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Résumé  

 Les plaquettes sont considérées comme l'un des réservoirs les plus importants non 

seulement des facteurs de croissance, mais aussi des facteurs neurotrophiques qui 

pourraient contribuer à la réparation des lésions vasculaires et à la prévention de la 

détérioration neurologique. Parmi ces facteurs, le facteur neurotrophique dérivé du cerveau 

(Brain-Derived Neurotrophic Factor ou BDNF) – une protéine appartenant à la famille des 

neurotrophines– est largement exprimée à la fois dans l'hippocampe et au niveau des 

plaquettes. Les plaquettes constituent un important réservoir de BDNF; cependant, on ne 

sait que peu de choses sur les facteurs modulant la libération de ce dernier dans la 

circulation et si les médicaments antiplaquettaires affectent cette sécrétion. Dans le cadre 

de ce projet, nous avons émis l’hypothèse principale que les différentes voies d’activation 

plaquettaire peuvent mener à une libération de BDNF, où celle-ci est affectée par les 

antiplaquettaires. 

 A cette fin, les plaquettes ont été isolées à partir d’échantillons sanguins de 

volontaires sains (Groupe 1), de patients souffrant de maladies cardiovasculaires stables 

requérant la prise de médicaments antiplaquettaires [en prévention secondaire et en double 

thérapie à l’acide acétylsalicylique (ASA ou Aspirine) en association avec un antagoniste 

du récepteur P2Y12], (Groupe 2) ou en monothérapie à l’ASA (Groupe 3), versus de 

patients  atteints de maladies valvulaires ou de cardiomyopathies ne requérant pas la prise 

de médicaments antiplaquettaires (Groupe 4). L’agrégation plaquettaire a été étudiée par 

agrégométrie optique en réponse à des agonistes spécifiques : adénosine diphosphate 

(ADP), acide arachidonique (AA), épinéphrine, collagène et Thrombin-receptor activated 

peptide 6 (TRAP-6 amide). Les antiplaquettaires testés sont dirigés contre la cyclo-

oxygénase-1 ou COX-1 (ASA), contre le récepteur de P2Y12 de l’ADP (AR-C) et contre le 

récepteur αIIbβ3 du fibrinogène (Abciximab). La libération du BDNF a été quantifiée par 

ELISA. La présence du BDNF et de son récepteur Tropomyosin-Related Kinase Receptor 

type B (TrKB) a été détectée par immunobuvardage.  

 Nous avons montré que l’activation des plaquettes par les différents agonistes testés 

induit une agrégation plaquettaire de l’ordre de 80% et permet de libérer jusqu’à 5 fois plus 

de BDNF, passant de 2500 pg / 250 x 106 plaquettes à l’état basal à approximativement 
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13000 pg / 250 x 106 plaquettes à l’état stimulé. Tous les antiplaquettaires testés réduisent 

la libération de BDNF par les plaquettes stimulées. Cependant, le niveau d’inhibition et sa 

significativité dépendent de la nature de l’agoniste; à savoir que l’ASA réduit 

significativement la sécrétion de BDNF en réponse à l’AA, à l’épinéphrine et au TRAP-6; 

alors que l’AR-C était plus efficace en réponse à l’ADP, l’AA et l’épinéphrine. 

L’Abciximab est un antagoniste qui inhibe la sécrétion de BDNF en réponse à tous les 

agonistes, en inhibant aussi l’agrégation plaquettaire. Notons que la libération de BDNF en 

réponse au collagène est inhibée par l’ASA et l’AR-C, alors que l’agrégation n’a pas été 

affectée.  Ainsi, aucune corrélation positive et significative entre l’agrégation plaquettaire 

et la libération de BDNF n’a pu être obtenue. La présence des antiplaquettaires réduits à 

différents degrés la libération de BDNF chez les différents groupes des patients, malgré 

que son expression intraplaquettaire était similaire entre les groupes. On remarque que les 

antiplaquettaires réduisent plus significativement la quantité du BDNF relâchée chez les 

patients sous mono ou double thérapie antiplaquettaire en comparaison avec les volontaires 

sains et les patients atteints de maladies valvulaires. Nous avons aussi démontré que le 

BDNF exogène active les plaquettes isolées et lavées chez les volontaires sains, en 

induisant une forte agrégation stable et irréversible. Par contre, le BDNF exogène n’arrive 

pas à agréger les plaquettes en plasma riche en plaquettes. De plus, nos résultats indiquent 

que la forme tronquée du récepteur BDNF, le TrKB, est exprimée au niveau des plaquettes 

de volontaires sains. L’inhibition de l’activité kinase du TrKB abolit l’agrégation induite 

par le BDNF.  Ces résultats suggèrent que l’action du BDNF dans les plaquettes lavées 

pourrait passer par l’intermédiaire du TrKB. 

 Cette étude nous permet de conclure que le BDNF est présent dans les plaquettes et 

est libéré suite à l’activation plaquettaire et que cette libération est réduite par les 

antiplaquettaires. Cependant, l’agrégation plaquettaire ne semble pas être associée 

directement à la sécrétion du BDNF, ce qui suggère que d’autres mécanismes sous-jacents 

pourraient intervenir dans le contrôle de cette sécrétion. Les antiplaquettaires réduisent la 

libération de BDNF et il semble que l’action pro-agrégante du BDNF sur les plaquettes 

lavées passe par l’intermédiaire du TrKB, sans exclure la possibilité que d’autres types de 

récepteurs plaquettaires soient impliqués dans le signal déclenché par le BDNF. 

L’implication physiopathologique du BDNF libéré suite à l’activation plaquettaire ou sa 



 

 v

biodisponibilité en présence des antiplaquettaires au niveau cardiovasculaire reste à être 

élucidée afin de révéler son potentiel diagnostique ou thérapeutique. 

    

Mots-clés : BDNF, plaquettes, antiplaquettaires, libération, TrKB, maladies 

cardiovasculaires. 
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Abstract  

Platelets are considered one of the most important reservoirs not only of growth factors but 

also of neurotrophic factors that may contribute to the repair of vascular lesions and 

prevention of neurological deterioration. Among these factors, the Brain-Derived 

Neurotrophic Factor (BDNF), a protein belonging to the neurotrophin family, is largely 

expressed in both the hippocampus and platelets. In fact, platelets constitute an important 

reservoir of BDNF; however, little is known about the factors controlling its release into 

the circulation and whether antiplatelet drugs affect this secretion. Henceforth, the main 

hypothesis of this project is that platelet activation pathways lead to BDNF release which 

is affected by antiplatelet agents. 

For this purpose, platelets were isolated from the blood of four groups of human subjects 

following their consent. Group 1 consisted of healthy volunteers; Group 2 and Group 3 

consisted of  patients with stable cardiovascular disease on, respectively, dual antiplatelet 

therapy (aspirin + P2Y12 receptor antagonist) or monotherapy (aspirin) as secondary 

prevention; and Group 4 consisted of patients with valvular disease or cardiomyopathy who 

are not on antiplatelet therapy. Platelet aggregation was studied by optical aggregometry 

in response to the following agonists: adenosine diphosphate (ADP), arachidonic acid 

(AA), epinephrine, collagen, and thrombin-receptor activated peptide 6 (TRAP-6 amide). 

The antiplatelet agents that were tested antagonize cyclooxygenase-1 (COX-1) 

(acetylsalicylic acid (ASA) or aspirin), ADP P2Y12 receptor (AR-C), and fibrinogen 

receptor αIIbβ3 (Abciximab). BDNF release was quantified by ELISA. BDNF protein and 

its Tropomyosin-Related Kinase Receptor Type B (TrKB) receptor were detected by 

immunoblotting. 

Our results show that platelet activation in response to several agonists tested 

induced 80% platelet aggregation and augmented BDNF release by 5 folds, from 2500 pg 

/ 250 x 106 platelets at baseline to approximately 13000 pg / 250 x 106 after stimulation. 

Moreover, all the tested antiplatelet agents reduced the release of BDNF by stimulated 

platelets. However, the level of reduction varied differentially between platelet antagonists 

depending on the platelet agonist used. Indeed, ASA significantly reduced BDNF secretion 

in response to AA, epinephrine, and TRAP-6, whereas AR-C was more effective in 
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response to ADP, AA, and epinephrine. Abciximab inhibited BDNF secretion as well as 

platelet aggregation in response to all agonists. Noteworthy, the release of BDNF in 

response to collagen was inhibited by ASA and AR-C, while platelet aggregation was not 

affected. Accordingly, no significant correlation between platelet aggregation and BDNF 

release could be obtained. Although intra-platelet expression was similar in the different 

groups, the presence of antiplatelet agents reduced the release of BDNF to varying degrees 

between groups. As such, antiplatelet agents reduced BDNF release more significantly in 

patients on dual or mono antiplatelet therapy (Groups 2 and 3) as compared to healthy 

volunteers (Group 1) and valvular disease patients (Group 4). We have also shown that 

exogenous BDNF activated isolated/washed platelets from healthy volunteers, inducing 

strong, stable, and irreversible aggregation. In contrast, exogenous BDNF could not induce 

aggregation of platelets in platelet-rich plasma. In addition, our results indicate that the 

truncated form of the BDNF receptor, TrKB, is expressed in platelets of healthy volunteers. 

Hence, the inhibition of TrKB kinase activity abolished BDNF-induced aggregation. These 

results suggest that the action of BDNF in washed platelets might ensue through TrKB. 

We conclude from this study that BDNF is present in platelets and released 

following platelet activation, and its release is reduced by antiplatelet agents. However, 

platelet aggregation does not appear to be directly associated with BDNF secretion, 

suggesting that other underlying mechanisms may be involved in controlling its secretion. 

Antiplatelet agents reduce the release of BDNF, and it appears that the pro-aggregating 

action of BDNF on washed platelets ensues, non-exclusively, through TrKB, which means 

that other types of platelet receptors may also be involved in BDNF signaling. The 

pathophysiological implication of BDNF released following platelet activation or its 

bioavailability in the presence of antiplatelet agents in the cardiovascular system thus 

remain to be elucidated in order to reveal its diagnostic or therapeutic potential. 

 

Keywords: BDNF, platelets, antiplatelet agents, release, TrKB, cardiovascular disease. 
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Introduction 

Le BDNF appartient à la famille des neurotrophines (NTs) et est essentiellement 

connu pour son rôle dans la différenciation et la morphologie des neurones, la plasticité 

synaptique et la mémoire au niveau du système nerveux central (SNC)1 2 3-5. La fonction 

neuronale du BDNF est principalement médiée par son récepteur tyrosine kinase, le TrKB, 

qui se retrouve sur les terminaisons synaptiques. Deux formes du BDNF extracellulaire 

sont présentes : le pro-BDNF (la forme précurseur de la protéine mature) et le BDNF 

mature libéré dans l’espace extracellulaire et pouvant se retrouver en circulation6, 7.  Des 

études récentes ont démontré que les plaquettes constituent le réservoir périphérique le plus 

important pour le BDNF en circulation8, 9. Il est intéressant de noter que le BDNF endogène 

est exprimé à des concentrations beaucoup plus élevées dans les plaquettes circulantes (100 

à 1000 fois) que dans les neurones 9-13. Les plaquettes activées libèrent le BDNF dans le 

plasma9. D’après l’état actuel des connaissances, les récepteurs du BDNF (dont le TrKB et 

le Pan 75 neurotrophin (p75NTR)) ne sont présents ni au niveau des plaquettes ni au niveau 

des mégacaryocytes (MK)14 15. De plus, il a été rapporté que les plaquettes pourraient 

stocker le BDNF par voie d'internalisation9. Par le fait même, des questions se posent d’une 

part sur la présence des récepteurs du BDNF (dont la présence demeure inconnue au niveau 

des plaquettes); d’autre part, sur l’implication d’autres types de récepteurs capables 

d’internaliser le BDNF. 

À ce stade, il est difficile de définir l’origine de BDNF plaquettaire, car ce sujet 

reste méconnu. D’un côté, le BDNF semble avoir une demi-vie plasmatique très courte 

(<10 minutes)16, 17 18 19 et peut faiblement franchir la barrière hématoencéphalique, ce qui 

remet en question l’hypothèse émise par certaines études selon lesquelles les neurones 

pourraient être la source du BDNF en circulation20, 21 22. D’un autre côté, après avoir détecté 

la protéine au niveau des MK et des proplaquettes, 12 il a été suggéré que le BDNF 

plaquettaire pourrait provenir des MK. Notons que les MK, les plaquettes ainsi que le 

sérum de souris sont dépourvus de BDNF12 23 24. Le nombre d’études actuelles qui 

examinent l’origine de la protéine reste faible; ainsi d’autres études futures seront 

nécessaires afin d’identifier l’origine du BDNF plaquettaire.   
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Les maladies cardiovasculaires sont considérées parmi les causes principales de la 

mortalité et de la morbidité dans le monde. L’identification et la gestion des facteurs de 

risques tels que l’âge, le sexe, la sédentarité, l’obésité, le tabagisme permettent de ralentir 

l’évolution des maladies cardiovasculaires25. L’utilisation de médicaments tels que les 

antiplaquettaires comme traitement de premier choix dans les maladies coronariennes s’est 

traduite, au cours des dernières décennies, par une diminution marquée de la mortalité 

associée à ces maladies26-28. L’espérance de vie des patients augmente grâce aux 

traitements antiplaquettaires, d’où l’importance soulignée de la prévention et de la 

découverte de nouveaux biomarqueurs cardiovasculaires permettant le diagnostic de la 

maladie à un stade précoce.  

Les patients coronariens reçoivent des agents antiplaquettaires pour la prévention 

d’événements thrombotiques. Les agents les plus fréquemment utilisés sont l’ASA (ou 

l’aspirine) et les inhibiteurs du récepteur P2Y12 de l’adénosine diphosphate (ADP)29-31. Les 

NT et leurs récepteurs sont exprimés au niveau du muscle cardiaque et des vaisseaux en 

développement32, 33, où le BDNF joue un rôle important au niveau de l'angiogenèse et la 

contractilité cardiaque34. À ce jour, l’effet des médicaments antiplaquettaires sur la 

libération du BDNF par les plaquettes demeure méconnu, et ce malgré son abondance dans 

celles-ci. Il est donc important d’investiguer les effets des antiplaquettaires sur la libération 

du BDNF par les plaquettes dans le système vasculaire. C’est dans un tel contexte que la 

présente étude vise à étudier l’effet des médicaments antiplaquettaires sur la libération de 

BDNF par les plaquettes des patients souffrant de maladie cardiovasculaire stable requérant 

la prise de médicaments antiplaquettaires.  

Cette thèse s’articule en trois volets : le premier comprend la partie théorique 

résumant nos connaissances actuelles des plaquettes, du BDNF, des maladies 

cardiovasculaires et des antiplaquettaires. Le deuxième volet présente des contributions 

originales réunies en deux chapitres, où le premier abordera l’effet des antiplaquettaires sur 

l’agrégation et la libération du BDNF plaquettaire chez des patients; le deuxième chapitre 

présente l’effet du BDNF sur l’agrégation plaquettaire chez les volontaires sains. Le dernier 

volet propose l’interprétation et la discussion des résultats expérimentaux en concomitance 

avec les données de la littérature. 
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Chapitre 1 :  Les plaquettes 
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1.1 La thrombopoïèse 
Les plaquettes sanguines ont été décrites pour la première fois par l’italien Giulio 

Bizzozero comme étant des corpuscules discoïdes sans noyau, constitués d’une membrane 

et d’une matrice dans laquelle se trouvent quelques granules dispersées35. Depuis, les 

chercheurs ont consacré d’importants efforts à une meilleure compréhension de leur origine 

et de leurs rôles physiologique et pathologique. La production de plaquettes est un 

processus complexe impliquant des cellules souches hématopoïétiques (CSH). La 

découverte de l’origine des plaquettes revient à James Homer Wright, un pathologiste 

américain, qui a trouvé que les MK de la moelle osseuse étaient responsables de la 

production de plaquettes sanguines. En 1958, le terme thrombopoïétine a été inventé pour 

décrire la substance humorale responsable de la production des plaquettes36, 37. Cette 

substance est synthétisée principalement par le foie. Il s’agit d'un médiateur physiologique, 

le plus important dans le processus de régulation de la production des plaquettes38. Il a été 

estimé que chaque MK donne lieu à 1000-3000 plaquettes avant l'élimination des matières 

nucléaires résiduelles par phagocytose médiée par les macrophages. Ce processus implique 

la réorganisation massive des membranes des MK et des composants cytosquelettiques, y 

compris l'actine et la tubuline, au cours d'un processus actif39. La formation des plaquettes 

se déroule en plusieurs étapes à partir des cellules souches dans la moelle osseuse; elles 

perdent progressivement leur capacité d'autorenouvèlement et deviennent restreintes à une 

lignée40.  

En phase G0, les CSH sont au repos. Peu de divisions cellulaires symétriques en 

comparaison aux autres phases de différenciations cellulaires se font pour maintenir et 

reconstituer ce « pool » de cellules. D’autres divisions cellulaires asymétriques suivront, 

où celles-ci conduiront à la génération de cellules progénitrices. Lors de la thrombopoïèse, 

les cellules souches migrent hors de la « niche des cellules souches », commençant à se 

différencier et à proliférer progressivement40 41-44. On observe des phases successives de 

différenciation cellulaire : la première est caractérisée par l'autorenouvèlement (division de 

type symétrique) des CSH résidant dans les niches ostéoblastiques. Dans la seconde phase, 

elles prolifèrent et se différencient pour amplifier le nombre de progénitures de MK et cela, 
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pour devenir des MK immatures avec une capacité de prolifération limitée. Au cours de la 

troisième phase de développement, les MK immatures subiront une série d'événements de 

maturation. La maturation cytoplasmique est une des propriétés fondamentales acquises 

par la lignée mégacaryocytaire pour faciliter une production importante de plaquettes, où 

cette dernière se situerait entre 2000 et 11 000 plaquettes libérées par les MK dans la moelle 

osseuse par jour. Le cytoplasme s'organise davantage, de sorte que des corps denses, des 

vésicules sécrétoires et des organelles comme les mitochondries et les ribosomes se 

trouvent dans les plaquettes naissantes45 46-49. Bien qu'il soit universellement admis que les 

plaquettes dérivent des MK, les mécanismes par lesquels les plaquettes se forment et se 

libèrent de ces cellules précurseurs restent controversés. Plusieurs modèles de production 

des plaquettes ont été suggérés, notamment le bourgeonnement plaquettaire, la 

fragmentation cytoplasmique à partir du Demarcation Membrane System et la formation 

des pro-plaquettes50. Notons que la reproduction de la biogenèse plaquettaire in vitro est 

un processus qui reste tout de même complexe afin de mimer au plus près le 

microenvironnement de la moelle osseuse. La découverte de la thrombopoïétine a conduit 

à la mise en place des systèmes qui récapitulent la biogenèse des plaquettes, ce qui a abouti 

à une nouvelle compréhension de la thrombopoïèse. 

1.2 Le contenu granulaire des plaquettes 
Les plaquettes sont des cellules anucléées de forme discoïde avec un diamètre 

moyen de 2 à 5 µm, une épaisseur de 0,5 µm et une durée de vie d’environ 7 jours. Elles 

circulent dans le sang à raison de 150 à 350 000 plaquettes / μl50, 51. Elles sont composées 

d’une membrane plasmique, du cytosquelette et des granules. Les granules plaquettaires 

contiennent un grand nombre de protéines variées qui sont libérées lors de l'activation 

plaquettaire et agissent entre autres sur l'hémostase, la thrombose, l'inflammation et les 

défenses de l'hôte52. Les granules (Figure 1) se divisent en trois types principaux 

d’organites sécrétoires: les granules denses, les granules α et les lysosomes53.  Les granules 

α contiennent plusieurs protéines adhésives54 (comme le fibrinogène, le facteur von 

Willebrand (vWF) qui interviennent dans les interactions plaquettes-plaquettes et 

plaquettes-endothéliales52) qui sont impliquées dans l'hémostase, ainsi que des 

glycoprotéines impliquées dans l'inflammation, la cicatrisation des blessures et les 
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interactions cellulaires55, 56. Elles possèdent une variété hétérogène de facteurs tels que les 

facteurs de coagulation, des ligands d’adhésion (fibronectine, P-sélectine), des facteurs 

impliqués dans la fibrinolyse, des facteurs angiogéniques, des cytokines et des 

glycoprotéines membranaires. Les granules denses sont connues pour rassembler les 

cations et les petites molécules comme le calcium (Ca2+), la sérotonine, l’ADP, l’adénosine 

triphosphate (ATP), les polyphosphates et les pyrophosphates. Les lysosomes rassemblent 

les enzymes (comme les protéases, les phosphatases, et les β- galactosidases), ainsi que des 

protéines membranaires telles que les Lysosomal-associated membrane protein57-59.  

La figure 1 présente spécifiquement les contenus des différents granules 

plaquettaires.  

 

 
Figure 1: Les divers types de granules plaquettaires. 
Les plaquettes stockent une panoplie de substances puissantes pour l'hémostase, la 
défense de l'hôte, l'angiogenèse et la réparation des tissus. D’après Burnouf T, et al. 
(Biomaterials. 2016;76:371-87)60.  © 2016, Elsevier Ltd. 
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1.3 Adhésion et activation des plaquettes 
Les plaquettes ont un rôle très important dans l’hémostase. Lors d’une brèche 

vasculaire, la première étape de ce processus est caractérisée par l’exposition du collagène 

et des protéines de la membrane basale; ceci permet aux plaquettes d’adhérer à la matrice 

sous-endothéliale. Les plaquettes adhérentes s'agrègent et libèrent des médiateurs 

d'activation plaquettaire tels que l'ADP et le thromboxane A2 (TXA2). En parallèle, la 

thrombine est produite par les voies extrinsèque et intrinsèque de la coagulation et 

contribue à une suractivité plaquettaire et à la génération de la fibrine qui consolide les 

réactions plaquettaires51, 61. 
Une grande variété de récepteurs recouvrent la membrane plaquettaire : des 

glycoprotéines telles que les  intégrines (αIIbβ3, α2β1, α5β1, α6β1, αvβ3)62, des récepteurs 

riches en leucine (GPIb-V-IX et Toll-like Receptors) et des récepteurs à sept domaines 

transmembranaires couplés à la protéine G (RCPG) comme les Protease-Activated 

Receptors (PARs). Les plaquettes possèdent aussi des récepteurs appartenant à la 

superfamille des immunoglobulines comme le PECAM au niveau de la membrane 

plaquettaire50, 55. Lors d’une brèche vasculaire, le collagène de la matrice sous-endothéliale 

est exposé et lie les récepteurs plaquettaires afin de permettre l’adhésion des plaquettes. 

Cette interaction est médiée par la fixation du collagène à l’intégrine α2β1 et à la 

glycoprotéine GPVI63. Ceci active des voies de signalisation qui permettent l’augmentation 

des niveaux du Ca2+ et l’activation des phospholipases64, 65. Par la suite, l’activation 

plaquettaire se caractérise par un étalement sur la surface et la sécrétion du contenu de leurs 

granules. La sécrétion de molécules bioactives telles que l’ADP conduit au recrutement 

d’autres plaquettes circulantes. La signalisation initiée par l’activation des plaquettes 

provoque également l'activation de l'intégrine αIIbβ3. La liaison du fibrinogène à 

l'intégrine αIIbβ3 activée contribue à la formation de l'agrégat initial. La coagulation génère 

la thrombine et la formation de la fibrine qui contribue à la stabilisation du thrombus56, 59, 

66. La figure 2 illustre les principales protéines et récepteurs impliqués dans les réactions 

plaquettaires suite à un endommagement vasculaire et menant à la formation d’un 

thrombus. 
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Figure 2: La cascade des réactions plaquettaires menant à la formation du thrombus. 
L'adhésion aux composantes de la matrice via les récepteurs de l'intégrine α2β1 et du GPVI 
ou l'activation avec des agonistes solubles via les RCPG conduit à l'activation des 
plaquettes. Une des caractéristiques de l'activation plaquettaire est la sécrétion de 
molécules bioactives à partir des granules, qui peuvent alors agir pour activer d'autres 
plaquettes de manière autocrine et/ou paracrine. Ceci provoque également l'activation de 
l'intégrine αIIbβ3. Les plaquettes subissent un changement de forme augmentant leurs 
surfaces disponibles pour l'adhésion à la matrice et les unes aux autres. L'intégrine activée 
αIIbβ3 via sa liaison au fibrinogène et la fibrine contribuent à la formation du clou 
plaquettaire initial. La cascade de la coagulation contribue à la stabilisation du thrombus. 
D’après Golebiewska EM et al. (Blood reviews. 2015 ; 29 :153-6)59. 
 

1.3.1 Les voies d'activation plaquettaires  

Lors de la première étape d’adhésion plaquettaire, les glycoprotéines jouent un rôle 

primordial en fixant des ligands tels que le vWF ce qui active les protéines kinases qui se 

trouvent impliquées dans une panoplie de cascades signalétiques, ainsi que dans 

l’activation de la phospholipase C gamma 2 (PLCγ2)67.  

 Les immunorécepteurs de type Immunoreceptor tyrosine-based activation motif, le 

GPVI et le GPIb-V-IX vont faire intervenir une signalisation mettant en place des Src 

Familly Kinases68 69. Le récepteur GPVI forme un complexe avec le récepteur plaquettaire 

FcRγ et est associé à certaines kinases telles que les protéines Tyrosine-protein kinase Lyn 

et la Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Fyn. Il a été rapporté que ces deux protéines 
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étaient nécessaires pour une signalisation optimale du GPVI70 67, 71, 72. Une fois les Src 

Familly Kinases activées, cette réaction active l’effecteur intracellulaire PLCγ2, ce qui 

permet la conversion du phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate en diacylglycérol (DAG) 

et en inositol triphosphate (IP3). Plus en détail, la Tyrosine-protein kinase Lyn et la Proto-

oncogene tyrosine-protein kinase Fyn s'associent aux résidus proline au niveau de la queue 

cytoplasmique du récepteur GPVI, où elles phosphorylent les résidus tyrosine des protéines 

des chaînes FcRγ : cette cascade cellulaire favorise ainsi l'association d'une deuxième 

tyrosine kinase, soit la Spleen tyrosine kinase. L'interaction de cette dernière déclenche 

ensuite une cascade de signalisation de protéines adaptatrices Linker for Activation of T-

Cells et Src homology domain containing leucocyte protein of 76 kDa aboutissant à 

l’activation de la PLCγ2 et la génération des seconds messagers DAG et IP3 67, 73 74 75. Le 

second messager DAG active les protéines kinase C (PKC) et l’IP3 se lie à son récepteur 

au niveau du système tubulaire dense : ceci renforcera la libération du Ca2+ à partir des 

réserves intracellulaires. L'élévation du Ca2+ est essentielle dans le processus de l’activation 

plaquettaire et à la signalisation intracellulaire. Le Ca2+ est nécessaire pour presque toutes 

les fonctions plaquettaires, notamment l'adhésion stable des plaquettes, le changement de 

forme, l'agrégation et à la sécrétion plaquettaire67 (Figure 3). Une génération de TXA2, fort 

vasoconstricteur et agent amplificateur de l’activation plaquettaire, permet le recrutement 

d’autres plaquettes avoisinantes 70, 72, 76-80 81. 
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Figure 3: La signalisation des protéines Gq dans les plaquettes induisant la sécrétion, le 
changement de forme, l’amplification et l’agrégation. 
D’après Lawrence F. Brass et al. (Handb Exp Pharmacol. 2012:59-85)82. 
 

Des récepteurs plaquettaires de type RCPG tels que les récepteurs PARs ou 

thromboxane receptor (TP) vont lier les agonistes solubles lors de l’activation plaquettaire 

comme la thrombine, l’ADP, l’épinéphrine ou encore le TXA2, ce qui va amplifier la 

réponse et recruter d’autres plaquettes circulantes83. Il est de plus en plus évident que les 

RCPG peuvent signaler par plus d'un mécanisme82. Les plaquettes humaines expriment dix 

membres des familles de protéines G. Cela comprend au moins un membre de la famille 

Gs, quatre membres de la famille Gi (Gi1, Gi2, Gi3 et Gz), trois membres de la famille Gq 

(Gq, G11 et G16) et deux membres de la famille G12 (G12 et G13)82. Le signal est induit via 

les protéines G hétérotrimériques de type α, β ou γ. Les deux propriétés essentielles des 

RCPG sont la capacité d’interagir avec différentes sous-unités de la protéine G et leurs 

actions en tant que facteurs d'échange de nucléotide guanine (ce qui permet la libération de 

guanosine diphosphate pour faciliter la liaison de guanosine triphosphate), activant 

plusieurs sous-unités de la protéine G pour l'amplification du signal84. Les médiateurs 
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solubles, par exemple l’ADP, la sérotonine, la thrombine, l’épinéphrine ou encore la 

prostaglandine activent  principalement les RCPG qui sont des effecteurs de la transduction 

du signal au niveau des plaquettes85. L’ADP libérée active fortement les plaquettes de 

manière autocrine et paracrine. L'activation des plaquettes par l’ADP est médiée par les 

récepteurs, P2Y1 et P2Y12. Le récepteur P2Y1 est couplé à une protéine Gq, alors que le 

récepteur P2Y12 est couplé à la protéine Gi, en particulier à Gi285 86. L’activation des deux 

récepteurs est nécessaire pour une activation plaquettaire soutenue et complète87. Le 

récepteur P2Y1 est nécessaire pour l’induction de l’agrégation plaquettaire par l’ADP et 

peut initier le processus de l'agrégation plaquettaire, mais ne suffit pas pour une réponse 

d'agrégation complète à l'ADP88, 89. Le récepteur P2Y12 en particulier est intégralement 

impliqué dans l'activation des récepteurs αIIbβ3 stimulés par l'ADP et le TXA2, provoquant 

par le fait même une augmentation de la dégranulation des plaquettes, l’achèvement du 

processus d'agrégation, ainsi qu’une agrégation plaquettaire prolongée89, 90 91. Les 

signalisations intracellulaires impliquant différents effecteurs, comme cité plus haut, vont 

converger pour aboutir à des évènements communs tels que le changement de forme des 

plaquettes et la sécrétion granulaire92, 93.  

D’autres types de molécules sont classées comme des sensibilisateurs ou 

amorceurs, comme l’épinéphrine qui n’est pas capable d’activer les plaquettes, mais 

potentialise l’effet d’autres stimuli. L’épinéphrine agit via le récepteur α2A-adrénergique 

qui est couplé à une autre classe de protéine G, soit la protéine GZ membre de la famille 

des protéines Gi94 95. De plus, les protéines G de type Gi couplent les récepteurs de manière 

inhibitrice, régulant ainsi une variété de canaux ou d'enzymes, y compris l’adénylate 

cyclase ou la phosphatidylinositol 3-kinases (PI3K) 85, 96. 

Chez l’homme comme chez la souris, l’épinéphrine est capable de potentialiser les 

effets d'autres agonistes. La potentialisation a été attribuée à la capacité de l'épinéphrine à 

inhiber la formation de l’AMPc. L'épinéphrine n'a pas d’effet direct sur la PLC et ne 

provoque pas de changement de forme des plaquettes. Les études de knock-out montrent 

que les réponses à l'épinéphrine dans les plaquettes de souris sont abolies lorsque 

l'expression de Gzα est abolie97. 
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1.3.2 Les mécanismes impliqués dans la sécrétion granulaire 

Bien que les plaquettes soient anucléées, elles peuvent synthétiser une variété 

limitée de nouvelles protéines98, 99 100, à partir de l’ARNm qui a été hérité des MK lors de 

leur maturation101. Cependant, les contenus granulaires des plaquettes dérivent surtout des 

MK. Les plaquettes peuvent aussi emmagasiner des protéines circulantes via des 

mécanismes peu explorés54, 102.   

Il a été rapporté que les plaquettes libèrent leurs contenus granulaires de manière 

programmée103 104. Certaines protéines anti-angiogéniques comme l’endostatine ont été 

localisées dans des compartiments granulaires distincts des protéines proangiogéniques 105. 

Dans le même contexte, au niveau des plaquettes humaines au repos, il a été noté que le 

fibrinogène et le vWF sont localisés dans des granules différents et que, lors de l’activation 

plaquettaire, les plaquettes semblent retenir les deux protéines différemment; cela est 

cohérent avec leurs localisations dans différentes granules106. Il est à noter qu’il n’est pas 

avéré qu’il y ait un lien entre la libération différentielle de contenu granulaire et les niveaux 

d'activation des plaquettes107. D’autres preuves comme la présence de différentes classes 

de granules de type sphérique ou  multivésiculaire108 permet de conclure que l’opinion 

classique selon laquelle les granules représentent une population homogène est contestée 

depuis quelque temps. De plus, l’équipe de Kamykowski et al.109 a rapporté, lors du 

marquage de 15 protéines plaquettaires, différentes localisations des protéines marquées 

avec une variation considérable de leurs distributions. Les résultats de cette équipe 

soulèvent deux possibilités : soit qu’il existe plusieurs populations individuelles de 

granules, soit qu’il n’y a qu’une seule population dans laquelle les protéines sont séparées 

de manière différentielle par rapport à leurs localisations.  

Tout d’abord, l’endocytose et l’exocytose plaquettaire sont deux mécanismes 

importants dans la sécrétion plaquettaire. L'endocytose est un processus qui se fait en 

plusieurs étapes et qui emprunte des chemins différents lors du trafic cytoplasmique. De 

nombreux régulateurs facilitent le cheminement dynamique via une signalisation complexe 

dans les plaquettes110. Lors de la survenue d’un thrombus, l’endocytose permet 

probablement aux plaquettes de moduler les interactions des récepteurs avec leurs 

environnements immédiats. Elle permet également aux plaquettes de traduire les signaux 

en circulation et de fonctionner comme un « aspirateur » vasculaire, recherchant des lésions 
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ou des dommages et réagissant en fonction de ce qu’elles détectent111, 112. L’exocytose (qui 

repose sur la sécrétion des granules) dépend de deux évènements de fusions membranaires : 

une fusion homotypique entre les granules et une fusion hétérotopique entre les granules et 

le système caniculaire ouvert113. La fusion membranaire joue un rôle clé dans la sécrétion 

des granules plaquettaires. Après l’activation des plaquettes, les granules s’accumulent au 

centre de la cellule et peuvent fusionner ensemble et avec le système canaliculaire ouvert, 

libérant alors leur contenu dans l'espace extracellulaire114 55. De plus, il semble que la 

perturbation de la barrière du cytosquelette au repos facilite la sécrétion des granules, mais 

qu’un certain degré de polymérisation de l’actine soit toujours nécessaire pour cette 

dernière115-117. Ce mécanisme se fait grâce à la membrane plasmique et implique une classe 

de protéines nommée Soluble NSF Attachment Protein Receptors (SNAREs). Les SNAREs 

associées aux granules sont appelées les vSNARE pour « vésiculaires », tandis que celles 

associées à la membrane sont appelées les tSNARE pour cibles ou « target »118. La 

dégranulation  s’opère grâce à une machinerie complexe et une multitude de protéines qui 

nécessitent de l’ATP pour une production d’énergie suffisante afin de catalyser des 

réactions permettant la fusion des membranes119. Ce processus ATP-dépendant permet 

l’association et la dissociation des SNAREs. Ainsi, chacune de ces protéines SNAREs a 

une distribution sous-cellulaire distincte dans les plaquettes, et chacun de ces 

compartiments membranaires présente une composition de protéine SNARE unique120. 

Elles regroupent des classes de protéines importantes comme les Vesicle-Associated 

Membrane Protein (VAMP), les syntaxines (Stx) et les Synaptosome-Associated Protein 

(SNAP) qui diffèrent par leur localisation et les protéines qui s’y associent. La protéine 

VAMP8 est la plus dominante au niveau des plaquettes et va être responsable de la 

dégranulation des granules α. Les Stx2 et 4 participent à la sécrétion des granules α118. Les 

vSNARE et les tSNARE interagissent ensemble pour former un complexe d’arrangement 

de quatre hélices parallèles en structure coiled-coil, ce qui conduira à la fusion des 

membranes et achèvera le processus d’exocytose (Figure 4). La polymérisation de l’actine 

facilite la sécrétion des granules α, deux protéines s’y trouvent impliquées après 

l’activation des plaquettes, soit la VAMP8 et la Stx2. D’autres protéines comme les 

protéines SNAP-23 et Stx4 sont associées à l’actine dans les plaquettes au repos et après 

leurs activations52, 117. Il a été rapporté que la Stx2 permet la libération des facteurs pro-
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angiogéniques121 119, tandis que la Stx4 permet la libération des facteurs anti-

angiogéniques, ce qui montre que la nature des Stx influence la libération des granules α119. 

Bien que des études aient démontré un rôle pour les VAMP dans la sécrétion plaquettaire111, 

120,122, il reste à comprendre leurs répartitions et leurs fonctions relatives dans le phénomène 

d’étalement plaquettaire. 

 
Figure 4: La fusion des granules médiée par le complexe SNARE. 
Les vSNARE et les tSNARE résident sur des membranes opposées. En réponse à une 
stimulation, les vésicules se dirigent près de la membrane cible et des quatre domaines 
SNARE associés (A). Un changement de conformation dans le complexe rapproche les 
membranes (B) et conduit finalement à lier la membrane permettant (C) la fusion des 
membranes et la libération de contenus granulaires (D). Ce modèle est le cœur de la 
machine SNARE qui est exprimée de manière omniprésente dans toutes les cellules 
eucaryotes. D’après Golebiewska EM et al. (British journal of haematology. 2013)123. ©, 
2013 British Journal of Haematology. 
 

Les plaquettes contiennent 7 familles de GTPases. Parmi ces enzymes, on trouve la 

famille rab qui rassemble plus de 60 membres et qui est associée à tous les événements de 

transport vésiculaire dans de nombreuses cellules124. Les unes contrôlent la maturation des 

granules denses et d’autres régulent le flux de Ca2+ nécessaire à l’exocytose123, 125. La 

suppression de la GTPase rab27b induit un défaut de nombre des granules et de la sécrétion, 

ce qui implique le rôle important de ces GTPases dans la sécrétion plaquettaire59, 123, 126. 

L’équipe de Huang et al127 a utilisé les petites GTPases comme marqueurs pour montrer la 

présence de deux populations distinctes d’endosomes : les endosomes précoces et les 
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endosomes recyclés. Ces compartiments distincts liés à la membrane peuvent être des 

stations de cheminement pour les molécules internalisées128. Les GTPases lient des 

protéines comme la Protein unc-13 homolog D (Munc13D ou Munc13-4) qui est très 

exprimée dans les plaquettes et qui a été initialement identifiée comme une protéine de 

liaison à rab27b. Rab27b régule la sécrétion des granules denses par sa liaison à Munc13D, 

suggérant le rôle important de ces GTPases dans la sécrétion des plaquettes123, 126. 

La PKC phosphoryle la mammalian uncoordinated-18 en inhibant son interaction 

avec la Stx 4, la libérant pour se lier aux vSNARE et réguler ainsi la fusion membranaire129 
130. Étant donné que Munc18c est associé avec les Stx 2 et 4, il joue donc un rôle important 

via son intervention dans les événements de sécrétion plaquettaire. La dissociation de la 

protéine Munc18c et de la Stx 4 induite par le Ca2+ favorise l’exocytose, où ce processus 

est probablement dû à la phosphorylation de la PKC121 113 131. 

 De plus, la phosphorylation d’une autre protéine appartenant à la même famille, 

soit la mammalian uncoordinated-18, affecte la dynamique de la sécrétion ainsi que la 

cinétique, mais pas le nombre d'événements plaquettaires132. Il a été également démontré 

que la phosphorylation de Munc18a a diminué son affinité pour la Stx d’environ 100 fois132 
133 et que la phosphorylation de Munc18a contrôle le processus de fusion membranaire, 

mais peut ne pas jouer de rôle dans l'assemblage du complexe SNARE130. Il existe encore 

quelques incertitudes concernant les protéines clés ayant un impact direct sur la sécrétion 

plaquettaire, mais il semble donc que les protéines mammalian uncoordinated-18 soient 

nécessaires pour l'exocytose et l’agrégation plaquettaire. 

La PKC phosphoryle également la Stx 4 et la SNAP-23, qui modulent probablement 

leurs interactions favorisant la fusion vésiculaire134. Il a été rapporté que la PKC dans les 

plaquettes activées et ses effets inhibiteurs sur la liaison de la Stx 4 peuvent jouer un rôle 

important dans le processus de signalisation intracellulaire et de la sécrétion plaquettaire135. 

De ce fait, la phosphorylation par la PKC peut être importante pour moduler les interactions 

du complexe SNARE pendant le trafic membranaire et la fusion vésiculaire. 

Plus récemment, des études évaluant les mécanismes moléculaires de la fusion des 

membranes plaquettaires ont démontré le rôle des protéines SNARE comme des 

régulateurs importants de la sécrétion136, 137. Plusieurs SNAREs sont phosphorylées d’une 

manière dépendante de la PKC132, 134, 138. Chez la souris, il a été montré que l’absence de la 
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PKCα implique une réduction très importante de la sécrétion des granules α et δ en réponse 

aux agonistes,139 ce qui montre le rôle de cette classe de kinases dans la biogenèse des 

granules. Les différentes isoformes de PKC ont des fonctions spécifiques et figurent parmi 

les régulateurs importants de la sécrétion plaquettaire, ce qui montre leurs implications 

dans la formation du thrombus139 140. Finalement, il est clair que le contenu plaquettaire est 

hétérogène et que la sécrétion plaquettaire est une machinerie complexe qui assure un 

contrôle différentiel de protéines. 

1.4 La thérapie antiplaquettaire 
La thérapie antiplaquettaire joue un rôle important dans la gestion des maladies 

cardiovasculaires et vise à inhiber les voies d’activations plaquettaires qui sont impliquées 

dans les réactions thrombotiques et les complications de la maladie. Par conséquent, les 

patients qui risquent fortement de développer des maladies coronariennes (prévention 

primaire) et ceux qui sont atteints de maladie coronarienne (prévention secondaire) 

reçoivent des agents antiplaquettaires en prévention des événements thrombotiques. Les 

agents les plus fréquemment prescrits sont l’ASA et les inhibiteurs du récepteur P2Y12. Le 

premier inhibe la cyclo-oxygénase de type 1 (COX-1), l’enzyme responsable de la 

formation de TXA2 (un activateur plaquettaire et un vasoconstricteur), et l’autre inhibe la 

fixation de l’ADP au récepteur P2Y12
141 (Figure 5). L’ADP est responsable de 

l’amplification du signal plaquettaire et du recrutement des plaquettes avoisinantes via sa 

liaison au P2Y12
30. La double thérapie, en associant l’ASA avec un antagoniste des 

récepteurs P2Y12 comme le Clopidogrel, le Prasugrel ou le Ticagrelor, a été évalué 

bénéfique chez des patients avec un syndrome coronarien aigu (SCA) et/ou ceux subissant 

une intervention coronarienne percutanée142. 

La thérapie antiplaquettaire repose aussi sur d’autres types d’inhibiteurs 

pharmacologiques qui visent un autre type de récepteur, tels que l’intégrine αIIbβ3 qui est 

inhibée par des antagonistes spécifiques comme l’Abciximab.  La stimulation des 

plaquettes en circulation par des agonistes tels que le collagène, la thrombine, ou par des 

forces biomécaniques, telle la contrainte de cisaillement, entraîne l'activation des 

plaquettes via une signalisation qui produit des changements de conformation de l'intégrine 
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αIIbβ3, conduisant à une agrégation plaquettaire qui sera abolie par l’intervention d’un 

antiplaquettaire141 (Figure 5). 

 

 
 

Figure 5: Sites d’actions des antiplaquettaires 
 D’après Abuqayyas S et al. (Eur Respir Rev. 2017;26)143. 

 

Dans la partie suivante, nous décrivons seulement les antiplaquettaires qui ont été utilisés 

dans le cadre de ce projet de recherche.  

1.4.1 L’ASA 

Les effets pharmacologiques de l’ASA ou l'aspirine sont médiés principalement par 

son interférence avec la biosynthèse des prostaglandines et persistent au cours du cycle de 

vie des plaquettes144. Cette voie de synthèse commence par la génération de l’AA qui 

constitue ensuite le substrat sur lequel se déroule une série de réactions enzymatiques afin 

de libérer les prostaglandines par les cyclooxygénases (COX), puis le TXA2 par le 

thromboxane synthétase50. Même à faible dose, l’ASA inhibe la synthèse des 
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prostaglandines ce qui inhibe à son tour la voie d’amplification de l’activation plaquettaire 
141. 

L’ASA est rapidement absorbé par l'estomac et l'intestin, et les concentrations 

plasmatiques maximales surviennent 30 à 40 minutes après l'ingestion. Ainsi, l'inhibition 

de la fonction plaquettaire est évidente après 1 heure144. 

Il existe deux isoformes de COX, soit les isoformes 1 et 2. La COX-1 est la forme 

constitutive au niveau des plaquettes, alors qu’une faible expression de la COX-2 a été 

détectée au niveau des plaquettes humaines50. Le mécanisme moléculaire de l'inactivation 

permanente de l'activité de l’enzyme par l'ASA est dû à l'acétylation d'un résidu de sérine 

situé en position 529 de la COX-1 et en position 516 de la COX-2, ce qui empêche l'accès 

du substrat au site catalytique de l'enzyme 141, 144 145.  

Une méta-analyse a démontré que la prévention primaire chez les patients à haut 

risque repose sur l’utilisation d’une dose journalière de 75 mg d’aspirine. De même, la dose 

optimale suggérée pour les patients après un SCA est aussi de 75 mg en prévention 

secondaire146-148. Pour les préventions secondaires, une double thérapie à l’aspirine en 

association avec un deuxième antiagrégant plaquettaire comme un inhibiteur du récepteur 

P2Y12 montre une meilleure efficacité146. Dans les années 80, la deuxième étude 

internationale sur l’infarctus du myocarde (IM), (ISIS-2)149 a démontré que l'aspirine était 

aussi efficace pour réduire la mortalité vasculaire que la streptokinase (appartenant à la 

famille des médicaments fibrinolytiques), sans induire une hémorragie cérébrale. Dix ans 

plus tard, le même résultat a été démontré150. L'efficacité de l'aspirine comme un moyen de 

prévention de l’IM et de la mort vasculaire chez les patients atteints d'athérosclérose est 

évidente. L’étude d’Antithrombotic Trialists Collaboration146, qui a mené 100 essais avec 

l’aspirine, a rapporté une réduction de 25% de tous les événements vasculaires, une 

réduction de 30% de l’IM et une réduction de 15% des décès comparativement au placebo. 

Les bénéfices sur l’ensemble des événements dépassent largement le risque de 

saignement151. L’aspirine reste donc une partie essentielle du traitement et de prévention 

secondaire des syndromes ischémiques. 

Un autre point à souligner quant à cet antiplaquettaire est le problème de la 

 « résistance » qui contribue à la réponse variable des patients au traitement. Des données 

suggèrent que des patients pourraient être hyporéactifs à l'aspirine et que ce manque de 
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réponse pourrait être associé à des événements ischémiques récurrents. Les patients 

résistants à l'aspirine présentent un risque plus élevé de morbidité cardiovasculaire à long 

terme152, 153. La résistance biochimique réelle à l'aspirine, mesurée par l'activité directe de 

l'enzyme COX-1, n'est observée que chez un nombre faible de patients (<1%)154. 

1.4.2 Les inhibiteurs des récepteurs purinergiques P2Y12  

 En général, la liaison de l’ADP au P2Y12 inhibe l’activité de l’adénylate cyclase qui 

assure le maintien des plaquettes au repos par la libération de l’AMPc155. 

Le récepteur P2Y12 est également impliqué dans la potentialisation de la sécrétion 

plaquettaire indépendamment de la génération de TXA2156 et intervient dans la stabilisation 

des agrégats plaquettaires induite par la thrombine ou le TXA2155 157. La ticlopidine a été 

la première thiénopyridine à être utilisée en clinique au début des années 90. Elle a 

démontré un bénéfice significatif pour la prévention des événements cardiovasculaires 

secondaires après un SCA158. L’aspirine pourrait inhiber l’effet de l’agrégation induite 

seulement à de faibles doses d’ADP. À forte dose d’ADP, il faut l’intervention des agents 

antiplaquettaires tels que le Clopidogrel, le Ticagrelor ou encore le Prasugrel. Le métabolite 

actif du Clopidogrel qui appartient à une famille de huit stéréo-isomères a été identifié au 

cours de l’année 2000 par Savi et al.159. Il s’agit d’une inhibition irréversible qui s’effectue 

au niveau de la protéine P2Y12. Le Clopidogrel inhibe sélectivement le récepteur P2Y12 

sans avoir un effet sur les récepteurs P2Y1 et P2X1 de l’ADP160 161. Les récepteurs P2Y1 et 

P2Y12 sont différentiellement impliqués dans l'agrégation plaquettaire, le P2Y1 ne jouant 

qu'un rôle mineur, tandis que le P2Y12 soutient l'amplification de ces réponses155. La liaison 

de l’ADP à P2Y1 stimule l’activation du récepteur αIIbβ3, ce qui entraîne la mobilisation 

du Ca2+, le changement de forme et l’agrégation transitoire des plaquettes162 163. Notons 

que cet antiplaquettaire inhibe l’activation du récepteur αIIbβ3en réponse à l’ADP sans 

avoir à moduler les niveaux du Ca2+ plaquettaires161 162.  

  Le bénéfice de la double thérapie a induit une avancée spectaculaire dans le 

traitement des SCA, mais le risque des saignements est à prendre en considération chez ces 

patients pendant le traitement164, 165. Un nombre important de patients continue de présenter 

des complications thrombotiques récidivantes lors du traitement par le clopidogrel165. Une 

variabilité dans la réponse au traitement est a été attribuée aux polymorphismes génétiques 
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et à la pharmacocinétique de la molécule166-169. Jusqu'à 25%, des patients avec un sous ST-

segment-elevation myocardial infraction présentent une résistance à cet inhibiteur168. 

Deux nouveaux antagonistes puissants de l’ADP comme le Prasugrel et le 

Ticagrelor réduisent les complications thrombotiques, mais leurs métabolismes sont 

différents de celui du clopidogrel170, 171. Ces nouveaux antiplaquettaires ont un profil 

pharmacocinétique et pharmacodynamique plus favorable que le Clopidogrel et ne 

semblent pas interagir avec les polymorphismes génétiques identifiés à ce jour. Les 

variantes génétiques du cytochrome ont des effets variables sur la réponse inhibitrice 

plaquettaire du Clopidogrel et du Prasugrel, en raison de leurs voies métaboliques distinctes 

menant à la production de métabolites actifs. Le Ticagrelor agit comme antagoniste de 

l'ADP à action directe et réversible et ne subit pas de biotransformation dépendante de ces 

cytochromes172, 173 142.  

1.4.3 Les inhibiteurs du récepteur αIIbβ3 

Cette intégrine plaquettaire est hautement exprimée au niveau de la surface 

plaquettaire et elle est connue depuis longtemps comme un récepteur d’adhésion et 

d’agrégation. Ce récepteur subit un changement de conformation, suite à l’activation 

plaquettaire, qui lui permet de fixer différents ligands tels que le fibrinogène qui forme des 

ponts entre plaquettes activées, induisant ainsi une agrégation plaquettaire92, 174. Dans les 

plaquettes au repos, l'intégrine αIIbβ3 est maintenue dans un état de faible affinité175. Il 

existe maintenant de nombreuses preuves selon lesquelles l'αIIbβ3 activé peut agir en tant 

que transducteur de signal en se couplant à des effecteurs intracellulaires pour générer une 

multitude d'événements de signalisation. L'étalement plaquettaire, la formation de 

thrombus stable et la rétraction du caillot impliquent des contributions importantes de la 

machinerie plaquettaire et, par conséquent, une signalisation via l’intégrine  αIIbβ3176 199. 

La famille SFK joue un rôle dominant dans ces événements de signalisation. La liaison du 

ligand à l’intégrine αIIbβ3 déclenche une signalisation outside-in avec une affinité élevée. 

La signalisation déclenchée met en jeu plusieurs kinases parmi lesquelles on trouve les Src, 

Spleen tyrosine kinase, PI-3K, SLP-76 et PLCγ2. Cette signalisation mène à la sécrétion 

du contenu des granules et à la génération de TXA276 177 178, 179. D’autres effecteurs sont 

impliqués dans la sécrétion et la désensibilisation des récepteurs tels que les isoformes de 
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la PKC84. Il a été rapporté que les isoformes PKCβ et PKCθ sont associées à des queues 

cytoplasmiques de l'intégrine β3175, ce qui a fait de ce récepteur une cible pharmacologique 

intéressante afin de bloquer l’agrégation des plaquettes180, 181. Les traitements actuels sont 

l’Abciximab, le Tirofiban et l’Eptifibatide et sont administrés par voie intraveineuse182. 

L’Abciximab (ReoPro®) se lie irréversiblement à son récepteur afin de bloquer  la liaison 

de fibrinogène et d'autres molécules d'adhésion, ce qui supprime l’agrégation 

plaquettaire183. Il s’agit du premier composé qui a été introduit en clinique dans cette classe 

et qui est  un fragment Fab (Fragment de liaison de l’antigène) chimérique d'un anticorps 

monoclonal184.  Après le succès clinique du composé, l'Abciximab est devenu la molécule 

modèle pour la poursuite du développement de médicaments. À noter que le site de liaison 

de l’Abciximab est situé au niveau de la sous-unité ß du récepteur et il est différent de celui 

de l’Eptifibatide et du Tirofiban qui sont des inhibiteurs peptidiques180, 185. 

 Finalement, pour avoir un meilleur effet antiplaquettaire, les lignes directrices 

actuelles recommandent que l’ASA soit prescrit à vie chez des patients atteints d’une 

maladie coronarienne, et que la combinaison d’ASA avec un inhibiteur des récepteurs 

P2Y12 soit initiée lors d’un SCA ou d’une intervention percutanée de revascularisation et 

soit maintenue pour 12 mois186.  

Plusieurs autres types d’agents antiplaquettaires comme l’antagoniste du PAR-1 le 

Vorapaxar et d’autres qui sont actuellement en développement clinique comme les 

antagonistes des récepteurs P2Y1, les inhibiteurs oraux des glycoprotéines, des 

antagonistes du récepteur GPVI187 188, mais ne seront pas abordés dans le cadre de cette 

thèse.  
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Chapitre 2 :  Le Brain-Derived Neurotrophic Factor 
(BDNF) 
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2.1 Les neurotrophines 
Les neurotrophines (NTs) sont des protéines qui régulent différentes étapes du 

développement biologique et de fonctions neuronales comme la survie et la synaptogenèse 

tant à l’échelle embryonnaire qu’à celle de l’âge adulte.  Elles sont d’abord synthétisées en 

tant que pro-NTs qui sont activées biologiquement et subissent un clivage enzymatique 

afin de libérer la forme mature189. Il s’agit d’un groupe de protéine qui inclut le NGF (Nerve 

Growth Factor), le BDNF, la NT3, la NT4 et la NT5 au niveau du cerveau des mammifères. 

Il a été mis en évidence qu’elles sont neuroprotectrices et qu’elles agissent afin de permettre 

la survie neuronale. Ces actions sont médiées par l’intermédiaire de deux types de 

récepteurs; les TrK appartenant à la famille des récepteurs à activité tyrosine kinase et les 

récepteurs p75NTR 190, 191. Le p75NTR est un récepteur transmembranaire de type I, qui 

possède un domaine extracellulaire, un  domaine intracellulaire, un domaine de mort  ainsi 

qu’un domaine d’activation pour la  protéine G192. Ce récepteur a été considéré comme 

récepteur de NT de « faible affinité ». Bien qu'il ne possède pas de domaine kinase, le 

p75NTR peut coopérer avec de nombreux partenaires comme la sortiline pour former des 

complexes de récepteurs multimèriques193, 194. En plus des interactions extracellulaires, le 

domaine intracellulaire de p75NTR peut également interagir avec des protéines adaptatrices 

comme le TNF Receptor Associated Factor 6 (TRAF6) 1, 195, 196. Des déficits sensoriels et 

sympathiques importants, mais incomplets, sont observés chez des souris dépourvues de 

p75NTR 197, 198. Les effets biologiques lors de la signalisation par les NTs et/ou les pro-NT 

via les récepteurs TrK et/ou p75NTR, sont différents et souvent opposés. Il s’agit d’un 

phénomène qui repose sur la nature du ligand et la voie intracellulaire activée. Des 

recherches rapportent que l’activation des récepteurs TrK par les NTs va promouvoir la 

survie cellulaire et la transmission synaptique, alors que des preuves solides existent à 

l'appui d'un rôle opposé lors de l’activation du récepteur p75NTR qui repose sur le 

déclenchement de la voie de l’apoptose (Figure 6)199 1. Le BDNF, et les NT4 / 5 peuvent 

chacun se lier au récepteur TrKB. Le NGF est le ligand du récepteur TrKA. Le NT3 semble 

être le ligand des récepteurs TrKC200 201. Par conséquent, le récepteur p75NTR lie les NTs 

et les pro-NTs et il serait le récepteur par haute affinité au pro-BDNF202 qui est le 

précurseur de la forme mature du BDNF. Les NTs agissent via une voie autocrine ou 
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paracrine suite à l’activation de leurs récepteurs spécifiques. L’interaction entre le BDNF 

et le TrKB est à l’origine de plusieurs processus dont la survie cellulaire et la régulation de 

l’activité synaptique193. 

 
Figure 6: Le yin et le yang des récepteurs et des fonctions des NTs. 
D’après Lu B et al. (Nature reviews Neuroscience. 2005;6:603-14)1. © 2005, Springer 
Nature.  

2.2 Le BDNF au niveau central 
Le BDNF est une NT qui a été découvert en 1982 où 1 μg / 1.5 kg a été isolé au 

niveau du cerveau porcin. Il s’agit du deuxième facteur découvert peu de temps après le 

NGF203-205. Le BDNF est une protéine neuroprotectrice qui joue un rôle dans le 

développement et la maturation du SNC en stimulant la survie, la différenciation, le 

maintien de la plasticité synaptique et l’induction de la neurogenèse et la synaptogenèse. 

La fonction neuronale du BDNF est principalement médiée par son récepteur tyrosine 

kinase ou TrK, qui se retrouve sur les terminaisons synaptiques6 4 206-208 209. Il participe à 

la croissance et à la ramification des terminaisons axonales des neurones périphériques et 

centrales. De plus, il a été démontré chez la souris que la suppression de TrKB pendant le 

développement neuronal entraîne une diminution des varicosités axonales, une diminution 

du nombre des synapses et une altération de la morphologie ultra-structurale des synapses 



 

25 

de la région CA1 de l'hippocampe, ce qui met en évidence son rôle dans l’embryogenése210, 

211 212. Il a été suggéré que le BDNF avait la capacité de contrôler non seulement le maintien 

de la structure dendritique, mais aussi la forme et le nombre des épines dendritiques. Des 

recherches montrent que la signalisation du BDNF-TrKB régule de manière sélective la 

croissance dendritique. Le contrôle de la croissance dendritique peut mettre en jeu deux 

voies de signalisations via la phosphorylation de TrKB soient la voie de l’AMPc et la voie 

de la PLCγ213, 214 215.  En se liant à son récepteur, le BDNF régule sa propre production. 

Cette boucle d’autorégulation pourra être en effet crucial dans le contrôle de 

développement, la croissance, la forme et la densité des neurones216 217. La signalisation du 

BDNF qui assure la plasticité synaptique passe par les récepteurs inotropes au glutamate 

N-Methyl-D-aspartate (NMDA). À travers le BDNF, ce récepteur est un acteur principal 

dans la consolidation de la mémoire qui se fait par une interaction directe ou indirecte avec 

le récepteur NMDA. Certains auteurs se sont mis d’accord sur le fait que le BDNF modulait 

l'activité des récepteurs NMDA qui aurait un impact sur les fonctions cognitives218-220. 

L’élévation des concentrations calciques régule l’ARNm de la NT et sa sécrétion. Il s’agit 

d’un mécanisme courant afin d’induire la transcription du gène du BDNF au niveau du 

SNC dont la signalisation se fait via l’augmentation des niveaux de l’AMPc et de 

l’activation des certaines voies intracellulaires telles que la voie AMPc Response Element-

binding protein (CREB), la voie nuclear factor-kappa B (NFκB), la voie Ca2+/calmodulin-

dependent protein kinase (CaMKII)  ou encore de  Nuclear factor of activated T-cells 

(NFAT)221 222 223. Une fois libéré au niveau des synapses, le BDNF active les récepteurs 

TrKB, ce qui entraîne l’activation des cascades de signalisation en aval et l’expression 

ultérieure de gènes essentiels à la survie et à la plasticité des neurones. La signalisation par 

le BDNF entraîne également des effets rapides sur l'excitabilité membranaire et la 

transmission synaptique, notamment en modifiant la cinétique d'activation des récepteurs 

NMDA et en augmentant le nombre de vésicules synaptiques au niveau des terminaisons 

présynaptiques (Figure 7)224. 

Au niveau de l’hippocampe adulte, le BDNF mature joue un rôle primordial dans 

le maintien de la potentialisation à long terme. Ce phénomène va permettre une 

transmission du signal plus efficace entre deux neurones, ce qui va promouvoir la 

transmission synaptique. Les niveaux élevés du Ca2+ déclenchent l'activation de courte 
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durée de plusieurs enzymes qui interviennent dans l'induction de la potentialisation. Grâce 

à ses actions sur les NMDA, le BDNF pourrait aussi moduler la potentialisation à long 

terme par le renforcement de l’influx du Ca2+ au niveau des terminaisons dendritiques225 
226 227. Or, un déficit au niveau des taux centraux du BDNF a une conséquence importante 

sur la signalisation synaptique. Il a été noté que les effets du BDNF mature ne se limitent 

pas qu’à l’induction de la potentialisation à long terme. En effet, il peut y avoir un rôle 

inhibiteur pour promouvoir celle-ci en inhibant le signal de la dépression à long terme, qui 

est considéré comme une atténuation de la transmission synaptique, dans l’hippocampe et 

le cortex visuel. Dans ce cas, le rôle du BDNF est bidirectionnel228, 229. 
 

 
Figure 7: Les actions biologiques du BDNF. 
Lorsqu'un potentiel d'axone atteint la terminaison présynaptique, l'influx du sodium 
dépolarise la membrane plasmique, ce qui déclenche l'influx du Ca2 + et la libération du 
glutamate. Le glutamate se lie aux récepteurs spécifiques au niveau de la membrane 
postsynaptique. L'induction de ces récepteurs entraîne une dépolarisation de la membrane 
et l’augmentation du Ca2+. Cette action engage les voies de signalisation CaMK, CREB et 
NFκB qui induisent à leur tour la transcription génétique du BDNF. D’après Marosi K et 
al. (Trends in endocrinology and metabolism: TEM. 2014;25:89-98)224. © 2014, Elsevier 
Ltd. 
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Le BDNF est impliqué dans la récupération neurologique post-ischémique, car le 

prétraitement au BDNF, intraventriculaire chez le rat, réduit la taille de l'infarctus après 

une occlusion transitoire de l'artère cérébrale moyenne230, ce qui  améliore la récupération 

des fonctions neurologiques après une lésion cérébrale ischémique. En 2009, l’équipe de 

Ploughman et al.231 publiait la première étude démontrant l’importance du BDNF dans le 

réapprentissage de la motricité après un AVC. Il a été proposé qu’il soit possible que l’effet 

du BDNF dans cette récupération passe à travers plusieurs mécanismes : le premier 

consisterait en la protection contre les lésions ischémiques aigües; suivi par l’induction de 

l’angiogenèse et finalement, la stimulation de la neurogenèse et de la plasticité 

synaptique232. De ce fait, il est évident que le rôle du BDNF au niveau du SNC est d’une 

importance cruciale. 

2.3 Structure génétique du BDNF  
Chez l’homme, le gène codant le BDNF est au niveau du chromosome 11p de la 

région p13 et 14. Le gène du BDNF humain couvre environ 70 kb. Le gène du BDNF 

humain et des rongeurs contiennent neuf exons (I – IX), où chaque exon possède son propre 

promoteur, résultant en au moins 10 transcriptions différentes, et tous les transcrits sont 

traduits en une protéine BDNF identique. La distribution des exons se trouve au niveau 

central et périphérique, de ce fait on trouve les exons I, II et III au niveau du SNC et l’exon 

IV dans le cœur et les vaisseaux (Figure 8). L’exon IV a été le plus caractérisé et a été 

reconnu comme source de promoteurs qui régulent l’expression du BDNF. De plus, les 

exons I, II, IV et VI du BDNF sont hautement conservés entre les humains et les rongeurs 

et la structure spatiale protéique de la NT s’organise en cinq boucles assemblées avec 

plusieurs ponts disulfures233-237. Le BDNF mature est hautement conservé et cette 

caractéristique a été rapportée chez plusieurs espèces notamment l'homme237, la 

souris238 239, le rat240 239et le poisson zèbre241. Ce degré de conservation concerne aussi le 

prodomaine de la protéine qui serait très important non seulement pour le repliement de la 

protéine, mais aussi il pourrait avoir des rôles biologiques intéressants au niveau de 

l’organisme 242,243, 244. Il est à noter que le BDNF se retrouve sous forme de monomère, 

dimère ou hétérodimère. Il peut former un complexe hétéromérique avec d’autre NTs telle 
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que le NT3 et le NGF avec des niveaux de stabilités différentes245, 246. L’activité du BDNF 

sous forme de monomère semble être plus faible que la forme dimérique qui possède une 

conformation beaucoup plus stable243. 

 

 
Figure 8: Structure génomique de BDNF humain.  
Les exons sont colorés selon l'étude présentée. Les exons sont représentés par des cases 
tandis que les introns sont représentés par des lignes. Figure adaptée de Notaras et al. 
(2018). © 2018, Neuroscientist. 
 

Au niveau du gène humain, un siège de polymorphisme qui se localise au niveau 

du codant 66 a été rapporté; celui-ci se traduit par une méthionine (Met) au lieu d’une 

valine (Val). Ce remplacement altère la sécrétion de BDNF dépendante de l'activité 

neuronale247. La mutation Met-BDNF est exprimée chez 40% des humains qui sont 

homozygotes (5%) ou hétérozygotes pour cette mutation247, 248. Il a été démontré 

précédemment que les transcrits portants le polymorphisme Met66 du BDNF montrent une 

diminution du trafic dendritique de la protéine, ce qui induit à des troubles comprenant la 

performance de la mémoire249.  

2.4 Expression du BDNF dans le SNC 
Les premières études ont permis de localiser le BDNF au niveau du cortex par 

l’identification d’une grande quantité de son ARNm250-252. L'analyse 

immunohistochimique a révélé une localisation neuronale étendue du BDNF dans de 

nombreuses zones du SNC, mais de manière importante au niveau de l’hippocampe253. Les 

cellules qui présentent une quantité importante du BDNF sont les cellules pyramidales 

hippocampiques de la région CA3254, 255. De même, sa localisation a été identifiée au niveau 
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du néocortex, l’amygdale et le cervelet, et il est considéré comme un modulateur 

biologique; étant donné qu’il est libéré par les vésicules sécrétoires pré et post 

synaptiques256. Plusieurs études ont eu recours à des cultures neuronales préparées à partir 

de l'hippocampe de rongeur au stade embryonnaire pour démontrer que le BDNF est 

localisé au niveau des axones et des dendrites257-259.  

2.5 Maturation et sécrétion du BDNF 
Au niveau du SNC, le pré-pro-BDNF (la forme précurseur du pro-BDNF) est clivé 

par les protéases extracellulaires. Une première séquence mature comportant 118 acides 

aminés sera libérée, possédant un poids moléculaire de 14 kDa248 soit le BDNF mature 

ainsi qu’une deuxième séquence de 17 kDa soit le pro-domaine260, 261 ou encore une forme 

tronquée du BDNF de 28 kDa, avec une activité biologique encore inconnue260.  

Ces actions seront exécutées par les furines, les convertases PC 1/7 ou sous l’action 

des métalloprotéinases matricielles (MMP), MMP3 et MMP7, les plasmines, et/ou 

l'activateur tissulaire du plasminogène262. Les NTs peuvent exercer leurs actions cellulaires 

selon deux voies de sécrétion, la première est la voie constitutive et la seconde est la voie 

régulée248, 257, 263. D’une manière plus précise, l’ARNm du BDNF est traduit au niveau du 

ribosome. Le pré-pro-BDNF est séquestré au niveau du réticulum endoplasmique et une 

fois au niveau des vésicules du réseau transgolgien, les protéases peuvent le cliver et le 

BDNF mature sera libéré de manière constitutive. En revanche, si le pro-BDNF s’accumule 

dans les vésicules sécrétoires immatures contenant les enzymes de clivage, le BDNF 

mature sera délivré vers la membrane plasmique dans des vésicules de sécrétion matures. 

Sa libération se fait que lors d’un signal qui va lui permettre d’être relâché sous sa voie de 

sécrétion régulée (Figure 9)264. La sécrétion ainsi que la synthèse du BDNF augmentent 

sous l’action de différents stimuli tels que le Ca2+, une voie prédominante de signalisation 

au niveau post-synaptique. L’élévation des concentrations calciques régule l’ARNm de la 

NT et sa sécrétion. Il s’agit d’un mécanisme courant afin d’induire la transcription du gène 

du BDNF au niveau du SNC. Après la sécrétion, les effets du BDNF peuvent être autocrine 

ou paracrine, ceci dépendra du site d’expression de son récepteur TrKB221 222 223. 
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Figure 9: La voie du BDNF de la synthèse à la sécrétion au niveau des neurones. 
D’après Lessmann V, et al. (Progress in neurobiology. 2003;69:341-74)264. © 2003, 
Elsevier Ltd. 

 

Certains auteurs rapportent que les neurotransmetteurs peuvent affecter la sécrétion 

du BDNF. Le glutamate,265 l’acétylcholine,266, 267 la dopamine268 et la sérotonine269 ont un 

effet inducteur sur la sécrétion de BDNF. Or, l’équipe de Zafra et al. 270 rapporte que l’acide 

gamma-aminobutyrique inhibe la sécrétion de la NT, car la stimulation de ce système réduit 

l’ARNm du BDNF dans l’hippocampe et dans les noyaux septaux.  

Les avis scientifiques quant aux quantités du BDNF synthétisé sont en dépit des 

controverses théories concernant la synthèse du pro-BDNF. D’après l’équipe de 

Matsumoto et al.271 en 2008, les neurones ont une capacité très limitée à secréter le pro-

BDNF : il s’agirait en fait d’une biosynthèse transitoire intermédiaire. Par contre, l’équipe 

de Yang et al.272 en 2009 a rapporté que les neurones peuvent le produire et que les niveaux 

du pro-BDNF sont élevés au niveau du SNC postnatal chez la souris.  

2.6 Transport du BDNF 
D’un point de vue classique, le BDNF est libéré selon la voie régulée ou constitutive 

et il sera par la suite exprimé au niveau des terminaisons axonales suivant un mode de 

transport rétrograde (des terminaisons axonales jusqu’au soma). Les vésicules peuvent être 

transportées du soma jusqu’aux terminaisons axonales selon la voie antérograde. La 
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concentration du BDNF va dépendre de son mode de transport. Quand les expressions sont 

élevées, c’est le mode antérograde qui sera suivi264.  En 1974, les premières études in vivo 

ont montré que l’injection intraoculaire de NT radioactifs (125I-NGF), se traduit par une 

accumulation préférentielle de radioactivité dans les ganglions cervicaux supérieurs du 

côté de l’injection, ce qui promouvait un transport axonal rétrograde273.  Dans le même 

contexte, au niveau des projections dans la rétine, il a été démontré que cinq différents NT 

(incluant le BDNF) avaient un transport de direction antérograde commençant des corps 

cellulaires jusqu’aux terminaisons axonales afin d’être libérées274. Des données montrent 

que le BDNF emprunte le transport antérograde axonal et laisse penser que la signalisation 

du BDNF ne repose pas sur le mode connu de la délivrance d’un facteur d’une cellule cible 

postsynaptique à une autre présynaptique. Le transport antérograde semble être le plus 

utilisé par le BDNF et a été observé dans différentes régions du cerveau275, 276.  

Parmi les protéines impliquées dans le transport du BDNF, on trouve la sortiline, 

aussi connue sous le nom de neurotensin receptor 3, qui est exprimée au niveau du SNC et 

périphérique et qui interagit avec le BDNF pour réguler son trafic intracellulaire. La 

sortiline appartient à la famille des récepteurs vascular protein sorting 10277 et agit comme 

corécepteur pour les pro-NTs au niveau de la membrane et comme protéine de transport au 

niveau intracellulaire. Elle est abondante au niveau de l’appareil de Golgi, l’endosome, les 

axones, les vésicules synaptiques et les granules. Elle a été colocalisée avec le BDNF au 

niveau des granules sécrétoires. Or, la présence de la forme tronquée de la sortiline perturbe 

le trafic du BDNF, ce qui suggère son rôle dans la sécrétion du BDNF, et son effet sur la 

biodisponibilité du BDNF1 278, 279. 

2.7 Le récepteur TrKB  
Le gène humain de TrKB a été identifié au cours des années 80 lors d’une biopsie 

du carcinome du côlon, ce qui a permis de découvrir un nouveau membre de la famille des 

tyrosines kinases composées de 790 acides aminés280.  Il contient au moins 24 exons et 

peut créer jusqu’à 100 isoformes pouvant coder 10 protéines différentes281. Peu de temps 

après, deux formes de récepteurs ont été suggérées par les auteurs chez la souris soient le 

gp145trKB et le gp95trKB, actuellement définies comme la forme complète et la forme 

tronquée, respectivement. Ces deux structures du récepteur possèdent une différence au 
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niveau de la structure chimique. Seule la forme complète contient une longue région 

cytoplasmique, qui comprend un domaine catalytique tyrosine kinase282 281. La forme 

complète du récepteur est d’un poids moléculaire autour de 145 kDa et la forme tronquée 

est autour de 95 kDa281, 283, 284 282, 285, 286. Le rôle de la forme tronquée reste mal connu, mais 

des études suggèrent que ce récepteur possède la particularité de pouvoir inhiber la 

signalisation de la forme complète par le BDNF, bien que sa fonction exacte reste 

controversée287, 288.  La forme tronquée du TrKB peut lier à son tour le BDNF et agit en 

tant que récepteur négatif dominant, inhibant le signal du BDNF en formant des 

hétérodimères non fonctionnels avec la forme complète du récepteur288 289. Les formes 

tronquées pourraient se comporter comme une barrière efficace et sélective empêchant la 

signalisation du BDNF en l'éliminant par internalisation290. Par conséquent, le BDNF agit 

comme modulateur en régulant la signalisation de son propre récepteur. 

 
Le BDNF se lie sélectivement à son récepteur de haute affinité TrKB à des 

concentrations de l’ordre de 10
-9 

à 10
-10 M291. La signalisation du BDNF via la forme 

complète du récepteur module la différenciation et l'activité des neurones. Le BDNF active 

en aval le TrKB, ce qui provoque sa dimérisation et son activation et conduit à l'initiation 

de cascades de signalisation intracellulaire et de différentes réponses biologiques225, 286. 

Trois voies de signalisation intracellulaires principales seront activées lors de cette 

interaction :1) la phosphorylation au niveau de la tyrosine Y515 et le recrutement des 

molécules adaptatrices entraînent la signalisation via les protéines Ras–mitogen-activated 

protein kinase (MAPK), ce qui favorise la différenciation et la croissance neuronale; 2) 

l’induction de la cascade de PI3K qui permet la survie des neurones et d’autres types 

cellulaires par le biais de la molécule GRB-associated binder 1; 3) le recrutement de la 

PLCγ1 qui va induire la production de l’IP3 et le DAG, ce qui va activer les PKC et 

favoriser donc la libération du Ca2+ (Figure 10)225, 292 293. D’autres adaptateurs 

supplémentaires, contenant le domaine Src Homology 2, ont été identifiés et interagissent 

avec TrKB294. Chacune de ces voies de signalisation régule également la transcription des 

gènes et certaines peuvent être impliquées dans la potentialisation à long terme293, 295.   

Concernant les principales voies activées par le récepteur p75NTR via les pro-NT, il 

est connu que ce dernier agit comme inducteur de l’apoptose via un mécanisme majeur 
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mettant en jeu la c-Jun N-terminal kinase (JNK). Plus précisément, l’isoforme 3 de cette 

kinase, exprimé exclusivement dans le système nerveux, serait requis pour induire cet 

effet296 297. Or, via la fixation des NT, il a été rapporté que le même récepteur régule des 

voies de signalisation dont plusieurs favorisent la survie neuronale, telle la voie de NF-κB 

(Figure 10). De plus, en présence des récepteurs TrK, le récepteur p75NTR peut promouvoir 

les signalisations de ces derniers à la surface des cellules, en régulant négativement leurs 

ubiquitinations, où ceci est le cas des récepteurs TrKA et TrKB298. Dans le même contexte, 

ce récepteur régule l’activité des récepteurs TrK, en collaborant avec ceux-ci, afin 

d’augmenter leurs affinités pour leurs ligands et de promouvoir une liaison efficace et plus 

prolongée299. 
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Figure 10: La signalisation des NTs. 
Cette figure décrit les interactions de chaque NTs avec les récepteurs TrK et p75NTR et les 
principales voies de signalisation intracellulaire activées à travers chaque récepteur. Le 
récepteur p75NTR régule trois voies de signalisation principales. Chaque récepteur TrK 
contrôle également trois principales voies de signalisation. Chacune de ces voies de 
signalisation régule également les gènes de transcription. D’après Reichardt LF. 
(Philosophical transactions of the Royal Society of London Series B, Biological sciences. 
2006;361:1545-64).293 © 2006, the Royal Society. 
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Chapitre 3 :  Le BDNF et les maladies 
cardiovasculaires 
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3.1 Expression au niveau périphérique du BDNF 
Le BDNF était considéré comme une NT principalement exprimée par les neurones. 

Actuellement, il est bien démontré que d’autres sources cellulaires expriment le BDNF300. 

En dépit du manque des recherches sur la présence du BDNF au niveau périphérique, il a 

été prouvé que différents types cellulaires contiennent de BDNF, tels que la moelle 

épinière,301, 302, la microglie303-305, les astrocytes306, 307, les cellules mesenchymateuses308, 

309, les cellules épithéliales310, les lymphocytes B et T, les monocytes, les cellules 

endothéliales, les macrophages311-314, les MKs14, les plaquettes9, 11, les cellules musculaires 

lisses315 et les éosinophiles316.  

À l’échelle cellulaire, il a été rapporté que les cellules endothéliales314 et les cellules 

immunes (telles que les monocytes et les lymphocytes humains) expriment faiblement le 

gène du BDNF312. Dans le même contexte, des taux significatifs d'ARNm de ce dernier ont 

été détectés dans les MK à la fois chez le rat et chez l'homme. Les niveaux d'ARNm sont 

environ 200 fois plus élevés chez le rat et l'homme, par rapport à ceux que l’on observe 

chez la souris12.   

Au niveau tissulaire, le BDNF a été identifié au niveau des organes périphériques, 

dans les artères pulmonaires, les poumons, le cœur, le thymus, le foie, la rate, la rétine et 

les muscles33, 317-322. 

 La source de BDNF périphérique étant encore mal identifiée, il a été noté que de 

faibles taux (non significatifs) de  BDNF traversent la barrière hématoencéphalique323 324. 

Cependant, une  neuroprotection avec ce facteur reste possible après une administration 

par voie intraveineuse soit dans le cerveau antérieur transitoire325, soit lors d’une ischémie 

cérébrale focale permanente326 si le BDNF est conjugué avec un système médicamenteux 

qui cible la barrière hématoencéphalique. Selon un rapport récent327, une hypothèse 

concernant l’action du BDNF via l’organe subfornical a été proposée.  Il s’agit d’une zone 

située au niveau du SNC, ne possédant pas de barrière hématoencéphalique contrairement 

à la grande majorité des régions du cerveau, et fortement vascularisée connue pour ses rôles 

dans la régulation cardiovasculaire et neuroendocrinienne328. De plus, l'ARNm du BDNF 

et de son récepteur sont exprimés au niveau de cette zone329. Il a  été rapporté que les micro-
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injections de BDNF  chez les rats étaient spécifiques au site d’injection et avaient un effet 

sur la pression artérielle, car la micro-injection de BDNF dans des zones situées en dehors 

des limites anatomiques de cet organe était sans effet327. Ainsi, les organes ne contenant 

pas de barrière au niveau du SNC pourraient être un élément important de centre de contrôle 

autonome, où le BDNF exerce ses effets sur la régulation cardiovasculaire. 

Ces données suggèrent que le SNC pourrait être un contributeur du BDNF en 

circulation, mais il n’est pas la seule source; il est donc important que les études futures 

identifient la source primaire de BDNF périphérique; s’il s’agit du SNC, il serait important 

de démontrer son passage exclusif par la barrière hématoencéphalique. 

3.2 Effet de l’exercice sur les taux du BDNF  
Il existe des preuves que les taux de BDNF peuvent varier selon des facteurs comme 

l’exercice physique. Ce dernier augmente les taux du BDNF sérique chez les personnes 

actives330-332. De plus, il a été démontré que l’exercice augmente les niveaux de BDNF non 

seulement dans le cerveau et le sérum, mais aussi dans le muscle squelettique333. Il a été 

rapporté que l'expression du BDNF induite par l'exercice physique est associée à une 

expression accrue de plusieurs kinases de la voie PI3k / Akt334. De même, il a été démontré 

que les taux circulants de BDNF augmentent progressivement en fonction du temps lors de 

l’exercice335et que cette augmentation semble être reliée à la consommation d'oxygène336. 

L’équipe de Matthews et al337 a rapporté que les taux du BDNF en circulation augmentaient 

immédiatement après l'exercice et que la surexpression in vivo de la forme mature du 

BDNF dans le muscle squelettique ne permet pas de promouvoir sa concentration 

systémique, car celle-ci reste inchangée. De plus, le BDNF peut agir  comme une NT 

régulatrice pour atténuer l'augmentation de la pression artérielle pendant les périodes 

d'activité physique soutenues327. Des études sur les volontaires sains confirment une 

augmentation « essentiellement transitoire » des concentrations du BDNF après un exercice 

aigu338, 339.  Finalement, une méta-analyse regroupant 29 études a rapporté que le sexe a 

considérablement modéré l’effet de l’exercice des niveaux du BDNF, de sorte que le BDNF 

n’augmente pas autant chez les femmes après l’exercice que chez les hommes. Aucune 

différence significative n’a été rapportée entre les personnes en bonne santé et celles avec 

comorbidités (par exemple : le diabète)340. 
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 Il est donc difficile de conclure si les changements des niveaux sériques du BDNF 

causés par l’exercice résultent d’un changement au niveau central ou périphérique. 

3.3 Rôle du BDNF circulant au niveau cardiovasculaire 
La biologie moléculaire des maladies cardiovasculaires reste très complexe et liée 

à différents processus comme l’inflammation, la réparation vasculaire et l’angiogenèse34. 

Si le BDNF est une protéine importante dans le SNC par son effet protecteur, en est-il de 

même au niveau périphérique et plus précisément au niveau cardiovasculaire ? Au cours 

du développement précoce du muscle cardiaque, les NTs ainsi que leurs récepteurs assurent 

le bon développement et la croissance cardiovasculaire. Ils contribuent à la croissance des 

cellules endothéliales, des cellules vasculaires et du cardiomyocyte. Ils agissent aussi au 

cours du développement postnatal.34 

Le BDNF peut activer le facteur de la survie cellulaire NF-κB dans différentes 

cellules par la voie TrKB-PI3-k. Il a été constaté qu’une fois la voie de NF-κB inhibée, les 

effets du BDNF contre différents dommages comme la dépolarisation mitochondriale et la 

nécrose ont été diminués. Ainsi, le BDNF peut inhiber la nécrose par le renforcement du 

potentiel de la membrane mitochondriale341. Il a été aussi rapporté que le BDNF réduit 

l’expression des cytokines pro-inflammatoires et augmente celle des cytokines anti-

inflammatoires342, 343. Lors de l’inflammation, les cytokines pro-inflammatoires vont 

promouvoir la sécrétion du BDNF par les monocytes311.  L'effet cardioprotecteur du BDNF 

sur la viabilité des cardiomyocytes a également été remarqué après l’exposition de 

cardiomyocytes à l'hypoxie. Une augmentation du BDNF circulant favorise la survie des 

cardiomyocytes et est associée à une expression accrue de facteurs proangiogéniques grâce 

à une signalisation intracellulaire impliquant le récepteur TrKB284. Une faible 

concentration de BDNF a été aussi associée à des facteurs de risque connus de fibrillation 

auriculaire 344, 345. Par conséquent, le BDNF possède des propriétés multifonctionnelles et 

des effets potentiels dans des conditions de survie / défaillance cardiaques. Outre son rôle 

en neurobiologie, il est de plus en plus évident que le BDNF est également impliqué dans 

le développement cardiovasculaire et la physiopathologie. 

 Les rapports initiaux selon lesquels la concentration de BDNF est considérablement 

plus élevée dans le sérum que dans le plasma ont conduit à l'hypothèse que l'activation 
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plaquettaire stimule la libération de BDNF en circulation346 347. Cette information a été 

confirmée par la libération de BDNF par les plaquettes à l'aide d'agonistes plaquettaires 

puissants9.  Chez les volontaires sains, il a été rapporté que les taux moyens de BDNF sont 

étroitement corrélés à sa concentration plaquettaire348. La relation entre l'activité des 

plaquettes, la libération de BDNF et les maladies cardiovasculaires mérite d’être plus 

explorée lors des études futures. 

 Au niveau plasmatique, des résultats divergents ont été obtenus. Chez les patients 

avec un SCA, les taux plasmatiques de BDNF sont plus faibles349, 350 et une corrélation 

positive a été observée entre les taux plasmatiques de BDNF et de multiples facteurs de 

risque métaboliques 234, 351 à savoir que plus le taux de BDNF est faible et plus la personne 

est à risque . La diminution des taux de BDNF plasmatique pourrait être associée à de futurs 

événements coronaires352, 353. Notons que le BDNF plasmatique a été détecté en tant que 

facteur prédictif indépendant d’un événement coronarien majeur sur 4 ans chez les patients 

souffrant d’angine de poitrine 354 355. De plus, de rares données épidémiologiques suggèrent 

que des taux de BDNF élevés pourraient être associés à une diminution de risque 

cardiovasculaire et à une mortalité plus faible356. 

 Une autre étude357 a montré que les taux plasmatiques de BDNF augmentaient 

significativement quelques heures après une reperfusion myocardique et revenaient aux 

niveaux initiaux après 24 heures357.   

Une étude récente358 a mis en évidence l’effet antithrombotique du BDNF  plasmatique. 

Cet effet a été validé par une réduction de la densité du réseau de fibrine du thrombus. Le 

BDNF a affecté le réseau de fibrine de manière dépendante de la concentration en 

particulier, aux doses les plus élevées utilisées du BDNF, ce qui a permis une diminution 

d'environ 15% à 30% de la densité des fibres de fibrine358.  Avec le peu d’études soulevant 

des contradictions quant au rôle du BDNF dans l’hémostasie cardiaque, il est difficile de 

tirer une conclusion claire concernant les variations des niveaux de BDNF dans la 

pathologie cardiovasculaire, spécifiquement lors d’un SCA.  

 Par conséquent, bien que les données probantes suggèrent un rôle protecteur et 

bénéfique du BDNF, il pourrait toujours avoir des effets opposés qui nécessitent d’être 

identifiés dans les futures études.  
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Au niveau sérique, un taux élevé de BDNF pourrait diminuer le risque des maladies 

cardiovasculaires et avoir un rôle protecteur359, 360 361. Les auteurs ont également observé 

que les taux sériques de BDNF étaient nettement plus élevés chez les patients présentant 

un IM que chez ceux souffrant d'angine de poitrine avec un décompte plaquettaire 

similaire350. En outre, un décompte plaquettaire et une réactivité plus élevée ont été 

associés à des taux sériques de BDNF plus importants chez les patients atteints de diabète 

de type 2362. Cela semble indiquer que les plaquettes des patients avec un IM ont un taux 

de BDNF plaquettaire élevé et que l’augmentation de nombre des plaquettes ne conduit pas 

automatiquement à une augmentation des taux de BDNF plaquettaires dans certaines 

maladies. 

 Une seule étude350 a montré que les taux sériques de BDNF étaient plus élevés chez 

le groupe de patients avec IM que celui avec une angine de poitrine stable. Chez les patients 

avec IM, il a été constaté qu’il y avait une corrélation significative entre les taux de BDNF 

circulant et la P-sélectine soluble. En revanche, aucune corrélation n'a été observée chez 

les patients atteints d’angine stable. L'étude a suggéré que les taux sériques de BDNF chez 

les patients avec un IM pourraient être liés à l'activation des plaquettes et à la réponse 

inflammatoire. De plus, l’équipe de Tamura et al.8 a confirmé la présence de BDNF dans 

les granules-α avec une distribution cytoplasmique. Une fois les plaquettes stimulées, seul 

le BDNF granulaire était sécrété8. Cependant, il n’existe pas de données disponibles pour 

tirer une conclusion définitive sur les isoformes de BDNF situées au niveau de deux 

compartiments plaquettaires. Comme le BDNF a été détecté au niveau des granules dans 

les mêmes fractions que la P-sélectine8, et que leurs concentrations étaient positivement 

corrélées350,  il est possible que le BDNF et la P-sélectine soient relâchés par les mêmes 

mécanismes marquant ainsi l’activation plaquettaire. Il est donc probable que la P-sélectine 

soit directement associée aux taux circulants de BDNF, car ce dernier est relâché par 

dégranulation du contenu plaquettaire. 

 Les données suggèrent que le rôle du BDNF balance entre le maintien de la viabilité 

cardiovasculaire (Figure 11) et la pathologie. En effet,  l'administration de BDNF a entraîné 

une augmentation des dommages au niveau du myocarde après une occlusion artificielle 

du cœur363, ce qui laisse penser qu’il est possible que l’implication de BDNF soit une 

réponse locale et/ou systémique à un dommage et qu’elle serait contrôlée par d’autres 
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mécanismes de signalisation encore méconnus. Les tentatives des recherches visant à 

augmenter la production locale ou systémique de BDNF dans les maladies cardiaques 

serviraient à mieux définir le rôle spécifique de ce peptide dans la pathologie 

cardiovasculaire364. 

Il devient évident que le BDNF joue un rôle important au sein de ce système 

complexe et dynamique. Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour déterminer 

si le BDNF serait cardioprotecteur et/ou nuisible pour la santé cardiovasculaire et pour 

identifier les mécanismes conduisant à des gains ou de pertes de fonctions au niveau 

périphérique.   

 

 
 

Figure 11: Rôles du BDNF au niveau du système cardiovasculaire. 
Figure modifiée d’après Pius-Sadowska E et al. (Journal of molecular and cellular 
cardiology. 2017;110:54-60).345 © 2017, Elsevier. 
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3.4 Rôle du BDNF dans l’angiogenèse 
Il a été noté que le BDNF promouvait la stabilisation des artères et des capillaires 

intramyocardiques chez la souris pendant l’embryogenèse, et ce, par son effet sur la survie 

des cellules endothéliales13, 365. Le rôle du BDNF a été rapporté comme stimulateur de la 

libération du facteur de croissance vasculaire endothélial13, 365. De plus, il a été proposé que 

le BDNF induit la mobilisation des cellules progénitrices, ce qui induit la formation des 

vaisseaux sanguins et met en évidence le rôle du BDNF sur la vasculogenèse34. 

Afin de promouvoir la stabilisation du système vasculaire nouvellement formée, le 

recrutement des péricytes est considéré comme une étape importante pour la maturation de 

ce dernier. Or, les auteurs ont signalé que le BDNF n’induit pas le recrutement de péricytes 

dans les vaisseaux sanguins, mais qu’il favorise plutôt le recrutement des cellules 

progénitrices via un mécanisme inconnu. Ce phénomène mérite de plus amples 

informations afin de démontrer le potentiel du BDNF dans le traitement de maladies telles 

que l'ischémie cardiaque366 367. De plus, la synthèse de l’angiogénine par les cellules 

Human Umbilical Vein Endothelial Cell (HUVEC) après leur incubation en présence du 

BDNF pendant 24h a été quantifiée. La concentration de l’angiogénine était 

significativement plus élevée dans les cellules en présence du BDNF par rapport à celles 

non stimulées368. Il a aussi été démontré que dans des cellules endothéliales cardiaques 

isolées des souris au troisième jour postnatal, le BDNF a été impliqué dans l'angiogenèse 

et le maintien de l'intégrité vasculaire13.  

Des études utilisant des modèles de souris knockout ont soulevé les rôles 

spécifiques du BDNF et des récepteurs TrK dans la formation du cœur et du système 

vasculaire myocardique13 369 320 355, comme le fait que son absence entraînait une 

hémorragie intraventriculaire et une réduction de la contractilité cardiaque13. Les souris 

déficientes en BDNF présentent des dommages myocardiques importants après un 

infarctus expérimental, et l’administration périphérique de BDNF a restauré de manière 

significative leur phénotype cardiaque284. La perturbation de l’expression de BDNF et de 

son récepteur pourrait provoquer des troubles cardiaques370. Aussi, l’expression de BDNF 

était régulée positivement après une ischémie-reperfusion dans le ventricule gauche371, 

d’autant plus qu’un réseau décrivant les voies de signalisation activées lors de la 

stimulation des cellules par  le BDNF montre 56 associations moléculaires, 93 réactions de 
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type enzyme-substrat, 15 événements de translocation, 23 événements  

d'activation/inhibition et 261 gènes régulés de manière différentielle qui se produisent lors 

de la stimulation de TrKB et de p75NTR 372. Finalement, il a été rapporté que le BDNF 

augmente les facteurs qui favorisent la survie des cardiomyocytes et stimule l’angiogenèse 

pour réduire les troubles cardiaques après 14 jours dans les cœurs  post-IM373 345. 

Ainsi, il est clair que le BDNF peut soutenir l’activité angiogénique afin de 

promouvoir l’assemblage local de nouveaux vaisseaux. 

3.5 Effets pathologiques de l’axe BDNF-TrKB 
 Le TrKB est exprimé au niveau des cellules endothéliales tapissant les artères 

coronaires365 et contribue à la formation de l’endothélium cardiaque et de l'intégrité 

fonctionnelle pendant le développement374. Il a été décrit que la déficience en BDNF et en 

TrKB entraîne une apoptose, une hémorragie de la paroi intraventriculaire, une diminution 

de la contractilité cardiaque ainsi qu’un décès postnatal précoce chez la souris13, 375. 

L’expression de BDNF et de TrKB augmente au niveau des musculaires lisses en culture 

chez le rat 376.  Ces résultats suggèrent d’après l’étude que cette NT joue un rôle important 

dans la régulation de la réponse suite à une lésion vasculaire.   

Les niveaux d'expression de BDNF et de TrKB sont considérablement augmentés 

après une lésion artérielle chez le rat, et des taux accrus persistent pendant la formation de 

néointima376. De plus, les artères athérosclérotiques présentent des taux de BDNF 

significativement plus élevés353 et son expression semble être élevée dans l'intima 

athéromateuse et l'adventice des artères athérosclérotiques ainsi que dans les macrophages 

proches de la lésion352, 353. Notons que le BDNF pourrait promouvoir l’expression de la 

MMP-9 via une signalisation dépendante de la voie ERK et essentiellement via son 

récepteur TrKB. L'expression abondante de TrKB et du BDNF au niveau des lésions 

athérosclérotiques nous laisse penser que le BDNF pourrait induire l’expression des MMPs 

au niveau des lésions via son récepteur376 377. L'activation locale des MMP, que ce soit par 

l'activation de signaux inflammatoires ou de radicaux libres, conduit à la dégradation du 

collagène et de l'élastine en fragments peptidiques et permet des perturbations telles que la 

rupture de la plaque. La présence de cellules inflammatoires, telles que les macrophages 

activés et les cellules T dans la zone de progression de la plaque athérosclérose contribue 
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à accélérer ce processus378. De plus, il a été démontré que le BDNF augmentait l'activité 

de la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase (NADPH oxydase) ainsi que 

la  génération des espèces réactives de l'oxygène dans les cellules musculaires lisses, ce qui  

active les MMP et conduit à l’instabilité des plaques athéroscléroses 350 379 380 (Figure 12). 

 Quant au mécanisme athérogène du BDNF au site de la lésion, deux mécanismes 

ont été suggérés. Le premier est que l'activation par le BDNF du récepteur TrkB améliore 

la transcription de la MMP-9381 382. L'activation de la MMP-9 par le BDNF a été démontrée 

dans les neurones. On ignore si le BDNF est capable d'activer la MMP-9 dans et autour des 

lésions, bien que la forte concentration de BDNF associée à la matrice extracellulaire des 

lésions athéroscléroses confirme cette hypothèse383. L'activation de la NADPH oxydase 

par le BDNF a également été suggérée comme déclencheur possible de la régulation 

positive de la MMP-9, car les espèces réactives de l'oxygène produites par l'activité de la 

NADPH oxydase peuvent activer la MMP-9 384.  

L'expression abondante de TrKB dans les cellules musculaires lisses des artères13 

suggère que celles-ci pourraient être parmi les cellules activées par le BDNF au niveau des 

lésions et que le BDNF stimule leur recrutement suite à une activité chimiotactique au 

niveau de la plaque de manière autocrine ou paracrine via le récepteur TrKB385. Malgré 

l'intérêt récent porté au rôle de BDNF dans la maladie cardiovasculaire, la relation entre le 

BDNF et l'athérothrombose reste limitée. 
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Figure 12: L’intervention du BDNF au niveau de l’athérosclérose. 
D’après Pius-Sadowska E et al. (Journal of molecular and cellular cardiology. 
2017;110:54-60)345. © 2017, Elsevier. 
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Chapitre 4 :  Le BDNF dans les plaquettes 
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4.1 Le BDNF circulant  
 En 2011, l’équipe de Klein et al.23 a comparé les niveaux de BDNF 

plasmatique et sérique chez trois espèces. Elle a rapporté qu’il y avait une corrélation 

positive entre les taux plasmatiques et/ou sériques du BDNF et les concentrations au niveau 

de l’hippocampe chez le rat et le porc à l’opposé de celles observées chez la souris. Bien 

que le BDNF ait aussi été détecté dans le sang humain, sa source en circulation n'est pas 

encore bien établie314. Il a été suggéré que les plaquettes constituent la source potentielle 

de BDNF circulant, car, au cours de la coagulation, les plaquettes vont libérer le BDNF, ce 

qui explique la différence entre les niveaux plasmatiques et sériques de cette NT 9 10. Les 

études fonctionnelles suggèrent que la stimulation des plaquettes est nécessaire à la 

libération de BDNF, probablement par dégranulation plaquettaire8, 9, 386 12, 60.  

 Il a été rapporté récemment que les proplaquettes dérivées des cellules souches 

humaines exprimaient le BDNF, ce qui suggère qu’il pourrait provenir des MKs matures12. 

De plus, les taux périphériques du BDNF plaquettaire sont jusqu’à 1000 fois plus 

importants que les taux au niveau du SNC9. L’étude de Framingham Heart Study en 

2014387 a suggéré un lien inverse entre les niveaux sériques du BDNF et la survenue des 

déficits cognitifs, en se basant sur les niveaux du BDNF et l’association statistique avec les 

diagnostics de déficits cognitifs.  

L’équipe de Yamamoto et al.11  était la première équipe au cours des années 90 à 

avoir identifié l’ARNm et la protéine de BDNF au niveau des plaquettes humaines, ce qui 

a conduit d’autres équipes à vouloir l’identifier. Jusqu’à présent, le mécanisme par lequel 

les plaquettes emmagasinent la NT reste inconnu, mais il semble que le BDNF soit stocké 

et libéré par les granules α8. Ces derniers contiennent un nombre de protéines impliquées 

dans la guérison des plaies hormis les facteurs de croissance.  

 D’après les nouvelles théories traitant de l’origine neuronale et de l’implication du 

BDNF au niveau périphérique lors d’un dysfonctionnement cardiovasculaire, il a été 

suggéré que des signaux allant du cœur jusqu’au cerveau conduisent à l'induction du 

système cérébral rénine-angiotensine-aldostérone et à la libération du BDNF au niveau 

central. Ce mécanisme aboutit à une augmentation des taux circulants et peut atténuer les 
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effets cardiaques néfastes d’une activité sympathique élevée388. Ceci reste une hypothèse 

de recherche parmi d’autres à vérifier. 

4.2 La Libération du BDNF par les plaquettes 
Les plaquettes libèrent le BDNF non seulement suite à leur activation par des 

agonistes spécifiques, mais aussi lors d’un traitement pharmacologique386. La présence du 

BDNF dans les plaquettes humaines et sa libération lors de la stimulation par des agonistes 

étaient rapportées par l’équipe de Fujimura9 qui constitue une étude clé pour ce projet de 

recherche. La thrombine, le collagène, le Ca2+ inophore et la contrainte de cisaillement 

induisent une libération rapide de BDNF et dépendante de la nature de l’agoniste389 386. Les 

plaquettes semblent lier, stocker et libérer le BDNF lors de leurs activations390. Le BDNF 

a été identifié dans les granules α et dans le cytoplasme de plaquettes humaines, et seul le 

BDNF au niveau des granules α est libéré lors de l’activation plaquettaire8, 9. Les plaquettes 

pourraient avoir un rôle à jouer via la libération du BDNF par l’intermédiaire d’un 

récepteur qui reste méconnu. Les récepteurs canoniques du BDNF, à savoir le TrKB et le 

p75NTR, n'ont pas été détectés à ce jour au niveau des plaquettes, ce qui suggère que d'autres 

récepteurs pourraient jouer le rôle de transmetteur du signal via la liaison du BDNF14, 15.  

Concernant l’internalisation du BDNF au niveau des plaquettes, elle pourrait se 

faire via un récepteur ou un système de transport semblable à celui de la sérotonine (5-

hydroxytrytamine, 5-HT)391. Cependant, il a été suggéré que les plaquettes emmagasinent 

le BDNF en l’internalisant à travers des récepteurs plaquettaires possédant deux densités 

et affinités différentes (80 et 3450 sites/plaquettes)9. 

 

4.3 Effet des médicaments antiplaquettaires sur la libération 
du BDNF par les plaquettes  
Le BDNF sérique s'accumule à des concentrations beaucoup plus élevées que celles 

plasmatiques10, 11, comme décrit plus haut. Une seule étude a été publiée et investiguait 

l’impact des médicaments antiplaquettaires sur la libération du BDNF392. Elle a été portée 

sur 24 volontaires sains qui ont été exposés à une dose de charge unique d’aspirine (500 

mg) ou de Clopidogrel (600 mg). Le test utilisé est le PFA-100®, un test qui est aujourd’hui 
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reconnu comme étant insensible aux effets de l’Aspirine et du clopidogrel393, 394. Les liens 

entre les niveaux d’activité plaquettaire sous ces médicaments et le BDNF ne peuvent donc 

pas être établis de manière précise à partir de cette étude. Néanmoins, les chercheurs ont 

rapporté qu’une seule dose de charge de Clopidogrel réduit de façon significative la 

libération du BDNF par les plaquettes chez les volontaires sains, alors que l’aspirine ne 

semble pas avoir d’effet392. Un décompte plaquettaire et une réactivité plus élevée ont été 

associés à des taux sériques de BDNF plus élevés chez les patients atteints de diabète de 

type 2 sous monothérapie à l’aspirine qui prenaient une dose quotidienne de 75 mg pendant 

au moins 3 mois comme un moyen de prévention de l'IM362. Une autre corrélation positive 

a été rapportée par l’équipe de Lommatzsch M. et al.348, où des taux sériques du BDNF et 

du facteur Transforming growth factor beta 1 (un marqueur de granule α) ont été 

augmentés chez les volontaires sains marquant ainsi l’activation plaquettaire. La relation 

entre l'activité des plaquettes, la libération du BDNF et les maladies cardiovasculaires reste 

un sujet de recherche qui intéresse de nombreux chercheurs actuellement et sur lequel 

plusieurs questions restent sans réponse.   

 Peu d’études ont également été menées sur l’impact du polymorphisme BDNF 

Val66Met sur le SCA. Bien qu'il ne soit pas en corrélation avec les niveaux de BDNF, la 

fréquence des homozygotes pour ce polymorphisme nucléotidique était significativement 

plus basse chez les patients présentant un angor instable plutôt que stable395 chez une 

cohorte chinoise. Dans une étude similaire, aucune association n'a pu être établie entre l'IM 

et ce polymorphisme396. Ces variations génétiques pourraient s'expliquer par différents 

facteurs y compris les fréquences d'allèles ainsi que les habitudes de vie de la population 

étudiée. Il reste à savoir s’il y a un lien direct ou pas entre le polymorphisme et la maladie 

et comment il serait possible de considérer les données d’une étude récente rapportant un 

phénotype prothrombotique auquel il a été associé dans l'athérothrombose397. 
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Chapitre 5 :  Hypothèse, objectifs et 
méthodes 
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5.1 Problématique et hypothèse  
Malgré le fait que les plaquettes constituent le réservoir le plus important de BDNF 

et qu’elles le relâchent en grande quantité dans la circulation, peu de choses sont connues 

sur les facteurs qui influencent sa libération dans le sang. Bien que les effets des 

antidépresseurs sur les niveaux circulants du BDNF soient de plus en plus étudiés, peu 

d’études existent sur les effets des médicaments antiplaquettaires sur sa sécrétion. Une 

seule étude publiée en 2011392 a investigué l’impact de l’Aspirine et du Clopidogrel sur la 

libération du BDNF. Bien que l’étude montre qu’une seule dose orale de Clopidogrel, mais 

pas d’Aspirine, réduit significativement la libération de BDNF plaquettaire chez les 

volontaires sains, les liens entre les fonctions plaquettaires en présence de ces médicaments 

et le BDNF n’ont pas été démontrés. Bien qu’il fût anticipé que le BDNF ait un rôle dans 

le système cardiovasculaire (nonobstant une prescription étalée de l’Aspirine et du 

Clopidogrel en prévention secondaire chez les patients coronaires), l’influence de ces 

antiplaquettaires sur les niveaux circulatoires de BDNF et sur l’agrégation plaquettaire 

reste aussi à être clarifiée.  

Les études établies pendant ces 10 dernières années ont rapporté qu’en plus de sa 

localisation au niveau central, le BDNF se retrouve aussi au niveau périphérique et cet 

aspect reste à ce jour mal étudié.  En tenant compte du faible nombre de publications qui 

ont vérifié la libération du BDNF par les plaquettes stimulées ainsi que l’effet des 

antiplaquettaires sur cette relâche, nous avons voulu confirmer la relâche de BDNF 

plaquettaire dans un premier temps. Par la suite, vérifier l’effet des antiplaquettaires sur 

cette relâche. Les antiplaquettaire utilisés en clinique sont facilement accessibles pour 

reproduire un modèle d’inhibition plaquettaire in vitro. De plus, les techniques employées 

sont des méthodologies étalons qui ont été souvent utilisées avec les agonistes cités dans 

cette thèse ainsi qu’avec les antiplaquettaires. Les données préliminaires et les tests des 

doses-réponses ainsi que d’autres expériences ont été entamés chez le groupe de volontaire 

sain initialement, notre groupe contrôle. Cette étude reste une étude exploratrice, qui a été 

planifiée pour générer des données préliminaires requises pour entreprendre des études de 

plus grande envergure. Comme le lien entre l’activation plaquettaire et la relâche de BDNF, 

en présence ou non d’inhibiteur plaquettaire, n’est pas connu, et que la maladie 
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coronarienne est plus facile à diagnostiquer, on a décidé de conduire l’étude chez les 

patients avec une maladie coronarienne qui suivent une thérapie antiplaquettaire.  On avait 

collaboré avec deux cardiologues de l’Institut de Cardiologie de Montréal pour avoir accès 

aux patients. Nous avons voulu distinguer l’effet de l’aspirine seul sur la libération du 

BDNF de celui de la double thérapie.  Nous avons par la suite, inclut un groupe de patients 

atteints de maladies valvulaires privé de thérapie antiplaquettaire, pour pouvoir distinguer 

l’effet des antiplaquettaires par rapport aux volontaires sains (généralement plus jeunes que 

les patients) et aussi vérifier s’il y aurait un impact d’autres facteurs comme les 

comorbidités et l’âge dans une prochaine étape du projet. Le groupe incluant les patients 

atteints de maladies valvulaires privé de thérapie antiplaquettaire va nous aider dans 

l'interprétation des résultats, nous avons donc planifié 4 groupes de patients à cet effet. 

 L’utilisation chronique de médicaments antiplaquettaires employés dans la 

prévention secondaire de maladie cardiovasculaire pourrait affecter la cinétique de la 

relâche et/ou capture de BDNF par les plaquettes. Nous pensons que les antiplaquettaires 

diminuent la relâche de BDNF afin de libérer ce dernier de façon programmée et non 

inutilement. Notons que l’hyperactivité plaquettaire est une caractéristique importante qui 

accompagne les maladies vasculaires et résulte en une augmentation importante du risque 

d’évènement thrombotique. Si le BDNF arrive à activer les plaquettes et permet 

l’agrégation de celles-ci, par conséquent, les antiplaquettaires pourraient agir en freinant la 

libération du BDNF.  Cette diminution dans la relâche de BDNF permet un équilibre dans 

la quantité du BDNF en circulation et celle au niveau des plaquettes lors des événements 

thrombotiques. 

Nous ne nous pouvons pas établir un lien ou aller de l’avant sur l’action de BDNF 

in vivo compte tenu du fait que d’autres expériences complémentaires devraient identifier 

la pertinence clinique d’une prise à long terme des antiplaquettaires. 

L’hypothèse principale de ce projet est que les différentes voies d’activation 

plaquettaire peuvent mener à une libération du BDNF par les plaquettes, où cette dernière 

est affectée par les antiplaquettaires.  
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5.2 Objectifs du projet de recherche  
Le but spécifique de ce projet de recherche est d’étudier l’effet des médicaments 

antiplaquettaires sur la libération de BDNF par les plaquettes des patients souffrant de 

maladie cardiovasculaire stable requérant la prise de médicaments antiplaquettaires.  

Les groupes de comparaison sont les suivants : les volontaires sains, les patients 

souffrant de maladie cardiovasculaire stable requérant la prise de médicaments 

antiplaquettaires (en prévention secondaire) versus un groupe témoin apparié pour l’âge, 

souffrant de maladie valvulaire ou de cardiomyopathie, mais ne requérant pas la prise de 

médicaments antiplaquettaires. 

 
Volet 1 : Effets des antiplaquettaires sur l’agrégation plaquettaire et sur la libération 
du BDNF 
Objectif 1 : Étudier l’effet des médicaments antiplaquettaires sur la libération du BDNF 

par les plaquettes traitées in vitro et provenant de volontaires sains. 

Objectif 2 : Étudier l’effet des médicaments antiplaquettaires sur la libération du BDNF 

par les plaquettes in vivo en étudiant les plaquettes des patients souffrant de maladie 

cardiovasculaire stable requérant la prise des médicaments antiplaquettaires en prévention 

secondaire. 
Objectif 3 : Comparer les niveaux d’expression du BDNF intraplaquettaire entre les 

groupes de volontaires sains et de patients atteints de maladie coronarienne.  

 
Volet 2 : Effet du BDNF exogène sur les plaquettes 
Objectif 1 : Examiner l’effet du BDNF exogène, seul ou en synergie avec d’autres 

agonistes, sur les plaquettes en PRP (plasma riche en plaquettes) chez les volontaires sains 

et les patients atteints de maladie coronarienne.  

Objectif 2 : Étudier l’effet de BDNF exogène sur les plaquettes lavées chez les volontaires 

sains. 
Objectif 3 : Vérifier la présence du récepteur TrKB au niveau des plaquettes. 
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5.3 Déroulement de l’étude  
Cette étude a été évaluée et approuvée par le comité d’éthique de la recherche de 

l’Institut de Cardiologie de Montréal (#16-1996). Elle a été effectuée au laboratoire de Dre 

Marie Lordkipanidzé et en collaboration avec le laboratoire du Dr Yahye Merhi. Les sujets 

intéressés à prendre part à cette étude ont été invités à contacter la coordonnatrice de l’étude 

qui en a planifié le déroulement.  L’étude a été expliquée aux participants potentiels, puis 

ces derniers ont été invités à signer un formulaire de consentement avant leur entrée dans 

l’étude; leur participation s’est faite sur une base volontaire et le retrait des participants de 

l’étude pouvait se faire en tout temps, sur simple avis verbal. Une seule visite d’environ 30 

minutes fut requise pour leur participation, où chacun des sujets fut interrogé sur leur état 

de santé et pour valider leur éligibilité à l’étude. En outre, une prise de sang de 45 ml pour 

les patients souffrant de maladie cardiovasculaire versus 90 ml pour les volontaires sains 

fut prélevée pour l’analyse. 

5.3.1 Sélection des sujets 

Le processus du recrutement a débuté en respectant les critères d’inclusion et 

d’exclusion pour chaque groupe d’étude. 

5.3.1.1. Groupe 1 : Volontaires sains 

 Les volontaires sains sont abordés par affichage de l’étude au centre de recherche 

de l’Institut de Cardiologie de Montréal et à l’Université de Montréal.   

Critères d’inclusion 
- Sujets adultes, âgés de 18 ans ou plus. 

- Aptes à comprendre les consignes de l’étude et à signer le formulaire de 

consentement. 

Critères d’exclusion 
- Toute évidence de maladie athérosclérotique, présente ou passée. 

- Diagnostic présent ou passé d’hypertension, de dyslipidémie ou de diabète. 

- Usage de tout médicament autre que la pilule contraceptive au cours des 14 jours 

précédant le prélèvement sanguin; ceci inclut les médicaments antiplaquettaires, 

anti-inflammatoires ou antihistaminiques et antidépresseurs. 
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- Chirurgie majeure dans les 3 mois précédant le prélèvement sanguin. 

- Décompte plaquettaire hors de l’intervalle de référence normal (150 – 450 x 109 

plaquettes/ml). 

- Hémoglobine < 100 g/L ou hématocrite < 25%. 

5.3.1.2. Groupes 2 et 3: Patients souffrant de maladie coronarienne 
stable sous traitements antiplaquettaires (double ou 
monothérapie à l’Aspirine) 

Les patients souffrant de maladie coronarienne sont approchés par leur médecin 

traitant aux cliniques externes de l’Institut de Cardiologie de Montréal.  Les personnes 

ayant manifesté leur intérêt sont alors contactées par la coordonnatrice de l’étude, qui leur 

explique l’étude en détail avant de procéder à la prise de rendez-vous. 

 

Critères d’inclusion 

- Sujets adultes, âgés de 18 ans ou plus. 

- Aptes à comprendre les consignes de l’étude et à signer le formulaire de 

consentement. 

- Souffrant de maladie coronarienne stable pour laquelle une thérapie 

antiplaquettaire en prévention secondaire est requise à long terme. 

- Groupe 2 : Sous double thérapie (aspirine + un inhibiteur du récepteur P2Y12 

de l’ADP) : Une combinaison d’Aspirine 80 mg une fois par jour avec un inhibiteur 

des récepteurs P2Y12, c.-à-d. Clopidogrel 75 mg une fois par jour, Prasugrel 10 mg 

une fois par jour ou Ticagrelor 90 mg 2 fois par jour. 

- Groupe 3 : Sous monothérapie à l’aspirine 80 mg une fois par jour. 
 
Critères d’exclusion 

- Syndrome coronarien aigu ou intervention coronarienne percutanée au cours des 3 

mois précédant le prélèvement sanguin. 

- Usage de médicaments anti-inflammatoires ou antihistaminiques ou 

antidépresseurs dans les 14 jours précédant le prélèvement sanguin. 

- Chirurgie majeure dans les 3 mois précédant le prélèvement sanguin. 

- Néoplasie sous traitement ou en rémission. 
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- Pathologie hépatique, insuffisance rénale chronique sévère (Clcr <30 cc/min). 

- Décompte plaquettaire hors de l’intervalle de référence normal (150 – 450 x 109 

plaquettes/ml). 

- Hémoglobine < 100 g/L ou hématocrite < 25%. 

5.3.1.3.Groupe 4 : Patients souffrant de maladie valvulaire ou de 
cardiomyopathie 

Ce groupe de patients est notre groupe contrôle pour l’âge et la maladie 

cardiovasculaire. Les patients souffrant de maladie valvulaire ou de cardiomyopathie sont 

approchés par leur médecin traitant aux cliniques externes de l’Institut de Cardiologie de 

Montréal.  Les personnes ayant manifesté leur intérêt seront alors contactées par la 

coordonnatrice de l’étude, qui pourra leur expliquer l’étude en détail et procéder à la prise 

de rendez-vous. 

Critères d’inclusion 

- Sujets adultes, âgés de 18 ans ou plus. 

- Aptes à comprendre les consignes de l’étude et à signer le formulaire de 

consentement. 

- Souffrant de maladie valvulaire ou de cardiomyopathie pour laquelle une thérapie 

antiplaquettaire n’est pas requise. 

- Appariés (± 5 ans) aux participants souffrant de maladie coronarienne. 

Critères d’exclusion 

- Maladie coronarienne établie. 

- Usage de médicaments antiplaquettaires, anti-inflammatoires ou antihistaminiques 

ou antidépresseurs dans les 14 jours précédant le prélèvement sanguin. 

- Intervention chirurgicale ou percutanée majeure dans les 3 mois précédant le 

prélèvement sanguin. 

- Néoplasie sous traitement ou en rémission. 

- Pathologie hépatique, insuffisance rénale chronique sévère (Clcr <30 cc/min). 

- Décompte plaquettaire hors de l’intervalle de référence normal (150 – 450 x 109 

plaquettes/ml). 

- Hémoglobine < 100 g/L ou hématocrite < 25%. 
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5.4 Description des techniques de laboratoire  
5.4.1 Isolation des plaquettes à partir du sang périphérique 

Le prélèvement de sang est de l’ordre de 45 ml pour les patients souffrant de 

maladie cardiovasculaire ou de 90 ml pour les volontaires sains.  Le prélèvement a été 

effectué par une personne qualifiée et infirmier(ère) de l’Institut de Cardiologie de 

Montréal, dans un endroit doté d’équipements nécessaires et fiables.  La solution de 3,8 % 

de citrate de sodium (VWR) est utilisée comme anticoagulant.  Par la suite, au laboratoire 

de Dre Lordkipanidzé ou à celui du Dr Merhi, une série de centrifugations fut effectuée 

afin d’isoler les plaquettes sanguines. La première étape consiste à centrifuger le sang à 

200 g pendant 15 minutes à température ambiante pour obtenir le PRP. Une fois le PRP 

délicatement récupéré, il est transféré dans un tube conique de 50 mL pour éviter 

l’activation des plaquettes. Une partie est conservée pour l’immunobuverdage et l’autre 

partie pour les tests d’agrégation. Un décompte plaquettaire est effectué pour chaque 

échantillon de sang récolté.  

Pour obtenir des plaquettes lavées, la PGE1 (Sigma-Aldrich) est ajoutée au PRP pour 

obtenir une concentration finale de 1 µM. Par la suite, le PRP est centrifugé à 1000 g 

pendant 10 minutes à température pièce. Une fois la centrifugation terminée, le surnageant 

est éliminé et le culot est suspendu dans une solution tampon de tyrode (NaCl 137 mM, 

NaHCO3 11.9 mM, NaH2PO42H2O 0.4 mM, KCl 2.7 mM, glucose 5.6 mM, MgCl2 1.1 mM, 

pH 7,4) préparée au laboratoire et préalablement réchauffée à 37 °C. Le lavage est répété 

deux fois. Après la dernière centrifugation à 1000 g pendant 10 minutes, les plaquettes sont 

suspendues dans le tampon tyrode à une concentration physiologique de 250 x106 

plaquettes/mL. Les plaquettes lavées sont laissées au repos pendant 30 min à température 

pièce avant le début des expériences. Ce processus d’isolation des plaquettes suit des 

procédés établis par l’équipe de Dr Merhi et adaptés au laboratoire de Dre 

Lordkipnaidzé398, 399.  

5.4.2 Agrégation par transmission lumineuse (LTA) 

Dans le but d’établir le lien entre l’activation plaquettaire et la libération du BDNF, une 

série d’expériences d’agrégométrie est effectuée en utilisant l’appareil ChronoLog Model 

700. L’agrégométrie par transmission lumineuse est le test étalon (gold standard) dans 
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l’étude de la fonction plaquettaire. Cette technique permet la mesure de l’agrégation 

plaquettaire par analyse de la transmission de lumière à travers un échantillon de plaquettes 

en suspension (PRP ou plaquettes lavées). Dans la présente étude, nous avons utilisé le 

PRP, qui est un milieu turbide où la lumière passe peu. L’ajout d’un agoniste induit 

l’agrégation plaquettaire dans l’échantillon, ce qui provoque la formation d’amas 

plaquettaires et diminue la turbidité de l’échantillon, laissant passer davantage de 

luminosité. Ainsi, le niveau d’agrégation plaquettaire de l’échantillon est déduit de 

l’intensité de lumière captée suite à l’ajout d’un agoniste au PRP.  Les échantillons sont 

ensuite stimulés sous agitation continue (1000 RPM / min) à 37 °C. L'agrégation 

plaquettaire est enregistrée et mesurée 5 min après l'addition des agonistes399 400. 

L’agrégation plaquettaire est exprimée sous forme de pourcentage, le maximum étant fixé 

par la luminosité captée en plasma pauvre en plaquettes (PPP). L’agrégation plaquettaire 

de chaque participant est quantifiée selon l’amplitude des niveaux d’agrégation qui est 

fournie par l’appareil d’agrégométrie. Pour pouvoir quantifier le BDNF relâché pour 

chaque condition, à la fin de l’agrégation, l’éthylène-diamine-tétra-acétique à une 

concentration finale de l’ordre de 4 mM (soit 5 μl de la solution stock à une concentration 

de 100 mM pour chaque 125 μL d’échantillon) a été ajouté avant de centrifuger les 

échantillons (100 g pendant 15 minutes).  Le PPP est recueilli délicatement et le culot est 

écarté. Un volume d’environ 300 μL est récupéré, séparé dans deux tubes qui sont 

entreposés à -80°C.  

La technique d’agrégation offre l’avantage de pouvoir décortiquer les diverses voies 

d’activation plaquettaire en utilisant des agonistes plaquettaires spécifiques soit :   

- L’AA (0.5 mM, 0.75 mM et 1 mM, Cayman) 

- L’ADP (1 µM, 3 µM et 10 µM, Sigma) 

- Le collagène (0.5 µg/mL, 2 µg/mL et 5 µg/mL, ChronoLog) 

- L’épinéphrine (EPI), (5 µM, 10 µM et 30 µM, VWR)  

- Le TRAP-6-amide (0.5 µM, 1 µM et 3 µM, Bachem)  

Pour évaluer l’effet des médicaments antiplaquettaires sur la libération du BDNF, une série 

d’expériences in vitro sur les plaquettes isolées à partir de sang de volontaires sains est 

faite. Les inhibiteurs qui ont été utilisés sur les plaquettes isolées cibleront différents 

récepteurs401, 402 403 :  
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- Un inhibiteur de la COX-1 plaquettaire (ASA : 30 μM, Sigma-Aldrich) 

- Un antagoniste sélectif des récepteurs P2Y12 (AR-C 66096 tetrasodium salt ou AR-

C : 1 μM, Tocris) 

- Un antagoniste des récepteurs αIIbβ3 (Reopro ou Abciximab : 3 μg/mL, Lilly). 

Pour évaluer l’effet des inhibiteurs pharmacologiques des récepteurs TrK, nous avons 

utilisé deux inhibiteurs soient ; 

- La cyclotraxine-B (5 μM, Tocris)404 

- Le GNF 5837 (1 et 30 μM, Tocris) 405  

5.4.3 Dosage du BDNF plasmatique par la technique d’ELISA en sandwich 

Dans le but de mesurer la concentration du BDNF relâché par les plaquettes dans 

les quatre groupes d’étude, les surnageants de la réaction d’agrégométrie collectés à la fin 

de l’expérience d’agrégation dans la section précédente ont été analysés pour la 

quantification du BDNF à l’aide de technique d’Enzyme Linked immunosorbent assay 

(ELISA). Le kit ELISA disponible commercialement (BDNF Emax® ImmunoAssay 

System, G7610, Promega)406 permet la quantification du BDNF dans les échantillons 

biologiques. L’analyse se fait en plaque de 96 puits, qui sont tapissés avec l’anticorps 

spécifiquement dirigé contre l’antigène du BDNF humain. L’incubation des échantillons 

se fait pendant 2 heures à température pièce. Les références standards ainsi que les 

solutions de dilution, de lavage, de révélation et de blocage sont fournies par la compagnie. 

La courbe standard de BDNF générée avec ce kit s’étale entre 0 et 500 pg/mL. Une série 

de dilution des échantillons a été effectuée, allant de 4 jusqu’à 25 fois afin de déterminer 

la dilution optimale à utiliser. La lecture de densité optique se fait dans des plaques de 96 

puits (Corning Costar®) à une longueur d’onde de 450 nm à l’aide d’un lecteur optique 

(Infinite F50, Tecan Mannedolf, Suisse). La sensibilité minimum de ce kit pour détecter le 

BDNF est de 15,6 pg/mL. L’analyse des données a été effectuée via GraphPad Prism 6 

pour Macintosh (GraphPad Software Inc.). Les tests statistiques et les résultats sont 

présentés dans le chapitre 6.  Les données des patients qui n’étaient pas inclus entre les 

limites de détection de ce kit ont été éliminées lors de l’analyse des données et validées par 

les directeurs de recherche. 
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5.4.4 Détection de BDNF intraplaquettaire par immunoblottage 

Afin de vérifier la forme de la protéine (BDNF mature) au niveau des plaquettes, 

nous avons mesuré la présence de celle-ci à l’aide d’immunobuverdage (western blot)407. 

Différents essais et expériences ont été entamés avant de réussir à obtenir un protocole 

préliminaire au laboratoire. Les plaquettes isolées et lavées (250 x 106 plaquettes/mL) sont 

lysées avec une solution de lyse préparée au laboratoire (50 mM Tris-HCl, 2% SDS, 10% 

glycérole, 1% β-mercaptoethanol, 12.5 mM EDTA, 0.02% bleu de bromophénole).  Les 

échantillons de protéines sont chargés à titre de 10 μl/puits et séparés via un gel de 

polyacrylamide-SDS à 14% pendant 2 h à 100V dans la solution de migration fraîchement 

préparée (25 mM Tris base, 192 mM glycine, 0.1% SDS, pH 8.3-8.8) et transférée dans la 

solution de transfert (25 mM Tris base, 192 mM glycine, méthanol) toute la nuit à 50 mA. 

La membrane est bloquée dans une solution de lait 5% TBST (20 mM Tris base, 150 mM 

NaCl, contenant 0.1% Tween-20, pH 7.5) pour 60 min. La membrane est ensuite incubée 

toute la nuit avec l’anticorps primaire anti-BDNF à 4°C (anti-BDNF monoclonal antibody 

3C11, Icosagen) dans une solution de Bovine Serum Albumin à 3% ou bien en présence de 

l’anticorps anti-β-actin (R&D), dilué 1 :10000 dans le TBST (tris-buffered saline) à 

température pièce pendant 2 heures. L’anticorps secondaire utilisé (Peroxidase-conjugated 

goat anti-mouse, Jackson ImmunoResearch) est dilué 1:10 000 et incubé pendant 1 heure 

à température pièce. La révélation est effectuée après une minute à température pièce. 

La densitométrie est effectuée par le logiciel d’analyse ImageJ. La normalisation de 

l’intensité des bandes du BDNF (14 kDa) se fait par rapport à celle de la β-actine (42 kDa) 

pour chaque échantillon plaquettaire, pour tous les gels et pour chaque groupe.  

5.4.5 Stimulation des plaquettes par le BDNF  

L’une des hypothèses émises dans ce projet de recherche est que le BDNF puisse lier deux 

différents types de récepteurs (TrKB et P75NTR) au niveau des plaquettes afin d’induire une 

signalisation. Il pourrait se lier au même récepteur avec différentes forces d’interaction ou 

en ciblant différents récepteurs avec des affinités différentes. Les fonctions du BDNF au 

niveau du SNC sont paracrines et autocrines408, telles que discutées plus haut. À partir des 

données disponibles au niveau central, nous avons cherché à savoir si ce peptide avait une 

influence similaire sur la fonction plaquettaire. Nous voulions savoir si le BDNF exogène 
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pouvait provoquer une agrégation des plaquettes lavées. Le taux de BDNF sérique est 

environ 200 fois supérieur à celui du BDNF plasmatique d’après l’étude de Rosenfeld et 

al.346. L’agrégation plaquettaire et l’utilisation de 3 concentrations du BDNF sont un bon 

modèle d’étude qui nous permettra de comprendre l’action thrombotique ou 

antithrombotique du BDNF une fois en circulation. Afin d’étudier l’effet du BDNF sur la 

fonction plaquettaire et en se basant sur des essais préliminaires montrant l’absence d’une 

agrégation plaquettaire avec des concentrations physiologiques de BDNF, une mise au 

point des concentrations a été établie avec la directrice pour tester des concentrations allant 

de 1 à 10 μg/ml (approximativement 70 nM à 700 nM). Notons que selon la description du 

produit par la compagnie, la dose efficace médiane du BDNF recombinant, pour stimuler 

la prolifération des cellules C6 de rat, est de 0,5 à 1 μg / mL (Pepro Tech catalogue # 450-

02). Nous avons aussi procédé à la stimulation du PRP avec la dose intermédiaire du BDNF 

soit 3 μg/mL en présence de la forte et la faible dose des agonistes classiques cités ci-dessus 

chez les quatre groupes d’étude. L’incubation des plaquettes en présence du BDNF était 

de 10 min avant la stimulation avec les agonistes à température pièce sans agitation. 

5.4.6 Identification du récepteur TrKB chez les volontaires sains 

Différents essais ont été entamés avant de réussir à avoir un protocole préliminaire 

au laboratoire. En utilisant la même technique semi-quantitative de western blot407 décrite 

plus haut, nous avons vérifié la présence du récepteur TrKB au niveau des plaquettes des 

volontaires sains.  

La présence intraplaquettaire du TrKB a été étudiée en utilisant l’anticorps TrKB 

(R&D), dilué 1:500. L’expression a été mesurée sur des lysats de plaquettes isolées de 

volontaires sains, et dont la concentration a été ajustée à 107 plaquettes/mL. L’expression 

des récepteurs de BDNF au niveau des plaquettes n’a jamais été rapportée dans le passé.  

Ainsi, nous avons effectué plusieurs essais afin de mettre au point et standardiser la 

méthode. Les essais qui ont été réalisés avec des concentrations plus faibles de plaquettes 

nous ont permis de détecter une bande très faible de BDNF ou même inexistante dans 

certaines expériences. On a augmenté graduellement la concentration plaquettaire et nous 

avons constaté qu’à une concentration de 107, la bande est facilement détectable.  
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Une première série d’expériences a été faite avant de valider la concentration de 

plaquettes utilisées. Les plaquettes isolées et lavées sont lysées avec la solution de lyse 

préparée au laboratoire (50 mM Tris-HCl, 2% SDS, 10% glycérole, 1% β-mercaptoethanol, 

12.5 mM EDTA, 0.02% bleu de bromophénole). Les échantillons de protéines ont été 

chargés à titre de 30 μl/puits et séparées via un gel de polyacrylamide-SDS à 8%.  

L’anticorps secondaire utilisé (Peroxidase-conjugated goat anti-mouse, Jackson 

ImmunoResearch), dilué 1:10 000, est incubé pendant 1 h à température pièce. La 

révélation est effectuée après une minute à température pièce. Les expériences représentent 

15 échantillons de plaquette de volontaires sains. 

L’anticorps anti-β-actine (R&D), dilué 1:10000 dans le TBST à température pièce 

pendant 2 H est utilisé comme contrôle. L’anticorps secondaire utilisé (Peroxidase-

conjugated goat anti-mouse, Jackson ImmunoResearch), dilué 1:10 000, est incubé 

pendant 1 h à température pièce. La révélation est effectuée après 5 minutes à température 

pièce. Deux bandes devraient être détectées autour de 95 KDa et 145 KDa pour la forme 

tronquée et complète, respectivement409, 410.  

Les contrôles positifs qui ont été utilisés dans cette expérience sont :  

- Des lysats de parenchyme de souris de type sauvage (échantillon fourni par 

le laboratoire de Dr Éric Thorin à l’Institut de Cardiologie de Montréal, 15 

μg/ puit)  

- Des cellules PBMC de volontaires sains (35 μL/ puit à une concentration de 

5 x 106 /mL ou 7.5 x 106 /mL). 

- Des plaquettes de volontaires sains (35 μL/ puit à une concentration de 

107/mL). 

5.5 Estimation de la taille d’échantillon  
Il a été convenu que cette étude est une étude exploratrice, qui vise à générer des 

données préliminaires requises pour entreprendre des études de plus grande envergure.  

Puisque le lien entre l’activation plaquettaire et la relâche de BDNF, en présence ou non 

d’inhibiteurs plaquettaires, n’est pas connu, il nous est impossible de connaître à l’avance 

les données de moyennes et de variabilité attendues.   
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Une taille d’échantillon optimale pour des essais pilotes se situe entre 12 et 20 

participants par groupe,411 permet d’optimiser la faisabilité et de contrôler la variance de 

moyenne des expériences. Nous avons donc choisi d’inclure au début de l’étude 20 

participants par groupe (c.-à-d. volontaires sains, patients sans antiplaquettaires, patients 

sur monothérapie d’aspirine et patients sur thérapie antiplaquettaire combinée). L’objectif 

principal consistait à évaluer l’effet des médicaments antiplaquettaires sur le BDNF en 

comparant différents paramètres (ex. concentration de BDNF relâché, association avec le 

niveau d’agrégation plaquettaire) avant et après l’ajout in vitro d’inhibiteurs plaquettaires 

chez les volontaires sains. Un échantillon de 20 volontaires sains devait permettre de 

détecter une taille d’effet (moyenne de la différence avant-après / écart-type de la 

différence) de 0,66 avec une puissance de 80% et un niveau de signification de 0,05. Pour 

les comparaisons entre groupes de ces mêmes paramètres, une taille d’échantillon de 20 

sujets par groupe permettrait de détecter une taille d’effet (différence entre moyennes de 

groupes / écart-type) de l’ordre de 0,91 avec une puissance de 80% et un niveau de 

signification de 0,05. 

 Durant la réalisation de ce projet, il y a eu une difficulté dans le recrutement des 

patients et la mise en place des protocoles fonctionnels au laboratoire. Le nombre de 

donneurs à la fin du projet fut révisé et complété avec 10 donneurs ou participants par 

groupe pour les groupes 2, 3 et 4. De plus, lors des analyses des résultats d’agrégation 

plaquettaire et des ELISA certaines données furent exclues en raison de leurs faibles 

courbes d’absorbance, de leurs densité optique et/ou décompte plaquettaire. Une fois ces 

données écartées de l’analyse, le nombre des participants inclus dans cette étude et 

regroupant les résultats de l’agrégation et du dosage de BDNF était le suivant:   

Volontaires sains : 7 participants retenus/20 testés et analysés  

Patients souffrant de maladie cardiovasculaire stable sous monothérapie à l’aspirine : 7 

participants retenus/10 testés et analysés. 

Patients souffrant de maladie cardiovasculaire stable sous DAPT (ASA + un antagoniste 

des récepteurs P2Y12 ): 6 participants retenus/10 testés et analysés. 

Patients souffrant de maladie valvulaire ou de cardiomyopathie : 5 participants retenus/10 

testés et analysés. 
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Le nombre d’expériences (n) effectué pour chaque analyse dans chaque groupe est indiqué 

dans la section résultats et les légendes des figures. Un tableau représentatif des 

caractéristiques des participants est également présenté dans le chapitre 6. 

 

5.5.1 Analyses statistiques  

Les variables continues sont présentées sous forme de médiane [écart interquartile] 

si la distribution ne suit pas la loi normale. Les variables catégorielles sont présentées sous 

forme de fréquence et pourcentage. La normalité a été vérifiée par le test d'Agostino-

Pearson. On a utilisé des tests non paramétriques d’ANOVA (Friedman ou Kruskal-Wallis) 

en ajustant le P pour le nombre de comparaisons. Le niveau de signification bidirectionnel 

est fixé à 0,05. Les analyses sont effectuées avec GraphPad Prism 6 pour Macintosh 

(GraphPad Software Inc.). 

Puisque la distribution des données ne suit pas une loi normale, les tests non 

paramétriques de Friedman et Kruskal-Wallis ont été utilisés pour l’analyse de certains 

résultats. 
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Chapitre 6 :  Effets des antiplaquettaires sur 
l’agrégation plaquettaire et la 

libération du BDNF 
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6.1 Effets des antiplaquettaires sur l’agrégation plaquettaire 
induite par les différents agonistes utilisés chez les 
volontaires sains 
À ce stade, on ne connaît pas l’effet des antiplaquettaires sur la libération 

plaquettaire du BDNF, ni son effet une fois dans la circulation. Afin d’évaluer les effets 

des agents antiplaquettaires sur la quantité de BDNF relâchée chez les volontaires sains, 

nous avons tout d’abord effectué des tests d’agrégation en PRP préincubées avec les trois 

antiplaquettaires (ASA, AR-C ou Abciximab) avant de les stimuler avec les différents 

agonistes (collagène, ADP, AA, épinéphrine ou TRAP-6), choisis spécifiquement pour 

étudier les différentes voies d’activation plaquettaire. Par la suite, le plasma généré en 

réponse à la concentration la plus importante de l’agoniste en question a été récolté afin de 

quantifier la libération du BDNF par ELISA. Ceci nous permettra d’établir un lien entre 

l’activation/agrégation plaquettaire et la libération de BDNF. Les données sont présentées 

dans les sections suivantes. 
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Figure 13:Agrégation optique en PRP des volontaires sains avec différentes doses 
(Faible, moyenne et forte) de chaque agoniste et en réponse aux antiplaquettaires. 
 Les graphiques sont représentés en fonction de la médiane ± IQR, ADP (n=18), AA 
(n≥10), épinéphrine (EPI) (n=19), collagène (n≥15), Trap-6 (n=19). 
 

-6.0 -5.5 -5.0 -4.5control

0

20

40

60

80

100

%
 A

gg
re

ga
tio

n

1 3 10 
ADP (μM)

log[ADP], M

-5.5 -5.0 -4.5 -4.0control

0

20

40

60

80

100

%
 A

gg
re

ga
tio

n

5 10 30 
Epi (μM)

log[epi], M

-3.2 -3.0 -2.8Control

0

20

40

60

80

100

log[AA], M

%
 A

gg
re

ga
tio

n

0.5 0.75 1
AA (mM)

+ Agoniste
Control

+ ASA 
+ AR-C
+ Abciximab 

-6 -5control

0

20

40

60

80

100

%
 A

gg
re

ga
tio

n

0.5 2 5
Collagène (μg/ml)

log[collagen], g/ml

-6.0 -5.5
control

0

20

40

60

80

100

%
 A

gg
re

ga
tio

n

0.5 1 3
TRAP-6 (μM)

log[TRAP-6], M



 

68 

Dans les graphiques de la figure 13, les résultats d’agrégation proviennent des 

analyses effectuées chez 20 sujets sains, dont le nombre des tests ayant pu être validés est 

indiqué dans la légende pour chaque agoniste. De manière générale, nous avons ciblé la 

voie d’amplification en choisissant l’ADP et l’AA, la voie de la sensibilisation avec 

l’épinéphrine, la voie de la coagulation avec le choix du TRAP-6, et l’adhésion plaquettaire 

en optant pour le collagène. La figure 13 montre que tous les agonistes testés induisent une 

agrégation plaquettaire d’une façon dose-dépendante, à l’exception de l’AA. À la dose la 

plus forte (dose d’intérêt pour l’étude de la libération du BDNF par les plaquettes), 

l’agrégation approximative était proche de 80%. Cependant, à la dose la plus faible, 

l’agrégation est variable, car ces doses sont suboptimales et induisent un stimulus 

d’amorçage qui dépend de la réactivité plaquettaire chez les différents donneurs. Les 

différents antiplaquettaires inhibent l’agrégation, que ce soit pour l’inhibiteur spécifique 

des récepteurs adénosines (AR-C) ou par l’inhibiteur de la COX-1 (ASA) et/ou par 

l’inhibiteur du récepteur αIIbβ3 (Abciximab) impliqué dans l’agrégation plaquettaire via 

sa liaison au fibrinogène. 

La prochaine partie de cette section abordera le premier objectif du projet de 

recherche, qui est d’étudier l’effet des médicaments antiplaquettaires sur la libération du 

BDNF au niveau des plaquettes de volontaires sains (retenus dans l’étude) traitées in vitro 

par des antagonistes spécifiques. Les résultats d’ELISA du BDNF ont été vérifiés et validés 

chez 7 sujets sains (Figure 14).    

6.2 Effet des agonistes sur la libération du BDNF 
plaquettaire chez les volontaires sains 

 
Le niveau du BDNF plasmatique a été quantifié chez les quatre groupes d’étude par 

la méthode d’ELISA en utilisant les mêmes paramètres d’analyse et de conditions 

expérimentales (température de conservation, concentration, volume, etc.). Comme l’effet 

des antiplaquettaires sur la libération du BDNF plaquettaire est très mal documenté, ces 

travaux de recherche vont nous permettre de vérifier si les antiplaquettaires influenceraient 

le réservoir du BDNF. Dans un premier temps, la vérification que les plaquettes peuvent 

sécréter le BDNF après une stimulation est représentée dans la figure 14 ci-dessous.  
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 Figure 14: Dosage du BDNF en plasma de PRP par la méthode d’ELISA chez les 
volontaires sains. 
 
Les graphiques sont représentés en fonction de la médiane ± IQR, n=7 (test de Friedman, 
**p<0,001 & *p<0,01 vs Contrôle). 
 

La figure 14 montre que, à l’état basal (contrôle), la quantité plasmatique basale du 

BDNF chez les volontaires sains est faible (2627 pg / 250 x 106 plaquettes). Tous les 

agonistes plaquettaires testés permettent d’augmenter significativement la libération de 

BDNF environ cinq fois en comparaison avec les niveaux basaux (≈12604 pg / 250 x 106 

plaquettes). Quel que soit l’agoniste utilisé, on a remarqué une forte libération du BDNF 

par les plaquettes, ce qui permet de confirmer que les plaquettes emmagasinent une 

quantité importante de BDNF. Reste à savoir si cette quantité va être influencée par l’ajout 

des antiplaquettaires; ceci va être vérifié dans les expériences suivantes.  
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6.3 Effet des antiplaquettaires sur l'agrégation et la libération 
du BDNF plaquettaire chez les volontaires sains  

6.3.1 Effet des antiplaquettaires sur l'agrégation et la libération du BDNF 
plaquettaire en présence des agonistes 

 

 
Figure 15: Dosage du BDNF en plasma de PRP par la méthode d’ELISA en présence des 
antiplaquettaires et des agonistes utilisés en fonction de l’agrégation plaquettaire chez les 
volontaires sains. 
Les graphiques sont représentés en fonction de la médiane ± IQR, n=7 (test de Friedman, 
p***<0,0001, **p<0,001 & *p<0,01 vs ADP; vs AA; vs TRAP-6; vs Collagène et vs EPI). 
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Comme prévu et tel que démontré dans la figure 15, les plaquettes activées libèrent 

du BDNF et cette libération est bloquée par des agents antiplaquettaires. En reproduisant 

l’effet des antiplaquettaires in vitro chez les volontaires sains en réponse à l’ADP, on a 

remarqué une inhibition significative par l’AR-C (2240 pg / 250 x 106 plaquettes) et 

l’Abciximab (2498 pg / 250 x 106 plaquettes) qui réduisent la libération du BDNF à un 

niveau comparable au niveau contrôle (2627 pg / 250 x 106 plaquettes). L’ASA réduit de 

son côté cette sécrétion, mais cette dernière reste non significative. Du côté de l’agrégation, 

l’ADP induit une forte agrégation via les récepteurs purinergiques à l’adénosine, ce qui 

nous a permis d’enregistrer une agrégation de 80%. De plus, cette agrégation se trouve 

inhibée de manière significative par l’AR-C, l’antagoniste spécifique de l’ADP (ce qui est 

attendu) et par l’inhibiteur du récepteur αIIbβ3 impliqué dans l’agrégation plaquettaire via 

sa liaison au fibrinogène, sans être affectée par l’ASA. L’agrégation semble suivre la 

sécrétion du BDNF à des niveaux de signification proches. L’AA augmente la libération 

du BDNF de manière significative par rapport au contrôle (11933 pg / 250 x 106 plaquettes). 

Du côté de l’agrégation, l’AA induit une forte agrégation via la libération du TXA2. Nous 

avons enregistré une agrégation plaquettaire de 80% à une dose de 1 mM par rapport à la 

condition contrôle. Cette agrégation est suivie d’une sécrétion importante de BDNF. 

L’Abciximab réduit cette sécrétion, mais le résultat reste non significatif. De ce fait, l’ASA 

inhibe aussi bien l’agrégation que la libération plaquettaire du BDNF (4519 pg / 250 x 106 

plaquettes) en présence d’une forte dose d’AA. En présence de l’AR-C, on remarque que 

l’agrégation est de l’ordre de 60% alors que la libération du BDNF est inhibée 

significativement. Ceci suggère qu’en présence de cet antiplaquettaire, le BDNF 

plaquettaire n’est pas relâché même lors de l’agrégation.  

 

Tous les antiplaquettaires utilisés inhibent significativement la libération du BDNF 

induite par l’épinéphrine à des niveaux comparables à la condition basale ou contrôle (2883 

pg / 250 x 106 plaquettes). L’effet de ce sensibilisateur se trouve remarquablement plus 

affecté par l’Abciximab. Encore une fois pour l’AR-C, l’activation des plaquettes a permis 
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d’enregistrer une réduction non significative à 40 % d’agrégation, malgré que le BDNF 

relâché était significativement inhibé. 

Afin d’étudier la voie déclenchée par l’adhésion plaquettaire à la matrice 

extracellulaire riche en collagène, nous avons utilisé une forte dose de collagène pour 

activer les plaquettes. D’après la figure 15, nous avons remarqué que l’Abciximab réduit 

significativement la quantité du BDNF libéré en présence du collagène chez les volontaires 

sains (3329 pg / 250 x 106 plaquettes), ce qui est comparable au niveau contrôle. Ce résultat 

se reproduit aussi au niveau de l’agrégation plaquettaire. Cela met en évidence que 

l’Abciximab inhibe non seulement l’agrégation plaquettaire (ce qui est attendu), mais aussi 

la libération du BDNF de manière significative chez les volontaires sains en présence du 

collagène. Les autres antiplaquettaires réduisent la libération du BDNF, mais cette dernière 

reste non significative. Ceci pourrait être dû à des variations importantes dans les réponses 

au collagène et le faible nombre des expériences. En revanche, les plaquettes de ces 

donneurs agrègent fortement, malgré la baisse importante du relâche du BDNF en présence 

de l’AR-C et de l’ASA. L’agrégation plaquettaire ne suit pas le même profil de la sécrétion 

du BDNF en présence de cet agoniste. 

À travers le TRAP-6 amide, nous avons ciblé la voie de la coagulation qui mène à 

la formation de la thrombine et à l’activation de son récepteur de haute affinité le PAR-1. 

La liaison de TRAP-6 à PAR-1 provoque un changement de conformation des récepteurs 

αIIbβ3 plaquettaires, ce qui leur confère une haute affinité pour le fibrinogène. Le 

fibrinogène se lie ensuite aux récepteurs provoquant une agrégation.

La figure 15 indique que le TRAP-6 permet la libération de BDNF jusqu’à 5 fois plus que 

la quantité basale (13931 pg / 250 x 106 plaquettes) et ceci est accompagné par une forte 

agrégation (80%). L’agrégation et la sécrétion se trouvent fortement et significativement 

inhibées en présence de l’Abciximab. Or la sécrétion du BDNF a été réduite par l’AR-C et 

significativement inhibée par l’ASA, sans pour autant suivre le même profil au niveau de 

l’agrégation, où les plaquettes agrègent à une moyenne de 45%. 

En résumé, les données obtenues chez les donneurs sains nous permettent d’avancer 

que l’ajout des antiplaquettaire influence à la baisse la quantité du BDNF libérée par les 

plaquettes. Le profil de l’agrégation plaquettaire et la sécrétion de BDNF dépendent de 
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l’agoniste et de l’antiplaquettaire en question. L’activation plaquettaire semble être 

importante pour relâcher le BDNF plaquettaire. 

6.4 Effet des antiplaquettaires sur l'agrégation et la libération 
du BDNF plaquettaire chez les patients 
Cette section s’intéresse aux effets des antiplaquettaires sur la libération du BDNF 

par les plaquettes des patients.  Ainsi, on abordera l’objectif 2 de ce volet de recherche qui 

est d’étudier l’effet des médicaments antiplaquettaires sur la libération du BDNF par les 

plaquettes in vivo, en étudiant les plaquettes des patients souffrant de maladie 

cardiovasculaire stable requérant la prise des médicaments antiplaquettaires en prévention 

secondaire.  

L’estimation initiale était de 20 donneurs par groupe, mais au cours de l’étude nous 

avons rencontré plusieurs difficultés pour trouver des patients ou les recruter dans des 

délais raisonnables, respectant le cadre de ce projet de doctorat. Ce projet pilote regroupe 

10 donneurs par groupe. Le nombre des patients qui a été retenu dans chaque groupe de 

patients pour l’analyse, après vérification et validation des données d’agrégation et de 

libération du BDNF chez les mêmes sujets, est présenté dans le tableau 1, illustrant 

également le décompte plaquettaire, l’âge et le sexe des sujets. 
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Tableau 1 : Caractéristiques des participants retenus dans le projet 
 

Patients sous ASA 
Patient Décompte plaquettaire Sexe Âge Autres maladies connexes 

1 373 M 82 Hypertension artérielle 
2 246 M 77 Diabète 
3 245 M 78 Hypertension artérielle 
4 251 M 59 Hypertension artérielle/Diabète 
5 262 M 75 Hypertension artérielle/Diabète 
6 350 M 66 Diabète 
7 426 M 68 Diabète/Dyslipidémie/Hypertension artérielle 

 Moyenne: 72  

Patients souffrant de maladies valvulaires 
Patient Décompte plaquettaire Sexe Âge Autres maladies connexes 

1 218 M 54 Hypertension artérielle pulmonaire 
2 243 M 59 Hypercholestérolémie 
3 394 M 75 Diabète/Dyslipidémie/Hypertension artérielle 
4 174 F 75 Dyslipidémie/Hypertension artérielle 
5 223 M 48 Aucune maladie connexe 

 Moyenne: 62  

Patients sous DAPT 
Patient Décompte plaquettaire Sexe Âge Autres maladies connexes 

1 403 F 57 Hypertension artérielle/Hypercholestérolémie 
2 349 M 77 Hypertension artérielle/Hypercholestérolémie 
3 334 M 75 Hypercholestérolémie/Diabète 
4 346 M 64 Hypertension artérielle/Diabète 
5 330 M 43 Hypercholestérolémie/Obésité 
6 423 M 62 Diabète 

 Moyenne : 63  

Volontaires sains 
Patient Décompte plaquettaire Sexe Âge Autres maladies connexes 

1 255 F 33  
2 150 F 35  
3 294 M 43  
4 327 F 31  
5 424 M 28  
6 194 M 40  
7 293 F 43  

 Moyenne: 36  
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6.4.1 Effet de l’ASA sur l'agrégation et la libération du BDNF plaquettaire en 
présence de tous les agonistes chez les patients sous ASA 

 

 

Figure 16: Dosage du BDNF en plasma de PRP par la méthode d’ELISA en présence des 
agonistes utilisés en fonction de l’agrégation plaquettaire chez les patients sous ASA. 
Les graphiques sont représentés en fonction de la médiane ± IQR, n=7 (test de Friedman, 
***p<0,0001, **p<0,001 & *p<0,01 vs Contrôle). 
 
 
 

La figure 16 montre que l’ADP active les plaquettes des patients sous ASA et induit 

ainsi une agrégation forte (de l’ordre de 60%), accompagnée d’une faible libération du 

BDNF. Le collagène et le TRAP-6 induisent une agrégation significative et une libération 

plus importante de BDNF (6050 pg / 250 x 106 plaquettes et 4237 pg / 250 x 106 plaquettes) 

respectivement, en comparaison avec la condition contrôle (966 pg / 250 x 106 plaquettes). 

L’épinéphrine, en tant que sensibilisateur plaquettaire, induit une faible sécrétion non 

significative de BDNF. Comme ces patients étaient sous prise quotidienne et prolongée 

d’ASA, on s’attendait à ne pas avoir une activation des plaquettes suite à la stimulation 

avec l’AA. Les plaquettes semblent ne pas sécréter à leur tour le BDNF. Les patients sous 
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ASA relâchent moins de BDNF plaquettaire que les volontaires sains (Figure 15). 

Différentes variables peuvent expliquer cette faible sécrétion, à commencer par l’âge et le 

sexe ainsi que les maladies connexes des patients. On ne peut donc pas, au vu de ces 

résultats, conclure sur l’effet direct de ces variables, mais la prise de l’ASA est impliquée 

dans la diminution de la libération plaquettaire du BDNF.  

 

6.4.2 Effet de la DAPT sur l'agrégation et la libération du BDNF plaquettaire en 
présence de tous les agonistes chez les patients sous DAPT  

 

 
Figure 17: Dosage du BDNF en plasma de PRP par la méthode d’ELISA en présence des 
agonistes utilisés en fonction de l’agrégation plaquettaire chez les patients sous DAPT. 
Les graphiques sont représentés en fonction de la médiane ± IQR, n=6 (test de Friedman, 

***p<0,0001, **p<0,001 & *p<0,01 vs Contrôle). 

 

Chez les patients sous DAPT (Figure 17), la libération de BDNF est 

significativement augmentée seulement en réponse au collagène (4704 pg / 250 x 106 

plaquettes) et au TRAP-6 par rapport au contrôle (1239 pg / 250 x 106 plaquettes) ce qui 

représente une concentration 4 fois plus importante que le niveau basal. À l’état basal 

(contrôle), le BDNF relâché reste faible et ceci est en accord avec l’agrégation qui est 
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faible. La stimulation des plaquettes avec l’AA et l’épinéphrine ne permet pas de constater 

une différence significative dans la sécrétion et l’agrégation. L’activation des récepteurs 

adrénergiques plaquettaires avec l’épinéphrine ne permet pas une augmentation de la 

quantité du BDNF libérée, et cela malgré la forte dose utilisée. La libération du BDNF chez 

les patients reste beaucoup plus faible que celle observée chez les volontaires sains dans la 

figure 15. Nous constatons que les résultats de la libération du BDNF chez les patients sous 

DAPT ressemblent au profil des patients sous ASA.  

Finalement, on a utilisé le groupe des patients atteints de maladies valvulaires, sans 

traitements antiplaquettaires, comme un groupe contrôle pour la prise des antiplaquettaires 

par rapport à nos patients. Les mêmes expériences ont été reproduites chez ce groupe 

d’étude et les résultats sont présentés dans la figure 18. 
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6.4.3 L’agrégation et la libération du BDNF plaquettaire en présence de tous les 
agonistes chez les patients atteints de maladies valvulaires 

 

 
Figure 18: Dosage du BDNF en plasma de PRP par la méthode d’ELISA en présence des 
agonistes en fonction de l’agrégation plaquettaire chez les patients atteints de maladies 
valvulaires 
Les graphiques sont représentés en fonction de la médiane ± IQR, n=5 (test de Friedman, 

***p<0,0001, **p<0,001 & *p<0,01 vs Contrôle). 

 

Chez les patients atteints de maladies valvulaires qui ne reçoivent pas un traitement 

antiplaquettaire (Figure 18), les agonistes utilisés ont tendance à augmenter la sécrétion du 

BDNF en comparaison avec la condition contrôle, mais ce résultat reste non significatif à 

l’exception du collagène (9565 pg / 250 x 106 plaquettes).  Les plaquettes de ces patients 

répondent normalement à tous les agonistes testés par une libération importante du BDNF, 

mais la non-significativité de l’augmentation observée est probablement due au nombre 

restreint des patients retenus après l’analyse des résultats (n=5). Le profil de la libération 

du BDNF est plus faible que celui des donneurs sains (Figure 15), mais reste plus élevé 

comparativement aux deux groupes de patients sous ASA (Figure 16) et DAPT (Figure 

17). 
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La tendance de la libération du BDNF plaquettaire sous l’action des agonistes reste 

plus importante chez les volontaires sains que celle obtenue chez les patients avec des 

antiplaquettaires. Les résultats indiquent que les patients sous antiplaquettaires, que ce soit 

en monothérapie avec l’ASA ou en double thérapie, semblent moins sécréter le BDNF sous 

l’action des agonistes que chez les volontaires sains et les patients atteints de maladies 

valvulaires sans traitement antiplaquettaire tel que présenté dans les figures (14-18). Le 

niveau du BDNF à l’état basal (condition contrôle) chez les patients sous ASA (966 pg / 

250 x 106 plaquettes) et sous DAPT (1239 pg / 250 x 106 plaquettes) représente environ 

deux fois moins la quantité du BDNF relâchée chez les volontaires sains (2627 pg / 250 x 

106 plaquettes).  

6.5 Les niveaux d’expression plaquettaire du BDNF chez les 
4 groupes 
Afin de vérifier l’objectif 3 de notre étude, qui est de comparer les niveaux 

d’expression du BDNF plaquettaire entre les volontaires sains et les patients atteints de 

maladies cardiovasculaires, nous avons procédé à l’analyse du BDNF exprimé dans les 

plaquettes non stimulées des patients et des volontaires sains par la technique de western 

blot. Lors d’une première étape, nous avons confirmé l’expression du BDNF dans les 

plaquettes de volontaires sains. Dans un deuxième temps, nous avons procédé à l’analyse 

de l’expression du BDNF au niveau des plaquettes des différents groupes. Ces résultats 

sont présentés dans la section ci-dessous. 
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6.5.1 L’expression du BDNF dans les plaquettes non stimulées des volontaires sains 

 

 

Figure 19: Gel représentatif de l’expression du BDNF au niveau des plaquettes lavées 
non stimulées provenant de quatre volontaires sains. 
 

Le gel dans la figure 19 représente l’expression du BDNF dans les plaquettes (250 

x 106/mL) provenant de quatre donneurs sains en utilisant deux contrôles positifs, soit la 

protéine recombinante du BDNF commercialisée à deux concentrations (0,5 ng et 1 ng) et 

les PBMC à une concentration de 5 x 106/mL. La β-actine représente l’expression protéique 

totale. La bande d’intérêt du BDNF au niveau des PBMC était détectée au même niveau 

que les plaquettes lavées et la protéine recombinante. Ce résultat initial a permis de 

confirmer que le BDNF est présent dans les plaquettes11 et que la bande d’intérêt 

correspond au poids moléculaire d’environ 15 kDa.  

La partie suivante représente le niveau d’expression du BDNF dans les plaquettes 

des différents groupes d’étude.  

 

    BDNF 0,5 ng     BDNF 1 ng  PBMC 
(5 x 106/mL)  

 Plaquettes de volontaires sains 
(250 x 106 plaquettes)  
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6.5.1 L’expression du BDNF dans les plaquettes non stimulées des groupes étudiés 

 

 

 
 

Figure 20: Expression du BDNF au niveau des plaquettes lavées chez les différents 
groupes expérimentaux. 
(A) : Gel représentatif de l’expression du BDNF au niveau des plaquettes lavées chez les 
différents groupes expérimentaux. (B) : Quantification des niveaux d’expression du BDNF 
en présentant le rapport de l’intensité de la densité optique des bandes du BDNF en fonction 
de la β-actine.  
Les graphiques sont représentés en fonction de la médiane ± IQR, test de Kruskal-
Wallis/test de Dunn’s, P : NS; volontaires sains n=7, ASA n=7, DAPT n= 6, valvulaires 
n=5. 
 

Le gel de la figure 20 représente l’expression du BDNF dans les plaquettes (250 x 

106/mL) des volontaires sains et des patients cardiovasculaires en comparant avec deux 

contrôles positifs, soit la protéine recombinante du BDNF (1 ng) et les PBMC (5 x 106 / 

mL). Ce résultat montre que le BDNF est présent dans les plaquettes des patients sous 

thérapie antiplaquettaires et les patients atteints de maladies valvulaires avec une bande 

d’intérêt d’environ 15 kDa. Le niveau d’intensité des bandes étant différent entre les 

donneurs, nous avons vérifié s’il y avait une différence significative entre les niveaux 

d’expression intraplaquettaires de la protéine. L’histogramme représente la normalisation 
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de l’intensité des bandes du BDNF par rapport à celle de la β-actine pour tous les gels et 

pour chaque groupe. Aucune différence significative n’est observée entre les groupes; ce 

qui nous amène à suggérer que les traitements antiplaquettaires n’affectent pas le niveau 

d’expression du BDNF plaquettaire.

 

6.5.1 Étude de l’association entre le BDNF plasmatique et le décompte plaquettaire 
des différents groupes d’étude 

Dans cette section nous nous sommes posé la question quant à l’origine du BDNF 

plasmatique en étudiant une possible association entre le décompte plaquettaire des 

volontaires et la quantité du BDNF à l’état basal (contrôle) quantifié par la technique de 

western blot.  D’après les résultats présentés dans la figure 21, on a pu constater qu’il n’y 

a pas de relation entre les deux mesures, car l’association n’est pas présente. En considérant 

que les données ne sont pas significatives pour les quatre groupes, nous ne pouvons pas 

déduire que l’origine du BDNF est exclusivement plaquettaire.  
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Figure 21: Corrélation entre le niveau plasmatique basal du et le décompte plaquettaire.  
Test de Spearman. 
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6.5.1.1.  Association entre les niveaux du BDNF sous l’action du TRAP-6 et 
l’expression du BDNF dans les plaquettes des patients 

 Dans cette section, nous avons corrélé les niveaux intracellulaires de BDNF obtenus 

par western blot (une technique semi-quantitative) aux niveaux plasmatiques de BDNF à 

l’état stimulé au TRAP-6 (3 μM) mesurés par ELISA (Figure 22). Nous observons que la 

quantité de BDNF relâchée n’est pas corrélée à la quantité de BDNF plaquettaire. L’analyse 

a été effectuée à une condition où la sécrétion a été induite par le TRAP-6, un puissant 

agoniste, où les niveaux de sécrétion semblent relativement maintenus chez les trois 

groupes (patients sous ASA, patients sous DAPT et patients atteints de maladies 

valvulaires), traitée ou non par les antiplaquettaires. Ce résultat ainsi que les deux résultats 

précédents supportent la conclusion que les antiplaquettaires altèrent la libération du BDNF 

et que son niveau d’expression initiale dans les plaquettes ne reflète pas forcément la 

quantité relâchée par celles-ci. Notons que l’association entre les niveaux de BDNF et son 

expression dans les plaquettes des patients a été étudiée avec tous les autres agonistes 

utilisés dans cette étude (résultats identiques à ceux du TRAP-6 et non inclus dans la thèse). 

Seulement les résultats sous l’action du TRAP-6 sont présentés ci-dessous.  
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Figure 22: Corrélation entre les niveaux du BDNF relâchés sous l’action du TRAP-6 (3 
μM) et l’expression du BDNF au niveau des plaquettes isolées chez les patients. 
 Test de Spearman. 
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Chapitre 7 :   Effet du BDNF exogène sur 
les plaquettes 
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7.1 Le BDNF exogène n’a aucun effet sur l’agrégation 
plaquettaire chez les groupes étudiés 
On se demande si le BDNF relâché physiologiquement au niveau vasculaire induit-

il un effet en plasma et si c’est le cas quelle est la concentration du BDNF qui aurait un 

effet dans un modèle pathologique tel que la thrombose. D’après les résultats des tests 

d’agrégation en PRP de la figure 23, on a remarqué que le BDNF exogène à différentes 

doses (1 μg/mL, 3 μg/mL et 10 μg/mL) n’a aucun effet significatif sur l’agrégation en PRP 

des plaquettes des différents groupes.  

 
 

 

 
Figure 23: Agrégation optique en PRP chez les quatre groupes d’étude en présence du 
BDNF. 
Les graphiques sont représentés en fonction de la médiane ± IQR; volontaires sains et 
DAPT n=4, ASA et Valvulaire n= 5; test de Friedman, P: NS vs Control. 
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7.2 Le BDNF exogène n’a aucun effet sur l’agrégation 
plaquettaire chez les volontaires sains en synergie avec les 
différents agonistes  

 Lors de ces expériences, nous avons procédé par l’ajout du BDNF 5 minutes avant 

l’ajout de chaque agoniste sans agitation à température pièce. Nous avons choisi de vérifier 

cet effet en utilisant la dose intermédiaire du BDNF, car le résultat précédent (Figure 23) 

confirme que les trois doses de BDNF utilisées n’ont aucun effet au niveau du PRP. La 

figure 24 montre que la stimulation du PRP des volontaires sains en présence de la dose 

moyenne du BDNF exogène (3 μg/mL) en combinaison avec les cinq agonistes 

plaquettaires à faible et à forte dose ne permet pas d’enregistrer une différence significative 

dans l’agrégation plaquettaire. Ce résultat indique que le BDNF n’a aucun effet synergique 

avec l’ADP (1 μM), l’épinéphrine (30 μM) et le TRAP-6 (3 μM), alors le collagène (0.5 

μg/ml) et l’AA (0.5 mM) nous ne pouvons pas confirmer ce résultat puisque l’agrégation 

est déjà maximale avec les faibles doses de ces agonistes chez les volontaires sains, mais 

pas chez les patients dans les sections suivantes.  
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Figure 24: Agrégation optique en PRP en réponse au BDNF chez les volontaires sains en 
présence de différents agonistes. 
Les graphiques sont représentés en fonction de la médiane n=5, Two-way-ANOVA, P : 

NS). 

   

La prochaine section vérifie l’effet du BDNF chez les patients sous Aspirine et les 

patients sous DAPT. 

 

 

 

ADP (
1 µ

M)

ADP (
10 

µM
)

Coll
 (0

,5 
µg

/m
L)

Coll
 (5

 µg
/m

L)

AA  (0
,5 m

M)

AA (1
 m

M)

EPI  (5
 µM

)

EPI  (3
0 µ

M)

TRAP-6 
(0,

5 µ
M)

TRAP-6 
(3 

µM
)

0

20

40

60

80

100
%

 A
gg

re
ga

tio
n

+ Agoniste

+ BDNF (3 µg/mL)



 

90 

7.3 Le BDNF exogène n’a aucun effet sur l’agrégation 
plaquettaire chez les patients sous DAPT en synergie avec 
les différents agonistes  

 
La figure 25 montre que la stimulation du PRP en présence du BDNF exogène ne 

permet pas d’enregistrer une différence significative dans l’agrégation plaquettaire, ce qui 

confirme le résultat précédent chez les volontaires sains (Figure 24). 

 
 

 
Figure 25: Agrégation optique en PRP en réponse au BDNF chez les patients sous DAPT 
en présence de différents agonistes. 
Les graphiques sont représentés en fonction de la médiane n=6, Two-way-ANOVA, P : 

NS). 

ADP (1
 µM

)

ADP (1
0 µ

M)

Coll
 (0

,5 µ
g/m

L)

Coll
 (5

 µg
/m

L)

AA  (0
,5 

mM)

AA (1
 m

M)

EPI  (5
 µM

)

EPI  (3
0 µ

M)

TRAP-6 
(0,

5 µ
M)

TRAP-6 
(3 

µM
)

0

20

40

60

80

100

%
 A

gg
re

ga
tio

n

+ Agoniste

+ BDNF (3 µg/mL)



 

91 

7.4 Le BDNF exogène n’a aucun effet sur l’agrégation 
plaquettaire chez les patients sous aspirine en synergie 
avec les différents agonistes  

 
La figure 26 montre que la stimulation du PRP en présence du BDNF seul ou en 

combinaison avec les agonistes ne permet pas d’enregistrer une différence significative 

dans l’agrégation plaquettaire chez les patients sous ASA. Sachant que la concentration 

utilisée est de l’ordre de 1000 fois supérieures à celle retrouvée en plasma, le BDNF 

exogène n’a aucun effet seul ou en combinaison avec les cinq agonistes utilisés à faible et 

à forte dose sur l’agrégation des plaquettes en PRP.  

 
 

Figure 26: Agrégation optique en PRP en réponse au BDNF chez les patients sous 
aspirine en présence de différents agonistes. 
Les graphiques sont représentés en fonction de la médiane n=5, Two-way-ANOVA, P : 

NS). 
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les plaquettes isolées et lavées afin de vérifier si le même effet du BDNF enregistré dans 

le PRP se reproduirait ou non. 

7.5 Le BDNF exogène active les plaquettes lavées chez les 
volontaires sains 

 
Les plaquettes des volontaires sains ont été isolées et concentrées suivant un 

décompte de 250 x 106/mL puis stimulées avec trois doses du BDNF recombinant (1 g/mL, 

3 g/mL et 10 g/mL) ainsi que la condition basale (0 ou contrôle) où le BDNF n’a pas été 

ajouté. Les enregistrements des tests d’agrégation plaquettaire sont présentés dans la figure 

27. D’après ce résultat, une concentration de 10 μg/mL était nécessaire pour induire une 

agrégation. On a remarqué que la présence de la forte dose du BDNF (10 g/mL) enregistre 

une agrégation significative de plus de 80% par rapport à la condition contrôle, ce qui 

montre que le BDNF active les plaquettes lavées de volontaires sains. L’effet du BDNF est 

caractérisé par trois phases : la première est la phase de latence prolongée (≈5 min, phase 

1). Par la suite, il y a eu un changement de la forme et de la taille des plaquettes qui 

correspondent à la phase d’activation où les plaquettes s’activent et commencent à relâcher 

les médiateurs vasoactifs (phase 2). La troisième et dernière phase marque la phase 

d’agrégation irréversible où les plaquettes s’agrègent de façon ferme. Il s’agit d’une 

agrégation biphasique et irréversible qui nécessite une forte concentration de BDNF pour 

activer le récepteur par lequel la signalisation est déclenchée - ce qui suggère que le 

récepteur par lequel se transmet la signalisation du BDNF pourrait être exprimé au niveau 

des plaquettes. Le récepteur en question pourrait être le TrKB (la forme complète et/ou 

tronquée) ou encore un autre récepteur plaquettaire par lequel le BDNF signalise au niveau 

des plaquettes. Nous ne pouvons pas nous prononcer quant au mécanisme d’action du 

BDNF à cette étape du projet de recherche.  
 



 

93 

 

 

  
Figure 27: Agrégation optique en plaquettes lavées de volontaires sains. 
La représentation du profil d’agrégation en présence du BDNF pendant 12 minutes. 1 : 
phase de latence, 2 : phase d’activation et 3 : phase d’agrégation. Les graphiques sont 
représentés en fonction de la médiane ± IQR, n=5, test de Friedman, **p<0.001 vs 
condition 0, 1 et 3). 
 

Nous avons voulu par la suite vérifier si cet effet du BDNF sur l’agrégation des 

plaquettes lavées serait affecté par la présence des antiplaquettaires. La section suivante 

analysera cet effet. 

 

7.5.1 Les antiplaquettaires renversent l’effet du BDNF exogène sur l’agrégation 
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En utilisant des antiplaquettaires en présence du BDNF au niveau des plaquettes 

lavées de volontaires sains isolées et préparées à une concentration de 250 x 106/mL, nous 

avons enregistré les données présentées ci-dessous. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28: Agrégation optique des plaquettes lavées de volontaires sains en présence du 
BDNF et des antiplaquettaires. 
Les graphiques sont représentés en fonction de la médiane ± IQR, n≥4, test de Krudkal-
Wallis, **p<0.001 & *p<0.01 vs BDNF. 
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Comme le décrit la figure 28, le BDNF seul continu à induire une forte agrégation 

de l’ordre de 90% et cette dernière se trouve réduite significativement à 20-30% en 

présence de l’AR-C et de l’Abciximab. L’ASA à son tour diminue de 50% l’agrégation 

plaquettaire, mais ce résultat reste non significatif. 
Dans la prochaine section, nous avons vérifié si le récepteur du BDNF, le TrKB, 

est présent au niveau des plaquettes humaines. 

7.6 L’expression de la forme tronquée du récepteur TrKB au 
niveau des plaquettes des volontaires sains  
La section suivante mettra en évidence le dernier objectif de ce projet de recherche 

qui vise à l’identification du récepteur TrKB au niveau des plaquettes isolées. Nous avons 

utilisé les protéines plaquettaires de 15 donneurs différents (5 donneurs/gel) afin de vérifier 

si les deux formes du récepteur TrKB (la forme tronquée et la forme complète) sont 

présentes au niveau des plaquettes. Si c’est le cas, nous devons trouver deux bandes de 

poids moléculaire d’environ 95 kDa et 145 kDa pour la forme tronquée et la forme 

complète, respectivement. Plusieurs essais ont été faits avant de mettre le protocole au point 

et les résultats des gels de western blot sont présentés dans la figure 29.  Nous avons utilisé 

des lysats de PBMC de volontaires sains et de parenchyme de souris, comme contrôles 

positifs.  

La figure 29 montre la présence des bandes à un niveau très proche des contrôles 

positifs à une hauteur proche de 95 kDa chez les plaquettes de différents volontaires sains, 

ce qui suggère que les plaquettes pourraient exprimer la forme tronquée du récepteur TrKB.  

Le gel a été chargé avec 15 µg de lysat de parenchyme de souris, des PBMCs de volontaires 

sains (35 μl provenant de 7.5 x 106 PBMCs/mL) et des plaquettes lavées (35 μl provenant 

de 107 plaquettes/mL) de 5 volontaires sains. 
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Figure 29: Gel représentatif suggérant l’expression du récepteur TrKB tronqué au niveau 
des plaquettes lavées de volontaires sains. 
 

Notons que l’anticorps utilisé reconnait les deux formes du récepteur TrKB, et que 

la séquence utilisée par la compagnie est une séquence 32-430, ce qui correspond à la partie 

extracellulaire du récepteur, accessible sur ce lien : 

 http://www.uniprot.org/uniprot/Q16620  

La question demeure sur la nature du récepteur plaquettaire du BDNF qui sera 

responsable de l’induction de l’agrégation au niveau des plaquettes lavées. La possibilité 

de l’expression de la forme complète du récepteur demeure possible. D’autres techniques 

telles que la microscopie confocale ou encore la cytométrie en flux seront très utiles pour 

vérifier l’expression des deux formes du récepteur TrKB.  Les résultats présentés par Mme 

Imane Boukhatem, étudiante à la maîtrise au laboratoire de Dre Lordkipanidzé, en utilisant 

la technique de cytométrie en flux, montrent que la forme tronquée est exprimée au niveau 

des plaquettes ce qui renforce le résultat de la figure 29.  

Nous avons voulu dans une dernière étape étudier l’effet des inhibiteurs 

pharmacologiques des récepteurs TrKB soient la cyclotraxine-B et le GNF 5837 sur 

l’activité plaquettaire en présence du BDNF. Cette partie sera présentée dans la section 

suivante. 

7.6.1 Les kinases plaquettaires sont impliquées dans la signalisation du BDNF dans 
les plaquettes 

Deux antagonistes ont été utilisés dans cette expérience au niveau des plaquettes 

lavées de volontaires sains et isolées à un décompte de 250 x 106/mL. La cyclotraxine-B 

est un modulateur allostérique des récepteurs TrKB; il s’agit d’antagoniste spécifique des 
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récepteurs TrKB par sa liaison aux sites qui ne sont pas critiques pour la liaison du BDNF. 

La cyclotraxine-B modifie la conformation du récepteur sans pour autant altérer la liaison 

du BDNF à son récepteur. Il a été rapporté que la concentration inhibitrice médiane de cette 

dernière est de 0,30 nM404. Le GNF 5837 est un puissant inhibiteur sélectif du récepteur 

TrKB qui agit par l’inhibition de l’activité des domaines kinases de celui-ci. La 

concentration inhibitrice médiane du GNF 5837 varie entre 8 et 9 nM405.  

Le BDNF à 10 μg/mL agrège les plaquettes humaines de volontaires sains. Ce 

résultat appuie l’idée que la signalisation du BDNF au niveau des plaquettes puisse se 

réaliser via un récepteur spécifique au BDNF. Le résultat précédant (Figure 29) a montré 

une bande d’environ 95 kDa, compatible avec la présence d’une forme tronquée de TrkB 

dépourvue de son domaine tyrosine kinase. En parallèle à ce résultat, 1 µM de GNF-5837 

et jusqu'à 5 µM de cyclotraxine-B n’ont eu aucun effet sur l'agrégation plaquettaire induite 

par le BDNF. Notons que les concentrations spécifiques de ces deux inhibiteurs n’ont 

aucun effet sur l’agrégation en réponse au BDNF (résultats non présentés). Notons qu’en 

continuité de ce projet au laboratoire (information tirée de la présentation de Mme Imane 

Boukhatem au centre de recherche de l’ICM), une concentration 10 fois plus élevée de 

cyclotraxine-B (50  μM) que celle utilisée dans ce projet a donné le même résultat présenté 

dans la figure 30. 
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Figure 30: Agrégation optique des plaquettes lavées de volontaires sains en réponse au 
BDNF et en présence des inhibiteurs des récepteurs TrKB. 
Les graphiques sont représentés en fonction de la médiane ±IQR, test de Krudkal-Wallis, 
n=6, **p<0.001 vs BDNF et *p<0.01 vs BDNF). 

 

 L'agrégation induite par le BDNF a été abolie avec une concentration plus élevée 

de GNF-5837 (30 µM) qui inhibe la plupart des kinases cellulaires. Comme la liaison des 

NTs aux domaines extracellulaires des récepteurs TrK au niveau du SNC provoque 

l'autophosphorylation de ces derniers au niveau de plusieurs sites de tyrosine et déclenche 

des signaux en aval impliquant les voies de transduction telle que la voie de PI3K et de 

PLC-γ (discuté dans le deuxième chapitre). Ceci suggère que des protéines kinases sont 

probablement impliquées dans la signalisation du BDNF au niveau des plaquettes et qui se 

trouvent inhibées en présence du GNF-5837. D’autres inhibiteurs pharmacologiques 

comme ceux des PKC ou encore de PLC seront utiles pour confirmer ce résultat. 

Cependant, le rôle physiologique du récepteur TrKB tronqué dans les plaquettes nécessite 

une étude plus approfondie.  
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Chapitre 8 :  Discussion 
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L’effet bénéfique du BDNF au niveau du SNC a été validé depuis des années; mais 

des contradictions persistent sur son rôle au niveau périphérique. Le BDNF s'accumule à 

des concentrations beaucoup plus élevées dans les plaquettes en circulation que dans les 

neurones11, 346. Cependant, l'origine du BDNF dans les plaquettes reste controversée. 

Récemment, il a été rapporté que l’origine du BDNF pourrait être les MK en raison de sa 

présence dans les MK dérivés de cellules souches humaines et dans les proplaquettes 

générées au laboratoire.12 Ceci reste le seul résultat rapporté à l’heure actuelle et nécessite 

d’autres études afin de confirmer ou infirmer l’origine du BDNF circulant. Les plaquettes 

de souris sont dépourvues de BDNF de même que les MK, ce qui suggère une origine 

mégacaryocytaire347. 

Les plaquettes activées libèrent le BDNF (Figures 14 et 15), ce qui le rend 

disponible dans le plasma et le sérum à des niveaux différents9. En réponse à certains 

stimulants comme la thrombine, et le collagène9 8une libération significative du BDNF a 

été rapportée. Ceci est en accord avec les résultats présentés dans le chapitre 6, qui mettent 

en évidence la sécrétion importante du BDNF par les plaquettes en réponse à tous les 

agonistes plaquettaires utilisés chez les volontaires sains. Nous avons confirmé dans une 

première étape une forte abondance de BDNF dans les plaquettes de volontaires sains; 

comme cité plus haut, ce résultat est en accord avec la littérature publié sur le sujet11. 

D’après nos résultats d’ELISA, la quantité du BDNF libéré par les plaquettes stimulées 

représente 5 fois la quantité basale (condition en absence d’agoniste), ce qui confirme que 

l’activation est une étape nécessaire pour la libération du BDNF par les plaquettes. 

Cependant, notre étude n’a pas été planifiée pour déterminer la localisation du BDNF au 

niveau des plaquettes. En utilisant la microscopie électronique, l’équipe de Tamura et al.8 

a confirmé la présence de BDNF dans les granules α, mais a également montré une 

distribution cytoplasmique. Après la stimulation des plaquettes, le BDNF stocké dans les 

granules α a été libéré, mais pas celui présent au niveau cytoplasmique. De plus, il a été 

rapporté que la libération maximale du BDNF est d'environ 30% à 40% après la stimulation 

des plaquettes et qu’une partie (environ 70%) est séquestrée au niveau du cytoplasme et 

n'est pas libérée9. Ainsi, il serait intéressant de vérifier par d’autres techniques si la totalité 

du BDNF a été libérée ou s’il est possible qu’une partie résiduelle soit restée prise au niveau 
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cytoplasmique. Dans le même ordre d’idée, les granules individuels qui se déplacent le 

long de microtubules de proplaquettes semblent être des vésicules avec un contenu  

hétérogène103. En marquant les protéines au niveau des granules, il a été démontré que les 

protéines pro- et anti-angiogéniques sont séparées en sous-populations distinctes au niveau 

des granules α dans les plaquettes et les MK103 105. Il pourrait y avoir des systèmes sélectifs 

inconnus dans les plaquettes qui livrent le BDNF exogène dans les granules ou le 

cytoplasme8. 

L’impact des antiplaquettaires sur la libération du BDNF par les plaquettes n’a pas 

encore été identifié, malgré que les lignes directrices recommandent la prise quotidienne 

d’ASA chez tout sujet souffrant de maladie coronarienne stable412. D’autres indications 

s’imposent chez les patients avec un SCA qui sont à risque thrombotique élevé et où les 

lignes directrices recommandent l’ajout d’un antagoniste des récepteurs P2Y12 pendant 12 

mois 413 414. Sachant qu’il s’agit d’une quantité élevée du BDNF emmagasiné au niveau 

des plaquettes et qu’il possède un effet dans le système cardiovasculaire34, il est intéressant 

de vérifier l’effet des antiplaquettaires sur la libération du contenu plaquettaire du BDNF.  

La liaison du fibrinogène au domaine extracellulaire de l'intégrine αIIbβ3 activée 

stimule une augmentation rapide de l'activité des membres de la famille des kinases. Ces 

événements sont nécessaires au déclenchement de la signalisation et à l'agrégation 

irréversible415. Cette signalisation varie selon le degré d’association des intégrines au 

niveau de la membrane et elle implique le recrutement et/ou l’activation de différentes 

protéines effectrices416. D’après nos résultats, tous les antiplaquettaires utilisés inhibent la 

sécrétion du BDNF avec différents niveaux d’inhibition. L’Abciximab bloque de façon non 

compétitive son récepteur l'intégrine αIIbβ3, entraînant une modification de sa 

conformation et inhibe l’agrégation et la sécrétion plaquettaires chez les volontaires sains, 

et ce, de manière significative en réponse à tous les agonistes testés, à l’exception de l’AA 

où la sécrétion est environ 3 fois moins que la condition avec l’agoniste seul, mais ce 

résultat est non significatif. Cette signalisation outside-in signaling de l'intégrine αIIbβ3 

s’avère importante dans la libération du BDNF, car l’ajout de l’Abciximab inhibe sa 

sécrétion telle que montrée dans la figure 15 du chapitre 6. Cependant, il a été suggéré que 

les plaquettes pourraient stocker le BDNF par internalisation. Bien qu’à ce jour aucun 

récepteur propre au BDNF ne soit identifié au niveau des plaquettes14, 417, ce qui amène à 



 

102 

penser que d'autres récepteurs pourraient entrer en jeu. Ceci montre dans un premier temps 

que la sécrétion du BDNF pourrait dépendre d’un mécanisme de signalisation impliquant 

la signalisation du récepteur αIIbβ3 ou encore les mêmes voies de signalisation 

intracellulaires sous-jacentes.  

Quand bien même que le niveau d’inhibition de la sécrétion en présence des 

antiplaquettaires était différent d’un agoniste à un autre (et cela au vu des diverses voies 

d’activations plaquettaires ciblées), les antiplaquettaires utilisés réduisaient la relâche du 

BDNF. Dès lors, on peut supposer que le BDNF soit localisé dans différents types de 

granules plaquettaires, dépendamment de la voie de signalisation responsable de sa 

libération; une telle localisation pourrait être identifiée par microscopie électronique. Tout 

bien pesé, ces dernières suggestions nous conduisent à émettre l’hypothèse suivante : la 

différence dans le niveau de sécrétion du BDNF suite à l’inhibition plaquettaire se 

traduirait par une localisation différentielle du BDNF au niveau des différents 

compartiments à l’intérieur des plaquettes. 

Comme démontré dans la figure 15, la relâche de BDNF est inhibée par les agents 

antiplaquettaires. En reproduisant l’effet des antiplaquettaires in vitro chez les volontaires 

sains en réponse à l’ADP, on a remarqué une inhibition significative par l’AR-C en 

présence de l’ADP, l’AA, le collagène et l’épinéphrine. L’effet de l’ASA dans l’inhibition 

de la relâche de BDNF est significatif en réponse à l’épinéphrine et au TRAP-6. En ce qui 

concerne l’Abciximab, il réduit significativement à son tour la libération du BDNF en 

réponse à tous les agonistes utilisés à l’exception de l’AA. L’agrégation semble suivre la 

sécrétion du BDNF à des niveaux de signification proches. Tous les antiplaquettaires 

utilisés inhibent significativement la libération du BDNF. En résumé, les données obtenues 

chez les donneurs sains nous permettent de conclure que les antiplaquettaire inhibent la 

relâche du BDNF et que le niveau de cette inhibition dépend de la nature de 

l’antiplaquettaire ciblé ainsi que de la voie de signalisation impliquée. Or, il a été démontré 

que les antidépresseurs augmentent le niveau de BDNF418, et ce contrairement aux effets 

des antiplaquettaires qui diminuent la relâche de ce dernier. 
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En ce qui concerne les patients, les figures présentées (6.4.1, 6.4.2 et 6.4.3) montrent 

aussi une sécrétion du BDNF par les plaquettes stimulées, mais avec un profil moins 

important que celui des patients sous antiplaquettaires ou chez les patients atteints de 

maladies valvulaires. D’après le tableau I rapportant les caractéristiques des participants, 

nous remarquons la présence des patients présentant des maladies connexes comme le 

diabète et l’hypertension artérielle. Dans ce contexte, certaines études ont montré une 

altération des niveaux de BDNF sous l’effet des médicaments antidiabétiques in vitro419, 

420 421. De plus, il a été rapporté que les niveaux de BDNF sérique étaient significativement 

plus faibles chez les patients atteints de diabète de type 2 avancé par rapport aux sujets 

sains. Concernant les niveaux du BDNF plasmatique, le même résultat était aussi remarqué. 

Il existe actuellement des données contradictoires sur l’association du BDNF et le 

métabolisme du glucose417, 422, 423. Une étude rétrospective362 sur 91 patients atteints de 

diabète de type 2 et sous antiplaquettaire (ASA à 75 mg/jour) pour la prévention primaire 

ou secondaire après IM, a montré que la concentration sérique modifiée du BDNF pouvait 

être au moins en partie liée à l’hyperréactivité plaquettaire et à l’inflammation chez ces 

patients. Différents facteurs peuvent influencer les taux du BDNF tels que l’âge, le sexe et 

les maladies connexes348, 362. Les niveaux du BDNF libéré sont variables et peuvent donc 

dépendre de la nature de la maladie et de son avancement. Dans notre projet de recherche, 

les volontaires sains étaient plus jeunes (une moyenne de 36 ans) que les autres groupes 

(une moyenne de 65 ans). Notons que la taille d’échantillon ne nous permet pas de nous 

prononcer sur la relation entre l’âge et la relâche du BDNF, néanmoins nous pensons que 

l’âge devrait faire partie des variables à vérifier pour mieux comprendre la différence de la 

sécrétion du BDNF intraplaquettaire en plus de l’effet additif des antiplaquettaires. Comme 

il s’agit d’une étude pilote qui investiguera l’effet des antiplaquettaires sur la sécrétion du 

BDNF, nous pensons que d’autres études cliniques d’envergure seront cependant 

nécessaires afin d’évaluer l’impact de la prise des antiplaquettaires en continu sur les 

concentrations du BDNF en circulation. 

De plus, le BDNF est libéré lors de la dégranulation plaquettaire, car une corrélation 

positive a été rapportée entre le BDNF et un marqueur granulaire, à savoir le Transforming 

growth factor beta 1 ainsi que la P-sélectine soluble chez les patients avec un IM350. Dans 
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le même ordre d’idée, l'observation de l’équipe de Stoll392 et al., montre des concentrations 

réduites de BDNF dans le sérum de 24 volontaires après une dose de charge unique (600 

mg) de Clopidogrel, mais pas après l'aspirine (500 mg). Ceci pourrait être expliqué par le 

fait que le Clopidogrel inhibe l'activation des plaquettes en agissant sur le récepteur P2Y12, 

qui est activé par l'ADP. Cependant, nos résultats sont en partie en accord avec ces 

observations, à savoir que les antiplaquettaires qui agissent au niveau du récepteur de 

l’ADP ont diminué la sécrétion du BDNF, ce qui a été contrevérifié par les résultats chez 

les volontaires sains où l’ajout de l’AR-C a diminué la sécrétion du BDNF. Concernant 

l’ASA, nos résultats montrent qu’il y a eu aussi une influence à la baisse de la quantité du 

BDNF relâché. Notons que parmi les limites de l’étude de Stoll392 et al., le choix du test 

utilisé qui est reconnu comme étant insensible aux effets de l’ASA et du Clopidogrel393, 394 

ainsi que le faible nombre des patients inclus dans l’étude.  

De plus, deux anti-inflammatoires non stéroïdiens (ibuprofène et indométacine) ont été 

utilisés avec ou sans calcium afin d’étudier la libération du BDNF par les plaquettes chez 

le rat. Il a été conclu que seul l'ibuprofène avait affecté la libération du BDNF, mais 

uniquement lorsque le calcium était présent. L'influence des anti-inflammatoires sur la 

libération du BDNF diffère selon le type de médicament, la dose et même la période 

d'incubation389. Il a été proposé que l'ibuprofène réduit la libération du BDNF par les 

granules de manière calcium-dépendante en inhibant la COX. Ceci est en accord avec nos 

résultats montrant que l’ASA influence la quantité du BDNF libérée par les plaquettes. 

Ceci confirme que la nature, la dose ainsi que la méthode utilisée influencent la quantité 

du BDNF relâchée par les plaquettes. 

 Les niveaux sériques du BDNF sont faibles chez les patients avec un SCA, ce qui 

pourrait expliquer la variation de sa quantité lors de ce type de pathologie. Or, l’équipe 

d’Ejiri et al.381 a signalé une expression élevée du BDNF au niveau des plaques 

athérosclérotiques. Bien que les causalités et les mécanismes restent méconnus 

actuellement, il est possible que la dynamique de la libération du BDNF soit dérégulée chez 

les patients avec un SCA, ce qui modifie ainsi les taux sériques. Les patients avec des 

vaisseaux sains et une faible prédisposition thrombotique peuvent avoir tendance à 

conserver le BDNF stocké dans leurs plaquettes, augmentant ainsi le taux sérique du 

BDNF. Nos résultats montrent que les plaquettes stimulées des patients sous traitement 
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antiplaquettaires relâchent moins de BDNF que les plaquettes des volontaires sains et des 

patients atteints de maladies valvulaires. Les volontaires sains et les patients atteints de 

maladies valvulaires relâchent environ (≈12604 pg / 250 x 106 plaquettes, ≈9565 pg / 250 

x 106 plaquettes) respectivement, de BDNF alors que chez les patients sous ASA (≈6050 

pg / 250 x 106 plaquettes ) et chez les patients sous DAPT (≈4704 pg / 250 x 106 plaquettes) 

les taux de BDNF relâchés sont plus faibles (Figures 14-18). Puisque le BDNF est retenu 

par les plaquettes plutôt que libéré dans les artères, il sera mal exprimé dans les parois des 

vaisseaux et ne pourra pas agir contre la progression de la maladie. Cependant, si un patient 

présente des plaquettes hyperréactives ou des lésions étendues des vaisseaux, le BDNF 

aura tendance à s’échapper des plaquettes, soit par adhésion plaquettaire chronique, mais 

faible, soit par des événements thrombotiques répétés autour du site de la lésion. En 

conséquence, les taux plasmatiques du BDNF chuteraient, tandis que les taux du BDNF 

dans et autour de la plaque augmenteraient, accroissant ainsi l'activité des MMPs et 

favorisant la progression et la vulnérabilité de la plaque. Cette interprétation pourrait 

expliquer la présence d’une quantité importante du BDNF au niveau des artères 

athérosclérotiques rapportée par les résultats de l’équipe d’Ejiri et al. 381, mais ne confirme 

pas un effet athérogène du BDNF. 

 Nos résultats ne montrent aucune association entre le décompte plaquettaire et 

l’expression du BDNF dans les plaquettes non stimulées, ni entre les quantités du BDNF 

relâché et son expression au niveau basal. D’un côté, à travers nos résultats d’associations 

nous avons remarqué que la différence entre l’expression du BDNF intraplaquettaire entre 

les groupes n’est pas significative, donc la quantité initiale du BDNF semble être la même 

chez les patients, laissant suggérer que les antiplaquettaires aient un effet sur la relâche et 

non sur l’expression intraplaquettaire d’après la figure 19. D’un autre côté, la corrélation 

entre l’expression du BDNF à l’état basal et sa libération sous l’action du TRAP-6 ne 

permet non plus de conclure qu’il y a une relation entre l’expression initiale du BDNF et 

la quantité relâchée de celui-ci. Dans une autre étude, la concentration plasmatique de 

BDNF chez les volontaires sains était corrélée avec le nombre de plaquettes. Cependant, 

chez les patients avec une maladie coronarienne, une telle corrélation n'a pas été observée. 

Il a été conclu qu’une activation plaquettaire plus faible conduirait par conséquent à une 

libération moins importante de BDNF, probablement associée à un effet antiplaquettaire424.  
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Il serait pertinent de soulever que les différents kits ELISA qui sont disponibles en 

commerce pour mesurer le BDNF humain pourraient donner des valeurs différentes lorsque 

les mêmes échantillons sont testés425. Une étude récente426 mettant en évidence une faible 

corrélation entre le BDNF sérique et le décompte plaquettaire chez 259 volontaires sains 

montre que des cohortes relativement importantes (un groupe d’une quantité de 60 

personnes est nécessaire pour détecter un changement de 20%) sont nécessaires pour 

identifier une différence significative de la puissance statistique. Le manque de la puissance 

statistique pourrait être dû au faible nombre de participants dans ce projet et pourrait 

expliquer nos résultats d’associations. Toutefois, il a été rapporté qu’il y avait une 

corrélation positive entre les taux plasmatiques du BDNF et le décompte plaquettaire chez 

les patients souffrant d’une angine de poitrine (avec un nombre de patients plus important 

que celui présenté dans notre projet)354, ce qui s’accorde avec une autre étude427ayant 

rapporté que le décompte plaquettaire est un important prédicteur des concentrations 

plasmatiques du BDNF. Notons qu’il a été observé que les niveaux de BDNF dans le sérum 

étaient affectés par le temps de coagulation, tandis que les niveaux de BDNF plasmatiques 

étaient influencés par la méthodologie. Le BDNF sérique et plasmatique semble refléter 

deux pools différents de BDNF428. Il semble que plusieurs variables méthodologiques 

pourraient influencer les résultats d’analyse et créer une grande variabilité inter-études389. 

Pour induire leurs effets biologiques, les plaquettes peuvent compter sur la sécrétion 

granulaire, où leurs actions paracrines et autocrines pourraient être plus importantes. Dans 

un contexte pathologique telle la thrombose, les plaquettes pourraient libérer le BDNF qui 

peut agir sur les plaquettes voisines dans une boucle de renforcement positive, ou sur les 

cellules vasculaires qui expriment les récepteurs TrKB. La possibilité de générer des 

concentrations très élevées en circulation est possible. De plus, le BDNF se retrouve sous 

forme de monomère ou de dimère245, 246 et l’activité du BDNF sous forme de monomère 

est plus faible que la forme dimérique243, ce qui suggère qu’une biodisponibilité importante 

au niveau vasculaire permette au BDNF d’effectuer ses rôles de façon plus stable. Les 

concentrations utilisées dans ce projet (1, 3 et 10 μg/mL) sont amplement supérieures au 

BDNF sécrété et analysé par ELISA dans le chapitre 6. Elles sont bien supérieures à celles 

nécessaires à la survie neuronale in vitro341, d’où la pertinence de tester une large 

concentration de BDNF exogène en PRP et en plaquettes lavées et isolées. Dans ce 
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contexte, nous avons voulu connaître la nature de cette NT une fois en circulation, et 

comprendre comment elle influence la fonction plaquettaire. La stimulation par le BDNF 

exogène n’avait aucun effet en PRP chez tous les participants.  

Comme la demi-vie plasmatique du BDNF est de quelques minutes, ceci implique 

qu’un seuil de concentration devrait être atteint avant qu’une réaction cardiovasculaire 

puisse être déclenchée. Ceci nous rappelle le profil du fibrinogène plaquettaire qui est libéré 

dans la circulation par les plaquettes, et que les variations des concentrations de cette 

protéine ont une incidence sur l’agrégation plaquettaire. Or, sa libération n’implique pas 

obligatoirement l’activation de son récepteur, soit le αIIbβ3 et la formation d’un 

thrombus175 429. Ceci montre un effet protecteur et que, dans un contexte pathologique, le 

BDNF serait plutôt thromboprotecteur. L’étude de Framingham Heart Study confirme que 

les taux sériques élevés du BDNF sont protecteurs, indiquant ainsi un rôle biologique 

important de celui-ci387. Les résultats actuels et antérieurs suggèrent un rôle protecteur du 

BDNF dans la pathogenèse de la maladie coronarienne430. 

Compte tenu des rôles bénéfiques du BDNF cités dans le chapitre 2 de cette thèse, il est 

possible que sa présence au niveau des plaquettes avec des quantités importantes puisse 

avoir un effet protecteur une fois en circulation. Sa sécrétion chez les patients pourrait être 

modulée par les antiplaquettaires dans le but d’être plus efficace une fois libéré par les 

plaquettes. Une libération programmée du BDNF par les plaquettes lors d’une brèche 

vasculaire serait donc plus efficace. Notons qu’une attention particulière a été portée aux 

effets antioxydants et proangiogéniques du BDNF par les auteurs, car des preuves récentes 

suggèrent que le BDNF joue un rôle cardioprotecteur en favorisant l'activation des enzymes 

impliquées dans la protection contre l’hypoxie et le stress oxydatif comme cité au niveau 

du dernier chapitre de l’introduction. Actuellement, des données récentes soutiendraient 

l'utilisation potentielle du BDNF comme biomarqueur de la maladie cardiovasculaire, car 

il a été démontré que des faibles niveaux de BDNF conduirait à la formation d’un thrombus 

plus important in vitro358. Cette hypothèse doit être validée par d’autres études et fera donc 

l'objet de futures investigations afin de déterminer le rôle physiologique de tels niveaux de 

BDNF plaquettaire. 

Nous avons étudié par la suite si le BDNF pouvait avoir un effet sur les plaquettes 

lavées et isolées de volontaires sains.  Nous avons trouvé que le BDNF exogène avait induit 
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une agrégation complète, biphasique et irréversible des plaquettes suggérant la présence 

d’un récepteur spécifique à celui-ci au niveau des plaquettes.  

D’après les résultats en PRP et en plaquettes lavées, il est raisonnable de penser que des 

protéines plasmatiques sont impliquées dans la réduction de la biodisponibilité du BDNF 

circulant. On pense que le BDNF serait séquestré par des protéines plasmatiques ce qui 

altère sa capacité à agir au niveau de son récepteur pour induire une agrégation. Il semble 

qu’il existe un système régulateur au niveau du plasma qui régulerait la biodisponibilité du 

BDNF pour interagir avec les plaquettes, assurant ainsi un mécanisme thromboprotecteur 

en cas d'activation plaquettaire inappropriée. Les facteurs qui influencent l’inhibition ou la 

séquestration du BDNF au niveau du plasma ne sont pas présents au niveau des plaquettes 

lavées, d’où l’effet prononcé du BDNF au niveau des plaquettes, car l’accès au récepteur 

du BDNF est beaucoup plus facile. Cette hypothèse reste tout de même à valider dans les 

études futures.   

Pour nous assurer que les plaquettes étaient effectivement activées, nous avons testé 

l'influence de la thérapie antiplaquettaire sur l’agrégation plaquettaire induite par le BDNF. 

Nous avons confirmé que les plaquettes n’agglutinaient pas passivement, mais qu'elles 

étaient sensiblement activées et agrégées en présence de la forte dose du BDNF. En 

présence des antiplaquettaires, il y a eu une inhibition en réponse au BDNF. L’agrégation 

via le récepteur αIIbβ3 ainsi que le récepteur P2Y12 était significativement réduite. 

L'inhibition des médiateurs secondaires avec les antiplaquettaires a entraîné une 

suppression de la vague d'agrégation secondaire (diminution des niveaux d’agrégation), 

mais les réponses primaires, c’est-à-dire le changement de forme et l’activation faible et 

réversible des plaquettes, ont été maintenues renforçant encore plus la probabilité de la 

présence du récepteur TrKB au niveau des plaquettes. Ce résultat original n’a jamais été 

testé ni démontré dans les études publiées à l’heure actuelle; il s’agit du premier résultat 

qui met en évidence que le BDNF active les plaquettes. 

Pour exercer ses actions, le BDNF mature se lie principalement au récepteur TrKB, 

ce qui provoque sa dimérisation et son activation en aval409. L'autophosphorylation des 

résidus tyrosine active des voies en aval comprenant la voie MAPK et la voie PI3K, ce qui 

favorise la survie neuronale292. Nous avons étudié la présence de ce récepteur au niveau 

des plaquettes. D’après nos résultats, nous avons identifié une nouvelle forme de récepteur 
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qui semble correspondre au poids moléculaire de la forme tronquée, soit ≈95 kDa. Ces 

résultats remettent en cause l’hypothèse déjà vérifiée par les auteurs qui suggèrent que les 

plaquettes n’exprimeraient pas les récepteurs TrKs, mais restent cohérentes avec l’idée que 

les plaquettes aient deux sortes de récepteurs de forte et de faible affinités capables de 

provoquer une signalisation intra-cellulaire9, ce qui pourrait donc présenter la forme 

tronquée et la forme complète de TrKB. Les MKs expriment la forme tronquée du TrKB; 

or, d’après les récentes hypothèses, le BDNF pourrait provenir des MK. Ainsi la forme 

tronquée du récepteur TrKB pourrait également être héritée lors de la maturation 

plaquettaire. Toutefois, il a été démontré que les plaquettes étaient dépourvues de récepteur 

TrKB15 431 8 12. D’après les résultats présentés au niveau du chapitre 7, nous avons montré 

que le BDNF pourrait induire une agrégation plaquettaire complète et biphasique 

(présentée dans la figure 27) dans les plaquettes humaines lavées de volontaires sains. Le 

GNF5837 est un inhibiteur du domaine kinase du récepteur qui n’a aucun effet sur 

l’agrégation en réponse au BDNF à des concentrations élevées (les concentrations de 

l’ordre de nM n’ont aucun effet sur l’agrégation, ces résultats ne sont pas présentés). 

L'utilisation d’une concentration trop élevée (30 μM), a significativement diminué 

l'agrégation plaquettaire induite par le BDNF. D’après ce résultat, il est raisonnable de 

penser que le BDNF pourrait induire l’agrégation plaquettaire via le récepteur TrKB 

dépourvu de son domaine tyrosine kinase. Cette signalisation pourrait impliquer des 

protéines kinases qui se trouvent inhibées suite à la forte dose de GNF (30 μM). 

L’agrégation devrait être assistée en présence d’un puissant inhibiteur des PKCs432 

empêchant la phosphorylation des récepteurs TrKB, avant la stimulation avec le BDNF. 

Étant donné que la PKC joue un rôle régulateur important dans la signalisation 

plaquettaire433, ceci pourrait expliquer les voies de signalisation différentielle au niveau 

des plaquettes. D’autres inhibiteurs des voies de signalisation, comme les voies PI3K, 

seront de grande utilité pour vérifier la nature des protéines impliquées dans cette 

signalisation. D’autre part, il ne faut pas exclure la possibilité qu’un autre type de récepteur 

plaquettaire puisse servir de cofacteur pour induire une signalisation via la fixation du 

BDNF. Notons qu’il a été suggéré que les plaquettes internalisent le BDNF à travers des 

récepteurs plaquettaires possédant deux densités et affinités différentes soit 80 et 3450 
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sites/plaquettes9, ce qui pourrait correspondre à la forme tronquée et à la forme complète 

respectivement. 

 Nous postulons que d’autres mécanismes intracellulaires soient impliqués dans la 

relâche du BDNF plaquettaire, tels que la phosphorylation des protéines adaptatrices ou 

encore la voie de PI3AKT (comme au niveau du SNC) et/ou les PKCs, mais cela nécessite 

des investigations plus approfondies. 

D’après les résultats de western blot et d’agrégation, en utilisant les inhibiteurs 

pharmacologiques, on pense que les plaquettes expriment la forme tronquée du récepteur 

TrKB et que l’activation des plaquettes par le BDNF responsable de l’agrégation pourrait 

se faire via la forme tronquée du récepteur, en faisant intervenir la signalisation des 

protéines kinases qui supporteraient l’agrégation plaquettaire. Au laboratoire, la présence 

de la forme tronquée a été validée par d’autres contrôles positifs comme le lysat du cortex 

humain et par l’utilisation des inhibiteurs pharmacologiques des protéines signalétiques.  

La diminution dans la quantité du BDNF au niveau embryonnaire altère le 

développement des vaisseaux intramyocardiques et pourrait être liée à l’hypercontractilité 

cardiaque13. Dans le même contexte des rôles bénéfiques du BDNF, il a été rapporté qu’il 

agissait comme un régulateur au niveau de l’agiogenése367 434 355.  Il est aussi capable 

d'améliorer le flux vasculaire, peut réguler la revascularisation des tissus ischémiques13 et 

améliore la fonction ventriculaire gauche dans le myocarde ischémique435. Cette 

découverte que les plaquettes sont activées par le BDNF et peuvent exprimer le TrKB 

pourrait également avoir un impact positif sur le développement de thérapies ciblant ce 

dernier dans les maladies cardiovasculaires. Ainsi, l’élucidation du rôle de TrKB via le 

BDNF dans les plaquettes pourrait fournir de nouvelles orientations dans la prévention et 

dans le traitement de la déficience vasculaire, peut-être même dans le rétablissement de 

cette dernière. 

Nous avançons que les antiplaquettaires peuvent jouer le rôle de modulateurs des 

voies de signalisation qui contrôlent la sécrétion du BDNF par les plaquettes, en modifiant 

les quantités libérées. Les résultats de cette thèse exposent pour la première fois (un fait 

jamais rapporté au niveau des plaquettes) l’activation des plaquettes par le BDNF, ainsi 

que la possibilité de la présence de l’axe BDNF-TrKB tronqué. Lors d’une thérapie 

antiplaquettaire, les quantités de BDNF libérées peuvent être freinées, comme cela fut 
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décrit dans la partie expérimentale. Il ne sera peut-être pas relâché de façon non 

programmée, mais plutôt lors d’un processus inflammatoire faisant intervenir les 

interactions des plaquettes avec des plaquettes voisines ou avec d’autres types cellulaires. 

Il est donc essentiel de comprendre comment les plaquettes réguleront la libération de 

BDNF afin de bien cerner le rôle du BDNF plaquettaire dans l'homéostasie vasculaire. Or, 

la thérapie antiplaquettaire diminue cette sécrétion, ce qui renverse l’effet du BDNF au 

niveau de la plaque s’il s’avère délétère. Dans le même ordre d'idées, il serait intéressant 

d’examiner plus en profondeur le rôle potentiel des plaquettes dans la libération du BDNF 

via la dégranulation, mettant en perspectives la possibilité d'un traitement antiplaquettaire 

comme méthode de retardement de la rupture de la plaque. De plus, dans les conditions 

physiologiques, les plaquettes sont parmi les sources importantes du BDNF au niveau 

périphérique9, 11 avec des concentrations pouvant atteindre 100 à 1000 fois celles du SNC9, 

12 436, 437. Comme plusieurs données confirment largement le rôle neuroprotecteur du 

BDNF, ceci renforce l’hypothèse que le BDNF puisse avoir un rôle protecteur au niveau 

vasculaire une fois relâché par les plaquettes. 

8.1  Les forces de l’étude  
 

Les techniques employées dans cette étude sont des méthodologies étalons, et 

permettent ainsi une bonne distribution des données. Comme il existe peu de publications 

qui mettent en relation l’activité plaquettaire et la sécrétion de BDNF, surtout dans un 

contexte de traitements antiplaquettaires, cette étude a permis de comparer les niveaux 

intraplaquettaires de BDNF entre les volontaires sains et les patients souffrant de maladie 

cardiovasculaire et d’investiguer l’impact des médicaments antiplaquettaires sur la 

dynamique de la sécrétion de BDNF par les plaquettes. Par ailleurs, nous avons ciblé la 

possibilité de découvrir un nouveau type de récepteur exprimé au niveau des plaquettes 

humaines, ce qui sera d’intérêt pharmacologique dans le futur. 
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8.2  Les limites de l’étude 
 
S’agissant d’une étude exploratrice, il ne nous est pas possible d’estimer la taille 

d’échantillon de façon précise. Le recrutement des patients atteints de maladies valvulaires 

ou de cardiomyopathies était très difficile et n’a pas pu être stratifié pour l’âge et pour le 

sexe. Nous étions obligés de réduire la taille de l’échantillon des participants par groupe. 

Le laboratoire étant à ses débuts, beaucoup de limites ont retardé l’avancement du projet 

convenablement. 
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8.3 Conclusions et perspectives  
 

Outre son rôle neurologique, il est de plus en plus évident que le BDNF est 

également impliqué dans la physiologie et la pathologie cardiovasculaire. À travers cette 

thèse, on a exploré le volet plaquettaire du BDNF et son implication dans l’agrégation 

plaquettaire, élément essentiel dans la formation de thrombus dans les SCA et ses 

complications cardiovasculaires.  

Nous avons investigué spécifiquement plusieurs voies d’activation plaquettaire et 

leurs inhibitions, ce qui permettra de mieux comprendre les mécanismes cellulaires 

responsables de la régulation de la libération de BDNF dans le futur. Ceci pourrait 

potentiellement mener au développement de stratégies visant à améliorer la disponibilité 

de BDNF aux sites de lésions vasculaires. 

Beaucoup d’informations sont actuellement absentes quant à l’origine du BDNF. 

D’autres études sont importantes afin de vérifier le profil d’expression de ce dernier au 

niveau des plaquettes, ainsi que l’origine de transcrit de l’ARNm qui serait transmis par les 

MKs ou intérioriser par d’autres types cellulaires. De plus, il n’est toujours pas clair s’il 

existe différentes isoformes du BDNF au niveau des plaquettes. 

D’après nos résultats, il est évident que le BDNF est fortement libéré par les 

plaquettes stimulées et que cette sécrétion se trouve inhibée par les antiplaquettaires. Ceci 

dit, il serait utile de vérifier si la forme précurseur du BDNF serait aussi libérée sous l’effet 

des agonistes et si les antiplaquettaires inhiberaient cette sécrétion, le cas échéant. 

Le BDNF active les plaquettes de manière significative en induisant une agrégation 

irréversible. Ce résultat exploré pour la première fois suggérerait que le pro-BDNF puisse 

aussi induire l’activation des plaquettes, compte tenu du fait que le Pro-BFN induit 

différentes signalisations au niveau d’autres types cellulaires tels que les neurones. Ceci 

reste à être confirmé à travers des études futures. 

Nos résultats vont à l’encontre de l’hypothèse qui stipule que les plaquettes 

n’expriment pas ces récepteurs et suggèrent que le BDNF soit capable de transmettre une 

signalisation intracellulaire via son propre récepteur TrKB au niveau des plaquettes 

humaines.  
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Le BDNF via son récepteur cardiaque TrKB pourrait jouer un rôle protecteur en 

induisant une angiogenèse et en régulant de manière positive l'expression des facteurs de 

survie. Compte tenu du fait que les thérapies cellulaires sont devenues des alternatives 

potentielles à cet égard, ces cellules exprimant le BDNF et son récepteur TrKB seront donc 

capables de favoriser la régénération du myocarde endommagé, offrant ainsi de nouvelles 

options pour les mécanismes de réparation cardiaque endogène. Par conséquent, une étude 

plus approfondie est nécessaire pour élargir nos connaissances et pourrait conduire à la 

conception de nouvelles stratégies thérapeutiques efficaces pour les maladies et les 

dysfonctions cardiovasculaires. Cependant, il sera intéressant de conduire des expériences 

par cytométrie en flux ou par micropsie confocale afin de préciser l’isoforme de TrKB 

présente dans les plaquettes.    

Comme le BDNF active les plaquettes et induit ainsi leurs agrégations, l’action 

autocrine et/ou paracrine de celui-ci reste un champ important à explorer afin de mieux 

comprendre le rôle du BDNF dans un contexte pathologique, car cette action pourrait être 

peu souhaitable chez les patients. De ce fait, le freinage de la libération plaquettaire du 

BDNF sous l’action des antiplaquettaires lors de la maladie coronarienne pourrait s’avérer 

bénéfique dans certaines situations pathologiques chez les patients avec des comorbidités.  

La différence entre l’action du BDNF sur les plaquettes lavées et dans le plasma 

nous laisse poser des questions physiologiques importantes en tenant compte du fait que 

les plaquettes sont le réservoir périphérique le plus important de BDNF et qu’elles en 

relâchent en grande quantité en circulation. Le plasma est riche de plusieurs protéines 

comme celles qui transportent d’autres protéines ou celles qui possèdent une activité 

inhibitrice. Il est donc raisonnable de penser que le BDNF pourrait se lier aux protéines 

plasmatiques et devient séquestré par celles-ci, ou encore subir une action inhibitrice ce qui 

altère sa biodisponibilité au niveau du plasma. De plus, les formes tronquées du récepteur 

TrkB peuvent agir comme des inhibiteurs négatifs dominants de la signalisation du BDNF 

en l’internalisant et en l’éliminant au niveau du SNC, rien n’empêcherait ce mécanisme de 

se produire au niveau périphérique. Cette différence pourrait s’expliquer par la présence 

d’un système thromboprotecteur dans le plasma. Afin de mieux comprendre ces 

mécanismes impliqués dans la relâche du BDNF, il est important d’identifier les molécules 
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essentielles à la signalisation intracellulaire de ce dernier, tout en délimitant leurs rôles, en 

particulier chez les patients cardiovasculaires. 

 Des recherches futures sont donc nécessaires pour les cliniciens qui souhaitent intervenir 

dans le processus de la thrombose, tout en minimisant le risque de saignement. 

Au regard des différentes questions se posant sur la forme précurseur du BDNF (le 

pro-BDNF), nous nous demandons si les deux protéines sont localisées au niveau du même 

compartiment plaquettaire et en quoi consiste leur rôle au niveau vasculaire.  
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