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SOMMAIRE

Les sélectines, une famille de molécules d'adhésion, sont impliquées dans les
interactions adheésives entre les plaquettes, les neutrophiles et la paroi artérielle
vasculaire. Ces interactions sont augmentées aprés contact avec des surfaces
artérielles endommagées, comparativement & une surface endothéliale intacte.
De plus, un phénoméne d’'adhésion des plaquettes aux neutrophiles a été décelé
chez des patients souffrant d’angine instable et aprés infarctus du myocarde et
angioplastie. Nous avons donc examiné si ces interactions avec une surface
artérielle endommagée pouvaient moduler I'expression de la P-sélectine
plaquettaire et celle de MAC-1 et de la L-sélectine des neutrophiles, de méme
que la liaison des plaquettes aux neutrophiles.

L'expression de ces molécules d'adhésion fut déterminée par une technique de
cytométrie en flux en utilisant des anticorps monoclonaux conjugués a
Fisothiocyanate fluorescéine (FITC) ou a la phycoérythrine (PE) dirigés contre
des marqueurs de surface de plaquettes et de neutrophiles humains. Des
mesures furent effectuées avant et aprés 5 et 15 minutes d'exposition aux
surfaces artérielles intactes et endommagées a lintérieur de chambres a
perfusion (2 mm ID, flot de 10 mL/min & 37°C). L'indice de liaison (IL) de la
P-sélectine plaquettaire augmente significativement passant de 18.0 + 3.4 a I'état
basal, a 31.4 + 4.7 et 38.1 + 4.8 (p<.05) apres 5 et 15 minutes de perfusion
respectivement. Aprés 15 minutes d'exposition aux surfaces artérielles
endommagees, l'intensité moyenne de fluorescence (IMF) de MAC-1 augmente
de 22% (p<.01), tandis que celle de la L-sélectine diminue de 10% (p<.05).
Aprés perfusion sur surface artérielle intacte, le niveau d'expression de la
L-sélectine des neutrophiles décroit, tandis que ceux de la P-sélectine
plaquettaire et de MAC-1 des neutrophiles ne varient pas significativement. La
liaison des plaquettes aux neutrophiles augmente également significativement
(p<.05) passant de 4.4 + 1.0 a I'état basal, 4 47.3 + 12.8 et 63.0 + 17.6 aprés
exposition de 5 et 15 minutes respectivement a des surfaces artérielles

endommagees. Ces interactions furent complétement inhibées par la fucoidine
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(un blogueur de sélectine, 200 ug/mL), du P-Sélectine Glycoprotéine Ligand-1
soluble (PSGL-1, 40 ug/mL), et par un anticorps monocional bloquant la fonction
de la P-sélectine (2 pg/mL), Par contre, ces intéractions ne furent pas
influencées par un anticorps monoclonal bloquant la fonction de la L-sélectine
(40 pg/mL).

Ces résultats indiquent que les plaquettes et les neutrophiles s’activent suite &
un contact avec des surfaces artérielles endommagées, augmentant ainsi leurs
interactions adhésives par un mécanisme impligant la P-sélectine et le PSGL-1.
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Chapitre #1

Implications physiopathologiques

des plaquettes et des neutrophiles



1.1 Généralités

1.1.1 Plagquettes

Les plaquettes contribuent au maintien d’une circulation sanguine normale par
la préservation de l'intégrité vasculaire et le controle des hémorragies suite & une
blessure en collaboration avec le systéme de coagulation. Sous des conditions
normales de flot et en présence d'une surface endothéliale intacte, les plaquettes
n'adhérent pas & l'endothélium vasculaire. Cependant, lorsqu'un dommage
vasculaire survient, et que la matrice sous-endothéliale est exposée a la
circulation, les plaquettes vont adhérer aux sites endommagés ou
dysfonctionnels (1,2). La réponse plaquettaire sera directement influencée par la
sévéritt du dommage causé, entrainant ainsi une réaction normale
(hémostatique) ou anormale (thrombogénique). Par exemple, la formation d’un
thrombus afin de prévenir des pertes sanguines est une réponse hémostatique
physiologique, tandis que des plaquettes s'amassant & la surface d'un vaisseau
athérosclérotique, réduisent la lumiére du vaisseau et contribuent & augmenter
les risques d'infarctus du myocarde ; ceci serait considéré comme étant une

réponse thrombogénique (3,4).

1.1.2 Neutrophiles

Les neutrophiles constituent notre ligne de défense contre les micro-
organismes invasifs et participent activement aux réactions inflammatoires. A
I'instar des plaquettes, les neutrophiles interagissent avec I'endothélium intact ou
active et aussi avec la matrice sous-endothéliale (5,6). L’interaction des
neutrophiles avec la paroi endothéliale s’effectue en deux étapes : 1) une phase
de roulement «rolling» et 2) une phase d'adhésion ferme menant a la
transmigration ou diapédese. Suivant cette deuxiéme étape, les neutrophiles

sont donc recrutés aux sites inflammatoires et peuvent sécréter plusieurs



substances cytotoxiques comme des radicaux libres et des enzymes
protéolytiques, de méme que des substances chimiotactiques (7) capables
d’accentuer le recrutement des neutrophiles, les réaction inflammatoires et par le
fait méme 'endommagement des tissus. D'ailleurs, leur participation au niveau
des lésions de reperfusion et de la resténose fut mise en évidence.

1.2 Infarctus du myocarde

On appeile ischémie une diminution temporaire de I'apport en oxygene dans un
tissus, diminution telle que la concentration en oxygéne devient insuffisante pour
répondre aux besoins des cellules. Afin de prévenir la mort cellulaire par
privation prolongée en oxygéne, la restauration du flot sanguin appert donc vitale
(8-10). Pourtant la phase de reperfusion des tissus ischémiques engendre des
réactions inflammatoires et un endommagement accru (lésions de reperfusion)
des tissus ayant été soumis a la période ischémique (11-14). Ces conséquences
néfastes de la reperfusion furent étudiées et & partir de 1983, plusieurs études
pointérent I'implication des neutrophiles dans la progression de ces Iésions de
reperfusion (15-17). L'importance des neutrophiles dans ces lésions de
reperfusion a été démontrée dans des modéles animaux neutropéniques, a I'aide
d'anticorps monoclonaux dirigés contre les molécules d'adhésion des
neutrophiles et a I'aide de produits interférant avec le métabolisme oxydatif, les
enzymes protéolytiques et les leucotriénes.

Les résultats de certaines études suggérérent que la reperfusion initiait
linfiltration des neutrophiles dans le myocarde (18) et que cette accumulation de
neutrophiles se concentrait surtout au niveau du tissus sous-épicardique (18). De
plus, cette étude mit en lumiére une corrélation entre I'accumulation des
neutrophiles et la taille de l'infarctus (19) ; la cinétique de linfiltration fut aussi
étudiée révélant une forte accumulation durant les 6 premiéres heures de
reperfusion, période durant laquelle la taille de l'infarctus s’élargit de 40%, mais
déclinant entre la 16* et la 24" heures.



Les meécanismes par lesqueis les neutrophiles exacerberaient
'endommagement du myocarde lors de la reperfusion furent étudiés. La
formation de radicaux libres dérivés de I'oxygéne (RLO) est 'une des facons par
lesquelles les neutrophiles peuvent créer des dommages supplémentaires. Par
Fintermédiaire d'une NADPH oxydase située dans la membrane plasmique
(20,21), les neutrophiles consacrent 90% de leur consommation en oxygéne a la
production de superoxyde (O2) qui est sécrété dans Ienvironnement
extracellulaire (22). Une fois I'anion superoxyde relargué, ce dernier peut réagir
avec lui-méme et deux protons pour former du peroxyde d’hydrogéne, réaction
catalysée par la superoxyde dismutase (SOD) que l'on retrouve chez les
leukocytes (23). La formation de RLO ne s'arréte pas la, car le plus réactif
d'entre tous, le radical hydroxyl (¢OH) peut étre créé en présence de traces
d'éléments métalliques par la réaction de Fenton et ainsi participer a
Fendommagement cellulaire (24). Une protéine, la lactoferrine, médierait
I'endommagement cellulaire engendré par le radical hydroxyl, car elle peut
accroitre sa production et qu'elle est sécrétée par les neutrophiles activés (25).
Derniérement, il fut démontré que le peroxyde d’hydrogéne pouvait interagir avec
la myéloperoxydase des neutrophiles pour former un complexe capable d’oxyder
des halogenes comme le chlore (CI) pour donner de f'acide hypochiorique
hautement réactif et toxique (26,27).

Tous ces RLO peuvent altérer la structure méme des tissus en produisant la
dégradation de certaines protéines comme les glycosaminoglycans, les
protéoglycans et le collagéne (28) en plus de provoquer la lyse de différents
composants cellulaires dont les cellules endothéliales et les plaquettes (29,30).
Ces RLO peuvent aussi entrainer la peroxydation des lipides membranaires,
causant une augmentation de la fluidité membranaire, de la perméabilité et une
perte de I'intégrit¢ membranaire, ayant pour conséquence de désorganiser les
-échanges cellulaires (31,32). D’ailleurs le malondialdéhyde (MDA) est un



marqueur de la peroxydation des lipides qui est associé aux dommages causés
lors de la réoxygénation du myocarde (33).

Ces lipides peroxydés peuvent par la suite réagir avec des protéines, menant a
des pertes d'activités enzymatiques, des scissions de chaines polypeptidiques et
a la destruction de certains acides aminés comme la lysine et la cystéine (34).
Ces faits démontrent bien la complexité de I'endommagement tissulaire associé
aux RLO, qui dailleurs peuvent étre produits par la xanthine oxydase (une
enzyme endothéliale), la chaine respiratoire et la phospholipase A3 (24,35,).

D'ailleurs les défenses naturelles de I'organisme contre les RLO sont affaiblies
lors de l'ischémie myocardique ; en effet 'activité de la superoxyde dismutase et
de la glutathion peroxydase, deux enzymes protégeant les cellules contre le
stress oxydatif, sont grandement diminuées (36,37).

Dans un milieu physiologique, la demi-vie des RLO est trés courte et ils ne
peuvent réagir qu'une seule fois de maniére non sélective ; par contre les
enzymes protéolytiques sécrétées par les neutrophiles peuvent rester actives
pour une longue période de temps et discriminer leur substrat, car c’'est la nature
méme d'une enzyme. Les granules des neutrophiles contiennent plus de 20
enzymes, mais seulement quatre d'entre elles sont susceptibles d'étre
impliquées dans la destruction tissulaire. Tout d'abord, deux protéases a
sérines : l'élastase et la cathepsine G, puis deux métalloprotéases: la
collagénase et la gélatinase. Ces quatre enzymes se distinguent par leur
capacité a dégrader les composantes de la matrice extracellulaire qui entourent
les cellules et qui est composée, en grande partie, de collagéne de différents
types, d'élastine, de protéoglycans et de plusieurs glycoprotéines (38). Le role
des proteases n'a pas été beaucoup étudié, si ce n'est que certaines études
établirent une relation entre I'augmentation de la protéolyse et linfiltration des
neutrophiles dans le myocarde. Pourtant, des traitements avec des inhibiteurs de
la protéolyse (leupeptine, pepstatine ou chymostatine) qui suppriment totalement
la protéolyse lors de la reperfusion, n'influencent pas la taille de linfarctus,



suggérant que ces enzymes ne sont impliquées que dans la dégradation des
cellules nécrosées (39-42).

Jusque-la, les lésions de reperfusion n'étaient imputables qu’'aux effets
délétéres des neutrophiles sans considération pour les autres constituants
sanguins. Pourtant, I'importance des plaquettes fut démontrée dans un modéle
d’ischémie reperfusion en présence d'une sténose critique chez le chien (43). En
effet, une thrombocytopénie réduisit la taille de l'infarctus sans pour autant
influencer linfiltration des neutrophiles. A partir de cette découverte, d'autres
voies possibles de I'endommagement myocardique furent suspectées dont e
métabolisme transcellulaire de I'acide arachidonique (AA) et des leucotriénes, de
méme que d'autres interactions entre les plaquettes, les neutrophiles et les
cellules endothéliales mediées par leurs molécules d’adhésion respectives (44-
47) et aussi par des substances activatrices comme le facteur d’activation
plaquettaire (PAF) (48).

Des variations dans les niveaux d'expression de différentes molécules
d’adhésion des neutrophiles et des cellules endothéliales furent mises en
évidence. Dans un premier temps, les niveaux de la L-sélectine et de 'lCAM-1
solubles furent mesurés et il en résulta que les taux de L-sélectine soluble sont
plus faibles chez des patients souffrant d’'inflammation chronique due a des
maladies ischémiques cardiaques comme ['athérosclérose, I'angine instable et
linfarctus du myocarde. Cette révélation permit de conclure a une réponse
inflammatoire médiée par les neutrophiles, car cette baisse des taux circulants
en L-sélectine réflete une plus faible expression de la L-sélectine, due a
I'activation des neutrophiles et au « shedding » de la L-sélectine (49). Puis
I'importance des intégrines fut démontrée par une augmentation de I'expression
de CD11a/CD18 (LFA-1) et de CD11b/CD18 (MAC-1), de méme que de leur
ligand, ICAM-1 et VLA lors de l'infarctus du myocarde (50).



1.3 Angioplastie et resténose

L’angioplastie est un traitment utilisé surtout dans les cas d'obstruction des
artéres coronaires afin de redonner aux vaisseaux une lumiére suffisante et de
retablir un flot sanguin normal. Cependant ce traitement entraine plusieurs
complications comme la formation de thrombus, une réponse vasoconstrictrice et
un phénoméne de resténose ou de réocclusion progressive (4,51). La dilatation
effectuée par linflation d’'un ballon méne & une rupture de l'intégrité de la paroi
endothéliale et de la lame élastique interne, exposant la matrice sous-
endothéliale thrombogénique qui conduit & la formation de thrombus et a
'adhésion de plaquettes au site 1ésé (51,52). De plus, une relation directe entre
la vasoconstriction observée et I'adhésion plaquettaire fut démontrée (53),
soulevant I'importance des plaquettes dans la réponse pathophysiologique aprés
angioplastie.

Des essais en chambre de perfusion in vitro et des modéles expérimentaux in
vivo ont permis d’étudier les réactions des plaquettes et des neutrophiles en
contact avec des surfaces artérielles intactes et endommagées. Dans un premier
temps, le role des plaquettes et des forces de cisaillements locales sur
'adhésion des neutrophiles & des surfaces artérielles endommagées furent
évalués. Les résultats montrérent que l'adhésion des neutrophiles et des
plaquettes augmentaient avec I'élévation des forces de cisaillements (54) et que
chez des porcs thrombocytopéniques, 'adhésion des neutrophiles était diminuée
et devenait indépendante des forces de cisaillements en présence. Cette
adhésion des neutrophiles dépendante des plaquettes se vit confirmée dans des
essais en chambre de perfusion sur des surfaces de collagéne fibreux humain
(65). Ces résultats montrent l'importance des plaquettes dans I'adhésion des
neutrophiles suite a I'angioplastie et que cette participation des plaquettes au
recrutement des neutrophiles modulait la réponse vasoconstrictrice suivant un

endommagement vasculaire sévére par angioplastie (52).



Cette vasoconstriction fut plus amplement caractérisée, par une étude qui
utilisa un modele porcin neutropénique. Les résultats de cette étude révélérent
que l'adhésion plaquettaire n'était pas influencée par de la présence des
neutrophiles, car elle restait stable chez les animaux neutropéniques.
Cependant, la neutropénie entraina une diminution de la réponse
vasoconstrictrice (56), mettant en évidence la participation des neutrophiles dans

la réponse vasoconstrictrice.

Sachant que les plaquettes et les neutrophiles étaient associés aux
complications physiopathologiques aprés angioplastie, I'étude des interactions
pouvant les moduler devenait incontournable. Dans un premier temps, il fut
montré que les neutrophiles et les monocytes étaient activés et qu'une plus
importante liaison des plaquettes aux neutrophiles survenait aprés angioplastie,
et ce méme chez des patients traités a I'aspirine et a I'hnéparine (57). La
coopération par le métabolisme transcellulaire des leucotriénes entre les
plaquettes et les neutrophiles joue un rdle important dans I'adhésion des
plaquettes, des neutrophiles et dans la réponse vasoconstrictrice. En utilisant le
MK-886, un inhibiteur de la biosynthése des leucotriénes, Provost et coll. (58)
parvinrent & diminuer la déposition plaquettaire, 'adhésion des neutrophiles de
méme que la vasoconstriction. Ces effets du MK-886 semblent étre dus a 1) une
baisse importante de la production de leucotriéne Bs (LTB4) dans du sang
complet stimulé avec un ionophore calcique, le A23187 et 2) & une inhibition de
I'agrégation des neutrophiles. Cependant le MK-886 n’affecte pas la production
des RLO par les neutrophiles, la génération de thromboxane B, et I'agrégation
plaqusettaire (58). Ces resultats mettent en évidence la coopération entre les
plaquettes et les neutrophiles lors de la réponse post-angioplastie.

En plus de linfluence des plaquettes sur les neutrophiles et vice versa,
Fimplication du facteur relaxant dérivé de I'endothélium (EDRF) ou oxyde
nitrique (NO) fut soulevée par des traitements avec des donneurs de NO dans
des modeéles porcins d'angioplastie, qui menérent & une diminution de la



vasoconstriction et de l'adhésion des neutrophiles aux segments artériels
sévérement endommageés (59,60). Récemment, Vimportance de
'endommagement artériel sur la biochimie de certains facteurs de la chaine de
coagulation (facteur Xa et Va) fut étudiée dans un modéle d’angioplastie chez le
lapin. Il appert qu'aprés un endommagement artériel, dés les premiéres 15
minutes, une activité Xa/Va est détectée au niveau de la surface endommagée,
ce qui induit l'activation de la prothrombine. L’'administration d'aspirine
(15 mg/kg) 30 minutes avant angioplastie réduisit I'adhésion plaquettaire de
méme que l'activité Xa/Va et celle de la thrombine 15 minutes et 4 heures aprés
l'intervention. Ces résultats suggérent que l'activité Xa/Va enregistrée au niveau
de la paroi endommagée est associée a 'adhésion plaquettaire qui peut soutenir
la synthése de novo de thrombine tout en étant responsable de sa localisation au
site vasculaire 1ésé pour une période allant jusqu'a 96 heures post angioplastie,
ceci pouvant avoir une incidence directe sur la formation de thrombus et le
remodelage vasculaire (61). Toutes ces interactions augmentent grandement la
complexité des mécanismes impliqués dans les processus qui suivent un
traitement angioplastique.

L'hyperplasie intimale ou la formation de néointima est une étape du
phénomeéne de resténose qui méne a une perte du gain luminal que I'on peut
observer aprés angioplastie. Cette resténose dépend de plusieurs facteurs
comme: 1) le systétme rénine-angiotensine (62), 2) les récepteurs
a-adrénergique (63), 3) les plaquettes (64) et 4) la biosynthése des leucotriénes
(65). Encore une fois, ces différentes données mettent en évidence l'importance
des plaquettes et des neutrophiles dans la réponse post angioplastie, surtout
qu'une relation fut établie entre I'expression des Bo-intégrines et le degré de

resténose (66).
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1.4 Importance des plaquettes et des neutrophiles

Sachant que les plaquettes et les neutrophiles participent activement a la
progression de diverses conditions pathologiques (ie : les lésions de reperfusion
et la resténose), il devient impératif d’approfondir notre compréhension des
mécanismes médiés par les plaquettes et les neutrophiles qui conduisent au
développement de ces conditions pathologiques. De plus, les rdles majeurs
joués par les plaquettes et les neutrophiles dans la modulation des réponses
thrombotiques et inflammatoires (67-69), relévent I'importance de comprendre et
de cerner les mécanismes par lesquels ils interagissent et potentialisent leurs
effets délétéres. Une partie de la réponse réside en la capacité de leurs
différentes molécules d’adhésion & moduler leurs interactions avec 'endothélium
vasculaire, la matrice sous-endothéliale, leurs interactions homotypiques et
héetérotypiques ainsi que leurs activités propres.



Chapitre #2

Molécules d’adhésion et

implications physiopathologiques



2.1 Les sélectines

2.1.1 Historique et généralités

La famille des sélectines fut découverte en 1989, lorsque le clonage et le
séquencage simultanés de trois glycoprotéines membranaires étudiées
indépendamment furent effectués (70-73). Ces molécules étaient nommées
GMP-140 ou PADGEM pour la premiére, LECAM-1 ou LAM-1 pour la seconde et
ELAM-1 pour la derniére. De par leur grande similarité structurale (un domaine
lectine NH2 terminal, suivi d'un domaine EGF-like (Epidermal Growth Factor) et
de plusieurs répétitions de régions consensus (CRp-like, Complement
Regulatory proteins) similaires a celles trouvées chez les protéines pouvant lier
le complément) et leur implication dans différents processus inflammatoires ; une
nouvelle famille de molécules d'adhésion fut créée. Le terme sélectine fut
proposé pour souligner la présence du domaine lectine ainsi que leur spécificité
d’'expression et de fonction (SELective LECTIN domains) (74). Par la suite, les
trois glycoprotéines furent soumises a une nomenclature plus uniforme ; elles
furent nommeées en fonction du type cellulaire sur lequel elles furent découvertes
en premier lieu: GMP-140 devint la P-sélectine ou CD62P (Plaquettes),
LECAM-1 devint la L-sélectine ou CD62L (Leucocytes) et ELAM-1 devint la
E-sélectine ou CD62E (Endothélium) (75).

La dépendance calcique des interactions des sélectines avec leurs récepteurs
fut vite mise en évidence grace a des études sur la caractérisation des deux
classes de domaines lectines, qui reconnaissent des oligosaccharides comme
substrat de liaison, effectuées antérieurement par Drickamer en 1988 (76). Ceci

pava la voie a des recherches intensives quant aux ligands des sélectines.

Un engouement pour cette famille de molécules d’adhésion se répandit, si bien
que des le début de 1991, il existait déja pas moins de six études portant sur les
ligands possibles des différentes sélectines (77-82). Le rdle d’'oligosaccharides
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fucosylés dont le sialyl Lewis X (sLe®) fut démontré et depuis, les recherches

n‘ont cessé de progresser vers la découverte d’autres ligands plus spécifiques.

2.1.2. La P-sélectine

La P-selectine fut découverte par des chercheurs intéressés par les
modifications biochimiques ayant cours lors de [lactivation plaquettaire. La
production d'anticorps reconnaissant une protéine présente a la surface des
plaquettes activées, mais ne se liant pas a la membrane de plaquettes au repos,
mit en évidence une glycoprotéine transmembranaire de 140kDa nommée
P-sélectine (83,84). Quelques années plus tard, deux groupes de recherche
déemontrérent que la P-sélectine était aussi présente au niveau des cellules
endothéliales (85-86). Confinée dans les granules o des plaquettes et dans les
corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales en vertu d'une séquence
signal située dans la queue cytoplasmique (87,88), la P-sélectine n'est pas
exprimée de maniére constitutive par les cellules, mais requiert une stimulation
cellulaire (thrombine, PAF, facteur de nécrose tumorale (TNFa) ...) afin d'étre
rapidement transportée & la surface des cellules. Cette expression de la
P-sélectine serait sensible a I'action de dérivés de la sphingosine et de certains
inhibiteurs de protéine kinase C (PKC) (89). La cinétique d’'expression de la
P-selectine dénote une apparition rapide au niveau de la membrane, dés la
premiére minute, et son expression maximale peut étre enregistrée entre 5 et 10
minutes aprés stimulation cellulaire (90).

Construite de 789 acides aminés, la P-sélectine est composée d’'un domaine
lectine NH> terminal, d'un domaine EGF-like, de neuf régions CRp-like, d’'une
région transmembranaire et d'une queue cytoplasmique. Les régions consensus
sont constituees de 60 acides aminés dont 6 résidus cystéines, ce qui est
different des 4 résidus cystéines trouvés chez d'autres protéines comme les
recepteurs du complément (91,92). La portion cytoplasmique de la P-sélectine

est phosphorylée de maniére complexe, aprés activation cellulaire des
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plaguettes et des cellules endothéliales, sur des résidus histidines, sérines,
thréonines et tyrosines, tout particuliérement la sérine en position 788 (93-96).
Une tyrosine kinase, pp60-src, que l'on retrouve dans les granules o des
plaquettes, serait & I'origine d’une partie de ces phosphorylations. Etant donné la
cinétique rapide des phosphorylations, il porte tout lieu de croire que d’autres
protéines kinases se trouvent emprisonnées dans les granules de sécrétion et
que ces modifications jouent un rdle important dans la fusion des granules de
sécrétion avec la membrane plasmique, ne serait-ce que dans le but d'exprimer
une P-sélectine déja active. En plus des différentes phosphorylations que subit la
P-sélectine, une modification du résidu cystéine 766 par acylation a lieu (97),
mais encore aujourd’hui, toutes ces modifications biochimiques n'ont pas été
corrélées avec un changement fonctionnel ou encore avec la régulation de son

expression.

Suivant son expression, la teneur membranaire en P-sélectine diminue environ
30 minutes aprés la stimulation (90). Cette baisse de P-sélectine a la surface des
cellules semble s'effectuer par recaptage ou les molécules de P-sélectine
récupérées sont orientées vers des lysosomes pour y étre dégradées ou vers
des granules de sécrétion en vue d'une nouvelle activation cellulaire (85,98-100).
Sachant que les plaquettes ne possédent qu'une réserve prédéterminée de
P-sélectine et qu'elles ne peuvent effectuer une synthése de novo, ce recyclage
de la P-sélectine permet donc aux plaquettes d’'étre en mesure de faire face a
une nouvelle vague de stimulation et d’'exercer leurs fonctions plaquettaires
associees a la P-sélectine. Par contre, les cellules endothéliales sont capables
de produire d’autres molécules de P-sélectine par une synthése de novo, car la
transcription du géene de Ila P-sélectine peut étre induite par le LPS
(LipoPolySaccharide, un dérivé lipidique glycosylé de membrane bactérienne), le
TNFa et l'interleukine-1 (IL-1) menant & une expression de la P-sélectine au
cours des deux a quatre heures suivantes (101-103). Cette caractéristique des
cellules endothéliales laisse entrevoir un rble précoce et tardif pour la
P-sélectine dans les réactions inflammatoires.
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2.1.3 L-sélectine

La L-sélectine, la premiére sélectine a étre étudiée, fut découverte a l'aide
d’'un anticorps (MEL-14) dirigé contre un lymphome murin (104). Des études
furent conduites avec cet anticorps et 'adhésion de lymphocytes aux veinules de
ganglions (in vitro) et « 'homing » de lymphocytes aux ganglions (in vivo) furent
inhibés. Par la suite, I'antigéne reconnu par MEL-14 fut identifié a la surface de
neutrophiles murins (105) amenant pour la premiére fois la possibilité qu’'une
molécule spécifique pouvait étre impliquée dans I'adhésion des neutrophiles aux
sites d'inflammation. Paraliélement, d’autres études conduisirent a l'identification
d'un marqueur de surface des leucocytes humains (Leu-18 ou TQ-1), qui est
distribué dans la membrane des neutrophiles, des lymphocytes et des
monocytes (106-108). Ce n'est que quelques années plus tard que le
rapprochement fut fait entre MEL-14 et Leu-18/TQ1 (108,109).

Contrairement aux deux autres sélectines, la L-sélectine est exprimée de
maniére constitutive a la surface des cellules. Suite a une stimulation par
différentes substances (i.e. : cytokines, phorbol ester, fMLP, C5a et autres) la
teneur membranaire en L-sélectine chute drastiquement (« shedding »)
(110,111). Cette baisse ou régulation inverse, s’explique par le clivage de la
L-sélectine par une protéase en un site localisé juste au-dela de la membrane
dans le domaine extracellulaire. Les implications et les mécanismes sous-
tendant cette régulation inverse de la L-sélectine ne sont pas encore bien
compris et peu explorés. Certaines études semblent montrer que I'adhésion des
neutrophiles & des surfaces de fibrine, de fibrinogéne ou a des cellules
endothéliales est diminuée in vitro par différents traitements (protéine C-réactive,
leumedines, fMLP et PMA) menant a l'activation et au « shedding » de la
L-sélectine (112-114). Ceci montre limportance de la L-sélectine dans
Facummulation des neutrophiles aux sites vasculaires endommagées ou

d’'inflammation. Par contre une étude récente rapporte que la prévention du
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clivage protéolytique de la L-sélectine par un inhibiteur de métalloprotéase zinc
dépendante n'affecte en rien les interactions adhésives des neutrophiles avec
I'endothélium vasculaire activé par le biais du TNFa (115). Toutes menées sous
conditions physiologiques de flot, les trois premieres études different de la
quatrieme dans la mesure ou seule la derniére utilise des cellules endothéliales
activées, ce qui peut expliquer le fait que la L-sélectine n’affecte pas I'adhésion
des neutrophiles, car 'endothélium activé exprime la P-sélectine et aussi la
E-sélectine, qui peuvent soutenir 'adhésion neutrophilique. Fait intéressant,
l'avidité de la L-sélectine pour ses ligands serait augmentée juste avant quelle
ne soit clivée (118).

Sur le plan structural, la L-sélectine est constituée de 385 acides aminés et des
mémes domaines que la P-sélectine, mais ne posséde que deux répétitions de
régions consensus, faisant de la L-sélectine la plus courte des sélectines. Son
poids moléculaire difféere d’'une population leukocytaire a 'autre ; 75kDa pour les
lymphocytes, 95 a 105kDa pour les neutrophiles et 110kDa pour les monaocytes.
Ces différences seraient dues a des modifications post-transcriptionnelles de

glycosylations spécifiques aux lignées leukocytaires.

2.1.4 E-sélectine

La E-sélectine fut découverte par des chercheurs intéressés par une molécule
endothéliale capable de supporter 'adhésion neutrophilique sur I'endothélium
activé (117). Un anticorps fut produit contre une glycoprotéine dont I'expression
était induite par IL-1 et le TNFa in vifro et aussi exprimée par des cellules
endothéliales aux sites inflammatoires in vivo (118,119). Par la suite, un second
anticorps fut produit reconnaissant la méme glycoprotéine, mais a la différence
du premier, cet anticorps pouvait bloquer l'adhésion des neutrophiles aux
cellules endothéliales, permettant [identification d'une nouvelle molécule
d’adhésion. (120).
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Se retrouvant seulement au niveau des cellules endothéliales, la E-sélectine
n'est pas exprimée de maniere constitutive, mais requiert la présence de stimuli
inflammatoires tels que IL-1, le TNFa ou des lipopolysaccharides bactériens
(LPS) (73). Pour étre exprimée a la surface des cellules endothéliales, il doit y
avoir synthése de novo de la E-sélectine, processus demandant environ 3 a 6
heures pour une expression maximale, avec un retour a des niveaux
physiologiques normaux 10 a 12 heures aprés la stimulation et ce, méme si les
agents inflammatoires sont encore présents dans le milieu (in vitro) (121). Ce
retour a la normale s’explique par la courte demie-vie de 'ARN messager de la
E-sélectine et parce qu'elle est recaptée et dégradée dans les lysosomes
(99,122-124). La transcription du gene de la E-sélectine serait sous dépendance
du facteur de transcription nuciéaire NF-xB, car le promoteur de la E-sélectine
contient trois sites d’'attache pour NF«xB. (125,126). Ce facteur de transcription
est reconnu pour étre impliqué dans la regulation de plusieurs genes participant
aux réactions inflammatoires (126-128). Dans des cas de réactions
inflammatoires in vivo, surtout lors de « skin delayed hypersensitivity reactions »,
la E-sélectine peut étre exprimée de maniere chronique (71,129), ce qui
contraste avec sa cinetique d'expression in vitro. Cette variation dans le scheme
d’'expression de la E-sélectine semble s’expliquer par une différence au niveau
du type et de la stabilité de '’ARN messager que 'on retrouve chez des celiules
en culture comparativement a celui de cellules en conditions physiologiques in
vivo (130).

La structure de la E-sélectine, faite de 589 acides aminés (115kDa), comprend
les mémes domaines que les autres sélectines, mais différe par son nombre de

répétitions au niveau des régions consensus qui sont au nombre de six.

2.1.5 Homologies intra et interespéces des sélectines

Si 'on observe attentivement les trois sélectines, il est intéressant de porter un
regard tout particulier a Fhomologie des séquences entre les différents domaines
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des sélectines pour une méme et pour différentes espéces. Dans un premier
temps, pour les domaines transmembranaires et intracellulaires des différentes
sélectines dune méme espéce, 'homologie de séquence est nulle, ce qui
suggére que ces deux domaines pourraient jouer un role important dans les
processus de régulation de I'expression et possiblement dans les mécanismes
de signalisation intracellulaire des différentes sélectines. Lorsque I'on regarde ce
qui arrive pour la méme sélectine chez différentes espéces, 'homologie de ces
deux domaines est trés élevée, soit 75% et 80% pour le domaine
transmembranaire et cytoplasmique respectivement. Pour les régions
consensus, que l'on regarde entre les trois sélectines d'une méme espéce ou
pour une méme sélectine chez plusieurs espéces, le résultat est le méme,
I'homologie est faible soit de I'ordre de 35 a 40%. Ce qui est intéressant, c’est de
constater que I'homologie des domaines EGF est plus importante pour une
méme sélectine a travers différentes espéces que pour les trois sélectines d'une
méme espéce. Ceci est tout a fait normal lorsque 'on prend en considération le
fait que le domaine EGF a surtout un role au niveau du maintien structural de la
protéine. Fait surprenant, c’est que 'homologie du domaine EGF des différentes
P-sélectines atteint 90%, ce qui suggére un role tout particulier du domaine EGF
de la P-sélectine dans la reconnaissance de son ligand. En examinant
I'nomologie des domaines lectines responsables de l'interaction directe avec les
différents ligands des sélectines, on remarque qu'entre les trois sélectines elle
n'est que de 52%, ce qui laisse croire que les trois sélectines possédent des
ligands qui leur sont propres, surtout que cette homologie grimpe a 72% pour
une méme sélectine chez les autres especes ; témoignant d’'une certaine
conservation dans la specificité de liaison avec I'évolution (131). Afin de
démontrer que les sélectines forment vraiment une famille a part, la comparaison
de tous les domaines des sélectines avec les mémes domaines retrouvés chez
d’'autres protéines ne démontre que 25 a 35% d’homologie, confirmant la

singularité des sélectines.
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2.1.6 Ligands

2.1.6.1 Généralités

Les recherches sur les ligands possibles des sélectines ont rapidement
démontré une affinité envers des structures glucidiques compiexes, de par la
présence de leur domaine lectine (77-82) et aussi par la sensibilite de leur liaison
a un traitement a la neuraminidase : une enzyme qui par hydrolyse élimine les
substituants d'acide sialique & la surface des glycoprotéines (132). Les
sélectines reconnaissent des ligands qui peuvent étre classés dans quatre
catégories : 1) des oligosaccharides comme les sialyl Lewis” et sialyl Lewis® 2)
des mono et polysaccharides phosphorylés, 3) des polysaccharides sulfatés et
tout récemment 4) des glycoprotéines.

2.1.6.2 Sialyl Lewis” (sLe”) et Sialyl Lewis® (sLe?)

Les trois sélectines peuvent interagir avec le sLe® (133) qui se retrouve en
abondance a la surface des neutrophiles et des monocytes et en plus faible
quantité sur les lymphocytes (134-136). L'interaction de la P-sélectine avec le
Lewis® (Le®) fut d’abord démontrée dans un essai de formation de rosettes
(liaison de plaquettes activées aux neutrophiles) ou un pentasaccharide LNF-i
contenant le déterminant Le* parvint & bloquer les interactions entre les
plaquettes activées et les neutrophiles (78). De méme, il fut démontré que la
P-sélectine interagissait aussi avec sa forme sialylée le sLe™ (137) tout comme la
E-sélectine (81,82,138) et la L-sélectine (139). En plus de reconnaitre le sLe*
les trois sélectines peuvent lier un isomére structural du sLe®, le sLe® (81,82,138)
qui n'est pas exprimé par les leukocytes. Cette interaction des sélectines avec le
sLe® et aussi le sLe*, pourrait avoir une grande importance dans le phénoméne
de métastase des cellules cancérigénes. En effet le sLe® se retrouve 3 la surface
de certains types de cellules cancéreuses ; la E-sélectine peut donc supporter
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I'adhésion de cellules du carcinome du colon a I'endothélium vasculaire en liant
le sLe® (140-145).

Tout récemment, une étude a montré qu'une importante teneur membranaire
en sLe® ne serait pas essentielle a la formation des interactions avec les
sélectines vasculaires (P- et E-sélectine) (146). Pour ce faire, des cellules HL60
et HL60"™, dénotant une trés faible quantité de composés sLe® a leur surface,
mais une concentration accrue en LeX, furent testées pour leur adhésion sur des
monocouches de cellules CHO exprimant soit la P- soit la E-sélectine. Aucune
différence notable ne fut enregistrée. Pourtant 'adhésion des cellules HL60™
reste sensible a I'action de la neuraminidase, ce qui suggére que le sLe* ne
serait pas essentiel aux interactions avec les sélectines vasculaires, mais plutot

gu’'un autre composé sialylé serait en cause.

Malgré le fait que les sélectines soient capables d'interagir avec les sLe* et
slLe?, ces ligisons avec ces oligosaccharides sont de faible affinité. Il faut alors
faire la différence entre les structures reconnues par les sélectines sous
certaines conditions in vitro et celles avec lesquelles les sélectines interagissent

réellement in vivo sous conditions physiologiques.

2.1.6.3 Les glycoprotéines

Outre les composés glucidiques, des études commencérent a démontrer
I'implication de certaines glycoprotéines dans les interactions avec les différentes
sélectines (147-150).

Quelle serait I'utilité de structures protéiques, alors que les sélectines
reconnaissent des oligosaccharides? Premiérement, il se pourrait que le corps
protéique soit essentiel a 'acquisition d’'une configuration spatiale spécifique des
divers substituants glucidiques (132,151) et que linformation nécessaire aux

modifications post-transcriptionnelles (glycosylations et autres) soit contenue
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dans la séquence peptidique méme. Deuxiemement, la partie peptidique peut
étre essentielle pour adresser le ligand au bon endroit dans la membrane
(i.e. . microvilli, pseudopodes), car comment d'autres structures glucidiques
comme les glycolipides pourraient-elles contenir une telle information?
Finalement, cette composante protéique peut trés bien participer a des
mecanismes de signalisation « outside-in », ce qui semble é&tre le cas pour le
ligand de |la P-sélectine (PSGL-1) & la surface des neutrophiles (152-154).

2.1.6.3.1 P-sélectine

Sachant que I'adhésion des neutrophiles dépendante de la P-sélectine est
sensible a diverses protéases (155) et qu’'une O-glycoprotéase, qui clive les liens
de O-glycosylation des protéines, inhibe I'adhésion des neutrophiles a la
P-sélectine, mais que le traitement des neutrophiles avec la glycoprotéase
n'affecte pas I'expression du sLe™ (156,157), il appert donc qu'il existe un ligand
de haute affinite pour la P-sélectine qui posséde une structure peptidique et que
les glycoprotéines modifiées par le sLe® ne représentent qu'une faible portion
des ligands de la P-sélectine. Surtout que par chromatographie d'affinité couplée
a la P-sélectine, trés peu de molécules exprimant le sLe* sont isolées. (151).

Une des premiéres cibles glycoprotéiques fut la L-sélectine (158), mais
plusieurs études démontrérent que la L-sélectine seule ne représentait pas la
totalité des interactions de hautes affinité de la P-sélectine (148,151,159).

Des purifications de membranes de neutrophiles sur des colonnes d'affinité
couplees a la P-sélectine ont permis finalement d’isoler une protéine dont le
poids moléculaire est de 240kDa sous conditions non réductrices et de 120kDa
sous conditions réductrices, ce qui laisse présager la formation d’'un dimére par
pont disulfure (148,159). Cette glycoprotéine de la famille des sialomucines est
riche en prolines, sérines et thréonines et est aussi fortement O-glycosylée.
Constituée de 402 acides aminés, elle posséde 3 sites de N-glycosylation au
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niveau du domaine exiracellulaire, dénote 15 séquences consensus de 10
acides aminés (Alanine - Thréonine / Méthionine — Glutamate - Alanine —
Glutamine —Thréonine —Thréonine — X — Proline / Leucine — Alanine / Thréonine,
ou le X peut étre 5 différents acides aminés: Proline, Alanine, Glutamine,
Glutamate ou Arginine) et posséde une séquence consensus tétrapeptidique de
clivage (Arginine —Asparagine - Arginine - Arginine) pour une enzyme qui
reconnait des paires d'acides aminés basiques (PACE) (160). Les trois sites
potentiels de sulfatation de tyrosine (résidus 46, 48, 51) se trouvent proches de
I'extrémité NH terminale du domaine extracellulaire (161). En fait, ces sites
constituent I'extrémité NH; terminale, car la protéine mature est clivée entre les
résidus 41 et 42 (159). Attachées aux sérines et aux thréonines des régions
consensus répétées, il y a des branches de polylactosamine contenant du fucose
et des acides sialiques dont la plupart se terminent par I'exposition d'un sLe*
(151,162,163). Méme si le PSGL-1 contient des sLe*, Moore et coll., en
effectuant une digestion spécifique a I'aide d’'une sialidase, se rendirent compte
que le PSGL-1 etait toujours en mesure de lier la P-sélectine. lls émirent
I'hypothése gu’une certaine teneur minimale en sLe* devait étre atteinte avant de
percevoir une inhibition de la liaison PSGL-1/P-sélectine. |l serait aussi possible
que les résidus d’'acides sialiques nécessaires a la spécificité de liaison soient
inaccessibles a I'enzyme a cause d’'un encombrement stérique ou qu'ils aient
subi des substitutions les rendant résistants a la digestion enzymatique (164).

Les modifications biochimiques du PSGL-1 nécessaires a la liaison de la
P-sélectine furent rapidement étudiées. Les premiers résultats suggérérent que
la sulfatation de tyrosine était essentielle pour établir une liaison de haute affinité
(165), ce qui fut confiirmé par d'autres études (166-167) et en utilisant un
traitement a la mocarhagine, une protéase dérivée du venin de cobra qui clive
les dix derniers acides aminés du PSGL-1 mature (168). Une étude plus avancée
se pencha sur le double rdle de la sulfatation de tyrosine et de la présence de
liens O-glycosyls sur les sérines et les thréonines. Il en émana le résultat
suivant: seule l'une des trois tyrosines a besoin d'étre sulfatée, ceci en
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conjoncture avec la formation d’'une O-glycolysation sur le résidu thréonine-57,
pour que le PSGL-1 soit en mesure de lier la P-sélectine (169).

Une fois que le géne du PSGL-1 fut cloné (159) et qu’un anticorps monoclonal
(PL1) fut produit contre le PSGL-1 (170), des études furent entreprises et
démontrérent que PL1 bloquait 'adhésion du PSGL-1 soluble a la P-sélectine
immobilisée sur une lame, 'adhésion de la P-sélectine soluble aux neutrophiles,
'adhésion (sous conditions statiques) et le rolling (sous conditions de flot) des
neutrophiles sur de la P-sélectine immobile (170).

Des recherches furent effectuées en comparant la séquence d’ADN et d’acides
aminés avec les informations contenues dans les différentes banques de
données et les résultats furent négatifs ; aucune homologie avec une protéine

connue.

Cette glycoprotéine regu le nom de PSGL-1 et son nombre fut évalué entre 10
et 20 milles sites par neutrophiles, ce qui constitue une faible portion du contenu
protéique de la membrane plasmique, représentant en fait moins de 0.01% du

total des protéines neutrophiliques (148,149,171).

2.1.6.3.2 L-sélectine

C’est en utilisant la L-sélectine pour effectuer une chromatographie d’affinité
sur un ganglion lymphatique murin, que Imai et coll. identifierent deux
glycoprotéines sialylées, fucosylées et sulfatées de 50 et 90 kDa (150).
Cependant l'utilisation d’'une forme soluble de la L-sélectine (LEC-IgG) révéla
une autre bande proteique d’'une masse moléculaire de 200kDa en pius des
deux ci-haut mentionnées (150,172). La glycoprotéine de 50 kDa fut clonée et
sequencee, permettant de découvrir qu'elle contenait deux domaines riches en
sérines et en thréonines, qu'elle était O-glycosylée sur plusieurs résidus et ne

possédait pas de séguence codant pour une région transmembranaire (147).
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Des études subséquentes Iui donnérent le nom de GlyCAM-1 et la
caractérisérent comme étant une molécule sécrétee plutdt qu'ancrée dans la
membrane plasmique, ce qui rend improbable son rble dans 'adhésion des

lymphocytes aux veinules lymphatiques (173,174).

Lors du séquencage de la glycoprotéine de 90kDa, un rapprochement avec
CD34, une protéine de la famille des mucines qui est présente a la surface de
'endothélium vasculaire humain (175), fut effectué ; cette glycoprotéine de
90kDa serait une forme glycosylée de CD34. En utilisant MECA-79, une IgM qui
se lie aux veinules lymphatiques et empéche I'adhésion des lymphocytes (176),
pour une purification d’activité, il fut démontré que CD34 ne serait responsable
que denviron 50% des interactions L-sélectinefligand (177). Etant donné
gu'aucune forme de GlyCAM-1 n’a été rapportée chez I'humain, la glycoprotéine
de 200kDa jouerait donc un role trés important dans I'adhésion des lymphocytes

aux veinules lymphatiques.

Afin de vérifier l'implication des glycoprotéines dans la liaison avec la
L-sélectine, I'anticorps MECA-7S fut en mesure de purifier par chromatographie
d'affinité les deux glycoprotéines découvertes par Imai et coll. Par contre, il fut
démontré que MECA-79 n'est pas capable de reconnaitre des cellules
endothéliales en culture, qu'elles soient stimulées par des cytokines ou non
(178), ce qui implique que MECA-79 ne reconnait pas tous les ligands de la
L-sélectine, surtout ceux exprimeés lors de réactions inflammatoires.

D'autres glycoprotéines furent identifi€es par Sawada et coll. a l'aide d'un
anticorps (2H5) reconnaissant des glycolipides portant le sLe* (179). Cet
anticorps, aussi capable de bloquer I'adhésion des lymphacytes aux veinules
lymphatiques, détecte trois glycoprotéines de 90, 110, 250kDa dont les poids
moléculaires se rapprochent de certaines glycoprotéines identifiées par MECA-
79. Par contre, & linstar de MECA-79 qui ne peut marquer les lignées
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hématopoiétiques humaines, 2H5 reconnait la grande majorité des cellules

sanguines.

En plus, il semblerait que 'adhésion L-sélectine-dépendante des neutrophiles,
monocytes et lymphocytes a une monocouche de cellules endothéliales activées
serait imputable a un ligand inductible (180). Des études conduites chez des
souris dont le géne pour GlyCAM-1 ou les génes pour GlyCAM-1 et CD34 furent
enlevés par « knock-out », démontrérent qu'en absence de GlyCAM-1 ou de
CD34, la glycoprotéine de 200kDa voyait son expression augmenter de 5 a 10
fois et que cet effet était encore plus marqué en double « knock-out », évaluation
faite par chromatographie d’affinité en utilisant le LEC-IgG (observations non
publiées de L. Larsky, 1996). Cette découverte ouvrit de nouvelles perspectives
et I'on se pencha sur la possibilité que la L-sélectine puisse reconnaitre la P- et
E-sélectine, deux molécules dont I'expression peut étre induite a la surface des

cellules endothéliales, ce qui fut souligné par Picker (158).

Il fut aussi suggéré que la L-sélectine puisse lier le PSGL-1 par une étude qui
démontra qu’'un anticorps dirigé contre le PSGL-1 (KPL1) reconnaissant le
domaine de sulfatation des tyrosines, était en mesure de bloquer 'adhésion de
cellules lymphoides transfectées avec la L-sélectine a des cellules COS
exprimant le PSGL-1 (181). Par la suite, une étude démontra une activité de
liaison spécifique de la L-sélectine qui ne pouvait étre attribuable au PSGL-1.
Ramos et coll. préparéerent une lignée de cellules HL-60 n'exprimant plus de
PSGL-1 et remarquérent qu'elles étaient en mesure de supporter le « rolling » de
transfectants exprimant la L-sélectine, mais non celui des transfectants
exprimant la P-sélectine. De plus des traitements a la neuraminidase bloguérent
complétement le « rolling » des transfectants L-sélectine positifs et n’affectérent
en rien celui des transfectants P-sélectine positifs. Ces résultats suggerent qu'il
existe des protéines O-glycosylées différentes du PSGL-1 capables d’endosser
le réle de ligands de la L-sélectine (182).
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2.1.6.3.3 E-sélectine

Picker proposa que la L-sélectine pourrait servir de ligand pour la P- et la
E-sélectine, en présentant son épitope sLe*. En étant concentrée au niveau des
microvillosités, la densité de surface en sLe* devient donc trés élevée, ce qui
pourrait favoriser la L-sélectine face aux autres glycoprotéines distribuées 3 la
grandeur de la surface de la membrane. Afin de vérifier ses hypothéses, il utilisa
des cellules transfectées avec la E- et la P-sélectine et mesura 'adhésion des
neutrophiles aux cellules. Se servant d’'un anticorps dirigé contre la L-sélectine
et/ou en enlevant sélectivement la L-sélectine des neutrophiles, il observa une
chute de 70% de I'adhésion des neutrophiles (158).

Cependant, une autre molécule d’'adhésion a la surface des neutrophiles,
faisant partie de la famille des B.-intégrines, reconnaitrait la E-sélectine, soit
CD11/CD18 (183).

La capacité de la E-sélectine & interagir avec le PSGL-1 fut démontrée par la
purification d'une molécule de 120kDa sous conditions non dénaturantes a partir
de cellules HL-60 par un récepteur globulaire de la E-sélectine (une construction
faite avec la portion extracellulaire de la E-sélectine couplée avec les régions
Ch2 et Cu3 de l'immunoglubuline humaine IgG1). Cette protéine dénotant une
méme masse moléculaire que le PSGL-1, peut aussi lier la P-sélectine sur une
colonne de chromatographie d'affinité. De plus, I'anticorps PL5, qui est dirigé
contre le PSGL-1, est en mesure de bloquer I'adhésion des cellules HL-60 avec
le récepteur globulaire de la E-sélectine (184). Ces résultats suggérent donc que
le PSGL-1 sert de ligand pour la P- et la E-sélectine.

La difference d'affinité de liaison et de ligands de la E- et de la P-sélectine
permit de réorienter les recherches d’'un ligand spécifique de la E-sélectine vers
une molécule autre que le PSGL-1. Cette distinction fut faite par Nelson et coll.
qui évaluérent 'adhésion des neutrophiles sur une surface de E-sélectine-lg ou
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de P-sélectine-lg immobilisée sur de l'albumine bovine sérique (BSA). En
perfusant du sLe? ou du sLe™ soluble, I'adhésion des neutrophiles fut réduite de
50% sur la surface de E-sélectine-Ig, mais trés faiblement inhibée en présence
de la P-sélectine-Ig (185). Ce qui démontra que les liaisons de hautes affinités

de la E-sélectine dépendaient de recepteurs différents de ceux de la P-sélectine.

L’identification d’'une protéine de 150kDa & la surface des cellules myéloides
(cellules 32Dcl3) capable de lier la E-sélectine a l'aide d'un anticorps
anti-E-sélectine de souris (186,187) mena a des études de caractérisation de ce
nouveau ligand. Cette glycoprotéine fut nommée ESL-1 (E-Selectin Ligand-1) et
sa présence fut aussi détectée au niveau de 'appareil de Golgi et des microvillis
des neutrophiles (188) ; sa plus grande distribution a la surface des microvillis
(environ 80% du total cellulaire en ESL-1) sous-tend une implication particuliére
lors des contacts avec les cellules endothéliales. Ce peptide montre une
homologie de 94% avec le récepteur du facteur de croissance fibroblastique
(FGF) chez le poulet (CFR) et est trés riche en cystéines. La seule différence
entre les deux protéines se situe au niveau du domaine NH; terminal ou les 35
premiers résidus du CFR sont remplacés par 70 acides aminés dans le ESL-1.
La séquence en acides aminés prédit une structure de poids moléculaire de
131kDa qui consisterait en 1114 acides aminés pour le domaine extracellulaire,
ou l'on retrouve 16 répétitions de domaines riches en cystéines, un domaine
transmembranaire de 21 résidus, une queue cytoplasmique composée de 13
acides aminés et 5 sites potentiels de N-glycosylation (189). ESL-1 ne peut lier la
E-sélectine que s'il a été préalablement modifi€ par une enzyme, la
fucosyltransférase-lll, ce qui montre que la fucosylation de ESL-1 est tres
importante pour la liaison a la E-sélectine. Pourtant cette modification de ESL-1
n'entraine pas de liaison avec la P-sélectine, démontrant bien la spécificité de la
E-sélectine pour ESL-1. De plus, ESL-1 ne semble pas étre en mesure de lier la
L-sélectine, car des cellules CHO transfectées avec la E-sélectine lient ESL-1,
tandis que les cellules transfectées avec la L-sélectine ne lient pas le ESL-1
(189). Le traitement de celiules 32DclI3 avec de la trypsine inhibe & 38% la liaison
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de la E-sélectine a ces cellules; par contre la liaison de la P-sélectine est
complétement bloquée, reflétant la différence de sensibilité enregistrée pour les
ligands de la P- et la E-sélectine au niveau des cellules HL-60 (155).

Cette forte homologie avec un récepteur membranaire pourrait donner au
ESL-1 un double role, celui de molécule d’adhésion et celui de récepteur capable
de médier une activation cellulaire par stimulation de voies intracellulaires. Des
évidences supportent cette hypothése, car la E-sélectine soluble est capable
d'induire I'activation des leucocytes (190).

En connaissant maintenant la structure des différents ligands des sélectines ;
quen estil de leur implication au niveau de multiples processus

physiopathologiques?

2.1.7 Implications physiopathologiques des sélectines

2.1.7.1 Recrutement des neutrophiles : « Rolling motion»

Les neutrophiles peuvent étre recrutés aux sites d'inflammation selon trois
différents mécanismes mettant & contribution les sélectines et leurs ligands. Les
cellules endothéliales intactes et activées expriment a leur surface des ligands
pour les neutrophiles. Outre les composés sialylés, se rajoutent la P- et la
E-sélectine aprés stimulation de I'endothélium. Les trois sélectines jouent un role
important dans le phénoméne de « rolling » ou de roulement des neutrophiles,
ceci constituant la premiére étape de I'adhésion neutrophilique a I'endothélium
qui est suivie par la transmigration ou diapédeése.

2.1.7.1.1 Sélectines et roulement

L'implication de la L-sélectine fut demontrée par plusieurs traitements affectant

soit la fonction adhésive soit la teneur membranaire de la L-sélectine. Des
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études conduites avec des anticorps monocionaux bloquant les interations
L-sélectine/ligand, ont mené a une diminution de I'adhésion des neutrophiles et
des monocytes a un endothélium activé par les cytokines (191-193). Le
prétraitement des neutrophiles avec divers agonistes, avant 'évaluation de leur
capacité de roulement, démontra que le « shedding » de la L-sélectine réduisait
considérablement le phénoméne de roulement. Ces résultats obtenus in vitro
furent reproduits in vivo avec des polysaccharides reconnus pour interagir avec
les sélectines (fucoidine, dextran sulfate) (194-196). Ces polysaccharides
diminuérent de maniére significative le nombre de neutrophiles en phase de
«rolling » et la vélocité de roulement. Etant donné que ces polysaccharides
peuvent interagir avec les trois sélectines, I'importance de la L-sélectine fut
verifiée avec de la L-sélectine soluble et les mémes résultats furent obtenus
(197). En plus, une expérience effectuée avec des lymphocytes murins
n'exprimant pas de sLe* et transfectés avec un ADN complémentaire (ADNc)
pour la L-sélectine a montré que ces lymphocytes étaient en mesure de rouler
normalement sur des veinules de lapins aux sites d'inflammation (198).

La P- et la E-sélectine endothéliale sont aussi en mesure de permettre le
roulement des neutrophiles par des interactions qui leur sont propres. La
P-sélectine supporte le roulement des neutrophiles en liant son récepteur, le
PSGL-1 a la surface des neutrophiles, car 'anticorps PL1 bloque I'adhésion du
PSGL-1 soluble de méme que I'adhésion des neutrophiles & une surface de
P-sélectine immobilisée (170). En utilisant le méme anticorps, I'adhésion de
neutrophiles et de cellules HL-60 aux veinules mésentériques de rat fut inhibée
(199). L'implication de la E-sélectine dans le phénoméne de roulement des
neutrophiles reste obscure, car des anticorps bloquant la E-sélectine ou des
analogues du sLe* ne réduisent le roulement que lorsque mis en présence
d'anticorps éliminant les interactions possibles de la P-sélectine (200,201), ce qui
laisse envisager que la E-sélectine n'est peut étre pas impliquée au niveau de la
phase premiere de capture des neutrophiles (« rolling »), mais reste importante
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quant au processus tardif de recrutement des neutrophiles aux sites
d’'inflammation (200).

Pour qu'un neutrophile puisse rouler, deux parameétres sont trés importants :
1) que la formation de liens & I'avant du neutrophile (On-rate) soit égale a la
dissociation des liens a 'arriére (Off-rate), car si le « Off-rate » surpasse le « On-
rate », les neutrophiles se détacheront de la paroi endothéliale et retourneront a
la circulation et 2) une condition minimale de flot (shear stress) supérieure a
0.5dyn/cm? pour permettre la dissociation des liens par I'imposition d’'un moment
de force (torque) (202). La vélocité ou vitesse avec laquelle les neutrophiles vont
rouler dépend des sélectines présentes. Pour une densité similaire de sites,
environ 80 & 90/um?, la vélocité de roulement des neutrophiles est de 7.5 a4 10.5
fois supérieure lorsque la surface de perfusion est composée de CD34 plutot que
de P- ou de E-sélectine. Cette différence n'est pas dépendante de la force de la
liaison entre les différentes sélectines et leurs ligands, car une méme résistance
au detachement sous flot croissant fut quantifiée (203). L'explication & cette
variation au niveau de la vélocité de roulement réside peut étre dans la structure
méme des sélectines dans la mesure ou la L-sélectine est la plus courte des
trois, ce qui pourrait faciliter la formation et la dissociation des liens avec ses
ligands. D'ailleurs une étude démontre que la P-sélectine normale est plus
efficace qu'une P-sélectine tronquée (construite avec moins de régions

consensus) pour soutenir le « rolling » et 'adhésion des neutrophiles (204).

2.1.7.1.2 Plaquettes et roulement

Au site d'endommagement vasculaire, lorsque la matrice sous endothéliale
composée de collagéne, de facteur de von Willebrand et de fibrin(fogéne) est
exposée, les plaquettes vont adhérer a la surface thrombogénique, s'activer et
exprimer la P-sélectine. Ainsi, les plaquettes peuvent servir d’intermédiaire entre
les neutrophiles et la surface artérielle endommagée et contribuer a recruter les

neutrophiles aux sites de Iésions vasculaires. Ce phénoméne de roulement sur
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des plaquettes activées fut d'abord caractérisé par Buttrum et coll., (205) qui
utilisérent des plaquettes activées fixées sur une lame comme substrat de
perfusion pour des suspensions de neutrophiles. En traitant les plaquettes avec
un anticorps anti-P-sélectine ou les neutrophiles avec de la neuraminidase, du
dextran sulfate ou de lacide ethylenediamine tétraacétique (EDTA), ils
remarquerent une inhibition de I'adhésion des neutrophiles. De plus, en traitant
les neutrophiles avec une série d’anticorps anti-L-sélectine, ils montrérent que la
L-sélectine est un des ligands de la P-sélectine qui permettrait le roulement des
neutrophiles sur les plaquettes. Afin d’appuyer leurs observations, ils activérent
les neutrophiles avec du fMLP pour diminuer la teneur membranaire en
L-sélectine et remarquérent une diminution du nombre de neutrophiles roulant
sur les plaquettes et une augmentation de la vélocité de roulement (205).
Linterprétation des résultats obtenus par cette expérience est délicate, car
Factivation des neutrophiles méne a une redistribution du PSGL-1 vers I'uropode,
entrainant une polarisation des neutrophiles et réduisant leur efficacité de liaison
a la P-sélectine (206-208). L’activation des neutrophiles affecte donc deux
ligands possibles de la P-sélectine lors du roulement.

2.1.7.1.3 Neutrophiles et roulement

A l'image des plaquettes ies neutrophiles peuvent aussi permettre le roulement
d'autres neutrophiles par un phénomeéne appelé attachement secondaire ou
« secondary tethering ». Une fois que des neutrophiles ont adhéré a une surface
endothéliale activée par des cytokines ou & un site vasculaire endommags,
d'autres neutrophiles seront recrutés selon le méme principe que celui décrit
pour les plaquettes, sauf que le mécanisme impliqué dépend seulement des
interactions entre la L-sélectine des neutrophiles en mouvement et le PSGL-1
des neutrophiles attachés & la surface endothéliale (209,210). Les conséquences
de l'attachement secondaire sont encore mal connues et les circonstances
dynamigues et biochimiques le régulant peu explorées. Une conséquence
directe du recrutement de neutrophiles par d'autres neutrophiles serait de former
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un agrégat de neutrophiles et ainsi causer I'obstruction de capillaires (211).
Pourtant, une étude sous conditions de flot a montré que la formation de ces
amas n’était pas dépendante de la L-sélectine, car chez des souris déficientes
en L-sélectine, aucune différence dans la formation de ces amas de neutrophiles
ne fut enregistrée. Une autre étude avance toutefois le contraire, car sous
conditions de flot, I'importance de la L-sélectine fut mise en évidence par des
traitements avec un anticorps monoclonal anti-L-sélectine et & la neuraminidase
qui diminuérent la formation des bouchons (114), ce qui n'est pas le cas sous
conditions statiques. Ce phénoméne serait aussi di, en partie, & une forte
concentration locale en E-sélectine 3 la surface de I'endothélium, car la formation
d’amas est grandement diminuée chez des souris déficientes en E-sélectine
(212).

2.1.7.2 Agrégation des neutrophiles

Des traitements a la fucoidine qui modifient la cinétique du « shedding » de la
L-sélectine et au dextran sulfate sont en mesure d'inhiber I'agrégation des
neutrophiles, laissant présager un role pour la L-sélectine. D’ailleurs des essais
d'agrégation avec des neutrophiles mis en présence d’endotoxine, ce qui
entraine un « shedding » de la L-sélectine, ont révélé une diminution de
Fagregation (213,214). En mettant en évidence des interactions entre la
L-sélectine et le PSGL-1 sous conditions hydrodynamiques par ['utilisation
d'anticorps monoclonaux contre la L-sélectine (DREG200) et contre le PSGL-1
(PL1), Walcheck et coll. (215) orientérent les recherches du ligand possible de la
L-sélectine lors de I'agrégation des neutrophiles. Par un méme procédé a l'aide
d’anticorps monoclonaux, I'implication des interactions entre la L-sélectine et le
PSGL-1 fut démontrée dans I'agrégation des neutrophiles (216). Cette interaction
L-sélectine/PSGL-1 serait la premiére étape de I'agrégation des neutrophiles et
serait suivi d’'une phase de consolidation des liens neutrophiles/neutrophiles par

l'intermédiaire des B.-intégrines.
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Bien que les sélectines participent activement a différentes réponses
physiologiques (ie : adhésion des plaquettes et des neutrophiles & 'endothélium
endommage et a la matrice sous-endothéliale ainsi que lors de I'agrégation des
neutrophiles), leur contribution unique ne peut étre a elle seule responsable de
ces phénomeénes ; une autre famille d’adhésion est impliquée au niveau d'étapes

subséquentes : les intégrines.

2.2 Les intégrines

2.2.1 Structure et généralités

La famille des intégrines fut baptisée en 1987 par Hynes parce que I'on pensait
que le rble des intégrines était d'intégrer le cytosquelette d’'une cellule avec celui
d'une autre ou avec la matrice extracellulaire (217). Les intégrines sont des
proteines hétérodimériques constituées de I'association non covalente entre une
sous-unité a et une sous-unité B. Jusqu'a ce jour, 15 différentes sous-unités o
(120 a 180 kDa) et 8 différentes sous-unités B (90 a 110kDa) furent identifiées
par plusieurs techniques de biologie moléculaire et de chimie des protéines
(217,218), donnant une possibilité de 120 intégrines. Constituées d'un large
domaine extracellulaire, d'un domaine transmembranaire et d'une courte queue
cytoplasmique, les intégrines seraient une sorte de pont moléculaire entre le
milieu extracellulaire et le cytosquelette de la cellule. Surtout impliquées dans
des interactions entre les cellules et la matrice extracellulaire, les intégrines
reconnaissent une variété de ligands divisés en trois classes : les protéines de la
matrice extracellulaire, des protéines plasmatiques et des molécules d'adhésion.
Chaque intégrine reconnait plus d’un ligand, ce qui a pour conséquence de créer
un chevauchement dans les ligands reconnus par les intégrines et méne a une

solidification de I'adhésion cellulaire.

Les intégrines sont subdivisées en sous-classes selon leur sous-unité B. Il y a

les Bq-intégrines aussi connues sous le nom de VLA (219), les B-intégrines en
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association avec trois différentes sous-unités alpha (al, oM et aX) soit les trois
complexes CD11/CD18 exprimés par les leucocytes (220) et finalement les
Bs-intégrines ou cytoadhésines parmi lesquelles nous ne retrouvons que deux
membres soit allbfs (GPlIb/llia) et o,B3 toutes deux exprimées par les plaquettes
(221). Pour ce qui est des familles B4 a Bs peu d'informations sont disponibles a
ce jour (222).

2.2.2 Le complexe CD11/CD18 (B,-intégrine)

Seulement exprimés a la surfaces des leucocytes, les complexes CD11/CD18
sont au nombre de trois: CD11a/CD18 (LFA-1), CD11b/CD18 (MAC-1) et
CD11c/CD18 (p150/95). Présent a la surface de toutes les lignées leucocytaires,
le CD11a/CD18 est le plus uniformément répandu comparativement a
CD11b/CD18 et CD11¢/CD18 qui ne sont exprimés que par les monocytes,
macrophages, neutrophiles et les cellules NK (NK cells).

Des réserves intracellulaires de CD11b,c/CD18 dans les granulocytes furent
assignées aux granules secondaires et tertiaires (223,224). Aprés activation, la
teneur membranaire en CD11b,c/CD18 augmente de plusieurs fois et ces
integrines subissent un changement de conformation qui leur confére une plus
grande affinité pour leurs ligands (225). Cette augmentation d'affinité se produit
entre 5 et 10 minutes aprés stimulation et décroit durant les 20 minutes
suivantes (226,227). Les agonistes qui entrainent I'activation des B.-intégrines
causent une augmentation du niveau de calcium intracellulaire et stimulent
Factivitt enzymatique de la PKC, alors que des agents diminuant la
concentration intracellulaire en caicium et augmentant celle de I'adénosine
monophosphate cyclique (AMPc), favorisent I'inactivation des Bo-intégrines (228).

Les différentes sous-unités o des complexes CD11/CD18 sont phosphorylées
de maniére constitutive tandis que les sous-unités P subissent une

phosphorylation sur des résidus sérines aprés traitement avec un agoniste (229-
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231). Par contre, cette phosphorylation ne semble pas directement associée a
I'activation des Bz-intégrines, car suite 8 une mutagénese dirigée sur la sérine-
786, qui semble étre le résidu critique pour les phosphorylations de la sous-unité

B, aucune variation n'a été enregistrée quant a I'activation du complexe (232).

Les Bz-intégrines sont en étroite relation avec le cytosquelette, car 'activation
des neutrophiles a l'aide de I'acide 5-ox0-6,8,11,14-eicosatétraénoique entraine
une augmentation de [I'expression de CD11b de méme qu'une forte
polymérisation des filaments d’actine (233). Cette association des B,-intégrines
avec le cytosquelette pourrait avoir comme role d’emprisonner les récepteurs a
un certain endroit de la membrane, en créant des amas ponctuels de récepteurs,
pour favoriser et solidifier leurs interactions avec leurs ligands. D’ailleurs, il a été
démontré que la taline colocalisait avec les amas de CD11b/CD18 avant que
CD11b/CD18 ne soit impliqué dans une interaction adhésive (234,235).

2.2.3 Glycoprotéine GPlib/llla (B3-intégrine)

A la surface des plaquettes se trouve une glycoprotéine importante dans le
processus d'agrégation plaquettaire: la GPllb/llla. Cette pBs-intégrine est
composée d’'une chaine a (GPllb) de 140kDa constituée de deux chaines
peptidiques reliées par une pont disulfure ; une lourde de 125kDa et une légére
de 25kDa qui contient le domaine transmembranaire et la courte région
cytoplasmique de 26 acides aminés (236,237). Cette sous-unité o comprend,
dans son domaine extracellulaire, quatre sites de liaison pour des cations
divalents qui témoignent de sa dépendance calcique. La chaine Bz (GPllla) & un
poids moléculaire de 105kDa et est composée de 762 acides aminés dont 692
dans la région extracellulaire, 25 pour le domaine transmembranaire et 45 pour
la queue cytoplasmique. L'association entre les deux sous-unités dépend des
interactions entre les deux portions NH; terminales (238) ainsi que de la
présence d’ions calcium (239,240).
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Présente a environ 50 000 exemplaires, ce qui représente environ 1 a 2% de la
teneur totale en protéine des plaquettes (241), 70% de la GPlib/llla est distribuée
de maniére aléatoire a la surface des plaquettes et le 30% restant se retrouve au
niveau du systeme canicullaire (OCS pour « Open Canicular System ») (242) et
dans la membrane des granules a (242). La GPlIb/llla subit un changement de
configuration lors de I'activation plaquettaire, ce qui lui confére la capacité de lier
ses différents ligands (243,244). Une des premiéres étapes dans I'activation de
la GPlib/llla serait médiée par la phospholipase C (PLC) qui clive le
phasphatidylinositol en diacylglycérol (DAG) et en inositol triphosphate (IP3), car
la plupart des agonistes qui entrainent I'activation de la GPlib/llla méne a une
élevation intracellulaire de DAG et d'IP3 (246-248).

D’autres études ont montré l'implication de la protéine kinase C (PKC), de la
guanosine triphosphate (GTP) et du calcium intracellulaire (249-252). L'activation
de la PKC et la phosphorylation de ses substrats précédent I'activation de la
GPlib/llla dont le domaine cytoplasmique de la sous-unité GPlla peut étre
phosphorylé par la PKC (253). La participation du GTP suggére qu’une protéine
capable de lier le GTP serait en mesure de mener a I'activation de la GPlib/llia.
D'ailleurs de récentes études se sont penchées sur le réle du GTP et ont
decouvert qu'une petite protéine hétérotrimérique de la famille des protéines G
serait en cause ; RhoA (249,251,252). Cette découverte peut étre soutenue par
I'implication de la PLC, qui est reconnue comme étant un second messager
découlant d’'une voie d’activation couplée aux protéines G, dans I'activation de la
GPlib/llla et par I'effet inhibiteur de la toxine pertussique qui blogque I'activation
de la GPlib/llla induite par stimulation & la thrombine (250). De plus, l'inhibition
de RhoA par l'excenzyme C, qui médie la ribosylation de I'adénosine
diphosphate (ADP), entraine une diminution de la liaison du fibrinogéne a la
GPlib/llla, ce qui suggére que RhoA agit en aval de PKC (254). En utilisant le
Wortmannin, un inhibiteur sélectif de la phosphoinositide-3 kinase (P1-3 kinase),
une baisse de la liaison du fibrinogéne & la surface des plaquettes activées est
observee (255). Pourtant, les mécanismes impliqués dans la transmission des
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signaux cellulaires qui découlent de RhoA et de la PI-3 kinase pour conduire &
I'activation de la GPIlIb/lila ne sont pas trés clairs. Sachant que PI-3 kinase et
RhoA jouent un rdle dans la régulation de la polymérisation de I'actine et de la
réorganisation du cytosquelette, un traitement a la cytochalasine D (un inhibiteur
de la polymérisation de I'actine) n’affecte en rien la liaison du fibrinogéne. De
plus, le Wartmannin n'a aucun effet sur la polymérisation de I'actine aprés
activation plaquettaire par la thrombine (255). Ce qui suggére gue I'implication de
RhoA et de PI-3 est indépendante du réarrangement cytosquelettique.

L'effet du GTP peut étre renversé par 'AMPc, ce qui est en accord avec une
étude affirmant que la prostacycline (PGl2) et la prostanglandine E2 (PGE>), qui
entrainent une élévation de la concentration intracellulaire en AMPc, interféraient
avec le processus d’activation plaquettaire (256). Le calcium pour sa part,
modulerait l'activité de la GPlib/llla en liant un ou les deux domaines
cytoplasmiques du complexe (244,245,257). Cet effet de I'augmentation du
calcium intracellulaire sur la régulation de I'activité de la GPIlib/llla, peut étre
bloqué par indométhacine, un inhibiteur du métabolisme de I'AA, ce qui signifie
que le calcium induirait probablement I'activation de la phospholipase A; et donc
la formation de métabolites dérivés de I'AA (250).

La sous-unité Ba subit diverses phosphorylations additionnelles lors de son
activation, sur des résidus sérines et thréonines (258) et chose étrange, méme si
cette sous-unité exhibe une séquence consensus pour la phosphorylation d'une
tyrosine, aucune phosphorylation de résidus tyrosines n’a encore été détectée.

Lorsque le fibrinogéne lie la GPllb/llla, une série d’événements se produit
(« outside-in signaling »): 1) une réorganisation du cytosquelette, 2) une
augmentation de la concentration intracellulaire en calcium, 3) une élévation du
pH intracellulaire, 4) une hydrolyse des lipides membranaires, 5) une activation
du métabolisme des phospholipides et 6) une activation de diverses tyrosines et
sérines-thréonines kinases comme la protéine kinase C (259,260). Cette
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signalisation entraine une réponse secondaire des plaquettes par sécrétion des

granules ainsi qu'une seconde vague d'agrégation (261).

2.2.4 Les ligands des intégrines

2.2.4.1 Les complexes CD11/CD18

Les Bo-intégrines reconnaissent majoritairement des protéines faisant partie
d'une autre famille de molécules d'adhésion: les immunoglobulines. Ces
molécules d’'adhésion sont composées de plusieurs répétitions de domaines
ressemblant a celui des immunoglobulines reliées par des ponts disulfures (262).
ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule-1) et ICAM-2, sont toutes deux
exprimées par les cellules endothéliales ; 'expression d'ICAM-1 étant inductible
et celle d'ICAM-2 constitutive. CD11a/CD18 reconnait ICAM-1 et ICAM-2, tandis
que CD11b/CD18 ne lie que ICAM-1 (262). La découverte récente de la
présence d'ICAM-2 a la surface des plaquettes fut surprenante, car ICAM-2 est
la seule molécule d'adhésion répertoriée a la surface des plaquettes servant de
ligands aux intégrines (263). Un troisiéme membre de cette famille, ICAM-3 que
I'on retrouve a la surface des leucocytes (264,265), est en mesure d'interagir
avec CD11a/CD18. Outre ICAM-1, CD11b/CD18 reconnait des fragments
plasmatiques du domaine D de 30kDa issus de la protéolyse du fibrinogéne par
le plasminogéne active a la streptokinase (266) tandis que CD11c/CD18 lie une
séquence du cdté NH: terminal de la chaine Ao du fibrinogéne (267). Une
anaphylatoxine dérivée des chaines o du C3 durant I'activation du complément
(268), iC3b (issue de l'action d'une convertase sur C3 qui libére C3a et C3b, ce
dernier étant ensuite transformé en iC3b) qui entraine entre autre la sécrétion
d’histamine par les cellules endothéliales (histamine qui peut par la suite mener a
une expression de la P-sélectine (269)) peut aussi étre reconnue par
CD11b/CD18 tout comme le facteur X de la chaine de coagulation (226,270).
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2.2.4.2 La glycoprotéine GPlib/llla

La plupart des Bs-intégrines qui interagissent avec des protéines de la matrice
extracellulaire reconnaissent une séquence de trois acides aminés: RGD
(Arginine-Glycine-Acide Aspartique) que 'on retrouve au niveau du fibrinogéne,
de la thrombospondine, de la vitronectine, de la laminine et du collagéne de
type | (271). Pourtant les Bz-intégrines ne semblent pas étre en mesure de
reconnaitre une telle séquence (272,273). Ce n'est qu'aprés activation que les
complexes GPlib/llla deviennent aptes a lier différents substrats comme le
fibrinogéne, la fibronectine, la vitronectine et le facteur de von Willebrand (262).
Ces interactions sont nécessaires a I'adhésion des plaquettes & la matrice sous-
endothéliale (274).

A limage des sélectines, les intégrines participent activement a divers
phénoménes physiopathologiques, mais ceci dans une optique différente.

2.2.5 Implications physiopathologiques des intégrines

2.2.5.1 Recrutement des neutrophiles : Adhésion ferme

La premiére étape du recrutement des neutrophiles appelé roulement est
suivie d'une seconde étape soit 'adhésion ferme, qui est médiée par les
integrines et mene a la diapédése ou extravasation. Alors que la L-sélectine est
engagée dans le processus de roulement, les neutrophiles seront activés de
differentes fagons ce qui entrainera une activation des complexes CD11/CD18
par un changement de conformation et une augmentation de la concentration
membranaire de ces complexes.

Les cellules endothéliales en présence de cytokines vont sécréter plusieurs
substances chimiotactiques pour les neutrophiles qui peuvent restées liées a la
membrane des cellules endothéliales comme [interleukine-8 (IL-8) et le PAF
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(275). IL-8 et le PAF une fois attachés a la membrane des cellules endothéliales,
vont étre rapidement liés par les neutrophiles en phase de roulement (276,277)
et entrainer l'activation des po-intégrines qui créeront des liens avec les
immunoglobulines a la surface des cellules endothéliales pour transformer la
phase de roulement en adhésion ferme (275,278). Cette interaction des
B2-intégrines avec ICAM-1 pourrait engendrer une rétroaction positive et favoriser
davantage l'adhésion des neutrophiles. II a été démontré que la liaison d'un
anticorps monoclonal a I'lCAM-1 entrainait la production de facteurs tissulaires
comme le PAF et le TNFa. La production de TNFa peut étre bloquée par le
WEB2086, un antagoniste du récepteur du PAF, ce qui suggére fortement que
ICAM-1 est couplée a des voies de signalisation intracellulaires qui ménent a la
production de facteurs tissulaires par rétroaction positive (279).

Plusieurs etudes ont mis en évidence la participation de la L-sélectine dans le
processus d'activation des neutrophiles et son implication directe dans I'adhésion
via les complexes CD11/CD18. Dans un premier temps, un anticorps dirigé
contre la L-sélectine cause une augmentation de la concentration intracellulaire
en calcium, la production de radicaux libres et surtout une augmentation de la
teneur membranaire en CD11b/CD18 (280). Par la suite, la L-sélectine fut
impliguée dans une série d'événements de signalisation intracellulaire dont une
inhibition de la formation de F-actine induite par les Bo-intégrines. Cette formation
de F-actine semblerait déterminer le site de l'adhésion ferme et de la
transmigration par rétroaction face a la quantité ou densité des ligands de la
L-sélectine et des Bz-intégrines a la surface des cellules endothéliales (281).
Puis, la capacité de la L-sélectine, mais non de la E-sélectine, a signaler la
transition entre Ile roulement et I'adhésion ferme, fut soulevée par Gopalan et
coll. (282) qui a I'aide d’anticorps contre la L-sélectine et de surfaces recouvertes
de E-sélectine ou d’'ICAM-1, démontrérent qu'environ 50% des neutrophiles en
mouvement, adhérent fermement. De plus, cette transition serait grandement
influencée par les conditions hydrodynamiques, car en bloquant la L-sélectine,

pour des forces de cisaillements de l'ordre de 400-800%' [I'adhésion des
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neutrophiles est diminuée, tandis que sous les 400*", seules les Br-intégrines
seraient essentielles (283). Ceci démontre I'importance de la synergie qui existe
entre 'engagement de la L-sélectine et ses propriétés adhésives avec |'activation
des Bo-intégrines et 'adhésion ferme des neutrophiles menant a la diapédése
(284).

Les neutrophiles sont aussi en mesure d’adhérer fermement a des plaquettes
aux sites vasculaires endommagés. Cette interaction des neutrophiles circulants
avec des plaquettes immobilisées repose sur les sélectines pour la phase de
roulement, mais ce sont les intégrines qui stabilisent ces interactions. Ceci est
possible parce que CD11b/CD18 subie une série d'activations et de
désactivations (changements de conformation) qui permettent aux neutrophiles
de rouler sur les plaquettes pendant que de nouvelles molécules de
CD11b/CD18 sont dirigées vers la surface. Les complexes CD11b/CD18
présents a la surface sont responsables de la transition du roulement a
I'adhésion, tandis que les complexes issus des réserves intracellulaires ou de
synthése de novo, participent a la stabilisation de Padhésion (285). Ce

phénoméne est aussi observé au niveau des cellules endothéliales.

Lorsque les forces de cisaillements sont modérées, les intégrines leucocytaires
sont suffisantes pour permettre I'adhésion des neutrophiles a une surface de
fibrine, mais lorsque les force de cisaillements sont élevées, d’autres
mécanismes sont requis (ie : des plaquettes activées) pour ralentir suffisamment
les neutrophiles afin de permettre I'adhésion ferme (286,287). Outre I'implication
de CD11b/CD18 des neutrophiles, une intégrine plaquettaire participe aussi au
recrutement des neutrophiles. Des plaquettes ayant adhérées au site vasculaire
endommagé seront activées et la GPIlb/llla, une fois dans sa conformation
active, sera en mesure de capturer le fibrinogéne circulant pour s’en servir
comme substrat adhésif pour la B--intégrine CD11b/CD18 a la surface des
neutrophiles (288,289).
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2.2.5.2 Recrutement des plaguettes : Adhésion ferme

L’adhésion plaquettaire aux sites vasculaires endommagés est déclenchée par
I'exposition des constituants de la matrice sous-endothéliale. La déposition des
plaquettes sur la surface endommagée dépend de la reconnaissance de
protéines adhésives par des glycoprotéines membranaires spécifiques qui sont
généralement des intégrines (236). Cette adhésion plaquettaire se déroule en
trois étapes : 1) une étape de ralentissement, suivie 2) d'une phase d'activation
et 3) de 'adhésion ferme.

Les récepteurs impliqués dans la premiére phase ne sont pas tous des
intégrines, mais des glycoprotéines qui reconnaissent diverses composantes de
la matrice extracellulaire. || y a la GPIb-V-IX, une association de trois
glycoprotéines, qui lie le facteur de von Willebrand (290,291), les GPIV et GPVI,
qui toutes deux reconnaissent le collagéne (292). Quelques intégrines participent
a la phase de ralentissement soit les trois Bi-intégrines GPla/lla, GPIb/lla et aspB4
qui interagissent avec le collagéne, la fibronectine et la laminine, respectivement
(292). Des tous ces récepteurs membranaires, les intégrines et le complexe
GPIb-V-IX sont en mesure d'activer des voies de signalisation intracellulaires
menant a l'activation plaquettaire par influx calcique et I'entremise de tyrosine
kinases (290,293,294).

Aprés I'activation plaquettaire, la GPlIb/llla médie 'adhésion des plaquettes en
liant les protéines de la matrice extracellulaire (295,296). Pourtant, 'implication
de la GPlib/llla varie selon I'importance des forces de cisaillements en présence.
Pour des forces de cisaillements inférieures a 900s™ la GPIlIb/illa permet
'adhésion immédiate des plaquettes, mais lorsque les forces de cisaillements
deviennent supérieures a 900s', d'autres protéines doivent créer des liens
temporaires (un peu comme les sélectines dans le phénoméne de roulement)
afin de permettre a la GPIIb/llla d'établir ses liens avec la matrice extraceliulaire



43

(297). Plusieurs études mettent en évidence la participation du complexe GPIb-
V-IX, de la GPla/lla et de GPVI dans le processus d'adhésion plaquettaire sous
conditions de flot (298-301) par interaction avec le facteur de von Willebrand.
Cette implication de différents récepteurs membranaires pourrait s’expliquer par
le fait que la vitesse de formation des liens entre le facteur de von Willebrand et
ces trois protéines est trés rapide et la liaison de faible affinité, tandis que les
liens entre la GPlIb/llla et ses substrats se forment lentement et sont de plus

forte affinité.

2.2.5.3 Agrégation des neutrophiles

Comme expliqué précédemment, I'interaction entre la L-sélectine et le PSGL-1
contribue a l'agrégation des neutrophiles. En poussant plus loin I'étude de
'agrégation des neutrophiles, des anticorps dirigés contre la L-sélectine ou les
Bo-intégrines sont en mesure de bloquer I'agrégation des neutrophiles induite par
le fMLP. En bloquant sélectivement la L-sélectine ou les B.-intégrines, on obtient
une inhibiton de 50% de I'agrégation des neutrophiles. L'’utilisation de
neutrophiles provenant de patients atteints de LAD (Leukocyte Adhesion
Deficient disease) permit de comprendre que la liaison des neutrophiles LAD
dependait de la présence de la L-sélectine a leur surface et de la présence des
B2-intégrines a la surface des neutrophiles normaux. Ce qui amena la conclusion
suivante : pour que l'agrégation des neutrophiles ait lieu, il faut qu'il y ait
présence de L-sélectine a la surface d’'une des deux populations et que les
Bo-intégrines soient actives a la surface de la seconde population (214). Le
chlorure de manganése (MnCl,) et le dithiothréitol (DTT) augmentent le potentiel
adhésif des po-intégrines ; ces deux substances furent donc utilisées pour
evaluer la contribution de la L-sélectine et des B-intégrines dans le processus de
I'agrégation des neutrophiles, car la L-sélectine ne subit pas de « shedding » en
présence de DTT. Ces deux composés n'induisent pas lI'agrégation, mais
prolongent celle causée par le fMLP et produisent de plus importants agrégats.
Sélectivement, la fonction de la L-sélectine fut bloquée avec I'anticorps DREG56
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et/ou celles des Bo-intégrines, par I'anticorps |1B4 Fab. Les résultats indiquérent
que I'agrégation, dans toutes les conditions expérimentales testées reposait sur
la L-sélectine et sur les Bo-intégrines. La L-sélectine servirait donc a établir le

contact intercellulaire que les Bo-intégrines stabiliseraient (302).

2.2.5.4 Agrégation plaquettaire

Les plaguettes activées avec des agonistes puissants (thrombine, collagéne)
ou faibles (ADP, épinéphrine) subissent un changement de forme et expriment a
leur surface des récepteurs pour le fibrinogene (303,304). La liaison du
fibrinogéne aux plaquettes, qui est calcium dépendante, est une étape cruciale
dans le processus de l'agrégation plaqusttaire (303,305). L'implication de la
GPlib/llla fut découverte par I'étude de plaquettes de patients souffrant de la
maladie de Glanzman qui consiste en une incapacité des plaquettes a agréger
suite a une stimulation (306). Les plaquettes de ces patients devaient donc
exprimer a leur surface une quantité beaucoup moins importante de récepteurs
GPlib/lila que les plaquettes de personnes saines (307,308). Par contre, dans
certains cas, des patients atteints de la maladie de Glanzman montrérent une
concentration membranaire en GPIlib/llla voisine de la normale (309,310).
Cependant dans la majorité de ces cas, des anomalies de structure furent
notées : une dissociation des sous-unités, une sensibilité accrue a la présence
d’'agents chélateurs qui facilitent la dissociation, un poids moléculaire différent
pour la GPHia et des complexes GPlIb/lila exprimant des sites antigéniques
différents (237). Le role de la GPlib/llla fut aussi mis en évidence par I'utilisation
1) d’'anticorps monoclonaux qui inhibent I'agrégation plaquettaire, 2) de dérivés
photoactivables du fibrinogéne, qui lient la sous-unité GPllla et 3) de complexes
GPlIb/llla reconstitués dans des membranes de phospholipides, qui lient le
fibrinogéne (310-314). Donc, le fibrinogéne lié aux plaguettes a comme role la
création d'un pont fibreux entre deux plaquettes (315) et/ou de servir de
cofacteur pour I'agrégation.
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Si I'on compare l'action des sélectines et des intégrines au cours des
différentes réponses physiologiques (ie: adhésion des plaquettes et des
neutrophiles a I'endothélium activé et a la matrice sous-endothéliale ainsi que
pendant l'agrégation tant plaquettaire que neutrophilique), les sélectines
endossent un role de ralentissement et de rapprochement entre deux cellules, ce
qui laisse le temps aux intégrines d'acquérir leur conformation active et de

medier I'adhésion ferme entre deux cellules.

2.3 Plaquettes et neutrophiles : interactions possibles?

En sachant que les sélectines et les intégrines jouent des roles cruciaux dans
divers processus pathophysiologiques et que leur activation respective entraine
plusieurs modifications au niveau intracellulaire et membranaire : 1) I'expression
de molécules d’adhésion ou une activation de ces derniéres et 2) la sécrétion de
différentes substances chimiotactiques et activatrices ; il devient important
d'evaluer I'importance des interactions possibles entre les plaquettes et les
neutrophiles in vitro et in vivo dans le développement de certaines pathologies.



Chapitre #3

Interactions entre les plaquettes
et les neutrophiles ; importance

physiopathologique



3.1 Introduction

L’état d'activation des plaquettes et des neutrophiles semble jouer un rdle
important dans le développement et la progression de diverses pathologies
cardiovasculaires. C’est pour cette raison qu’'au cours des derniéres années,
plusieurs études furent menées en clinique pour évaluer le niveau d’expression
des molécules d’adhésion de méme que le métabolisme cellulaire des plaquettes
et des neutrophiles lors de différentes atteintes cardiovasculaires.

Le recours a l'angioplastie est de plus en plus fréquent dans les cas
d’obstruction coronarienne, mais gqu'en est-il de la fonction plaquettaire et
leucocytaire lors de cette intervention ?

Etant donné que le procédé d'angioplastie expose la matrice sous endothéliale
(316), des chercheurs se sont donc penchés sur la modulation de 'expression de
protéines capables d’interagir avec les composantes de la matrice
extracellulaire : soit les Bo-intégrines et le complexe GPIIb/llla. Dans un premier
temps, Neumann et coll. (317) ont analysé des échantillons sanguins de patients
prélevés proximalement et distalement au site d’angioplastie (une dilatation de
90 secondes). Leurs résultats montrérent que les récepteurs au fibrinogéne 4 la
surface des plaquettes et que les complexes CD11b/CD18 étaient exprimés en
plus grande quantité aprés exposition a la surface traitée par angioplastie, tandis
qu'aucun changement ne fut enregistré chez des patients ayant subi toute la
preparation, mais sans angioplastie. En plus, ils remarquérent que Ila
concentration membranaire en L-sélectine diminuait considérablement, ce qui est
logique quand on pense que le « shedding » de la L-sélectine précéde I'adhésion
ferme des neutrophiles. En poussant plus loin leur analyse des récepteurs au
fibrinogéne a la surface des plaquettes, ils arrivérent & la conclusion que cette
augmentation n’était pas due a fa GPIlIb/llla, car un marquage avec un anticorps
dirigé contre CD41 (la sous-unité GPIIb) n'a révélé aucune variation de l'intensité
du marquage. Ce qui est surprenant, car l'utilisation de I'anticorps LIBS1
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(« Ligand-Induced Binding Site ») reconnaissant la sous-unit¢é GPlila (plus
particulierement le site de liaison induit par le ligand) montre une augmentation
significative de la présence de ces sites a la surface des plaquettes (317). Ces
résultats peuvent s'expliquer par la présence d’'une autre Bs-intégrine dans la
membrane des plaquettes: B3, Qqui reconnait comme la GPlib/llla une

séquence RGDS contenue entre autre dans le fibrinogéne (236).

Le groupe de Serrano et coll. (318) reprit sensiblement e méme protocole que
Neumann et coll. et parvint & démontrer une augmentation de I'expression de la
glycoprotéine GPIIb/llla au niveau des plaquettes 15 minutes aprés le traitement,

tout en corroborant les résutats obtenus pour les B2-intégrines et la L-sélectine.

La détection de plaquettes liées aux neutrophiles et monocytes circulants,
phénoméne appelé formation de conjugués, rosette ou encore satellitisme, fut
aussi mise en évidence suite a la procédure d’angioplastie (57) et corrélée avec
la présence accrue de CD11b/CD18 a la surface des neutrophiles. De plus, cette
liasison des plaquettes aux leucocytes est plus importante chez les patients
présentant des épisodes de douleurs angineuses avant et aprés angioplastie.

Par la suite, une activation plaquettaire et neutrophilique furent aussi
observées chez des patients souffrant d'angine instable et de maladies
coronariennes stables (319-321), ceci menant a une augmentation du

phénoméne de liaison des plaquettes aux neutrophiles circulants.

Ces interactions adhésives entre les plaguettes et les neutrophiles joueraient
un rdle important dans la modulation d'événements thrombotiques et
inflammatoires (68) par influence mutuelle de leur métabolisme intracellulaire,
ayant pour conséquence une réponse accrue et des effets délétéres plus
prononceés (69).
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3.2 Modulation de I'activité des plaquettes et des neutrophiles

3.2.1 Effet des plaquettes sur les neutrophiles

Les plaquettes activées ou au repos influencent le métabolisme des
neutrophiles. L’évaluation de la production de superoxyde (O;) par les
neutrophiles en présence et en absence de plaquettes activées ou non a montré
qu'en présence de plaquettes au repos, la production basale de superoxyde par
les neutrophiles était inhibée. Le facteur médiant cette inhibition est sensible &
une adénosine déaminase, suggérant que ce facteur plaquettaire est
'adénosine. Cependant en présence de plaguettes activées a la thrombine ou au
PAF, les neutrophiles produisent de 2 a 5 fois plus de superoxide et ce, en
fonction de la concentration de [I'agoniste utilisé et du rapport
plaguettes/neutrophiles, pour un maximun d’activité a 40/1. Des traitements au
WEB2086 (un inhibiteur du PAF), & I'aspirine et a 'adénosine déaminase ne
peuvent prévenir cette augmentation de la production de superoxide (322).
Bengtsson et coll. (323) s'intéressérent aussi a la production de radicaux libres
par les neutrophiles en présence de plaquettes, mais firent la distinction entre la
production intracellulaire et extracellulaire en utilisant des neutrophiles stimulés
au fMLP. Ces résultats montrérent que les plaquettes au repos inhibaient la
production de superoxyde extracellulaire, mais non la production intracellulaire.
Le rdle de I'adénosine fut aussi soulevé, car I'adénosine déaminase et la
théophylline (un bloqueur des récepteurs de I'adénosine) renversent I'inhibition
tandis que l'apyrase qui cause une accumulation d'adénosine, potentialise
Finhibition. Résultat surprenant, I'utilisation de plaquettes fixées ou dépourvues
d'adénosine entraine la méme inhibition, ce qui suggére que les plaquettes

induisent une production d'adénosine par les neutrophiles.

Dans cette méme étude, le role du cytosquelette fut évalué et il fut proposé que
les plaquettes induisent la polymérisation des filaments dactine des
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neutrophiles, car la cytochalasine B empéche les plaquettes d’'exercer leur

pouvoir inhibiteur.

Par la suite, 'on découvrit que cette induction de la production de radicaux
libres dépendait de contacts cellulaires étroits médiés par la P-sélectine
plaquettaire (324) et le fibrinogéne (325).

Les plaquettes, par l'intermédiaire du facteur 4 plaquettaire (PF4), du facteur
de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) produits lors de [activation
plaquettaire et des métabolites de I'AA par la voie de la 5-lipoxygénase peuvent
favoriser le recrutement des neutrophiles, car ces substances sont

chimiotactiques pour les neutrophiles (326-328).

Outre leurs effets sur le métabolisme des radicaux libres, les plaguettes
influencent d’autres fonctions des neutrophiles comme leur agrégation, leur
fonction bactéricide, leur adhésion et leur dégranulation (329-332). En plus des
plaquettes, les érythrocytes et les cellules endothéliales sont aussi en mesure
d'influencer les neutrophiles (331,333).

3.2.2 Effets des neutrophiles sur les plaquettes

Les neutrophiles produisent et sécrétent plusieurs substances suceptibles
d'activer les plaquettes : des radicaux libres via une NADPH oxidase et des
enzymes protéolytiques comme |'élastase et la cathepsine G.

3.2.2.1 Effets des radicaux libres

La stimulation d’'une suspension de plaquettes et de neutrophiles avec du fMLP
qui est spécifique aux neutrophiles, n'entraine aucune réponse plaquettaire.
Lorsque les plaquettes sont légérement stimulées (« primed ») avec du
collagéne ou de I'AA, préalablement a I'ajout du fMLP, il se produit une
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agrégation irréversible et une forte production de thromboxane A;. Cette réponse
des plaquettes est augmentée en présence de superoxide dismutase (une
enzyme qui catalyse la dégradation du superoxyde en peroxyde d’hydrogéne)
(SOD) et bloguée par la catalase (une enzyme qui dégrade le peroxyde
d’hydrogéne en eau) (CAT) et un inhibiteur de la NADPH oxydase, ce qui
suggere fortement un role du systéme superoxyde/peroxyde d’hydrogéne dans

cette interaction cellulaire (334).

L'effet direct du superoxyde sur I'agrégation plaquettaire et la sécrétion de
sérotonine fut démontré dans un systéme ou des plaguettes sont mises en
présence de xanthine oxydase, une enzyme qui en catalysant sa réaction
(xanthine a hypoxanthine) produit du superoxyde. L'agrégation et la sécrétion
dépendent du temps d'exposition et sont inhibées par la SOD, mais sont
insensibles a 'action de la CAT (335).

Le peroxyde d’hydrogéne est capable d'induire la sécrétion de sérotonine et
d’'adénine par les plaquettes, car la CAT prévient cette sécrétion induite par des
neutrophiles en phagocyte. Aucune sécrétion n'est enregistrée lorsque des
neutrophiles déficients en myéloperoxydase (maladie héréditaire) ou en
métabolisme oxydatif (maladie granulomateuse chronique) sont utillisés, mais la
sécrétion est restaurée lorsque de la myéloperoxydase exogéne ou une source
de peroxyde d’hydrogéne est ajoutée au milieu (336). Lorsque des inhibiteurs
d’enzymes contenant un motif heme sont ajoutés, il y a potentialisation de I'effet
du peroxyde d’hydrogéne, car ces inhibiteurs non seulement inhibent la
myéloperoxydase des neutrophiles, mais ils neutralisent aussi la CAT des
plaquettes (336).

3.2.2.2 Elastase et Cathepsine G

Lorsque des plaquettes et des neutrophiles se retrouvent en suspension

et que I'on active les neutrophiles avec du fMLP, les plaquettes sont fortement
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activees et cette activation est sensible a 'action du PMSF (PhMeSO.F), un
inhibiteur des protéases a sérine (337). L'élastase et la cathepsine G sont deux
protéases a sérine que I'on retrouve au niveau des granules azurophiles positifs
a la peroxidase des neutrophiles et des monocytes. L'élastase confére aux
neutrophiles un potentiel pro-inflammatoire et une capacité de dégradation de la
matrice extracellulaire par clivage de différentes protéines comme le collagéne
de type lll, le pro- et le collagéne de type 1V, la fibrine, la fibronectine et I'élastine
(338-343). La cathepsine G, pour sa part, peut modifier certaines molécules dont
des facteurs chimiotactiques et la thrombine (344-347) et posséde la capacité de
potentialiser I'action de [I'élastase (348). Cette protéase peut dégrader la
fibronectine, augmenter la perméabilité endothéliale et épithéliale et posséde
méme des propriétés de conversion de I'angiotensine (348-352).

L’élastase est capable de potentialiser I'agrégation plaquettaire en activant la
GPlib/llla par un clivage de la région carboxy terminale de la chaine lourde de la
sous-unité GPlIb (353). L'élastase seule est sans effet sur les plaquettes, mais
en présence de cathepsine G, qui produit une agrégation faible, et de
fibrinogéne, les plaquettes lient plus de fibrinogéne et voient leurs complexes
GPllb/llla étre activés 3 fois plus qu'en présence de faibles concentrations de
cathepsine G. Ceci fut démontré par une augmentation du marquage
plaquettaire avec l'anticorps PAC-1 qui reconnait la conformation active de la
GPlib/llla (353). D’'un autre coté, lorsque de fortes concentrations d’élastase sont
incubées avec des plaquettes, il en résulte que la cathepsine G et les
neutrophiles activés ne sont plus capables d'entrainer I'activation plaguettaire
(354).

L'activation plaquettaire induite par la cathepsine G ne semble pas dépendre
de 'agoniste utilisé, car le fMLP, le C5a, le LTB4 ou le PAF produisent le méme
effet (355,356). En plus, la cathepsine G pourrait jouer un role dans le
phénoméne d’amplification, car I'activation plaquettaire méne a la sécrétion du
peptide d'activation du tissus conjonctif (« connective tissue activating
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peptide 1l ») qui est clivé par la cathepsine G pour former le peptide d’'activation
des neutrophiles (« neutrophil-activating peptide—2 ») qui est un puissant
agoniste des neutrophiles (357). L'action de la cathepsine G sur les plaquettes
serait de type protéolytique, car la cathepsine G peut cliver la glycoprotéine de
surface GPIb (358,359). Pourtant, si I'on traite des plaquettes de patients atteints
de la maladie de Bernard-Soulier (des plaquettes sans complexes GPIlb-IX) et
que 'on mesure I'expression de la P-sélectine, la cathepsine G produit le méme
degré d'expression de la P-sélectine que ce soit sur des plaquettes normales ou
sur des plaquettes du syndrobme de Bernard-Soulier (359). La cathepsine G
entraine de maniére dépendante de la concentration (20-500 uM) une
augmentation du niveau intracellulaire en calcium par 'ouverture de canaux pour
les cations divalents au niveau membranaire, ce qui est différent de I'action de la
thrombine dont F'influx calcique provient des réserves intracellulaires (360). Cette
activation plaquettaire due a la cathepsine G semble dépendre de la PKC qui
pourrait étre impliquée dans la régulation de I'ouverture des canaux calciques
membranaires ainsi que la phospholipase A; qui pourrait activer les voies de
signalisation intracellulaires (361).

3.2.2.3 Inhibition de 'activation plaquettaire

Outre la capacité des neutrophiles activés a induire I'activation plaquettaire, la
présence de neutrophiles non stimulés peut diminuer 'agrégation plaquettaire et
la sécrétion dATP par des plaquettes activées par le collagéne, la thrombine ou
par 'AA (362). Cette inibition de l'activité plaquettaire par les neutrophiles
dépend du temps d’'exposition et de la concentration de neutrophiles dans le
milieu, mais le facteur responsable de I'action inhibitrice n'est ni un métabolite de
'AA, ni des radicaux libres, ni 'oxyde nitrique, ni une protéase. Zatta et coll.
(363) proposérent que le facteur sécrété par les neutrophiles possédait une
activité adénosine diphosphatase pour les raisons suivantes : 1) les neutrophiles
sont capables d'inhiber I'agrégation plaquettaire dans le sang complet suite a
une stimulation faible des plaquettes, 2) une plus grande concentration
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d’agoniste renverse l'effet inhibiteur des neutrophiles, 3) [l'activation des
neutrophiles par le fMLP permet la restauration de leur pouvoir inhibiteur, 4) les
mémes effets sont enregistrés en utilisant seulement le surnageant des
differentes suspensions de neutrophiles, 5) la présence des neutrophiles
n'affecte en rien les mouvements calciques et 6) les neutrophiles convertissent
ou élimine 'ADP disponible pour I'agrégation plaquettaire. D'autres travaux
montrérent que l'effet inhibiteur des neutrophiles sur I'agrégation plaquettaire
ressemblait étrangement a celui engendré par I'oxyde nitrique. En effet, les
neutrophiles entrainent chez les plaquettes une augmentation de la
concentration intracellulaire en GMP cyclique. Un traitement au
NG-monométher-L-arginine méthyle ester (un précurseur non transformable de
la synthése de l'oxyde nitrique) blogque linhibition de r'agrégation par les
neutrophiles, effet qui est renversé par I'ajout de L-arginine mais non par la
D-arginine (364). Ces résultats suggérent qu'un composé semblable & I'oxyde
nitrique est responsable de linhibition de I'agrégation plaquettaire par les
neutrophiles, ce qui est corroboré par McCall et coll. (365) qui démontrérent en
plus que ce composé est inactivé lors de I'activation des neutrophiles par les
radicaux libres dont le superoxyde. En résumé, les neutrophiles peuvent limiter
l'agrégation plaquettaire par des méchanismes oxyde nitrique-dépendants et
oxyde nitrique-indépendants.

3.3 Métabolisme transcellulaire

Les leucotrienes sont une famille de métabolites oxygénés provenant de la
voie de synthése de la 5-lipoxygénase. L'acide 5(S)5,6-oxydo-7,9-trans-11,14-
cis-eicosatétraénoique ou LTA4 est un important précurseur dans la voie de
synthése des autres leucotriénes, car ce dernier peut étre hydrolysé pour donner
le LTB4 ou encore conjugué au glutathion pour donner le LTC4. Etant donné que
les leucotrienes ont d'importantes activités biologiques (i.e. : chimiotactisme,
activation des neutrophiles et contraction des cellules musculaires lisses) (366-
368) et sont impliqués dans la réponse inflammatoire (369-372), les mécanismes
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contribuant a leur biosynthése sous conditions physiologiques et pathologiques

suscitent un grand intérét.

La premiéere étude qui démontra une coopération entre les plaquettes et les
neutrophiles pour la synthése des eicosancides, mit en évidence la participation
de 'AA et du 12-HETE (acide 12-hydroxy-6,8,11,14-eicosatétraénoique) sécrétés
par les plaquettes activées (373). L'AA peut mener a la synthése de LTB, et de
S5-HETE et le 12-HETE peut étre converti en DHETE par les neutrophiles.

Par la suite, I'incapacité des plaquettes de synthétiser du LTA4 et par voie de
conséquence les autres leucotrienes, fut dévoilée. Des plaquettes mises en
présence de LTA4 peuvent synthétiser du LTC4 de maniére dépendante du
temps et de la quantité de substrat présente. Ceci signifie que les plaquettes
possédent la machinerie enzymatique pour transformer le LTA4, mais non celle &
sa synthése (374-375). Les neutrophiles pouvant synthétiser le LTA4 deviennent
donc un donneur potentiel de ce leucotriéne que les plaquettes pourraient
métaboliser en LTC4, ce qui fut vérifié par une augmentation de la production de
LTC4 par des neutrophiles en présence de plaquettes. De plus, I'incubation de
plaquettes avec le surnageant de neutrophiles activés méne a la synthése de
LTC4. Les neutrophiles activés sécrétent donc une substance qui est convertie
par les plaquettes en LTC4, ce qui témoigne de la capacité des plaquettes et des
neutrophiles a interagir et & participer étroitement a la synthése de médiateurs
inflammatoires (374,376).

De plus, les dérives de I'AA issus des neutrophiles peuvent amplifier la
formation de thromboxane par les plaquettes, méme si ces demiéres sont les
principales productrices des dérivés de 'AA (377). Les neutrophiles semblent
pour leur part étre la principale source de LTB4 et de LTA,, le principal composé
de la voie de la 5-lipoxygénase, sécrétés dans le milieu (378). Dans le cas de
processus multicellulaires, le LTA4 pourrait étre transformé en LTC4 par les
plaquettes ou en LTB4 par la LTA4 hydrolase des érythrocytes qui ne contiennent
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pas de lipoxygénases et donc sont incapables de transformer directement 'AA
en LTA4 (379). Ces mécanismes de métabolisme transcellulaire pourraient donc
jouer un role primordial dans le développement de diverses pathologies ou
plaquettes et neutrophiles participent activement. D’ailleurs, certaines molécules
d’adhésion, de par leur capacité 8 maintenir un contact cellulaire, seraient la
cible ou encore essentielles afin que le métabolisme transcellulaire ait lieu et que
les différents agents sécrétés parviennent a produire une activation cellulaire
hétérotypique.

3.4 Liaison des plaquettes aux neutrophiles

3.4.1 Généralités

Plusieurs inhibiteurs de protéases circulent dans le sang et sont susceptibles
d'inactiver certaines protéases comme la cathepsine G et I'élastase. Lorsque des
plaquettes sont exposées & des surnageants de neutrophiles activés, 'activation
plaquettaire observée peut étre inhibée par un anticorps dirigé contre la
cathepsine G, de méme que par différents inhibiteurs de protéases a sérine.
Cependant, lors de certaines études, sur des suspensions cellulaires mixtes de
plaquettes et de neutrophiles activés, I'effet inhibiteur des anti-protéinases sur
Factivation plaquettaire, disparait complétement (380). Il fut alors proposé qu’un
contact cellulaire étroit devait étre créé pour permettre la formation d’'un micro-
environnement ou la cathepsine G pourrait étre sécrétée tout en étant a I'abri des
inhibiteurs de protéases. Cette hypothése fut vérifiée quelques années plus tard
par le méme groupe qui utilisa un anticorps dirigé contre la P-sélectine
plaquettaire et remarquérent une diminution de la liaison des plaquettes aux
neutrophiles et que cette baisse d'interactions adhésives était corrélée avec une
plus grande inhibition d’'une a1-protéase sur la sécrétion de sérotonine par les
plaguettes induite par la cathepsine G (381). Cet effet de I'anticorps anti-P-
sélectine fut aussi observé avec du mannose-1-phosphate et un traitement a la

neuraminidase. Par contre, les trois traitements utilisés sans o1-protéase ne
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diminuent pas la sécrétion de sérotonine, ce qui confirme que le contact
plaquette/neutrophile est essentiel pour que la cathepsine G puisse activer les
plaquettes, mais ceci seulement en présence d'inhibiteurs de protéases a sérine,

sinon la cathepsine G exerce son action sans qu'il y ait contact cellulaire (381).

La cathepsine G des neutrophiles peut induire 'expression de la P-sélectine
plaquettaire qui en contrepartie peut lier des neutrophiles. Outre la protection de
la cathepsine G des antiprotéases, |la formation de ce microenvironnement ou
tout simplement 'engagement de la P-sélectine dans une liaison avec son ligand
le PSGL-1, favorise le métabolisme transcellulaire. En effet, I'anticorps anti-P-
sélectine GE12 réduit la production de thromboxane B; et de LTC4 dans une
suspension de plaquettes et de neutrophiles activés au fMLP (377,382).
Cependant, la cathepsine G, lorsqu'en présence de thrombine, diminue
I'expression de la P-sélectine et la formation de liaisons plaquettes/neutrophiles.
L'induction de I'adhésion des plaquettes aux neutrophiles par la thrombine donne
des conjugues stables pour 120 minutes, tandis que lorsque de la cathepsine G
est ajoutée, on note une diminution progressive de la liaison des plaquettes aux
neutrophiles ; la cathepsine G jouant certainement un role déstabilisateur sur la

formation des conjugués (383).

Le contact intercellulaire n'est pas seulement important entre les plaquettes et
les neutrophiles, mais aussi entre les neutrophiles et les cellules endothéliales,
car l'utilisation d'anticorps contre la L-sélectine et les B.-intégrines réduit la
production de LTC4 par les neutrophiles et les cellules endothéliales, démontrant
bien limportance de [ladhésion des neutrophiles dans le métabolisme
transcellulaire (384).

3.4.2 Plaquettes activées et adhésion aux neutrophiles

Cest en 1963 que les docteurs Field et McLeod (385) ont identifié le

phénomene de liaision plaquettaire aux polymorphonuciéaires chez un jeune
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patient de 14 ans qui souffrait de pertes de conscience répétées. La seule
anomalie biologique qu'ils découvrirent fut justement une adhésion de plaquettes
aux leucocytes polynucléés lors de prélévements sanguins avec différents

anticoagulants.

Plusieurs autres études montrérent que les plaquettes pouvaient lier les
neutrophiles dans le sang complet anticoagulé a 'EDTA (386-389). Un autre cas
clinigue fut étudié par Yoo et coll. (390) et révéla certaines anomalies
plaquettaire : 1) une diminution de [l'agrégation plaquettaire par I'ADP,
I'épinéphrine et le collagéne, 2) une incapacité a produire une seconde vague
d’agrégation par 'ADP ou I'épinéphrine et 3) une instabilité de la liaison

plaquette/plaquette qui entraine une tendance nette vers la désagrégation.

En poussant plus les recherches sur ce phénomeéne, on découvrit rapidement
que la stimulation de plaquettes avec de la thrombine (0.01 a 0.1 U/mL) menait a
une augmentation de la liaison des plaquettes aux leucocytes. Les plaquettes
activées lient alors les monocytes, les neutrophiles et trés faiblement les
lymphocytes (391) et ceci sous dépendance caicique. Puis, avec I'apparition
d'une nouvelle famille de molécules d’adhésion, les sélectines, les recherches
s'intensifiérent, si bien qu'une relation directe entre la liaison des plaquettes
activées aux neutrophiles et les granules o des plaquettes fut démontrée (392).
Cette étude montra que seules les plaquettes dénotant un marquage important a
la thrombospondine (protéine impliquée dans les interactions cellule a cellule et
cellule & matrice extracellulaire qui est emmagasinée dans les granules o)
étaient impliquées dans des liaisons adhésives avec les neutrophiles. Tandis que
d'autres proposérent qu’une autre protéine contenue dans les granules o serait

impliquée, soit la P-sélectine (393).
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3.4.3 Axe P-sélectine > PSGL-1

Avant et surtout depuis la découverte du PSGL-1 (148), les recherches sur les
interactions entre les plaquettes et les neutrophiles ont porté sur I'importance de
la P-sélectine. Dans leur état inactivé, les plaguettes lient trés faiblement les
neutrophiles; environ 15% des neutrophiles présentent des plaquettes a leur
surface, tandis que lorsque les plaquettes sont stimulées a la thrombine, cette
proportion grimpe a 60% (394). Ceci dénotant bien le caractére dépendant de
I'activation plaquettaire dans I'expression des modulateurs de 'adhésion des
plaquettes aux neutrophiles. Rapidement, l'implication de la liaison de la P-
sélectine au PSGL-1 dans l'adhésion des plaquettes aux neutrophiles fut
démontrée. En effet, en utilisant un anticorps anti-P-sélectine (AC1.2) et de
'EDTA, le groupe de Larsen et coll. (393) parvint a inhiber la liaison de
plaquettes activées a plusieurs types cellulaires différents dont des neutrophiles,
des monocytes et des cellules HL-60 et U937. Cependant, d'autres anticorps se
montrérent inefficaces : anti-GPlb/llla, anti-thrombospondine et anti-GPIV de
méme que I'ajout de thrombospondine au milieu. Ces résultats suggérérent donc
fortement que seule la liaison de la P-sélectine avec le PSGL-1 serait
responsable de I'adhésion des plaquettes aux neutrophiles.

Cette liaison de la P-sélectine au PSGL-1 des neutrophiles serait régulée par
des dérivés de I'AA et 'oxyde nitrique. L’iloprost, un analogue stable de PGy,
inhibe 'adhésion des plaquettes activées aux neutrophiles et ce en étant 180 fois
plus efficace que le nitroprusside de sodium, un donneur d'oxyde nitrique comme
le prouve leur |ICsp de 5 nM et de 0.93 pM respectivement (395). Des traitements
a l'aspirine furent aussi effectués pour bloquer la cyclo-oxygénase constitutive
(COX-1) et vérifier si PGIl, était bel et bien responsable de la régulation de la
liaison plaquette/neutrophile. Effectivement, les mémes résultats furent obtenus
avec l'aspirine, sans aucun changement dans les niveaux de thromboxane B, et
de LTB4 Pourtant, le traitement des neutrophiles avec des métabolites de
L-arginine modifiés pour bloquer la synthése de I'oxyde nitrique, provoqua aussi
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une baisse de I'adhésion des plaquettes aux neutrophiles. Il semblerait donc que
la presence d'oxyde nitrique extracellulaire exerce un effet inhibiteur, tandis que
I'oxyde nitrique intraceilulaire des neutrophiles a un effet promoteur. Etant donné
que I'oxyde nitrique augmente le taux de GMP cyclique intracellulaire et que le
GMP cyclique stimule plusieurs fonctions des neutrophiles (i.e. : chimiotactisme
et adhésion) (396-400), il est permis de croire que le GMP cyclique intraceliulaire
contribue a maintenir le récepteur de la P-sélectine & la surface des neutrophiles,
en empéchant une activation cellulaire trop forte. Ceci pour deux raisons :
1) Tinhibition de la production d’oxyde nitrique dans les neutrophiles félins
entraine une augmentation de Iexpression des po-intégrines (401) et
2) lactivation des neutrophiles méne & une diminution d’environ 70% de Ia
teneur membranaire en PSGL-1 aprés 15 minutes de stimulation au fMLP 10 nM
(402), observations préalablement publiées par plusieurs chercheurs (206-208).

L’'étude de ce phénomene sous conditions statiques et dynamiques et par
activation des neutrophiles révéla d'autres mécanismes de liaison entre les
plaquettes et les neutrophiles (288,403).

3.4.4 Axe GPlIb/llla > Fibrinogéne > CD11b/CD18

En remplagant les plaquettes activées & la thrombine par des neutrophiles
activés au fMLP ou au PMA, I'adhésion des plaquettes aux neutrophiles fut aussi
observée. En utilisant un anticorps contre les PB.-intégrines, une inhibition de la
liasison des plaquettes aux neutrophiles activés fut enregistrée, mais I'ajout
d'anticorps contre la P-sélectine n'eut aucun effet. De plus, en incubant les
neutrophiles avec deux anticorps (KIM127 et KIM185) liant les sous-unités CD18
des B-intégrines et capables d'induire la conformation active des Bo-intégrines,
une augmentation de la formation de conjugués plaquettes/neutrophiles eut lieu
(288). Les travaux de Brown et coll. (403) mirent en évidence la participation
particuliere d'une des Bo-intégrines, soit CD11b/CD18. L'activation des deux

populations cellulaires ménent & une plus grande formation de liaisons entre les
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plaquettes et les neutrophiles que lorsqu'une seule population est activée. En
traitant ces suspensions mixtes activées avec un anticorps contre la P-sélectine
ou contre CD11b/CD18, ils n'observérent qu’une inhibition partielle, mais lorsque
les deux anticorps furent utilisés simultanément, une plus forte inhibition fut
enregistrée au niveau du pourcentage de neutrophiles ayant liés des plaquettes
et du nombre de plaquettes par neutrophiles. Méme si seulement les plaquettes
subissent I'activation, I'activation de CD11b/CD18 peut étre mesurée & la surface
des neutrophiles et vice-versa. Ces résultats soulévent deux points importants :
1) les mécanismes impliqués dans la liaison des plaquettes aux neutrophiles
deépendent directement du type cellulaire activé et 2) Fadhésion des plaquettes
aux neutrophiles s'effectue par la P-sélectine et CD11b/CD18 quand les cellules
sont activées directement ou par le biais du métabolisme transcellulaire.

Quel peut bien étre le récepteur de CD11b/CD18 a la surface des plaquettes?
En examinant de plus prés les ligands possibles et connus de CD11b/CD18 et
certaines études sur les interactions entre les plaguettes et les neutrophiles, le
fibrinogéne sembla étre une cible de choix, parce que la GPlib/llla serait
impliquée dans I'adhésion des plaguettes aux neutrophiles et qu'elle peut aussi
lier le fibrinogéne. Une premiére étude montra que la GPlIb/llla participait & la
formation des liaisons adhésives entre les plaquettes et les neutrophiles, car la
liasison des plaquettes activées aux neutrophiles fut diminuée par : 1) un
anticorps dirigé contre la sous-unité a (GPllb ou CD41), 2) des peptides
contenant la séquence RGDS et I'échistatine, 3) [I'utilisation de 'EGTA qui
dissocie le complexe GPlib/llla et 4) par des plaquettes de patients qui nont
pratiquement pas de CD41 a leur surface, mais une expression normale de
P-sélectine (289). La participation du fibrinogéne fut notée lors de la formation de
liaisons entre les plaquettes et les neutrophiles par 1) des plaquettes non
activées en présence de fibrinogéne et d'un anticorps dirigé contre la GPlIb/llia
capable d'induire son activation et 2) I'addition de fibrinogéne a des plaquettes
activées par 'ADP et fixées (288,404). Ces données montrent bien que les
mecanismes régissant les interactions adhésives entre les plaquettes et les
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neutrophiles sont bien plus complexes qu'il 'y parut de prime abord, car en plus
CD11c/CD18 semble aussi impliquée dans la liaison au fibrinogéne (405).

3.4.5 Interactions par la thrombospondine

La thrombospondine est une glycoprotéine trimérique de 450kDa que f'on
retrouve a lintérieur des granules o des plaquettes et qui est exprimée a la
surface suivant I'activation plaquettaire ou elle participe a la stabilisation de
'agrégation plaquettaire (406-408). Aussi synthétisée et sécrétée par les
fibroblastes, les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses de |'aorte,
les polymorphonucléaires, les monocytes et les macrophages (409-413), la
thrombospondine est présente en quantité excessive au niveau de la paroi des
vaisseaux athérosclérotiques (414,415). Le rdle biologique de Ia
thrombospondine est encore méconnu, mais il a été montré qu'elle peut interagir
avec plusieurs macromolécules comme le fibrinogéne, la fibronectine, le
collagene de type V et I'héparine (416) en plus de posséder une activité lectine,
un peu comme les sélectines (417).

Des plaqusttes stimulées a la thrombine peuvent adhérer aux monocytes par
intermédiaire de la thrombospondine, car un anticorps dirigé contre la
thrombospondine et la thrombaspondine elle-méme diminuent 'adhésion des
plaquettes aux monocytes (418). D’'autres agents comme la fibronectine, le
fibrinogéne, I'héparine ou encore un peptide RGDS ne parviennent pas a bloquer
I'adhésion, ce qui démontre que I'épitope de la thrombospondine impliqué dans
la liaison adhésive ne dépend pas de son activité lectine ni d'un site de
reconnaissance classique pour les molécules de la matrice extracellulaire.
Environ 80% de la thrombospondine liée aux macrophages et monocytes I'est de
maniére réversible, car I'ajout de thrombospondine non radio-marquée déplace
la liaison de la thrombospondine-I'® ce qui permet d'avancer que la
thrombospondine reste a la surface de la membrane et n'est pas incorporée par
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les cellules. De plus, le niveau d'activation des mononuciéaires ne semble pas
affecter 'adhésion de la thrombospondine (418).

Contenant une séquence RGDA (419,420), la liaison de la thrombospondine
aux monocytes n'est pas affectée par le peptide RGDS (418). L’adhésion de la
thrombospondine ne semble pas dépendre de la GPlIb/llla & la surface des
plaquettes, car elle adhére normalement a des plaquettes génétiquement
deficiente en GPlIb/llla et qu'elle ne lie pas la GPIib/llla purifiée (421,422).
Pourtant, certains anticorps monoclaunaux dirigés contre la GPIib/llla diminuent
la liaison de la thrombospondine aux plaquettes (423), suggérant que des
récepteurs du fibrinogéne ou de la fibronectine pourraient jouer un role
secondaire dans I'adhésion de la thrombospondine aux plaquettes.

Le groupe de Silverstein et coll. (424) identifia une molécule de 88kDa a la
surface des monocytes. Cette glycoprotéine se retrouve aussi au niveau des
plaquettes (425,426) sous I'appellation CD36 ou GPIV. En utilisant des anticorps
dirigeé contre GPIV, ils parvinrent a diminuer la liaison de la thrombospondine & la
surface des monocytes et aussi & réduire la formation de complexes
plaquettes/monocytes, identifiant donc la GPIV comme étant le principal
recepteur de la thrombospondine a la surface des monocytes.

Des études sur les épitopes responsables de la liaison de la thrombospondine
révélent que deux sites distincts sont impliqués, variant selon la fonction
associée a la liaison et du type cellulaire participant. Le premier site est un site
HBD ("Heparin Binding Domain”) situé a I'extrémité NH; terminale qui interagit
avec des glycolipides sulfatés et le protéoglycan (427-429) et participe au
chimiotactisme et a I'étalement (« spreading ») de mélanomes, & I'incorporation
de la thrombospondine par les cellules musculaires lisses dans la matrice
extracellulaire et a la capture et a la dégradation de la thrombospondine par les
fibroblastes et les cellules endothéliales (427,430-433). Le deuxiéme site situé
au niveau de I'extrémité COOH terminale de la molécule est entre autre impliqué
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dans l'attachement de la thrombospondine aux plaquettes lors de ['agrégation
(434).

La thrombospondine peut aussi lier les neutrophiles, potentialiser la production
de radicaux libres aprés l'activation au fMLP de méme que l'adhésion et la
motilité des neutrophiles (435). Au niveau des neutrophiles non activés il y a
2.3 x 10° sites de liaison a la thrombospondine par cellule, lorsque les
neutrophiles sont activés avec du fMLP en présence de cytochalasine B, le
nombre de récepteurs augmente de 30 fois passant & 7.6 x 10* par cellule. De
ces sites, environ 60% sont des sites HBD comme le démontre l'inhibition de la
liaison de la thrombospondine par I'héparine. Sur les sites exprimés aprés
stimulation, la grande majorité sont des sites de faible affinité (5.3 x 10%)
sensibles & 50% a I'héparine et les autres (2.3 x 10%) de plus haute affinité sont
capables de lier 'héparine dans une proportion de 70% (435). Cette présence de
deux types de récepteurs a la thrombospondine a la surface des neutrophiles
joue certainement un role au niveau du déclanchement de diverses réponses
cellulaires de par leur compartimentation au niveau de deux populations
distinctes de granules spécifiques des neutrophiles (436).

L’interaction des plaquettes avec la thrombospondine dépend principalement
de deux conditions : 1) la présence de calcium dans le milieu et 2) les forces de
cisaillements (437). En absence de calcium, la thrombospondine inhibe
'adhésion des plaquettes sur des surfaces de fibrinogéne, de fibronectine, de
laminine et de facteur de von Willebrand, tandis qu'en présence de calcium, elle
permet I'adhésion. Les forces de cisaillements influencent I'étalement ou le
recouvrement par des plaquettes d'une surface de thrombospondine, ceci
seulement & des forces élévées d’environ 1600s™. Ceci étant différent du
comportement des plaquettes sur une surface de fibrinogéne qu'elles recouvrent
a faible et hautes forces de cisaillements. Trois molécules participeraient aux
interactions des plaquettes avec la thrombospondine soit la GPla/lla, la
GPlib/llla et la GPIV, mais ces derniéres ne sont pas seules responsables de
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I'adhésion des plaquettes & une surface de thrombospondine, d'autres

récepteurs restent encore a étre caractérisés (437).

3.4.6 Axe ICAM-2 - CD11a/CD18

Un ligand pour les Be-intégrines fut découvert a la surface des plaquettes, soit
ICAM-2 (263). Cependant ni ICAM-1 et ni ICAM-3 ne sont présentes au niveau
des plaquettes activées ou non. Le nombre de molécules d'ICAM-2 est évalué a
environ 3000 par plaquette et ne subit aucune variation aprés I'activation
plaquettaire. Lors d'essais d’'adhésion, les plaquettes, activées ou non, sont en
mesure de lier CD11a/CD18 de méme que d'adhérer a la surface de
lymphocytes T activés, adhésion qui est diminuée par un anticorps dirigé contre
ICAM-2 ou contre CD11a/CD18. CD11a/CD18 étant présente a la surface des
neutrophiles, il est permis de croire qulCAM-2 est impliquée dans les
interactions adhésives entre les plaquettes et les neutrophiles, mais cela reste a

déterminer.

3.4.7 Les récepteurs Fcy

Les cellules hématopoiétiques humaines expriment trois types de récepteurs
Fcy qui reconnaissent la portion Fc des immunoglobulines de type IgG (438,439).
Cette famille de récepteurs est codée par six génes différents nommés Fcy R
(CD64), Fcy RII (A, B et C) (CD32) et Fcy RIll (A et B) (CD16). Les neutrophiles
expriment de maniére constitutive les récepteurs Fcy RI, Fcy Ril (A et C) et Fcy
RIHIB (qui est sécrété lors de l'activation des neutrophiles (440)), tandis que l'on
retrouve seulement Fcy RIIA a la surface des plaquettes (438,439,441,442). Les
récepteurs de faible affinité Fcy RIl sont des glycoprotéines transmembranaires
de 40kDa présentes a 10 000 exemplaires a la surface des neutrophiles. Les
recepteurs Fcy RIl different grandement pour leur portion extracellulaire et
transmembranaire, mais dénote une homologie trés élevée pour leur domaine

intracellulaire. Les récepteurs Fcy RIIIB sont les plus abondants dans la
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membrane des neutrophiles a raison de 100 000 molécules par neutrophile et
ont un poids moléculaire variant de 50 a 80kDa sous conditions dénaturantes.
Ces récepteurs sont liess a la membrane par des liens glycosyl-
phosphatidylinositol ou GPI. Finalement, les récepteurs Fcy Rl sont constitués
d’'une seule chaine peptidique transmembranaire de 72kDa et sont exprimés a
de trés faibles niveaux par les neutrophiles, mais peuvent étre induits par
Finterféron y. Cependant, leur plus forte affinité de liaison compense pour leur
nombre réduit (438,439).

Les récepteurs Fcy RIl et Rl participent de maniére active a I'agrégation des
neutrophiles, entrainant une activation de tyrosines kinases qui vont
phosphoryler plusieurs protéines de poids moléculaire différent et déclenchant la
synthése de novo d'autres protéines (443). De plus, des anticorps dirigés contre
les récepteurs Fcy RIl et Rl inhibent 'agrégation des neutrophiles activés par
des complexes IgG agrégés par un traitement thermique, démontrant la
coopération entre les deux types de récepteurs dans le processus de

phosphorylation.

La glycoprotéine plaquettaire GPIb-IX-V (constituée de quatre polypeptides soit
GPlba, GPIbB, GPIX et GPV dans un rapport de 2:2:2:1) (444) et le récepteur
Fcy RIHA sont deux protéines membranaires distinctes. Pourtant 'agrégation
plaquettaire induite par 'héparine qui est médiée par des anticorps anti-héparine,
est inhibée par des anticorps dirigés contre le récepteur Fcy RIIA ou la GPlba
(445,446), suggérant une certaine interaction entre les deux protéines. Cette
proximité et coopération furent étudiées par Sullam et coll. qui démontrérent
qu'en préincubant les plaquettes avec des anticorps dirigés contre la GPlba
(ANS1 et SZ2), ils parvenaient a inhiber I'agrégation plaquettaire induite par des
polyméres d'lgG. En plus, ces deux anticorps empéchent la liaison des
polymeres d'lgG aux récepteurs Fcy RIA (441). A l'aide d'une méthode de
cytométrie en flux par transfert d'énergie, un transfert bidirectionnel fut
enregistré, indiquant qu'une distance de 10 nm sépare les deux protéines. La
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colocalisation de Fcy RIIA et de GPlba fut aussi confirmée par une
immunoprecipitation de Fcy RIIA qui co-précipitait avec GPlba. Ces résultats
montrent que les récepteurs Fcy RIA des plaquettes s’associent de maniére

spécifique avec la GPlba pour agir de concert lors de I'agrégation plaquettaire.

Devant l'implication des récepteurs Fcy dans différents processus mettant a
profit des interactions intercellulaires, leur rdle dans I'adhésion des plaquettes
aux neutrophiles fut étudié. Quatorze patients dénotant la formation d'agrégats
plaquettes/neutrophiles lors de leur prélévement sanguin dans I'EDTA furent
soumis a une recherche d’autoanticorps. Les examens révélérent la présence de
deux autoanticorps, un anti-plaquettaire dirigé contre la GPIIb/llla et I'autres anti-
neutrophile contre le récepteur Fcy RIll (386,447,448). La spécificité de ces
anticorps fut confirmée par une absence de liaison a des plaquettes de patients
souffrant de la maladie de Glanzmann de type 1 et a des neutrophiles

génétiqguement dépourvus de récepteurs Fcy RIII.

L’utilisation d’anticorps contre la GPlIb/llla ou contre Fcy RIll a inhibé la liaison
des plaquettes aux neutrophiles tandis qu’un anticorps anti-Fcy RIl n'a eu aucun
effet. De plus, l'incubation de plaquettes de patients atteints de la maladie de
Glanzmann de type 1 et de neutrophiles dépourvus de récepteurs Fcy RIll avec
le plasma de patients montrant une formation d’agrégat plaquettes/neutrophiles,
n'a pas induit 'adhésion des plaquettes aux neutrophiles (441).

Il est donc clair que les récepteurs Fcy doivent jouer un role important dans les
interactions entre les plaquettes et les neutrophiles entre autre par I'activation
des voies de signalisation intracellulaires des neutrophiles et I'activation du
facteur NF-xB (449).
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3.4.8 Cinétique de la liaison plaguettes/neutrophiles

L’adhésion des plaquettes aux neutrophiles s'effectue par deux types
d’interactions principales qui sont influencés par les différentes conditions
environnantes : 1) une adhésion directe des plaqueties a la surface des
neutrophiles et 2) une adhésion secondaire des plaquettes sur les plaquettes
déja lieées aux neutrophiles.

Lorsque I'on bloque I'agrégation plaquettaire induite par la thrombine dans le
sang complet a l'aide du peptide RGD, il y a déplacement des interactions
plaquettes/plaquettes vers des interactions plaquettes/neutrophiles (450). Ce qui
se produit, c'est que le peptide empéche les complexes GPlib/llla de lier le
fibrinogéne et de participer efficacement a I'agrégation plaquettaire. Cependant,
la thrombine méne a une expression de la P-sélectine, ce qui pousse les
plaguettes a former des liaisons hétérotypiques avec les neutrophiles. Donc,
initialement, la formation dagrégats plaquettaires compétitionne avec les
neutrophiles pour le recrutement des plaquettes, mais la dissociation des
agrégats relargue alors une grande quantité de plaquettes activees qui

adhéreront aux neutrophiles via la P-sélectine (450).

La cytométrie de flux est une technique grandement utilisée pour mesurer
l'adhesion de plaquettes activées aux neutrophiles ainsi que pour évaluer
I'activation plaquettaire (405,451-453). Cette technique consiste en un marquage
des différentes populations cellulaires avec des anticorps dirigés contre des
marqueurs de surface spécifiques et conjugués a des fluorophores différents.
Par exemple, pour la détection de plaquettes liées aux neutrophiles, plusieurs
possibilités de marquage peuvent étre mises en pratique, mais les plus
répandues consistent @ marquer les plaquettes avec un anticorps anti-P-
sélectine ou anti-GPlIb/llla et les neutrophiles avec un anticorps anti-f2-
intégrines ou anti-CD45 (403,405,450,454). Par la suite, les cellules sont
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separées selon leurs caractéristiques de réfringence (« side-scatter » témoin de
la taille des cellules) et de dispersion (« forward scatter » évaluant la granularité
des cellules) de la lumiére. Alors chaque cellule arborant une double
fluorescence correspondra a un neutrophile ayant lié une ou plusieurs
plaguettes. La technique de cytométrie en flux nous permet d'évaluer le
pourcentage de cellules positives (la proportion de neutrophiles démontrant une
liaison & au moins une plaquette) et l'intensité moyenne de fluorescence (une
évaluation qualitative du nombre de plaquettes liées par neutrophile).

L’utilisation de ces deux paramétres a permis de mettre en évidence 'adhésion
biphasique des plaquettes aux neutrophiles, dans la mesure ol en sang complet
agité, ladhésion des plaquettes aux neutrophiles s'effectue par une
augmentation du pourcentage de neutrophiles positifs qui se stabilise aprés 5
minutes et par la suite par une augmentation de I'intensité de fluorescence a 10
minutes (405). Le peptide RGD peut inhiber la formation de ces interactions
entre les plaquettes et les neutrophiles (405) en diminuant l'intensité moyenne de
fluorescence a la surface des neutrophiles, mais non le pourcentage de
neutrophiles positifs (403). Ces résultats suggérent que les plaquettes qui
adhérent aux neutrophiles peuvent recruter d'autres plaquettes par un
mécanisme probablement semblable & celui de I'agrégation plaquettaire et
mettant a contribution la GPlib/llla et le fibrinogéne.

3.4.9 P-sélectine > PSGL-1 et signalisation intracellulaire

La liaison de plaquettes activées aux neutrophiles n'est pas sans conséquence
sur le métabolisme intracellulaire des neutrophiles qui réagissent en activant
certaines protéines kinases, en augmentant la production de substances
cytotoxiques et en engendrant le changement de configuration et un plus forte

expression de leurs Bz-intégrines.
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Dans un premier temps, des plaquettes activées et fixées, afin d'éviter tout
effet issu de métabolites sécrétés par les plaquettes, sont incubées en présence
de neutrophiles. La production de radicaux libres est mesurée par
chemoluminescence et les résultats de cette étude ont démontré que Ia liaison
des plaquettes non activees et activées aux neutrophiles entrainait une
augmentation de la production de radicaux libres de 200% et 550%
respectivement, comparativement a celle enregistrée en absence de plaquettes
(154). De plus, il fut aussi mis en évidence que I'adhésion de plaguettes aux
neutrophiles menait & une capacité phagocytaire accrue de 500% en présence
de zymosan (154).

Outre la production de radicaux libres, l'interaction adhésive des plaquettes
avec les neutrophiles conduit a une production de diverses cytokines.
Cependant, cette étude fut effectuée avec des plaquettes et des leucocytes de
patients ayant subi un infarctus du myocarde sévére (IMS), dans le but d’évaluer
la participation de l'adhésion plaquette/leucocyte dans ['étiologie de cette
pathologie. Ayant décelé une augmentation de la liaison plaquette/leukocyte
apres IMS, une évaluation de la production de cytokines fut faite. La stimulation
des plaguettes avec de la thrombine accroit linteraction adhésive entre
plaquettes et leucocytes, et en moins de deux heures d’incubation, les ARN
messagers de IL-1B, IL-8 et d'une protéine chimiotactique pour les monocytes
(MCP-1) sont présents en plus grande quantité. Aprés quatre heures, la
présence de IL-1pB et de IL-8 dans le surnageant des suspensions cellulaires est
détectée a des niveaux grandement supérieurs a celui de départ (268 + 36% et
210 £ 7% respectivement) et le contenu cellulaire en MCP-1 augmente de
170 £ 8%. En ajoutant un anticorps anti-P-sélectine bloquant sa fonction
adhésive, la modulation de la production de cytokines par les plaquettes est
inhibée presque complétement. Cette sécrétion de cytokines se produit selon
deux voies de signalisation indépendantes : 1) une “Mitogen Activated Protein
kinase” (MAPk) dépendante et 2) MAPk indépendante (152). Aussi, cette
induction de la production de cytokines par les plaquettes activées semble étre
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déclenchée par lactivation du facteur de transcription nucléaire NF-xB, car
'incubation de plaquettes activées avec des monocytes ayant adhérés dans des
puits méne a l'activation de NF-«B, tandis que des plaquettes non activées

n'entrainent aucun changment au niveau de NF-xB (153).

L'engagement du PSGL-1 dans une interaction adhésive avec un anticorps
(PL1 et PL2) ou avec de la P-sélectine immobilisée entraine une augmentation
de la phosphorylation au niveau de résidus tyrosines sur trois principales
protéines de masse moléculaire variant entre 105-120kDa, 70-84kDa, et
42-44kDa (152). Cette vague de phosphorylations se déclenche au cours des
deux premiéres minutes et atteint son maximum en moins de dix minutes pour se
maintenir jusqu'a trente minutes aprés exposition. Un effet médié par les
récepteurs Fcy fut écarté, car la saturation de ces récepteurs avec des anticorps
spécifiques n'a pas bloqué l'effet des anticorps PL1 et PL2. De plus, I'ajout de
cytochalasine B n’'affecte en rien la phosphorylation des protéines, ce qui indique
qu'un cytosquelette intact n'est pas requis (152). Fait intéressant, les mémes
protéines semblent phosphorylées aprés la liaison de I'anticorps DREG200 a la
L-sélectine (455), accentuant ainsi I'importance de ces protéines dans la réponse

leucocytaire lors du roulement et de I'adhésion cellulaire.

La caractérisation de la plus petite d’entre elles (42-44kDa) fut entreprise, car
elle démontrait des caractéristiques électrophorétiques associées aux “mitogen
activated protein kinase” (MAPK). Alors l'implication de ERK-1 et ERK-2 fut
scrutée lors de la liaison de PL1 au PSGL-1 et il en résulta une activation de
ERK-1 et/ou ERK-2 selon une cinétique dépendante du temps et semblable a
celle de la phosphorylation de la protéine de 42-44kDa (152). Plusieurs voies
principales ménent & l'activation de ERK-1 et ERK-2 soit la GTPase Ras, la
kinase Raf et MEK (456). L'étude de Kazuya et coll. (152) suggera la
participation de MEK et de Ras, mais le rble de Ras est peu clair dans la mesure
ou son importance dans I'activation de MEK ou de ERK-1 et/ou ERK-2 reste a
démontrer.
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L'importance de la dimérisation du PSGL-1 dans cette réponse fut soulevée
par l'induction a l'aide d'anticorps divalents, mais non d’anticorps monovalent de

la phosphorylation de résidus tyrosines (148,152).

Tout récemment, la stimulation du PSGL-1 a la surface de neutrophiles de
souris par une forme recombinante de P-sélectine entraina une adhésion accrue
a des cellules CHO exprimant ICAM-1 et ce par un mécanisme mettant a
contribution CD11a/CD18 et CD11b/CD18 dont la teneur membranaire est
augmentée lors de la liaison du PSGL-1 (457). Cependant ces résuitats ne

semblent pas se reproduire chez les neutrophiles humains.

3.5 Approches thérapeutiques

3.5.1 Héparine et dérivés

Devant [limportance grandissante de [limplication des molécules
d'adhésion au cours de plusieurs pathologies cardiovasculaires, différents
traitements furent mis au point afin de contrecarrer les effets délétéres associés
aux interactions entre les plaquettes et les neutrophiles.

Se basant sur des études qui démontrérent que I'héparine, un aminoglycan
fucosylé et sulfaté avec des propriétés anticoagulantes, et qu'une héparine de
bas poids moléculaire (CY 216) étaient en mesure d'inhiber ['activation
plaquettaire induite par la cathepsine G (459,460), Nelson et coll. (461)
etudiérent les interactions possibles de I'héparine avec les sélectines. Ces
résultats montrérent que I'néparine pouvait lier ia P- et la L-sélectine, mais non
la E-sélectine, ce qu'ils confirmérent lors d'essais d'adhésion entre des
neutrophiles et des cellules COS exprimant la P- ou la E-sélectine en inhibant
seulement la liaison des neutrophiles aux cellules COS P-sélectine positives. En
poussant plus loin leurs investigations, ils testérent I'efficacité de I'héparine a
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bloquer l'infiltration neutrophilique dans la cavité péritonéale de souris traitées au
thioglycollate et remarquérent une diminution du flux de neutrophiles.

L'héparine posséde des propriétés cardioprotectrices dans un modéle
d'ischemie-reperfusion cérébrale chez le rat, en inhibant 'accumulation des
leucocytes (462).

Plus recemment, une étude conduite par Dagenais et coll. (463) révéla que
I'héparine et une héparine de bas poids moléculaire (énoxaparine) pouvaient
interférer avec l'adhésion des plaquettes aux neutrophiles. Sous conditions
tamponnées, les deux agents sont aussi efficaces, mais sous conditions
plasmatiques, I'héparine perd son pouvoir inhibiteur tandis que I'énoxaparine
conserve ses propriétés inhibitrices. Puis, le pouvoir cardioprotecteur de
I'énoxaparine fut démontré dans un modéle canin d’ischémie-reperfusion en
présence d'une sténose critique (44).

Ces résultats suggeérent fortement qu'un traitement anti-sélectines est en
mesure de freiner certaines réactions inflammatoires et de prévenir I'étendue des

dommages causés par ['infiltration des neutrophiles dans les tissus.

3.5.2 Le sLe* et analoques

Le sLe*, ligand reconnu des sélectines, fut aussi évalué pour son potentiel
thérapeutique dans des modéles d'ischémie reperfusion canins et de lapins.
L'une de ces études limita les lésions de reperfusion myocardiques chez le
chien, en utilisant des carbohydrates contenant le sLex, par 56% et l'infiltration
des neutrophiles par 55% (464). Cependant un analogue du sLe* le CY1503, ne
parvint pas a diminuer la taille de I'infarctus, ni a prévenir le phénoméne de « no-
reflow » dans un modéle d'infarctus aigu chez le lapin (465). Par contre, un autre
analogue du sLeX, le GM1380, réduisit la taille de linfarctus dans un modéle
similaire (466). Malgré tout, le CY1503 semble posséder d'intéressantes
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propriétés cardioprotectrices dans la mesure ou son efficacité fut démontrée
chez le chat et le chien (467-469). Une autre étude utilisa le sLe® et obtint une
réduction de l'ordre de 53% de la taille de linfarctus dans un modéle
expérimental (470). Ces résultats mitigés des analogues du sLe* dans les
modéles d'ischémie-reperfusion peuvent probablement trouver explication dans
les difféerences entre les espéces et les modéles de méme que par la faible

affinité de liaison du sLe*.

Le CY1503 fut aussi testé dans un modéle d'angioplastie porcin ou sa capacité
a limiter les interactions entre les plaquettes et les neutrophiles au site vasculaire
endommageé fut étudiée. Le CY1503 fut sans effet sur 'adhésion des plaquettes,
mais inhiba a 58% I'adhésion des neutrophiles sur les segments présentant des
Iésion sévéres in vivo. Le mécanisme d'action par lequel le CY1503 interfére
avec I'adhésion des neutrophiles fut exploré dans des chambres de perfusion sur
des segments artériels porcins dénudés. Les résultats montrérent clairement que
le CY1503 n'inhibait 'adhésion de neutrophiles que lorsque ceux-ci étaient en
présence de plaquettes, suggérant l'importance des sélectines dans les
interactions plaquettes/neutrophiles aprés angioplastie (471).

3.5.3 La fucoidine

Le « rolling » des neutrophiles dans les veinules peut-étre inhibé par différents
polysaccharides sulfatés, par des anticorps dirigés contre la L-sélectine et par
une forme recombinée de la L-sélectine (472,473). Ces différents traitements
bloguent aussi la liaison des lymphocytes aux ganglions lymphatiques tout
comme la fucoidine et le polyphosphomannane (PPME) (474-476). Tous ces
composés glucidiques possédent une certaine similarité structurale, soit un
squelette d’hexoses modifié par sulfatation.

Se basant sur cette similarité, Ley et coll. (195) inhibérent le roulement des
neutrophiles dans les veinules mésentériques de rat avec une injection de
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fucoidine, mais non avec le PPME. La fucoidine ne bloque pas seulement Ie
roulement des neutrophiles, mais aussi leur infiltration au niveau des poumons

de lapins soumis a l'action du PMA, afin de simuler une inflammation (194).

Les capacités cardioprotectrices de la fucoidine furent mises de [I'avant
lorsqu’une étude effectuée par Omata et coll. (477) rapporta que la fucoidine
intervenait au niveau de l'infiltration des neutrophiles et ce en interférant, entre
autre, avec le roulement des neutrophiles sur la P-sélectine endothéliale.

Une étude récente menée par Chauvet et coll. (478) montra que la fucoidine
(bmg/kg) diminuait de maniére significative la vasoconstriction post-
angioplastique (51%) de méme que l'adhésion des plaquettes aux sites des
lésions sévéres (73%) et celle des neutrophiles aux sites des lésions sévéres
(84%) et modérées (92%) dans un modéle porcin. Le mécanisme postulé pour
expliquer cette propriété anti-adhésive de la fucoidine repose sur des résultats in
vitro en chambre a perfusion. La perfusion de suspensions cellulaires sur des
surfaces artérielles endommagées montra que linhibition de 'adhésion des
plaquettes et des neutrophiles était plus importante lorsque des suspensions
mixtes étaient utilisées. Ces résultats suggérent une coopération entre les
plaquettes et les neutrophiles lors de leur adhésion a des surfaces artérielles
endommagees. La fucoidine étant en mesure de diminuer leur adhésion, il est
permis de penser que la fucoidine est capable d'inhiber les interactions entre les
plaquettes et les neutrophiles aux sites artériels endommagés. Dailleurs, la
fucoidine, a des concentrations de I'ordre de 200ug/mL, inhibe a 80% la liaison
des plaquettes stimulées & la thrombine aux neutrophiles sous conditions
statiques. Cet effet fut aussi observé sous conditions de flot, ou la fucoidine
diminue de plus de 70% et 90% l'adhésion des plaguettes aux neutrophiles
aprés 5 et 15 minutes d'exposition a des surfaces artérielles endommagées
(479).
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Encore un fois, les succés rencontrés par f'utilisation de la fucoidine dans la
prévention de réactions inflammatoires, comme dans le cas du recrutement des
leucocytes dans le liquide cérébro-spinal lors de méningites (480), réveélent

limportance des sélectines dans ces différents processus.

3.5.4 Anticorps anti-P-sélectine et PSGL-1

Tous les traitements énumérés précédemment ne sont pas trés spécifiques,
car ils interagissent avec les trois sélectines, rendant par le fait méme difficile
l'interprétation des résultats obtenus et la dissection des mécanismes impliqués
dans la progression des différentes pathologies. Avec la découverte de ligands
plus spécifiques, comme le PSGL-1, des traitements plus efficaces peuvent donc

étre utilisés.

L'utilisation d'un anticorps anti-P-sélectine dans un modéle d'ischémie-
reperfusion chez le lapin démontra une réduction de la taille de l'infarctus de
38% comparativement a 53% avec le sLe* (470), ce qui montre bien le caractére
moins spécifique des traitements a base d'oligosaccharides. De méme qu'un
traitement avec du PSGL-1 soluble sur des greffons de foie, lors de
transplantations hépatiques, réduit les chances de rejet et aussi les dommages
associés a l'ischémiefreperfusion par inhibition de linfiltration des neutrophiles
(481). Le PSGL-1 soluble fut aussi utilisé dans un modéle de transplantation
rénale et les dommages causés par I'ischémie/reperfusion furent aussi prévenus
(482). Comme il est possible de prévenir certains effets déléteéres en interférant
avec les interactions entre la P-sélectine plaquettaire ou endothéliale et le
PSGL-1 des neutrophiles, ce phénoméne de I'adhésion des plaquettes aux
neutrophiles pourrait devenir la cible des approches thérapeutiques privilégiées

lors de troubles thrombotiques et inflammatoires.
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3.6 Perspectives

La venue des nouveaux ligands plus spécifiques pour les sélectines de méme
que l'importance croissante des interactions plaquettes/neutrophiles lors de
differentes pathologies, risquent d'ouvrir de nouvelles portes vers une meilleure
compreéhension des mécanismes impliqués et associés a la synergie entre les
plaquettes et les neutrophiles, conduisant éventuellement au développement de

traitements plus efficaces et spécifiques.

3.7 But de I’étude

Les interactions entre les plaquettes et les neutrophiles jouent un role
important dans la progression et le développement de plusieurs pathologies
cardiovasculaires ou un dysfonctionnement endothélial semble étre associé. Que
ce soit par une diminution de sa capacité a sécréter du NO ou de la PGl ou
encore par I'exposition des constituants de la matrice sous-endothéliale ; la
surface exposée a la circulation devient plus thrombogénique et est suceptible
d’'entrainer I'activation des neutrophiles et des plaquettes et ainsi mener a une
augmentation de leurs interactions adhésives et métaboliques.

Cependant bien que la surface endothéliale endommagée est reconnue pour
mener a l'activation cellulaire, l'influence de son intégrité sur la modulation de
I'expression des différentes molécules d'adhésion plaquettaires et
neutrophiliques reste encore a étre explorée, de méme que son incidence sur les
interactions adhésives et métaboliques entre les plaquettes et les neutrophiles.

C’est dans le but d'évaluer I'impact de l'intégrité de la surface endothéliale sur
l'expression de certaines molécules dadhésion (P-sélectin, L-sélectine et
MAC-1), sur les interactions adhésives des plaquettes et des neutrophiles et de
déterminer les mécanismes impliqués au cours de ces interactions adhésives,

que ce projet de recherche fut conduit.
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ABSTRACT

The selectin family of cell adhesion molecules (CAMs) is invalved in the
adhesion between neutrophils, platelets and the arterial wall. The interactions of
platelets and neutrophils are increased in contact with damaged arterial surfaces
as compared to intact endothelium. Also platelet binding to neutrophils has been
reported in patients following angioplasty, myocardial infarction and unstable
angina. We therefore investigated whether these interactions influence the
expression of platelet P-selectin and neutrophils MAC-1 and L-selectin as well as
the binding of platelets to neutrophils. Expression of these CAMs was determined
by flow cytometry using fluorescein isothiocyanate (FITC) and phycoerythrin (PE)
conjugated monoclonal antibodies (Mabs) with human platelet and neutrophil
suspensions. Measurement was done at baseline and after exposure for 5 and
15 min to intact and damaged arterial surfaces in perfusion flow chambers (10
mL/min, 2 mm ID, 37°C). The binding index (Bl) of platelet P-selectin increased
significantly from 18.0 £ 3.4 at baseline, to 31.4 £ 4.7 and 38.1 1 4.8 (p<.05) after
5 and 15 min perfusion, respectively. After 15 min exposure to damaged arterial
surfaces, the mean fluorescence intensity (MFI) of neutrophil MAC-1 increased
by 22% (p<.01), whereas that of L-selectin decreased by 10% (p<.05). After
perfusion over intact endothelium, neutrophil L-selectin level was decreased,
whereas platelet P-selectin and neutrophil MAC-1 levels remained similar to
those of the controls. The binding of platelets to neutrophils was increased
significantly (p<.05) from 4.4 + 1.0 at baseline, to 47.3 £ 12.8 and 63.0 £ 17.6
after circulating for 5 and 15 min on damaged arterial surfaces. These
interactions were completely inhibited by Fucoidan (selectin blocker, 200 ug/mL),
soluble P-Selectin Glycoprotein Ligand-1 (PSGL-1, 40 pg/mL), and a blocking
anti-P-selectin Mab (2 pg/mL) ; they were not influenced, however, by the
blocking anti-L-selectin Mab (40 pg/mL). These results indicate, that platelets and
neutrophils are activated that in contact with damaged arterial surfaces, thereby
enhancing their adhesive interactions via a mechanism involving P-selectin and
PSGL-1.
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INTRODUCTION

Platelets and leukocytes alone, or as conjugates, can interact with the
endothelial cells and the subendothelial matrix via their relative CAMs, thus
playing a role in the maintenance of vascular homeostasis and in the modulation
of thrombotic and inflammatory reactions (1-3). These interactions are mediated
by three major families of CAMs: the integrins, the selectins and the
immunoglobulins which mediates homotypic and heterotypic interactions
between platelets, neutrophils and the blood vessel wall (4-6).

The selectin family is composed of three members named accordingly to the
cellular type on which they were originally discovered. P-selectin (CD62P, GMP-
140, PADGEM) is confined to the a-granules of resting platelets and to the
Weibel Palade bodies of unactivated endothelial cells (7). Following agonist
stimulation, P-selectin is rapidly translocated to the cell surface where it can
interact, like the other selectins, with sialylated or fucosylated compounds such
as Sialyl Lewis” (8-9) or PSGL-1, a disulfide-linked 240-kDa homodimer protein
of the sialomucin family that is highly O-glycosylated and rich in serin and
threonin (10-11). This platelet P-selectin/neutrophil PSGL-1 interaction has been
shown to mediate neutrophil rolling in vivo, and on immobilized P-selectin and to
participate in the recruitment of leukocytes (12-14). L-selectin (LAM, CD62L), is
howewer constitutively expressed on the surface of neutrophils and is shed upon
neutrophil activation (9). Neutrophil L-selectin plays an important role in
neutrophil recruitment, mediating the slowing and rolling steps ; and in
neutrophil/neutrophil interactions via PSGL-1 (15). E-selectin (ELAM, CD62E) is
expressed by endothelial cells after agonist stimulation and requires de novo
synthesis (9).

The engagement of PSGL-1 with P-selectin leads to tyrosine phosphorylation,
MAP kinases activation, and an increase in cytokine interleukine-1 and
interleukine-8 expression in neutrophils ; it also leads to an increase in the
capacity of neutrophils to generate reactive oxygen species (16-18). Also,
neutrophil cathepsin G and elastase can activate platelets via microenvironement
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formation, mediated by P-selectin binding, thus protecting the enzymes from
inactivation by plasma antiproteinases (19-21). In addition, platelets and
neutrophil interactions enhance the transcellular metabolism and secretion of
potent vasoactive substances such as thromboxane A,, leukotrienes and platelet
activating factor (PAF) (22-24). This cross-talk between platelets and neutrophils
in close contact thus provides a pathway by which they can increase their
recruitment and their deleterious effects in many pathological processes. As
shown previously, neutrophils and platelets influence each others adhesion at the
site of deep arterial injury by angioplasty in pigs and increase the associated
vasoconstrictive response (25-28).

The arterial response to injury following angioplasty or atherosclerosis plaque
rupture, involves the exposure of the subendothelial matrix composed, in part, of
coliagen, fibrinogen, and the von Willebrand factor, which are potent platelet
binding proteins. The arterial response therefore leads to a new set of possible
interactions between flowing platelets, neutrophils and the newly-exposed
damaged and thrombogenic surfaces (29-31). We have previously shown that
neutrophil accumulation at the site of vascular injury is time-, shear- and platelet-
dependent ; it became shear-independent, howewer, under thrombocytopenic
conditions, thereby revealing the importance of platelet in neutrophil adhesion to
damaged arterial surfaces (32). Platelet binding to neutrophils, known as
« platelet satellitism » or « rosette formation », has been reported in patients with
unstable angina, myocardial infarction, thrombosis, atherosclerosis, restenosis
and in a variety of inflammatory processes (33-36). Furthermore, platelets have
been shown to become activated following perfusion over a collagen coated
surface and a growing thrombi as demonstrated by P-selectin expression,
fibrinogen binding and integrin GPlib/llla activation (34). Hence our hypthesis
was that platelets will be activated after perfusion over damaged arterial
surfaces, and will express P-selectin and interact with neutrophils to form
conjugates, thus increasing their interactions. Indeed, this study was designed to

investigate the influence of the endothelial surface integrity on platelet and
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neutrophil activation states, platelet binding to neutrophils, and the possible

mechanism of these interactions under flow conditions.

MATERIAL AND METHODS

Antibodies

All Mabs were mouse directed against human CAMs and were obtained in non
conjugated form for indirect immunostaining and FITC or PE conjugated for direct
immunostaining. CD62P (clone AK6), CDB2L (clone FMC46), CD11b (MAC-1,
clone ICRF44) were purchased from Serotec (Oxford, England). CD61 (clone
Y2/S1) was obtained from DAKO (Mississauga, Ontario). PAC-1 (clone 340507),
blocking Mab for CD11b/CD18 (clone Leu-15) obtained from Becton-Dickinson
(San Jose, CA) and blocking Mab to CD62L (clone DREG 56) and IgGk isotype
match control were purchased from Pharmigen (Missisauga, Ontario). We
obtained the blocking Mab to P-selectin (clone WASP 12.2) from Endogen
(Woburn, MA) and goat anti-mouse IgG (FAB specific) FITC conjugated from
Sigma Chemical Co. (St-Louis, MO).

Preparation of platelets

Blood, obtained from healthy volunteers (free from medication known to
interfere with platelet or neutrophil functions for at least 10 days) from an
antecubital vein through a 19-gauge butterfly needle, was anticoagulated with
acid citrate dextrose (ACD) in a ratio of 5 parts blood to 1 part ACD. Platelets
were prepared as previously described (25,26,27) Briefly, Platelet Rich Plasma
(PRP) was prepared by centrifugation of whole blood at 500 X g for 15 minutes.
Platelets were then obtained by centrifugation of PRP at 800 X g for 10 minutes
and resuspended Hank's balanced salt solution-HEPES buffer with 0.4 mM
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) (HBSS-EDTA) pH 6.5 free from Ca®*
and Mg®". After removal of red blood cells by a low centrifugation, the isolated
platelets were resuspended in a HBSS-HEPES buffer pH 7.4 with Ca** (CaCl,
1.3 mM) and Mg?* (MgSO4 0.81 mM) and adjusted to a final concentration of
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250 x 10%mL, using an automated cell counter (T890, Coulter, Burlington,
Ontario).

Preparation of neutrophils

Neutrophil preparation was carried out as previously described (25,26,27).
After PRP sampling, during the platelet preparation procedure, the lower phase
was treated with an equal volume of HBSS-HEPES citrated (dihydrate sodium
citrate 12.9 mM) buffer pH 7.4 without Ca®* and Mg?* and containing 4% dextran
(MW 260kDa, Sigma Chemical Co.). After 35-40 minutes sedimentation, the
leukocyte rich suspension was washed, layered over an equal volume of Ficoll-
Paque gradient separation medium (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) and
centrifuged at 400 X g for 30 min. After hypotonic lysis of red cells the isolated
neutrophils were resuspended in HBSS-HEPES with Ca®* and Mg®* and adjusted
to a final concentration of 5 x 10%/mL, using an automated cell counter.

Static experiments

In the first set of experiments, the expression of P-selectin and GPlIb/llla on
isolated platelets was assessed at baseline and after 5 min activation with
thrombin (0.1 U/mL). The expression of L-selectin and MAC-1 on isolated
neutrophils was also performed at baseline and after 10 min stimuiation with
formyl-methyl-leucine-phenylalanine (fMLP, 100 nM). The binding of platelets to
neutrophil was determined in mixed cell preparations (250 x 10%mL and
5 x 10%mL respectively) using a dual-labeling technique with Mabs to P-selectin
FITC- or PE-conjugated, and Mabs to L-selectin or MAC-1 FITC- or PE-
conjugated (35,36). The binding was assessed in the presence of Fucoidan
(0-300 pg/mL), soluble PSGL-1 (0-100 pg/mL) anti-P-selectin blocking Mab
(0-5 pg/mL) and anti-L-selectin blocking Mab (0-40 pg/mL), for 10 min at room
temperature (RT), at baseline and after thrombin or fMLP activation. The cells
were then fixedwith 1% paraformaldehyde in phosphate buffer saline (PBS) for 2
hours at 4°C in the dark. After being washed with PBS-0.1% sodium azide, the
cells were immunolabeled with saturating concentrations of the relevant Mab or



an isotype matched control IgG for 20-30 min. at 4°C in the dark ; they were then
washed again and fixed with PBS-1% paraformaldehyde for flow cytometry

analyses.

Perfusion experiments

We have used four plexiglas perfusion chambers that mimic the tube-like
cylindrical shape of blood vessels (32,37,38). Each chamber contains a window
(2.0 mm ID) allowing direct exposure of arterial segments to isolated platelets
suspensions mixed or not with neutrophils. These arterial segments were
prepared from porcine aortas, which had been dissected free of surrounding
tissues, cut into rings, and longitudinally opened. Arterial segments with intact
endothelium were cut to fit within the perfusion flow chambers ; the actual
preparation and placement were done with great care in order to avoid direct
contact with the luminal surface. Damaged arterial segments were prepared by
lifting and peeling off the intima, together with a thin portion of the subjacent
media, and than cut to fit within the perfusion flow chambers, as previously
described (25,32,37). The flow within the chambers was adjusted at 10 mL/min
with a peristaltic pump. The chambers were placed in parallel (two per side) in a
thermostatically controlled water bath (at 37°C), thus permitting simultaneous
parallel, pairwise perfusion over arterial tissues of treated or untreated platelet
and/or neutrophil suspensions. In these experiments, we exposed the arterial
segments for 5 and 15 min in the flow chambers to platelets (250 x 10%mL),
neutrophils (5 x 10%mL) or mixed platelet/neutrophil suspensions. In the mixed
suspensions, the cells were pretreated or not for 10 min with fucoidan
(200 pg/mL), soluble PSGL-1 (40 pg/mL) or Mab to P-selectin (2 ug/mL) prior to
perfusion. Samples were taken after 5 and 15 min exposure time and
immediately fixed in PBS-1% paraformaldehyde and then processed for flow
cytometry as described in the static experiments.
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Flow cytometry

All samples were analyzed within 6 hours following samples preparation on a
Coulter Epics XL Cytometer. For one-color analyses, platelet and neutrophil
populations were identified and discriminated from the debris by their scatter
profile. Debris were excluded from analysis by setting an appropriate scatter
electronic gate or threshold. For two-color analyses, the fluorescence threshold
was set to analyze only dual FITC- and PE-labeled cells, corresponding to
neutrophils exhibiting platelet-CD62P-FITC fluorescence. Fluorescence data
were obtained from 5000 events in each sample or a 2 minute time count.
The piatelet population had been previously identified with a monoclonal antibody
against CD41, CD61 and with one against the active form of the GPIlib/lila
integrin on resting and activated platelets and neutrophil population, with
antibodies directed against CD62L, and CD11b on resting and activated cells.

Data analyses

Flow cytometry resuits, for platelets and the platelet/neutrophil mixture, were
expressed as the binding index (Bl = % of positive cells X mean fluorescence
intensity (MF1)) and then transformed in % of binding, as follows :
% of Binding = Bl of Stimulated Suspension — Bl of Resting Suspension X 100

Bl of Treated Suspension — Bl of Resting Suspension
MF1 was used for neutrophil samples.
Results were expressed as mean +/- SEM. Data were compared using paired t-
test and, when appropriate, repeated and standard one-way-analysis of variance
(ANOVA). Values of p<.05 were considered significant.
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RESULTS

CAMs expression and platelet/neutrophil binding

The binding index of platelet P-selectin expression increased 11 fold, from
24.2 £+ 3.2 at baseline to 269.0 £ 20.1, following thrombin stimulation (p<.001,
n=38). Treatment of neutrophils with thrombin, howewer, had no significant effect
on L-selectin and MAC-1 expression. On the other hand, stimulation of
neutrophils with fMLP induced L-selectin shedding (30.8 £1.9 at baseline to
8.0 + 1.0 after activation, p<.001, n=20) and MAC-1 upregulation (23.6 + 1.2 at
baseline to 26.4 £ 1.3 following fMLP stimulation, p<.01, n=13). Furthermore,
fMLP was ineffective in inducing any change in platelet P-selectin expression.
As shown in figure 1, the binding of platelets to neutrophils was negligible at
baseline but increased significantly following thrombin stimulation of platelets.
This increased binding of stimulated platelets to neutrophils could be inhibited in
a concentration-dependent manner by Fucoidan (figure 2a), soluble PSGL-1
(figure 2b) and blocking anti-P-selectin Mab (figure 2C). Howewer a blocking
anti-L-selectin Mab had no significant effect on platelet binding to neutrophils
(figure 2D).

CAMs expression in perfusion experiments

As shown in figure 3, perfusion of isolated platelets over damaged arterial
surfaces lead to an increase in platelet P-selectin expression from 18.0 + 3.4 at
baseline, to 31.4 + 4.7 after 5 min, to 38.1 + 4.8 after 15 min exposure time
(p<.05). Exposure of platelets to arterial surfaces with intact endothelium did not,
howewer, trigger any significant change in platelet P-selectin expression.
Figure 4a shows that exposure of neutrophils to both intact and damaged arterial
surfaces induced a significant shedding of L-selectin after 15 min exposure time.
It also shows that MAC-1 was significantly upregulated after 15 min perfusion
time only on damaged arterial surfaces (figure 4b). After 5 min perfusion, the
expression levels of L-selectin and MAC-1 resembled those levels measured at

baseline.
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Platelet/neutrophil binding in perfusion experiments

The binding of platelets to neutrophils after 5 min and 15 min exposure time to
damaged arterial surfaces is presented in figure 5. It shows that
platelet/neutrophil binding increased significantly (p<.05) from 1.0 + 0.0 at
baseline, to 11.2 + 2.1 after 5 min, to 18.2 + 3.9 after 15 min. In the presence of
Fucoidan (200 pg/mL), this increase in platelet/neutrophil binding in contact with
damaged arterial surfaces was inhibited by 63% at 5 min and by 83% at 15 min.
On the other hand, soluble PSGL-1 (40 pg/mL) and anti-P-selectin Mab
(2 pg/mL) completely abolished this binding after 5 and 15 min perfusion.

DISCUSSION

In this study, we have demonstrated that platelets and neutrophils were
activated in contact with damaged arterial surfaces, thus increasing their
adhesive interactions, by a machanism implicating platelet P-selectin and
neutrophil PSGL-1. The effect of endothelial damage on the platelet and
neutrophil state of activation and on the phenomenon of platelet binding to
neutrophils under flow conditions were assessed by monitoring specific CAMs
surface markers. Although previous studies have highlighted the importance of
P-selectin in platelet interaction with neutrophils under static conditions (rosette
assays) (39,40), studies under flow conditions are few, moreover they mainly
examined rolling velocities and adhesion on surface-bound adhesion molecules,
extracellular matrix components or monolayers of platelets (41-43). In the
present study, we used arterial surfaces instead of coated cover slips and we
geared our examination to circulating platelets binding to neutrophils under flow
conditions. This focus is more physiopathalogically relevant to cardiovascular
diseases, where platelet binding to neutrophils has been reported in the flowing
blood of patients with unstable angina, stable coronary artery disease, and
previous myocardial infarction or angioplasty (33,35,36).

Our first finding was that after exposure to damaged arterial surfaces, platelets
and neutrophils are activated ; this activation was manifested by a significant
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increase in the expression of platelet P-selectin, the upregulation of neutrophil
MAC-1, and the shedding of L-selectin. Howewer, L-selectin shedding occurred
on both intact and damaged arterial surfaces after 15 minutes of exposure. This
suggests that the rolling motion of neutrophils, which is mediated in part by
L-selectin, can occur over intact and damaged arterial surfaces. Although, it is
not surprising to find that the intact endothelium supports rolling, because it
expresses sialylated and fucosylated carbohydrate moeities which are L-selectin
ligands (9). So far, no L-selectin ligands have been discovered in the
extracellular matrix. 1t may be, therefore, that the rolling of neutrophils on
damaged arterial surfaces can proceed via other receptors, or simply by
interaction with PSGL-1 on the surface of adherent neutrophils (called secondary
tethering) (44). These results confirm the thromboresistant properties of the intact
endothelium, properties attributed to the secretion of procstacyclin and nitric
oxide (27) and the sequestration of the adhesive glycoprotein ligands in the
subendothelium, thus preventing platelet activation in the absence of vascular
damage. Howewer, contact with injured arterial surfaces, which were prepared
by the removal of the intima and exposure of the tunica media -this last is
relevant to many clinical situations after atherosclerotic plaque rupture or balloon
angioplasty- which uncovers adhesive proteins and inflammatory mediators.
These in turn participate in platelet and neutrophil activation and contribute
significantly to thrombus growth at the site of injury (25,27,28).

Since platelet and neutrophil activation and platelet binding to neutrophils have
been reported in many cardiovascular diseases, we decided to investigated the
capacity of damaged arterial surfaces to induce such platelet/neutrophil
interactions. We found that exposure of platelet and neutrophil mixtures to
damaged arterial surfaces induced an increase in platelet binding to neutrophils
after 5 and 15 min exposure time. This binding cannot be attributed to neutrophil
activation. It is rather due to platelet activation, as demonstrated by enhanced
P-selectin expression after 5 min exposure to damaged arterial surfaces ;
neutrophil L-selectin and MAC-1 level of expression, on the other hand, remained
unchanged. In addition, this increased binding was inhibited by Fucoidan, which
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can interact with L- and P-selectin. The involvement of L-selectin in this
interaction was ruled out since a blocking Mab to L-selectin had no significant
effect on platelet binding to neutrophils, whereas a blocking Mab to P-selectin
abolished this binding. Thus we confirmed the implication of P-selectin in these
interactions.

The selectin family of CAMs is characterized by adhesive interactions that
involve fucosylated and sialylated oligosaccharides, such as the Sialyl Lewis®
and PSGL-1, as counter receptors. But PSGL-1 is the only high affinity ligand for
P-selectin on the surface of intact leukocytes (13). Indeed, the binding of
platelets to neutrophiis following perfusion over damaged arterial surfaces was
abolished by a soluble form of PSGL-1, highlighting the importance of PSGL-1 in
mediating neutrophil adhesion to platelet P-selectin under dynamic flow
conditions.

Many studies have reported the implication of other mechanisms in platelet
binding to neutrophils. These mechanisms include (1) fibrinogen bridging via
platelet GPlIb/llla and neutrophil MAC-1 (45,46), (2) thrombospondin bridging via
GPla/lla or GPlib/llla or GPIV on platelets and a specific receptor on neutrophils
that is present at the cell surface of resting neutrophils and, upon neutrophil
activation, is translocated to the cell surface from an internal pool of these
receptors (47,48), (3) platelet ICAM-2 binding to neutrophil LFA-1 (CD11a/CD18)
(49). An other possible mechanism could involve (4) platelet Fcy RIl (CD32) and
neutrophil Fcy RIllIb (CD16) receptor via bridging IgG-containing immune
complexes (50). Most of those studies, however, have been carried out under
static or stiring conditions, without any shear rate applied to the bonds
established between platelets and neutrophils. Since the shear rate can
modulate platelet and neutrophil adhesion and aggregation, it is more
appropriate to study platelet/neutrophil interactions under defined flow condition
(51,52).

The importance of platelets in neutrophil adhesion to damaged arterial surfaces
has been documented in many experimental studies. Investigations have

reported on the involvement of P-selectin in these interactions both in in vitro
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vessell wall injury models (41-42) and in vivo thrombaosis and angioplasty models
(54). In fact, platelets and neutrophils interact with each other not only at the site
of arterial injury, but also in the circulation of patients with arterial disease and
possible vascular damage (33,3536). These adhesive interactions may
contribute to each other's activation and to the secretion of potent vasoactive
substances that may enhance the arterial response to injury.

Our study provides strong evidence of platelet and neutrophil activation in
contact with damaged arterial surfaces ; such surfaces increase their interactions
by a mechanism involving platelet P-seiectin and neutrophil PSGL-1. Since
soluble PSGL-1 treatment has proved successful in reducing liver and kidney
graft rejection and ischemia/reperfusion injury (55,56), the blockade of P-selectin
or its major ligand PSGL-1 may be a target in the treatment of many
inflammatory reactions and thrombotic events.
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Figure 1 : Platelet binding to neutrophils under static conditions, as determined
by dual-immunolabeling (platelets with Mab to P-selectin-FITC and neutrophils
with Mab to L-selectin-PE) of platelet (250x10%mL)/neutrophil (5x10%mL)
suspensions challenged with thrombin 0.1mL for 5 min. Zone E2 reflects
neutrophils stained positive for L-selectin and P-selectin, as the mean
fluorescence intensity (MFI) surpasses the threshold set for non-specific
interactions, we observe positive platelet binding to neutrophils. The platelet
binding to neutrophils increased from 1.0 £ 0.0 at baseline, to 69.4 + 15.9 after
thrombin platelet activation (**p<.001, n=21), is clearly seen when observing
zone E2 darkening (left to right).

Figure 2 : Stimulated platelet binding to neutrophils in the presence of increasing
concentrations of A) Fucoidan (0-300 pg/mL, n=6), B) soluble PSGL-1
(0-100 pg/mL, n=3), C) anti-P-selectin Mab (0-5 ug/mL, n=6) and
D) anti-L-selectin Mab (0-40 ug/mL, n=5) effect on platelet binding to neutrophil
under static conditions (*p<.05 vs 0, +p<.05 vs 25 and 50 pg/mL, °p<.05 vs
1 pg/mL and ep<.05 vs 25 ug/mL).

Figure 3 : Platelet P-selectin expression following exposure of platelets to intact
(dotted bars, n=12) and damaged (waved bars, n=17) arterial surfaces for 5 and
15 min (*p<.05 vs baseline and +p<.05 vs intact surfaces at 15 min).

Figure 4: Neutrophil L-selectin (A) and MAC-1 (B) expression following
exposure to intact (dotted bars, n=15) and damaged (waved bars, n=15) arterial
surfaces for 5 and 15 min (*p<.05, **p<.01 vs baseline and +p<.05 vs intact
surfaces at 15 min).

Figure 5: Platelet binding to neutrophils under flow conditions following
exposure of mixed cell suspension to damaged arterial surfaces (control, waved
bars, n=13) and in the presence of the following selectin interacting agents :
Fucoidan (200 pg/mL, checkered bars, n=6), soluble PSGL-1 (40 mg/mL, brick
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bars, n=3), or anti-P-selectin Mab (2 pg/mL, dotted bars, n=4) (*p<.05 vs
baseline, +p<.05 vs control, °p<.05 vs control 5 min).
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FIGURE 4
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DISCUSSION

Lors de la présente étude, nous avons démontré que les plaquettes et les
neutrophiles s’activent en contact avec des surfaces artérielles endommagées,
augmentant ainsi leurs interactions adhésives hétérotypiques par un mécanisme
impliquant la P-sélectine plaquettaire et son récepteur, le PSGL-1, & la surface
des neutrophiles. L'incidence de 'endommagement artériel sur 'état d’activation
des plaquettes et des neutrophiles et sur la laision des plaquettes aux
neutrophiles sous conditions de flot furent évaluées par une technique de
cytométrie de flux en explorant les molécules d’adhésion spécifiques aux deux
populations cellulaires en tant que marqueurs de surface. Des études
antérieures ont souligné I'importance de la P-sélectine dans les interactions des
plaguettes avec les neutrophiles sous conditions statiques (391,394).
Cependant, peu d’études sous conditions hydrodynamiques furent effectuées, ne
s'intéressant qu'aux vélocités de roulement et a 'adhésion cellulaire sur des
surfaces recouvertes de molécules d'adhésion, de composantes de la matrice
extracellulaire ou de monochouches de plaquettes immobilisées (55,286,483).
Lors de cette etude, nous avons utilisé des surfaces artérielles porcines plutdt
que de lames recouvertes de différentes protéines et nous avons concentré nos
efforts sur [ladhésion des plaquettes aux neutrophiles en conditions
hydrodynamiques, plus représentatives des conditions physiologiques. Notre
méthodologie est basée sur des observations récentes démontrant que la liaison
des plaquettes aux neutrophiles augmente dans le sang de patients atteints
d’angine instable, de maladies coronaires stables et suivant un infarctus du

myocarde et angioplastie (57,320,321).

Les premiers résultats de cette étude ont démontré qu’'aprés exposition a des
surfaces artérielles endommagées, les plaquettes et les neutrophiles s’activaient,
comme l'a démontré une augmentation significative de I'expression de la
P-sélectine plaquettaire (voir figure #3) et une augmentation de la teneur
membranaire en CD11b/CD18 couplée a une diminution ou « shedding » de la
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L-sélectine (voir figure #4). Ces figures montrent que lindice de liaison (% de
cellules exprimant le marqueur de surface X intensité de fluorescence moyenne
due au marqueur) varie en fonction du temps ; pour la P-sélectine, I'indice de
lisison augmente significativement en fonction du temps d'exposition aux
surfaces artérielles endommagées (en noir), sans changement significatif sur
surfaces artérielles intactes (en pointillé). De pius, cette augmentation est
dépendante du temps d'exposition, car I'expression de la P-sélectine est
significativement différente entre 5 et 15 minutes d'exposition aux surfaces
arterielles endommageées.

En ce qui a trait aux neutrophiles, I'intensité moyenne de fluorescence décroit
significativement pour la L-sélectine peu importe la surface a laquelle les
neutrophiles sont exposés, tandis que seule une exposition de 15 minutes aux
surfaces artérielles endommagées entrainent une augmentation de la teneur
membranaire en MAC-1. Cependant, le retrait membranaire de la L-sélectine fut
observé sur surface artérielle intacte tout comme sur surface artérielle
endommageée suivant 15 minutes de perfusion. Ceci suggére que le roulement
des neutrophiles, qui est médié par la L-sélectine, peut avoir cours sur des
surfaces artérielles intactes ou endommagées. |l est bien connu que
I'endothelium intact supporte le roulement des neutrophiles par P'intermédiaire de
ses oligosaccharides sialylés et fucosylés de surface, qui peuvent étre reconnus
par la L-sélectine et servir de ligands (131), Par contre, aucun ligand pour la
L-sélectine m'a été découvert au niveau de la matrice sous endothéliale. Ceci
suggere que le roulement des neutrophiles sur surfaces artérielles
endommagées se produit par l'intermédiaire d’'un autre mécanisme mettant a
contribution d'autres récepteurs ou par des interactions entre la L-sélectine des
neutrophiles circulants et le PSGL-1 des neutrophiles ayant déja adhérés a la
surface endommagée ; phénomeéne appelé second recaptage ou « secondary
tethering » (212).

Nos résultats confirment les propriétés thromborésistantes de I'endothélium
intact qui lui sont attribuées par la production et sécrétion de prostacycline et
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d'oxyde nitrique (60) et la ségrégation dans la matrice sous-endothéliale des
divers ligands des glycoprotéines de surface des plaquettes et des neutrophiles
(B>~ et Ba-intégrines), empéchant ainsi I'activation plaquettaire en absence de
dommage vasculaire. Par contre, les plaquettes s’activent en contact avec des
surfaces artérielles endommagées, qui furent préparée par le retrait de I'intima et
I'exposition de la tunica media qui est caractéristique a plusieurs situations
pathologiques comme le détachement d'une plaque athérosciérotique ou aprés
angioplastie. La dénudation de la surface artérielle expose certains médiateurs
de la réponse inflammatoire explicant donc I'activation plaquettaire enregistrée et
la potentialisation de la formation de thrombus aux sites vasculaires
endommageés (3,484,485).

En se basant sur 'activation plaquettaire et celle des neutrophiles, de méme
que la liaison des plaquettes aux neutrophiles observées lors de plusieurs
atteintes cardiovasculaires, nous avons voulu évaluer la capacité de surfaces
artérielles endommagées a induire de telles activations et interactions. Sous
conditions statiques (voir figure #1), les plaquettes lient trés faiblement les
neutrophiles (résultats exprimés en rapport de liaison : indice de liaison des
cellules traitées, activées ou perfusées / indice de liaison des cellules a I'état
basal), comme le démontre le nombre peu élevé d'événements dans la zone E2
(zone de double fluorescence ou seuls les événements montrant un marquage
pour la P-sélectine et la L-sélectine sont considérés comme positifs pour la
liaison de plaquettes aux neutrophiles). Cependant, lorsque la thrombine est
ajoutée a la suspension de plaquettes et de neutrophiles, on constate facilement
une forte augmentation de la liaison des plaquettes aux neutrophiles (ie :
noircissement de la zone E2). Sous conditions de flot (voir figure #5), nos
résultats démontrent que la perfusion de suspensions mixtes de plaquettes et de
neutrophiles sur des surfaces artérielles endommagées entrainent la formation
de liaisons entre les plaquettes et les neutrophiles (en noir), aprés 5 et 15
minutes de perfusion et que ces interactions augmentent significativement avec
la durée d’exposition aux surfaces artérielles endommagées. Cette interaction



109

adhésive entre les plaquettes et les neutrophiles ne semble pas dépendre de
activation des neutrophiles, mais piutdt de celle des plaquettes, car apres 5
minutes de perfusion, seule la P-sélectine plaquettaire est exprimée, tandis que
les niveaux membranaires en L-sélectine et en CD11b/CD18 au niveau des
neutrophiles restent inchangés et similaires aux valeurs avant perfusion. De plus,
cette propention des plaquettes activées a lier les neutrophiles fut inhibée par la
fucoidine (voir figure #5), un agent pouvant interagir avec la L- et la P-sélectine
(la concentration (ICgo) fut déterminée pour tous les traitements au cours d’essais
in vitro (voir figure #2)). L'implication de la L-sélectine dans cette interaction
adhésive fut réfutée, car l'utilisation d'un anticorps monoclonal bloquant la
fonction de la L-sélectine nm'a pu prévenir 'adhésion des plaquettes aux
neutrophiles et qu'un anticorps bloquant la function de la P-sélectine inhiba
complétement ces liaisons plaquettes/neutrophiles ; confirmant ainsi la
participation de la P-sélectine au niveau de la liaison des plaquettes aux

neutrophiles.

La famille des sélectines se caractérise par des interactions adhésives
implicant des oligosaccharides sialylés et fucosylés en tant que ligands comme
le sLe® et le PSGL-1. Ce demier est le seul ligand de haute affinité identifié & la
surface des neutrophiles (170). En effet, 'augmentation de la liaison des
plaquettes aux neutrophiles observée, aprés exposition a des surfaces artérielles
endommagées, fut entierement inhibée par une forme soluble du PSGL-1 ;
soulevant ici I'importance du PSGL-1 dans le phénoméne de la liaison des
plaquettes aux neutrophiles par l'intermédiaire de la P-sélectine sous conditions

de flot (voir figure #5).

La liaison de la P-sélectine plaquettaire au PSGL-1 des neutrophiles n'est pas
la seule possibilité d'interactions adhésives entre ces deux populations
cellulaires. En effet, plusieurs études ont mis en évidence la participation
d’autres molécules d’adhésion : 1) un pont par le fibrinogéne entre la GPlib/llla
des plaquettes et le CD11b/CD18 des neutrophiles (289,404), 2) un pont formé
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par la thrombospondine liant des GPla/lla ou GPIIb/llla ou GPIV a la surface des
plaquettes et un recepteur spécifique présent au niveau des neutrophiles et
surexprimé suivant activation cellulaire a partir de réserves intracellulaires
(424,435), 3) la liaison de I'ICAM-2 des plaquettes avec le CD11a/CD18
(LFA-1) des neutrophiles (263) et 4) 'adhésion des plaquettes aux neutrophiles
peut dépendre des récepteurs plaquettaires Fcy RIl (CD32) et Fcy Rillb (CD16)
des neutrophiles qui reconnaissent des complexes immunitaires composées
d'lgG (486). Cependant, toutes ces études furent effectuées sous conditions
statiques ou d'agitation, sans aucune forces de cisaillements appliquées aux
liens entre les plaquettes et les neutrophiles. Sachant que les forces de
cisaillements peuvent moduler I'adhésion des plaquettes et des neutrophiles,
I'importance de ces mécanismes sous conditions de flot reste a déterminer et il
est par conséquent plus approprié d'étudier les interactions
plaquettes/neutrophiles sous conditions de flot (202,487).

L'importance des plaquettes dans 'adhésion des neutrophiles aux surfaces
artérielles endommagées a été rapportée par diverses études expérimentales et
Fimplication de la P-sélectine dans ces interactions fut démontrée dans des
modéles d’'endommagement vasculaire in vitro (286,483) et in vivo dans des
modéles de thrombose et d’angioplastie (412). Il ne faut cependant pas oublier
que les plaquettes et les neutrophiles n’interagissent pas seulement au site de
lésion vasculaire, mais aussi dans la circulation systémique de patients avec
diverses maladies cardiovasculaires suceptibles de réfléter un endommagement
vasculaire (57,320,321). Ces interactions adhésives pourraient créer une
synergie contribuant a potentialiser leur niveau d'activation cellulaire et
augmenter leur capacite a sécréter des substances vasoactives, modulant et
aggravant ainsi la réponse physiologique a un endommagement vasculaire.

En conclusion, notre étude démontre que I'exposition de plaquettes et de
neutrophiles a des surfaces artérielles endommagées entraine I'activation
cellulaire et augmente leurs interations adhésives par un mécanisme implicant la
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P-sélectine plaquettaire et le PSGL-1 des neutrophiles. D'ailleurs, des études
montrerent que le traitement au PSGL-1 soluble, réduisait les risques de rejets
de greffes de foie et de rein de méme que les dommages associés a
I'schémie/reperfusion chez des animaux (481,482). L'inhibition de la liaison de la
P-selectine avec le PSGL-1 serait donc une cible thérapeutique intéressante

dans les réactions inflammatoires et les événements thrombotiques.
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