 minutes. Les lysats plaquettaires ont
été séparés par SDS-PAGE 10% pour étudier I’expression de (A) p-IxkBa et (B) IxBa total. Les transferts
d’actine, utilisés comme contrdle de charge, proviennent des membranes dénudées utilisées pour les
empreintes de p-IkBa et d’IkBa. Les courbes représentent la moyenne des données de transfert normalisées
a l'actine et exprimées en densité optique (OD) (n=5, moyenne + SEM). ***P<0,0001 **P<0,001
1P<0,0037 #P<0,05 (vs. controle) (ANOVA a une voie suivie du test de post-comparaison de Bonferroni).
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5.5.2 L'axe sCD40L/CD40/NF-kB plaquettaire est régulé par PIKK
et le protéasome

Pour valider que le protéasome est responsable de la dégradation du p-IxBa lors du
traitement par sCD40L, nous avons prétraité les plaquettes avec du MG132 (0.1% (v/v) DMSO),
le premier inhibiteur protéasomique utilisé¢ pour étudier le systéme ubiquitine-protéasome (UPS)
dans les cellules humaines [273,275,278,279]. Une dose de 10 uM a entrainé une perte de
la dégradation de p-IkBa (Figure 5.2-A)et d’IxBa totale (Figure 5.2-B) 30 minutes aprés
l'incubation du sCD40L. La phosphorylation d’IkBa en réponse au sCD40L était régulée par
I’IKK, comme cela est évident avec l'utilisation du BAY 11-7082 (0.01% (v/v) DMSO), un
inhibiteur de I'TKK [222,285] (Figure 5.2-C). Ces données montrent que I'axe sCD40L/CD40/NF-
kB dans les plaquettes est régulé par ’IKK et le protéasome, comme c’est le cas dans les cellules
nucléées. Les effets du DMSO, utilis¢ pour solubiliser le MG132 et le BAY 11-7082, sur la

dégradation d’IkBa sont présentés en Annexe II1.
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Figure 5.2 : Modulation de I'axe sCD40L/CD40/NF-kB dans les plaquettes. Les plaquettes humaines
lavées (10°/ml) ont été prétraitées avec (A, B) MG132 (1 oul0 uM ; 0.1% (v/v) DMSO) puis amorcées par
le sCD40L (1 ug/ml) pendant 5 ou 30 minutes (n=4), ou prétraitées avec (C) BAY 11- 7082 (10 uM ; 0.01%
(v/v) DMSO) puis amorcées par sCD40L (1 ug/ml) pendant 5 minutes (n=5). Les lysats plaquettaires ont
¢té¢ séparés par SDS-PAGE 10% pour étudier I’expression de p-IkBa et d’IkBo comme indiqué ci-
dessus. Les transferts d’actine, utilisés comme contréle de charge, proviennent des membranes dénudées
utilisées pour les empreintes de p-IkBa et d’IxBo. Les histogrammes représentent la moyenne des données
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de transfert normalisées a I'actine et exprimées en OD (moyenne = SEM). **P<0,001 *P<0,01 (vs. 5 min)
(ANOVA a deux voies) ***P<(0,0001 (vs. controle) (ANOVA a une voie suivie du test de post-comparaison
de Bonferroni).

5.5.3 L'activation de la p38 MAPK et le clivage protéasomique de la Taline-1,
induits par sCD40L, ne sont pas régulés par NF-xB

L'axe sCD40L/CD40/p38 MAPK est un amorceur des fonctions plaquettaires [170].
Auparavant, nous avons montré en utilisant le BAY 11-7082 et I’inhibiteur de p38 MAPK
(SB203580), que les voies NF-kB et p38 MAPK fonctionnent indépendamment. Ici, nous validons
ces données en inhibant le protéasome (Figure 5.3-A). De plus, comme il a été démontré que le
NF-«B régule les activités protéasomiques augmentées par le collagéne, y compris le clivage des
protéines du cytosquelette impliquées dans la dynamique de I’actine plaquettaire comme la Taline-
1 [294,319], nous avons évalué si le sCD40L peut d’une fagon similaire induire le clivage de
Taline-1 via Dactivation du NF-xB. Par rapport aux conditions basales, le sCD40L a
augment¢ significativement et d'environ 6 fois et a un taux similaire au collagéne (témoin positif),
le clivage protéasomique de la sous-unité de Taline-1 de 235 kDa a 190 kDa. De ’autre coté,
l'inhibition du NF-xB par BAY 11-7082 (10 uM) n’a pas diminué significativement le clivage
protéasomique de Taline-1, augmenté par sCD40L (Figure 5.3-B). Cela signifie que I’interaction
entre le protéasome et le NF-«kB est unilatérale, puisque le protéasome régule le NF-kB mais pas

I’inverse.
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Figure 5.3 : Influence de I'axe sCD40L/NF-kB sur la signalisation fonctionnelle des plaquettes. Les
plaquettes humaines lavées (10°/ml) ont été prétraitées avec le MG132 (10 uM) ou le BAY 11-7082 (10
uM), puis amorcées par le sSCD40L (1 ug/ml) ou activées par le collagéne (1 ug/ml). (A) Effet de 'axe
sCD40L/NF-xB surla signalisation de p38 MAPK (n=3). (B) Effet de 1’axe sCD40L/NF-«xB sur le
protéasome; le collagéne a été utilis€ comme controle positif pour I'induction du clivage protéasomique de
Taline-1 (n=5). Les lysats plaquettaires ont été séparés par SDS-PAGE 10% et étudiés pour I’expression
du p-p38 ou de Taline-1 comme indiqué ci-dessus. Les transferts de p38 et de I’actine (contrdles de charge),
proviennent des membranes dénudées utilisées respectivement pour les empreintes de p-p38 et de Taline-
1. Les histogrammes représentent la moyenne des données de transfert normalisées a l'actine et exprimées
en OD, et le clivage de Taline-1 a été quantifié¢ par OD du rapport (= bande de 190 kDa normalisée a l'actine
/ bande de 235 kDa normalisée a l'actine) normalis¢ par rapport au contrdle
(moyenne = SEM). ***P<0,0001 §1P<0,00327 P<0,0327 (vs. contrdle) (ANOVA a une voie suivie du
test de post-comparaison de Bonferroni).
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5.5.4 L’axe sCD40L/NF-kB/protéasome potentialise 1'agrégation plaquettaire

Nous avons déja montré que larépression de I'IKK viale BAY 11-7082 diminue la
potentialisation de 1'agrégation plaquettaire induite par le sSCD40L en présence des doses sous-
optimales de collagéne [171] et de thrombine [172]. Cependant, comme I’IKK peut activer
la sécrétion cellulaire/plaquettaire indépendamment du NF-kB [245,331], et étant donné que
I’effet des inhibiteurs du protéasome est plus important que celui des inhibiteurs d’IKK dans
I’atténuation des fonctions de NF-kB [285], nous avons décidé de valider le role de NF-
kB dans l'agrégation/amorcage plaquettaire via 1’antagonisme du protéasome. Principalement,
nous avons ¢étudié ici l'effet du MG132 sur 'agrégation plaquettaire apres avoir validé que le
DMSO, véhicule utilisé¢ pour solubiliser le MG132, n'a pas d'effet sur 'agrégation plaquettaire
(Annexe IIT) dans ses concentrations utilisées. En effet, I'inhibition du protéasome n'a eu aucun
effet sur I'agrégation plaquettaire induite par la thrombine (Figure 5.4-A) ou le collagéne (Figure
5.4-B) a des fortes doses (0,1 U/ml et 4,8 ug/ml respectivement), méme a une concentration de 25
uM de MGI132. Ensuite, nous avons évalué l'effet de l'inhibition du protéasome sur la
potentialisation de l'agrégation plaquettaire induite par le sCD40L. En réponse a de faibles doses
de thrombine (0,036 U/ml), le MG132 a entrainé une perte significative de l'effet d'amorgage
plaquettaire du sCD40L (Figure 5.4-C). De méme, en réponse a des doses sous-optimales de
collagéne (0,7 ug/ml),le MG132 a diminué de maniére significative les effets d'amorcage
plaquettaire du sCD40L (Figure 5.4-D). Dans l'ensemble, la somme de ces nouveaux résultats
avec nos résultats précédents montrant la méme réduction de la potentialisation de 'agrégation
plaquettaire avec le BAY 11-7082 confirme que le sSCD40L potentialise 1'agrégation plaquettaire
par l'activation du NF-kB et probablement par d'autres fonctions de protéasome indépendantes

de NF-«B.
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Figure 5.4 : L’inhibition du protéasome réduit la potentialisation de ’agrégation plaquettaire induite
par sCD40L. Les plaquettes humaines lavées (250x10%/ml) ont été prétraitées avec du MG-132 ou du
DMSO (0,1% v/v) pendant 10 min puis contrdlées soit pour I'agrégation plaquettaire induite par (A) la
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thrombine (0,1 U/ml) ou (B) le collagéne (4,8 ug/ml), ou pour l'agrégation plaquettaire potentialisée par 30
minutes de prétraitement avec le sSCD40L (1 ug/ml) et déclenchée par (C) la thrombine (0,036 U/ml) ou
(D) le collagene (0,7 ug/ml). Les histogrammes représentent la moyenne du pourcentage d'agrégation (n>4,
moyenne + SEM) obtenue a partir des courbes d'agrégation correspondantes semblables a celles présentées
en C et D. 11P<0,002 #P<0,04 (vs. autres groupes) (ANOVA a une voie suivie du test de post-comparaison
de Bonferroni).

5.5.5 L'axe sCD40L/NF-kB/protéasome augmente la rétraction du caillot
fibrino-plaquettaire

La  thrombine convertit le  fibrinogéne en  fibrine qui interagit avec
le cytosquelette plaquettaire via 1'intégrine allbp3. Cette interaction physiologique produit une
force de contraction dans le maillage de la fibrine, induisant une rétraction du caillot fibrine-
plaquettes pour rapprocher les bords de la breche vasculaire [84,85]. Puisque le sCD40L
exacerbe l'activation et l'agrégation plaquettaires, nous avons proposé ’hypothése ici que le
sCD40L peut agir de la méme maniere lors de la rétraction du caillot et ainsi surveiller le processus
pendant 45 minutes. En effet, le sCD40L a augmenté la rétraction du caillot de fibrine-
plaquettes en présence des doses sous-optimales de thrombine (0,025 U/ml) d'environ 2 fois par
rapport a la thrombine seule. Cet effet d’amorcage impliquait le couple NF-kB/protéasome,
puisque le prétraitement avec le MGI132 (10 uM) ou le BAY 11-7082 (10 uM) a entravé

considérablement la rétraction du caillot (Figure 5.5).
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Figure 5.5 : L'axe sCD40L/NF-kB/protéasome augmente la rétraction du caillot fibrino-plaquettaire.
Les plaquettes humaines lavées (150x10°/ml), auxquelles 500 ug/ml de fibrinogéne ont été ajoutés, ont été
prétraitées pendant 15 min avec le BAY 11-7082 (10 uM) ou le MG 132 (10 uM) puis stimulées avec du
sCD40L (1 ug/ml) pendant 30 min. La formation de caillots fibrine-plaquettes a ét¢ induite par la thrombine
(0,025 U/ml). Ensuite, la rétraction du caillot fibrine-plaquettes a ¢été surveillée pendant 45
min. L'histogramme est représentatif de la moyenne du % de rétraction du caillot obtenu par ([zone de
caillot to- zone de caillott / zone de caillot to] x 100) (n=5, moyenne + SEM). ***P<0,0001 (vs autres
groupes) (ANOVA a une voie suivie du test de post-comparaison de Bonferroni).

5.6 Discussion

Des taux plasmatiques ¢élevés d'amorceurs plaquettaires prédisent des événements
thromboemboliques [165,180]. Nous avons montré que le SCD40L est un amorceur plaquettaire
qui potentialise 1'agrégation plaquettaire en présence des doses sous-optimales de stimuli
physiologiques [170]. Du point de vue moléculaire, cette capacité coincide avec l'induction de
la libération granulaire et du changement de la forme plaquettaire, mais pas avec l'activation de
’intégrine allbB3 ni avec linflux de Ca®" [170], des éléments essentiels de l'activation
plaquettaire [332]. De plus, l'agrégation plaquettaire potentialisée par le
sCD40L entraine l'activation de deux voies distinctes, la p38 MAPK et le NF-xB [171]. En effet,

bien que les plaquettes soient dépourvues de génome, plusieurs chercheurs ont corroboré la
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présence du facteur de transcription NF-kB dans les plaquettes par différentes techniques (western
blot, immunofluorescence, test de 'activité du NF-«B et IKKp « knock-out » souris) et ont par la
suite montré son implication dans la signalisation et les fonctions plaquettaires
[171,172,218,221,222,235,244,245,328,329]. En termes de 1’axe CD40/CD40L plaquettaire, bien
que le sCD40L interagisse avec plusieurs récepteurs plaquettaires comme 1’a5B1, I’allbp3 et le
CD40, nous avons démontré, en évaluant la phosphorylation de P65 et d’IkBa, que le
sCD40L active le NF-kB uniquement via le récepteur CD40 [172]. Dans les cellules nucléées, le
role de NF-xB sur le génomeet son implication dans les maladies thrombo-
inflammatoires sont bien établis. Cependant, le NF-xB  semble agir dans les plaquettes,
indépendamment du génome, d’une maniére moins comprise, révélée principalement par
I’inhibition de I'IKK qui active le NF-kB par phosphorylation de sa molécule inhibitrice
régulatrice  (IkBa) [164,248]. Par exemple, l'inhibition de NF-xB dansles plaquettes
humaines lavées stimulées par 1’agoniste plaquettaire le plus puissant, la thrombine, en utilisant un
inhibiteur d’IKK,le BAY 11-7082, affecte uniquement le changement de forme des
plaquettes [218] et la sécrétion et I'agrégation plaquettaires [222]. Le prétraitement avec du BAY
11-7082 réduit également l'agrégation, stimulé par le collagéne, des plaquettes humaines
lavées [328] ou des plaquettes dans le PRP humain [222,319]. Dans la présente étude, nous avons
utilis¢ des plaquettes humaines lavées pour étudier le rdle de NF-xB dans l'amorgage des
plaquettes par le sSCD40L via l'antagonisme de I’IKK et I'inhibition du protéasome. Le protéasome
est une machinerie protéolytique cytosolique responsable d’une pléthore de roles de signalisation
et de fonctions distinctes, comme la dégradation de la forme phosphorylée de la sous-unité
régulatrice IkBa et donc I’activation de NF-xB [211,286,327]. De plus, les inhibiteurs du
protéasome ont un effet plus important que celui des inhibiteurs de I'lKK [285], ces derniers ayant

des effets indépendants de NF-xB dans les plaquettes [248].

Parmi les membres de la famille NF-kB, I'IxBa est le plus convenable pour surveiller
l'activation différentielle de NF-kB [218,219]. Nous avons montré par nos expériences présentées
ci-dessus qu’un délai de 30 minutes est nécessaire pour une dégradation significative du phospho-
IkBa lors de l'amorcage ou Il'activation des plaquettes. Pour éliminer la possibilit¢ de
déphosphorylation, nous avons démontré que la fraction totale de I’'IkBa diminue au méme rythme

que celui du phospho-IkBa pendant 30 minutes. En revanche, Spinelli et ses collégues [218] ont
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montré que les plaquettes humaines régulent positivement leur IxBa totale lors de la stimulation
avec un agoniste. Ces contradictions ne peuvent tre justifiées que par la différence des sources
des anticorps utilisés, d’autant plus que deux autres études valident nos résultats [220,328]. Il faut
noter aussi que cette période de temps nécessaire pour une activation significative de NF-
kB se confond avec la période de pré-incubation décrite par notre équipe, suite a laquelle le
sCD40L potentialise significativement 1’agrégation plaquettaire stimulée par de faibles
doses de collagéne oude  thrombine [172]. Nous avons ¢également constaté  que,
de la méme maniére que dans les plaquettes stimulées par
des agonistes [220,319,333], la dégradation du phospho-IkBa dans les plaquettes amorcées par
sCD40L est médiée par le protéasome et régulée par I’'IKK, comme démontré avec 1'utilisation,
respectivement, d’un inhibiteur de protéasome, le MG132, et d’un inhibiteur de I'IKK, le BAY
11-7082.

Au niveau de la signalisation plaquettaire, nous avons évalué les effets de l'inhibition du NF-
kB sur l'activation des isoformes de p38 MAPK par sCD40L. En effet, les quatre isoformes de p38
MAPK se trouvent dans les plaquettes, alpha et béta étant les plus abondantes [334], et régulent
I'amorgage plaquettaire par sCD40L en induisant un changement de forme et une sécrétion
plaquettaires [170]. En utilisant le BAY 11-7082, notre équipe a précédemment montré que le /
NF-kB fonctionne indépendamment de /p38 MAPK [171]. Ici, nous validons ces données via
I’inhibition du protéasome. Outre I'induction de la dégradation du phospho-IkBa, nous montrons
que le sCD40L améliore d'autres fonctions du protéasome comme le clivage de Taline-1, une
protéine adaptatrice impliquée dans ladynamique de changement de la forme
plaquettaire [294,310]. Grundler et ses collegues [319] ont également démontré que le collagéne
augmente le clivage de Taline-1 par le protéasome. IIs ont montré aussi que le NF-xB régule
le clivage de Taline-1 comme un mécanisme de « negative feedback » dans les plaquettes
stimulées par le collagéne [319]. Cependant, nos données montrent que dans les plaquettes
stimulées par sCD40L, le NF-«kB régule de manicre insignifiante le clivage de Taline-1. Ces
résultats contradictoires peuvent étre liés a la différence des concentrations de BAY 11-7082
utilisées dans leur étude (25 uM) et la ndtre (10 uM). A noter que des études menées par nous et
par autres confirment qu'une concentration d'environ 10 uM de BAY 11-7082 permet d’assurer

compleétement son role dans les plaquettes [172,221,245,328,335]. 1l convient de noter que le
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clivage de la Taline-1 dans 1'état de base peut étre expliqué par le fait que le protéasome
plaquettaire est constitutivement actif et que la stimulation plaquettaire ne fait qu'augmenter
l'activité du protéasome [284,294]. Le méme clivage de la Taline-1 de base en réponse au collageéne
peut étre observé ailleurs [319,333]. Il convient de noter également que les niveaux de la sous-
unit¢ de 235 kDa n'ont pas montré une diminution significative entre les conditions
expérimentales, par rapport a l'augmentation indiquée dans les niveaux de la sous-unité de 190
kDa. De la méme maniére, les résultats de Grundler et ses collégues [333] ne montre aucune
diminution de la sous-unité 235 kDa contrairement a une augmentation de la sous-unité 190 kDa.
Cela peut s'expliquer par le temps d'incubation du stimulus utilisé (= 10 min), qui n'entraine pas
de changements détectables dans la sous-unité de 235 kDa, contrairement a la sous-unité de 190
kDa, selon une étude montrant le clivage de Taline-1 avec le temps en réponse a la thrombine
[336]. En effet, les auteurs montrent que le clivage de la Taline-1 est dépendant du temps, et que
l'incubation plaquettaire avec de la thrombine pendant moins de 15 minutes n'induit pas de
changements détectables dans la sous-unité 235 kDa, contrairement a la sous-unité clivée 190 kDa

[336].

Plusieurs études ont attribu¢ au protéasome un role dans l'agrégation plaquettaire,
montrant qu’il fonctionne en paralléle mais pas en amont des cascades de signalisation de
I’activation plaquettaire [284,315,319,320,328]. Nous validons ces données en montrant que
I’inhibition du protéasome par le MG132 n'affecte pas l'agrégation plaquettaire induite par la
thrombine ou le collagéne. Nous ajoutons en outre un apercu du role du protéasome dans
I'amorcage des plaquettes par le sCD40L. Nous y montrons que le protéasome régule la
potentialisation de l'agrégation plaquettaire en présence de faibles doses de thrombine ou de
collageéne. Cet effet est principalement assuré via I’activation de NF-kB. Ceci est démontré par
l'utilisation de MG132 dans notre étude actuelle et de BAY 11-7082 dans nos études
précédentes [171,172]. Un mécanisme d'action suggéré qui explique comment le NF-kB
potentialise 'agrégation plaquettaire sans agir sur le génome est l'induction de l'assemblage du
complexe protéique SNARE qui initie la sécrétion de granules plaquettaires [66,69,337-339]. Cela
pourrait étre démontré par nos données montrant que l'activation du NF-«B par sCD40L augmente
la sécrétion de granules plaquettaires [170,171], ou par les données de Karim et ses collegues

[245,248] démontrant que l'inhibition du NF-kB empéche 1'assemblage du complexe SNARE
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induit par la thrombine. Un autre mécanisme d'action possible est que le NF-kB pourrait moduler
la synthése de novo des protéines en interagissant avec les microARN plaquettaires [164,253].
Dans tous les cas, la signalisation du NF-xB plaquettaire activé reste insuffisamment expliquée.
Par conséquent, des tests de validation supplémentaires sont nécessaires pour résoudre ce
probléme. Il est également nécessaire de noter une limitation de I'é¢tude qu'a ce jour, le NF-kB ne
peut étre étudié¢ qu'en surveillant les événements de signalisation indirects liés au NF-xB (par
exemple la phosphorylation et/ou la dégradation des sous-unités de NF-kB) et en utilisant
simultanément les inhibiteurs d’IKK ou du protéasome. Malheureusement, les modéles
transgéniques ne sont pas disponibles car le « knock-out » de NF-kB est embryonnairement 1étal
pour la plupart de ses génes. Dans ce contexte, bien que nos données suggerent que le NF-xB
pourrait réguler l'amorgage plaquettaire, il existe toujours une possibilit¢é que l'utilisation
d'antagonistes pharmacologiques puisse entrainer des effets secondaires potentiels inconnus.
Remarquable également, d'autres mécanismes liés au protéasome et qui sont indépendants de NF-
KB pourraient étre impliqués dans la potentialisation de l'agrégation plaquettaire tels
que (i) l'activation des tyrosine kinases plaquettaires [321], (ii) l'atténuation de la signalisation
plaquettaire négative [315] et (iii) I'amélioration du clivage des microparticules et de

I’adhésion plaquettaire [294].

Comme l'agrégation plaquettaire, la rétraction du caillot est impliquée dans le maintien de
I'hémostase in vivo [84]. 11 a été¢ démontré que l'inhibition de NF-kB par MG132 [248,294] ou par
des concentrations élevées de BAY 11-7082 [218] entrave la rétraction du caillot induite par la
thrombine via des mécanismes mal expliqués tels que 1’inhibition du changement de forme des
plaquettes. Ici, nos résultats montrent que le prétraitement des plaquettes avec le sCD40L exacerbe
la rétraction du caillot en réponse a la thrombine in vitro. Fait intéressant, 1’inhibition de NF-
kB parle MGI132 ou le BAY 11-7082 réduitcet effet, démontrant que I’axe sCD40L/NF-
kB/protéasome module encore une autre fonction plaquettaire via, probablement, l'induction du
changement de forme des plaquettes [170] ou d'autres mécanismes moléculaires qui nécessitent
des investigations supplémentaires. La Figure 5.6 récapitule nos données générées jusqu'a présent

sur le role de I’axe sCD40L/NF-kB/protéasome dans les fonctions plaquettaires.
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Figure 5.6 : L’axe sCD40L/NF-kB/protéasome est un amorceur plaquettaire. Dans les conditions
basales, les plaquettes se trouvent au repos. Dans les conditions athérothrombotiques, des niveaux élevés
d'amorceurs plaquettaires, comme le sSCD40L, sont détectés dans le plasma des patients. Le sCD40L, qui
est principalement dérivé des plaquettes, active la voie NF-xB dans les plaquettes exclusivement via le
récepteur CD40. La voie de NF-«B est régulée par I’'IKK qui phosphoryle I’IkxBa, induisant sa dégradation
par le protéasome dans 30 minutes. Par conséquent, le NF-xB est libéré pour agir sans affecter le génome,
probablement en induisant une sécrétion granulaire d'agonistes et d'amorceurs plaquettaires, ce qui conduit
¢galement a l'expression de la P-sélectine a la surface des plaquettes. En plus d'activer le NF-xB, le
protéasome clive la Taline-1, qui joue un rdle dans le changement de forme des plaquettes. L'axe
sCD40L/CD40/NF-xB/protéasome fonctionne indépendamment de 1'axe sCD40L/CD40/p38 MAPK qui
amorce également les plaquettes en régulant la dynamique de ’actine et en induisant I'expression de la P-
sélectine. Dans l'ensemble, les effets d'amorcage de sCD40L, en combinaison avec de faibles doses

d'agonistes plaquettaires, potentialisent I'activation et l'agrégation plaquettaires et augmentent la formation
de caillots plaquettes-fibrine.
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5.7 Conclusion

Le sCD40L est un amorceur plaquettaire aussipuissant que la thrombine pour induire la
dégradation de p-IkB et par conséquent 1'activation de NF- kB dans les plaquettes. La dégradation
de p-IxB est régulée par 'IKK et le protéasome, comme dans les cellules nucléées, et se produit
pendant une période de 30 minutes apres laquelle le SCD40L potentialise I'agrégation plaquettaire
en réponse a des doses sous-optimales d'agonistes plaquettaires. Le sCD40L induit la
phosphorylation du p38 MAPK et le clivage protéasomique de Taline-1 indépendamment de
NF- «B. Bien que l'inhibition de NF- «B n'affecte pas l'agrégation plaquettaire, elle réduit la
potentialisation de I'agrégation plaquettaire par le sSCD40L en présence de faibles doses d'agonistes
plaquettaires. Le NF- kB est également responsable de 1'exacerbation de la rétraction du caillot de
fibrine par le sCD40L en présence de faibles doses de thrombine. Par conséquent, 1’axe
sCD40L/NF-«B/protéasome fonctionne indépendamment du génome dans les
plaquettes en régulant, via des mécanismes encore peu clairs, I'amorgage plaquettaire. Le ciblage
de cet axe représente donc une nouvelle cible thérapeutique dans les maladies thrombo-

inflammatoires.

5.8 Directives Futures

Ce projet de recherche a identifié¢ de nouveaux roles pour le sSCD40L dans la régulation des
fonctions plaquettaires. En utilisant une approche pharmacologique, il a également mis
en évidence Il'implication de 1’axe sCD40L/NF-kB/protéasome sans agir sur le génome
plaquettaire au niveau de la potentialisation de l'agrégation plaquettaire et l'exacerbation de
la rétraction du caillot de fibrine. Cependant, il est toujours important d'aborder les limites de notre
¢tude en utilisant des approches non pharmacologiques afin de valider que les effets d'amorgage

observés avec le SCD40L sont directement régulés par le NF-kB.

Puisque notre équipe et d'autres avons montré que le sSCD40L induit l'expression de surface
de la P-sélectine contenue dans les granules des plaquettes [170,171,205,340], 1'é¢tude de la
formation du complexe SNARE qui précede la sécrétion granulaire et qui se produit entre les
protéines VAMP localisées sur les vésicules plaquettaires et les protéines SNAP/Syntaxine sur la
membrane plaquettaire, pourrait (i) expliquer au niveau moléculaire comment le sSCD40L induit

la sécrétion granulaire et (i) vérifier si le couple NF-kB/protéasome est aussi impliqué dans ce
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processus de sécrétion. Cela pourrait enfin déchiffrer les mécanismes par lesquels le sCD40L

amorce les fonctions plaquettaires.

De plus, I'évaluation de l'interaction entre la P-sélectine plaquettaire induite par le sSCD40L
etle PSGL-1 exprimé sur les leucocytes [205] pourrait attribuer a 1’axe NF-kB/protéasome
une autre fonction n’affectant pas le génome, soit les interactions plaquettes-leucocytes et ses
conséquences amplificatrices des réactions thrombo-inflammatoires. Dans
l'ensemble, ces recherches ¢élargiront non seulement nos connaissances sur les fonctions de
I’axe sCD40L/NF-kB/protéasome sans impliquer le génome dans les plaquettes, mais aussi
offriront de nouvelles cibles thérapeutiques chez les patients atteints de CAD dont les plaquettes

ne répondent pas ou moins a la thérapie conventionnelle d’ASA.

Les futurs projets a explorer sont également de savoir si les plaquettes des patients atteints
de CAD présentent une activation permanente de NF-kB au départ en raison des niveaux élevés
de sCD40L et si le ciblage de NF-kB améliore leur réactivité aux agents antiplaquettaires tels que
I’ASA.
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Annexe I1
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Courbe dose-réponse de 1'agrégation plaquettaire en réponse a la thrombine. Les plaquettes
humaines lavées (250x10%/ml) ont été stimulées avec quatre doses de thrombine : 0,0125 U/ml,
0,025 U/ml, 0,05 U/ml et 0,1 U/ml (n = 25, moyenne + SEM) [172].
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Les effets du DMSO sur la dégradation d’IxBa et 1'agrégation plaquettaire. (A) Les plaquettes
humaines lavées (10°/ml) ont été prétraitées avec DMSO (0.001%, 0.1%, ou 0.25% v/v) puis amorcées par
le sCD40L (1 ug/ml) pendant 5 ou 30 minutes (n=3). Les lysats plaquettaires ont été séparés par SDS-
PAGE 10% pour étudier D’expression de p-IkBa et d’IxBa. Les transferts d’IkBa proviennent des
membranes dénudées de p-IkBa. Les transferts d’actine, utilisés comme contrdle de charge, proviennent
des membranes dénudées utilisées pour les empreintes de p-IkBa et d’IkBa. Les histogrammes représentent
la moyenne des données de transfert de (B) p-IkBa et (C) d’IkBa normalisées a l'actine et exprimées en
OD (moyenne + SEM). **P<0,001 #P<0,05 (vs. 5 min) (ANOVA a deux voies). (D) Les plaquettes
humaines lavées (250x10°/ml) ont été prétraitées avec du DMSO (0,1% ou 0.25% v/v) pendant 10 min puis
contrdlées pour l'agrégation plaquettaire induite par la thrombine (0,1 U/ml). (E) L’histogramme représente
la moyenne du pourcentage d'agrégation (n=3, moyenne + SEM) obtenue a partir de la courbe d'agrégation
présentée en D.
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