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Sommaire

L'AcDg, est un enticorps monoclonal developpé chez la sourts, contre un

entigéne de le surface des cellules myéloides jeunes ou matures. Cet antigéne
est exprime per tous les grenulocytes, plequettes, megacaryocytes et
menocytes mais par seulement S & 10% des lymphocytes. Quant & la lignee
erythroide nous n'avons jemais observe de réaction positive avec I'AcDg,.

Nens ce traveil I'anticorps Dg, & été purifié en une élape par passege sur

colonne de DEAE AFFI-BLUE et sa pureté vérifiee par électrophorése sur gel de
polyacrylemide en condition dénaturante (PAGE-SDS). Nous avons demontré que
cet anticorps monoclonal se lie & une protéine de 137 kDe localisée sur le
membrane plaquettaire et impliquée dans 'une des fonctions primordiales de 1a
plequette: L'AGREGATION. En effet le liaison de 1'AcDe, & son récepteur

plaguetteire modifie 1'agregation de ces cellules lorsqu'elle est induite par
V'épinéphrine, 'ADP ou le PAF mais n'affecte pas ce phénomeéne lorsqu'il est
induit par le collegene, 1a ristocétine, 1a thrombine ou I'ionophore A23187.

A T'heure actuelle l'effet de DSI semble se restreindre aux fonctions
plaguettaires; 1l n'a en effet sucune action sur les fonctions suivantiss das

granulocutes ou monocytes: érythrophagocytose, chimiotactisme, phagocytese
ou bactericidie . De pius cet anticorps monoclonel n'interferes d'sucune fecon
dans la liaison 0es principaux anticorps antipiaquettaires connus: PL&‘, Bax?,
HLA , YuK) & leur récepteur membransire localisé sur les glycoprotéines de is
membrane de cette cellule.

Ces trevaux nous ont amenés & émettre I'hypothése que 1'AcDg, suite & c8

liaison avec son récepteqr (137 kDa) sur 1a membrane plaguettaire, induirait un
chengement conformationnel de ce dernier avec comme conséquence une
sugmentation de le fluidité membrensire locale. Cette perturbstion de le
fluidité empéchereit 'interaction du couple proteine Gi-adenylate-cyclase et
pourreit einsi expliquer I'effet de I'AcDg;.



INTRODUCTION

Pourtant reconnu fort héativement comme élément fondamental des
organismes vivants, la cellule est, faute de moyens, demeurée longtemps
impeéneétrable. Aujourd hul, malgré une connaissance plus approfondie de la
carte cellulaire et de sa legende, l'organisme humain nous laisse decouvrir
de multiples textes que nous avons encore, i faut I'avouer, peine &
interpréter. '

Parmi les grands systemes cellulaires de l'organisme, le sang est
probablement celul qui porte le plus lourd fardeau d'étiguettes. Que de
legendes, de préjugés et de faussetés ont été attribués & ce fluide si vital. En
effet, de tout temps, le sang a exercé une sorte de fascination sur les
hommes et, comme le rapportent Zmijewski et Fletcher (1), il est facile
d'imaginer la crainte et la terreur de nos ancétres des cavernes et des siécles
suivants, qui voyalent s'échapper de leurs blessures ou de celles de leur
proches, le sang et la vie. En ces épogues, et pour de nombreux siecles par
la suite, ce fluide devait étre réputé comme étant le siége de I'ame et des
grandes vertus.

Un grand pas contribuant cependant a démystifier le sang fut accompli
lorsqu'en 1628, Willlam Harvey décrivit la circulation sanguine. Dans sa
monographie (2) 1l démontre que toute la masse sanguine est constamment
en mouvement dans un sens determine. Des celle éepogue, les esprils
ouverts s'interrogent et tirent la conclusion que, si le sang est vital &
l'organisme, i n'est pas necessairement doue de toutes les etiqueties qui lui
sont géneralement atiribuées.

Nous savons aujourd’hui que le sang est un tissu qui a la propriété
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distincilve de pouvoelr circuler a l'intérieur de l'arbre wvasculaire. Cette
circulation est possible, malgre la tres forte concentration de cellules
sanguines, parce gue toutes ces cellules a 1'etat normal sont dissociées les
unes des autres et possedent une remarguable plasticité.

Malheureusement, la circulation des cellules sanguines ne se fait pas
toujours sans heurts ni contraintes. Lorsque par exemple, une rupture de
l'arbre wvasculaire se produit, il est nécessaire, afin de limiter la perte
sanguine, que la bréche vasculaire se colmate dans les délais les plus courts.
La mise a feu de ce processus de réparation se produil par le contact du sang
avec des surfaces qui Iui sont habituellement étrangeres et par le melange
au sang de substances tissulaires activatrices. Par ailleurs, lorsqu'une
thrombose se constitue, il est frequent de voir s'ameorcer, et dans les cas les
plus heureux s'achever, la destruction du thrombus, levant par conséguent
I'erbstruction circulatoire. Alnsl existe-t-1l dans le sang des
mécanismes capables d'entralner sz solidificatiomn
ou sa fluidificatiem.

Tout cet ordre supracellulaire est régi par des intreractions précises qui
contrélent 'adhésion, l'agrégation, 1'étalement et la motilité cellulaire. Aingi
I'adhésion des plaguettes au sous-endothélium, la mobilisation des
granulocytes et la prolifération des lymphocytes sont autant de réactions
gui dépendent de J'expression de récepteurs a la surface de ces cellules. Un
certain nombre de ces récepleurs ont é1é identifiés, jadis a l'alde d’anticorps
polyvalents et aujourd’hul, grace aux anticorps monoclonauy, capable de
reconnaitre un antigéne particulier et méme un épilope précis de cette
mérme molécule antigénigue.
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La reconnaissance par un anticorps monoclonal d'un de ces récepteurs a
distribution ubiquitaire parmi les cellules sanguines (exception faite de la
lignée érythroide) nous a permis cette incursion parmi les éléments figurés
du sang. Cette portion de notre patrimoine cellulaire se subdivise en trois
grandes catégories: les globules rouges (ou érythrocytes), les globules
blancs (ou leucocytes) et les plaguettes (ou thromboéytes). -Les érythrocytes
et les thrombocytes sont des populations homogenes de cellules, tandis que
les leucocytes constituent un ensemble hétérogéne de cellules de
morphologie et de forictions différentes.

Dans le cadre des recherches effectuées dans les laboratoires
d’'hématologie de l'université McGill, Sullivan et coll. (3) ont généré, lors
dune fusion cellulaire, un anticorps Inonoclonal reconnaissant,
indépendemment du stade de maturation, un antigéne ou un épitope
antigénique localisé a la surface des leucocyies et des plagquettes (Tableau I).
Suite a leurs travaux nous voulions, dans le cadre initial de ce projet,
isoler. identifier et caractériser lantigéne reconnu par ce
nouvel anticorps monoclonal. Il nous semblait que ce projet était d’autant
plus intéressant que l'expresion cellulaire de cet antigene était modifiée au
cours de certaines pathologies telle la leucémie lymphoide chronique (LLC).

Les plaquettes exprimant a tous les stades de leur maturation l'antigéne
recherché avaient aussi l'avantage d'étre faciles & obtenir en grand nombre ;
pour ces raisons elles furent choisis comme source d'AgDg 1 des le debut de
ce projet a caractere biochimique.

Cependant, la direction des recherches prit une tout autre tangente
lorsgue nous nous sommes rendus compte que parmi toutes les fonctions des
cellules exprimant l'antigéne D.. (AgDe,). seules certaines fonctions
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plaguettaires étajent perturbées par la présence de l'anticorps Ds 1 (AcDg)..
Cette nouvelle voie de recherche plus physiclogique que prévue initialement,
nous obligea a nous pencher sérieusement sur l'une des grandes fonctions
plaquettaires et, a titre de comparaison, sur certaines grandes fonctions
leucocytaires. Dans un premier temps étudions l'objet de toute cette
recherche: la plaquette.



CHAPITRE PREMIER

1.0- STRUCTURE P UETTA

Les quelques 210 milliards de plaquettes (thrombocytes) produites
chaque jour (4) par ['organisme humain sont des éléments figurés impliqués
dans le processus hémostatique. Ces éléments figurés sont de petites cellules
anuclees dont le diametre varie de 2 4 5 um. Elles ont la forme dun petit
disque & surface biconvexe dont le cytoplasme est chargé de nombreux
organites (fig. 1). Plusieurs de ces organites sont communs & une grande
veriété de cellules, tandis que d'autres constituent, avec l'alde de certaines

structures cytoplasmiques, le support morphologique et fonctionnel des
ithroembocytes. '

ez Ik - ™o P P .C. : Celi Coat
' c Pl L e e | . : Mambrange
% ; . VR Ak * & . Zone de Golg!
- % ! i . | Complexe mambranaire
_fipal . 1 Fliaments sous-membranaires
' ¢ Glycoghne
§7. G.d. @ Granuie dense
st Gr. F &r. 3 Granule
Scs M ML @ Mitochondrie
ML : Microwbule

gi.d. ! Systéme B ubules denses
£.c.8. 1 Sysiéme connacté & la murtace

Figure 1 - Schéma dune plaquette
(extraii: ref. 75)
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La plaquette est limitée par une membrane plasmatique externe
réalisant une mosaique fluide pseudo-lipidique (5), similaire a celle des
autres cellules. Cette mosaique est constituée de phospholipides (6) répartis
de fagon asymeétrique (fig. 2), de cholestérol et d'une cinquantaine de
glycoprotéines connues a 1'heure actuelle .

50
25
-
[ -4
[
)
[
b
)
w
(&)
<
[
=z
w
(&)
(=4
w
[«
25
50
TPL Phospholipides totaux
SPH Sphingomyéline

PC Phosphatidylcholine
PE Phosphatidyléthanolamine
PS Phosphatidylsérine
PI Phosphatidylinositol
Figure 2- Distribution des phospholipides de la membrane plaquettaire
(extrait :ref.75)



La face externe de cette membrane est coiffée d'une couche d'environ 15
nm d'épaisseur. Cette couche externe (nommeée par Roskam, en 1923,
atmosphere plasmatique) composée entre autre de mucopolysaccharides
acides (7) et d'acide sialique posséde la propriété d'emmagasiner des cations
divalents, d'absorber des facteurs plasmatiques de la coagulation, des
amines vasoconstrictives (8) et de trés nombreux enzymes (9).

Afin de permettre aux lecteurs une bonne compréhension des fonctions
plaquettaires étudiées ultérieurement, il est important de mettre en relief | a
ce stade, les glycoprotéines de la membrane plaquettaire. Ces dernieres,
Comme Nnous le verrons, sont anliquées dans I'adhésion et l'agrégation
plaquettaire, servent aussi de récepteurs a de tres nombreuses substances
et, finalement, sont les porteurs de motifs antigéniques que 1'on commence &
peine a identifier comme étant responsables de certaines pathogénies, telles
les purpura thrombocytopéniques post-transfusionnels. Le tableau I
actualise les connaissances sur les glycoprotéines membranaires de la
plaquette.

A I'heure actuelle il est admis que la membrane plaquettaire fournit une
surface catalytique pour la formation d'activateur intrinseque de la
prothrombine, de plus elle jouerait en un réle primordial dont 1'adhésivité et
l'agrégation plaquettaire.

La face interne de cette membrane plasmatique est tapissée de
microfilaments d'environ 5 nm de diamétre, semblables & ceux présents
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dans le cytoplasme plaquettaire (fig. 3). Cette région sous-membranaire est
traversée par ce que nous appelons aujourd’hul le systeme membranaire
interne (fig. 1). Behnke (10) fut l'un des pionniers de ce sujet en
- démontrant grace a ses travaux sur les thrombocytes de rat, la présence de
deux systéemes membranaires lisses qui paraissaient indépendants I'un de
lautre. Les deux systemes forment un labyrinthe constitué d'un réseau
d'invaginations de la membrane plasmetique: le sysieme connecté & la
surface (S.C.R.S.), et le systéme membranaire clos, ce dernier constituant le
systeme tubulzire denge (s..t.d.) pmicuhéremem riche en ions calcium

.-: microtubule
G :granule dense
GJS G :granulealpha
. GLY : glycogene
M :mitechondrie
S.C.R.S. : systéme canaliculaire
Figure 3 - Contenu cytoplasmique plaquettaire
(exttrait : ref.10a)



TABLEAU [

NOM P.M. Sucre Porteur motif Nombre Role
(kd) antigénique de copies
GP |
la 167 Récepteur du
collagene
b 143 50% 34,000 + 5000 Récepteur Fvw
2B et thrombine
Ic 134 &
27 &
GP 11
ITa 157
IIb 132 & 15% Bak? Lek?2 Portion du récepteur
23 B du fibrinogene
GP 111
I1la 114 PLA’ 50,000 Portion du récepteur
Pend(yYuk) du fibrinogéne
GP IV o) 30-40%
(ou I1Ib)
GP V 82 Substrat de la thrombine
GP IX 22 Complexé avec GP 0
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Le cytoplasme pour sa part est beaucoup plus complexe que ne le laisse
supposer l'examen en microscopie optigue. Outre les structures conven-
tionnelles telles que les microtubules, microfilaments, mitochondries,
appareil de Golgi et ribosomes, le cytoplasme est riche en granules divers
(tableau 111).Ces granules sont nombreux, entre 3 et 25 par plaquettes (11)
et I'on en distingue deux variétés principales: les granules alpha ( & ) et
les granules denses. Les granules alpha sont généralement ronds ou
ovalaires, tandis que les granules denses sont habituellement plus grands et
nettement plus opaques (12). Le contenu des ces différents grahules
plaguettaires prend toute son importance lors des études de fonctions
plaquettaires. En effet, les pages subséquentes permettront d'illustrer le
mécanisme par lequel les plaqueties sécretent rapidement leur contenu
granulaire, l'implicatlon physiologique de certains de ces composants
granulaj.res et leur importance au niveau des fonctions de la plaquette.



TABLEAU 1

Granules o

Granules denses

Fibrinogéne

Facteurs V, VIIIvWw

Fibronectinge

Alburnine

Kallicréine

Thrombospondine

wZ-antiplasmine

Glycoproteine-G

Facteur IV plagquettaire

B-Thromboglobuline

Facteur de croissance
(PGGF)

Protéine basique

Cl inhibiteur

Anlons

ATP

ADP

GTP

GDOP

(PPi)

(pi)
Cations

Ca++

Sérotonine

Microperoxysome

Caltalase

Granules
lysosomiaux

f-hexosaminidase
fi- galactosidase
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1.1- FONCTIONS PLAQUETTAIRES

Tel qu'énoncé précédemment, les thrombocytes jouent un réle important
dans I'hémostase, principalement dans "I'hémostase primaire”. Ce terme
sous-entend l'ensemble des phénomenes qui concourent 2 vAv & la
formation du bouchon hémostatique ou clou plaquettaire.

Deés la section vasculaire (fig. 4), survient une vasoconstriction, puis les
plaquettes qui s'echappent par la breche vasculaire s'accrochent au pourtour
de éelle—ci (13): c'est l'adhésion. Ce phénomene induit de nombreuses
modifications membranaires et cytoplasmiques de la part des thrombocyies,
dont l'aboutissement est I'expulsion de substances intraplaquettaires: c'est
la sécrétion. Parmi ces substances sécrétées certaines ont la capacité
d’'indulre l'accolement des plaquettes lesuneé au¥ autres: c'est l'agrégation.

Dans cette séquence réactionnelle de 'hémostase primaire, une emphase
particuliere sera attribuée au mécanisme de l'agrégation plaquettiaire. Il est
tout de méme necessaire d'aborder, de fagon plus discrete, I'adhésion et la
sécrétion plaquettaire ne serait-ce que pour illustrer les interrelations
existantes et bien faire comprendre I'arbitraire de cette catégorisation.
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(extrait :ref.10a)



14

1.1.1- L’ADHESION

Les propriétes d'adhesion des cellules interviennent dans des processus
aussi divers que la prolifération et la différentiation cellulaires,
I'embryogénese, la réponse hémostatique, ['angiogénése et la réponse
immunitaire, pour ne citer que ces quelques exemples. Dans la plupart des
cas, l'interaction adhésive est le prélude & l'expression d'une fonction
cellulaire et constitue de ce fait un des éléments de le régulation des
phénomenes dans lesquels elle est impliquée.

Nous savons aujourd’hul que la cellule, qui utilise les réactions
adhésives pour exprimer ses fonctions, posséde en surface les récepteurs
qui Iui sont nécessaires. Ces récepteurs sont majoritairement des
glycoprotéines (GP) membranaires qui servent d'éléments de
reconnaissance a des facteurs d'origine plasmatique ou tissulaire
possédant des propriétés adhésives. Parmi ces facteurs, citons la
fibronectine (14), la laminine (15), le facteur de von Willebrand (FvW)(16)
et la vitronectine (17).

En confinant, pour les besoins de la cause, ce phénomene d'adhésion a
la plaquette, 1 devient possible d'en faire une étude systématique et
mieux balisée. Dans le premier volet de cette étude sur l'adhésion
plaquettaire, un examen des intervenants plaguettaire , plasmatique et
endothélial,s’'impose.



a- Intervenant plaguettajre

Glycoprotéine GPIb

Le complexe glycoprotéique 1 est constitué d'au moins trois
glycoprotéines différentes, toutes localisées au niveau de la membrane
plaquettaire. Ce complexe comprenant les glycoprotéines GPIla, GPIb et
GPIc est brievement décrit au tableau I1.

La GPIb (fig. 5) est une glycoprotéine composee de deux chaines
polypeptidiques & et B liées par au moins un pont disulfure (18). La
portion extracellulaire de la chalne &« est appelé glycocalicine (19) et
possede un poids moléculaire d'environ 120 kDa. Lorsque des plaquettes
sont solubilisées en absence d'EDTA, la glycocalicine peut étre facilement
reconnue, probablement grace a une digestion partielle de la GPIb par des
protéases plaquetiaires endogénes dépendantes du calcium (20). La
protéine mediane de cette chaine & est riche -en sucres tandis que la
portion distale contient les sites de liaison pour le FvW et la thrombine,
tout en étant relativement pauvre en glucides (21.22). Des études de
liaison d'anticorps monoclonal anti-GPIb ont permis d'évaluer a environ
34,000 + 5000 copies l'expression de GPIb a la surface d'une plaquette
(23).

Nurden et Caen (24) ont été les premiers a proposer que cette
glycoprotéine pourrait jouer un role essentiel dans l'adhésion des
plaguettes au sous-endothélium. En effet dans la mesure ou les plaquettes
de patients atteints du syndréme de Bernard Soulier (absence de GPIb
plaquettaire) étalent incapables de fixer le FvW, il a été postulé que la
GPIb pourrait étre le site récepteur de ce facteur plasmatique (Fvw) (25-
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26) capable d'elablir le pont entre la plaquette et le sous-endothélium.

In vitro cetle hypothése se vérifie facilement car les traitements
enzymatiques qui dégradent la GPIb suppriment également la liaison du
FVW & la plaguette (27). Le FvW n'est pas lz seule molécule reconnue par
cetie imporiante glycoprotéine. En effet, GPIb pourrait servir de récepteur
pour les anticorps quinine et quinidine dépendants (28), pour la thrombine
(22) et pour le fragment Fc des immunoglobulines (26)

Figure 5: Structure de la glycoprotéine Ib (GPIb)
(extrait: ref. 195).



Lors d'études plus poussées sur le réle de la GPIb, les chercheurs
identifierent l'existence de cette molécule non pas isolée sur la membrane
plaquettaire comme on le croyait précédemment, mais en association avec
une autre glycoprotéine (fig. 6), la GPIX (29-30), petite molécule de 22
kDa. C'est a ce complexe gu'on attribue aujourdhui plusieurs fonctions
préalablement attribuées & la GPIb.  Derniérement, Fox (31-32)
renchériseait en écrivant que ce complexe (GPIb- GPIX) serait un site
d'attachement du squelette sous-membranaire a la membrane plasmique
plaguettaire.
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Figure 6- Association (GPIb-GPIX)
(extrait :ref. 196)



b- Intervenant plasmatigque

Facteur von Willebrand (FvW)

Le facteur von Willebrand (FVW) est un complexe glycoprotéique dont
la forme mature du protomeére a un poids moléculaire de 230 kDa (33). Ces
protomeres sont glycosylés et réunis par des liens disulfures pour former
des multiméres composés de 2 & plus de 50 protomeres et donc d'un poids

moléculaire apparent varient de 0.5 & 12 ¥ 109 daltons (33).

Cette glycoprotéine est synthétisée par les cellules endothéliales (34) et
les mégacaryocytes (35-36) et emmagasinée respectivement dans les corps
de Weibel-Palace et les granules alpha. Le modele actuel illustrant la
structure du FvW est représenté a la figure 7. Cettte conceptualisation ,
fruit de nombreux travaux (37), représente les protomeres de FvW liés
téte a téte par de multiples liens disulfures dans la région C-terminale et
par un ou deux de ces liens pres de la région N-terminale. Cette énorme
 molécule, capable de se lier aussi bien a la plaquette qu'aux composants du
sous-endothélium, porte de nombreux sites de liaison regroupés en
domaines. Dans la portion N-terminale, le domaine de liaison pour la GPIb
plaquettaire, I'héparine et le collagéne sont ceux qui nous intéressent de
facon prépondérante dans ce chapitre sur l'adhésion. Le FvW possede de
plus dans son fragment C-terminal un site contenant la sequence RGDS
(arginine-glycine-a.aspartique-sérine) permettant la liaison au complexe
plaquettaire GP IIb/IIla (38). Le FvW est aussi capable de se lier au
facteur VIII (39-40) et a la membrane basale. Il existe aujourd'™hui des
évidences convaincantes que l'efficaciteé hémostatique des multimeres de
FvW circulant est reliée au poids moléculaire de ces derniers (41-36). En
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effet, le temps de saignement est toujours prolongé chez un patient
preésentant une diminution des formes multimériques les plus lourdes et ce

indéependamment de la concentration Dlasmathue mtale de FvW (41-36-
42).
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Figure7-Structure du facteur VonWillebrand
(extrait: ref. 53a)
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Il est maintenant évident que le FvW se lie & la GPIb en présence de
I'antibiotique ristocétine, mais le meécanisme exact de cette Interaction
n'est pas complétement élucidé. Cependant, il a été démontré que la charge
positive de la ristocétine était indispensable & cette liaison (43-44) ce qui
SUggere une action modulée par une diminution de la charge négative de
surface de la plaquette (45-46-47). Cette hypothese électrostatique trouve
awourd'hul de nouveaux appuis: en effet. i est connu que d'autres
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polycations pefmeuem la laison du FvW a la plaquette 48-49) et méme
que l'asialo-vW se lierait directement a la surface plaquettaire (50). Ces
expérimentations récentes avec les asialo-vWw font émerger l'idée que le
recepteur plaquettaire pour le FvW serait constamment exposé, meéme
dans la cellule au repos (51) mais masqué par un blindage, induit
probablement par les glycosaminoglycans plaquettaires selon une étude
trés récente (52).

c-Intervenant structural
Le collagene

Parmi les macromolécules de la matrice extracellulalire, le collagene
constitue la classe de protéine la plus abondante (53). Méme si sa fonction
la plus évidente est de conférer aux tissus conjonctifs leur résistance a
I'étirement, le collagéne remplit une multitude d'autres fonctions. A cette
variété de fonctions correspond une variété de structures primaires et
d'organisations moléculaires classées a |'intérieur de onze types différents
de collagéne(54) (tableau IV). Le collagéne est une protéine structurale de
la matrice cellulaire dont une grande partie est formeée par une triple hélice
de trois chaines polypeptidiques entrelacées (55). Ces parties hélicoidales
ont une structure primaire répétitive (Gly-X-Y)n dans laquelle X est le plus
souvent une proline et Y un hydroxyproline. Les résidus X et Y ont leur
chaines latérales dirigées vers 'extérieur de la triple hélice. C'est donc eux
qui seront responsables des Interactions latérales des molécules de
collagene entre elles ou avec d'autres constiuants de la matrice cellulaire.
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TABLEAU [V

. lagenes fibriila]

Type

Chaines

Tissus representatifs

A- Associesau Type |

I

wI(l), x2(1)

Peau, os, tendons, dentine etc..

I11 xI(I1I) Peau, vaisseaux

Vv xI(v), x2(v), &3(v) Cellules de poumons de
hamster en culture

B- Associées au type 1]

I1 e 1(I1) Cartilage hyalin, humeur vitrée

HIw) o 1(XI), x2(XI), ¢ 3(XI) Cartilage hyalin

Les coll fibrillaire

Type Chaines Tissus repréesentatifs

IV w2 1(IV), w2 (IV) Membranes basales

VI e 1(V1), &2(V1), 3(V1) Vaisseaux, peau, disque
intervertéebral

VII el (VII) Membranes foetales

VIII ? Cellules endothéliales

IX o 1(1X), @2(I1X),x3 (IX) Cartilage hyalin

X e 1(X) Plaque de croissance
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Ces Interactions conferent aux molécules de collagéne la propriété
essentielle de <s'agréger lqtéralemem. La figure 8 nous rImontre
I'arrangement caractéristique des collagenes fibrillaires reconnus depuis
longtemps par les histologistes.
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Figure 8- Structure et arrangement des {ibres de collagene
(extrait :ref. 54a)
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Comme le démontre le tableau IV, il existe de nombreuses variéiés de
collagéne et la capacité de stimulation plaquettaire de ces différents types
de collagéne est fort variée (56-57). Cette différence de capacité de -
stimulation plaquettaire est attribuée, & l'heure actuelle, plus & des
differences steriques induites par le taux de réticulation qu'a des
différences chimiques (58). |

Mécanisme de 1'adhésion plaquettaire

L'adhésion plaquettaire est la propriété qu'ont les thrombocytes de se
fixer & des substances étrangéres. A l'état normal, l'endothélium constitue
une barriere entre le sang et les différentes composantes de la paroi
vasculaire. Le sous-endothélium, quant a lui, se présente comme une
couche de matériel hétérogéne discontinu, comprenant selon les vaisseaux,
la membrane basale, 1'élastine, les fibres de collagene, les microfibrilles, la
fibronectine et du matériel amorphe (glycosaminoglycans).

Les plaquettes n'adherent pas aux cellules endothéliales intactes mais,
aprés lésion vasculaire, adherent au sous-endothélium de la paroi
vasculaire.  Cette adhesion des plaqueties au sous-endothélium fait
intervenir d'une part le FvW (59-60), d'autre part la glycoprotéine GPIb
localisée sur la membrane plaquettaire et finalement un constituant du
sous-endothélium (fig. 9).
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Figure 9 - Intervenanis dans l'adhésion plaguettaire
(extrait : ref. 197)

La nature précise de ce constituant sous-endothélial auquel adhérent
in vivo les plaguettes en présence de FvW est encore & 1'étude. [l existe
toutefols quelques candidats potentiels pour ce role: la membrane basale
{61-62), le collagéne (61-56-57-63) et les microfibrilles (64).

La plupart des études se sont attardees au trio plaguette - FvW -
collagéne pour conclure que l'adsorption du FvW par le collagéne était de
nature électrostatique et ne dépendait ni de la température ni de la
présence de cations divalents (65). D'un autre coté, le FvW se lie, comme il
& deja ete mentionne, de {acon préponderante a la plaguette par la GPIb
(66). En effet, 1'adhésion des plagquettes au sous-endothélium est non
seulement diminuée dans la maladie de Willebrand mais également dans la
dystrophie thrombocytaire hémeorragipare, toutes deux caraclérisees par
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une absence ou une diminution de la glycoprotéine Ib (GPIb) (67-68). Une
fols ce premier pas franchi dans la formation du caillot une cascade
d'évenements plus ou moins rapides se succedent et s'entremélent. Parmi
l'ensemble de ces événements, i nous faut porter une attention
particuliere aux mecanismes de la sécrétion plaquettaire qui permettent la
recrudescence et l'amplification du phénomene amorcé par l'adhésion des
plaquettes.

1.1.2- LA SECRETION

L'adhésion des plaqueties aux siructures sous-endnthéliales est suivie
¢'une phase au cours de laquelle de profondes modifications morphologiques
plaguettaires vont survenir: les plaquettes initialement discoides vont
changer de forme el devenir spheriques en méme temps qu elles subissent
de nombreux changements ultrastructuraux: disparition du sysieme
microtubulaire, apparition de pseudopodes et d'invaginations, le tout
induisant une organisation concentirique des granules de stockage (lableau
[TI). La sécrétion plaquetiaire est ccnsidérée comme un mecanisme unique
(69); en effet, dans la majorité des cellules a fonction sécrétoire, les
organelles migrent vers la surface, fusionnent avec la membrane et
relarguent leur contenu a l'exiérieur de la cellule. Ce prcnceséus pour les
plaguettes humaines est inverse: c'est la membrane qui s'invagine et
permet la formation de canaux excréteurs,

Toutes les modifications morphologigues constatées lors de la sécrétion
des plaguettes sont accompagnees Dbien entendu  d'importantes
transformations (70) moléculaires qui permettent {inalement l'expulsion du
contenu des diverses granules cytoplasmiques. Ces transformations
moléculaires ont comme dénominateur commun des protéines telles 'actine,
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la myoeine, l'alpha-actinine, la tropomyosine et les proréines se liants a
l'actine. Gerrard (71) a proposé récemment un modéie permettant une
meilleure compréhension de ce mécanisme contractile chez la plaguette. Par
exemple, l'adhésion plaquettaire au fibre de collagéne (déja discuté) du -
sous-endothélium induirait une activation de la plaquette par des voies
métaboliques comme celle de l'acide arachidonique et permettrait
l'assemblage des filaments d'actine et de myosine. Les longs filaments
d'actine s'orienteraient de facon bidirectionnelle et permettraiem, en
entourant les granules cytoplasmiques, une centralisation de ces dernieres
-dde au chevauchement progressif des filaments d’actine par la myosine.
Pour permettre la géneration d'une force significative, les filaments d'actine
doivent bien entendu étre ancrés. Malheureusement, l'identification des
protéines d'ancrage de l'actine au niveau plaquettaire n'a pas permis
d’établir avec certitude si l'actine était directement ou méme indirectement
liee au complexe GPIIb/II1a ce qui la relierait ainsi a la cascade reactionnelle
gqu'est l'activation plaguettaire. L'idée de centralisation n'est cependant pas
nouvelle puisque White en 1968 (72) avait déja démontré que le phénomene
de <écrétion plaquettaire était toujours précédé par la centralisation des
granules cyloplasmiques. Ce méme auteur postula que la sécrétion
plaquettaire se produisait par fusion des granules avec le labyrinthe que
forme le systéme connecté & la surface (S.C.S.). Ginsberg et coll. (73), tout en
ne niant pas ce mécanisme, ont démontré l'existence d'un deuxieme
mécanisme de sécrétion. Dans ce mécanisme alternatif plusieurs granules
fusionneraient pour former un “sac granulaire” qui gonflerait et diluerait son
contenu par apport d'eau et d'électrolytes. Ces “sacs granulaires”
deviendraient moins denses et pourraient migrer du centre vers la
périphérie a travers les cébles d’actine-myosine pour finalement fusionner
avec la membrane plasmatique et relarguer leur contenu.
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Ces deux mécanismes de sécrétion illustrés a la figure 10 expliquent
comme nhous l'avons déja mentionné, le recrutement et l'amplification de la
reponse plagquettaire. Nous pouvons regarder 4 nouveau ce phénomene de la
sécrétion plaquettaire malis, cette fols-ci, sous un aspect plus moléculaire
(fig.11). |

. La séquence des événements observés /» vzzo lorsque l'on stimule
des plaquettes avec un agoniste fort tel la thrombine permet, grace a des
marqueurs radioactifs, une certaine compréhension des voies métaboliques
employées par cette cellule lors du processus secrétoire, Suite a l'interaction
avec son récepteur plaquettaire de surface, la thrombine Induit I'hydrolyse
du phosphatidyl-inositol-4",5" diphosphate (PIF,) par la phospholipase C
(PLC). Cette action est probablement médiée par une protéine dénommée
protéine-G qui agirait comme transducteur lors de l'activation de la PLC.
thydrolyse du PIP, permet lactivation plaquettaire en générant des
messagers comme l'inositol triphosphate (IP;) et des diglycérides (DG).
L'inositol triphosphate est un messager soluble dans l'eau qul agit au niveau
du systeme tubulaire dense et permet le relargage du calcium emmagasiné
dans le systéme tubulaire dense (s.t.d.). Les diglycérides, quant a eux, sont
des messagers solubles dans les lipides et agissent au niveau de la
membrane en permettant l'activation de la protéine kinase C. Cette derniere
entraine la phosphorylation de différentes protéines: 47 kDa, chaine légere
de la myosine et une derniére décrite plus récemment 1'ABP (74). Ces
modifications moléculaires reliées a l'activation de la plaquette entraineront
la sécrétion des granules plaquettaires et ultérieurement I'agrégation de ces
dernieres.
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Figure 10- Mécanismes de la sécrétion plaquettaire
(eytrait :ref. 71)
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‘Figure 11- Action de la thrombine
(extrait : ref 198)
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1.1.3- L'AGREGATION PLAQUETTAIRE

Phénomene reconnu depuis plus de 20 ans comme pouvant étre induit
r vizro par une substance comme ['ADP, l'agrégation plaquettaire reste
un phénomeéne encore empreint de mystére. Etudié 2 172v par une
methode turbidimeétrique, l'agrégation plaquettaire se définissait comme la
faculté des plaquettes & adhérer, sous l'effet d'un stimulus, les unes aux
autres pour former des agrégats cellulaires plus ou moins importants et
plus ou moins solides (75). Récemment Leung et Nachman (76)
propesaient que l'on redéfinisse l'agrégation plaquettaire comme: un
processus dynamique a plusieurs étapes, gouverné initialement par des
interactionis fibrinogene- GPITb/IIla avec des intéractions thrombo-
spondine (TSP)-fibrinogéne jouant un réle important dans la stabilisation
de l'agrégat Dplaquettaire et - supportant ainsi la conversion des
microagrégats réversibles en macrdagrégats irréversibles.

Mes résultats de recherches étant, si l'on peut s'exprimer ainsi, au
coeur meéme de ce processus d'agrégation, i me semble donc impératif de
mettre une certaine emphase sur ce meécanisme et sur ce qui gravite
autour.

1.1.3.1- Substances agrégeantes

Il existe & l'heure actuelle toute une variété de substances capables
d'initier l'agrégation plaquettaire. Parmi ces substances certaines sont
physiologiques (thrombine, ADP, épinéphrine, complexe antigéne-
anticorps), tandis que d'autres sont purement pharmacologiques
(ristocétine, A-23187). Le tableau suivant décrit les principales substances
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agrégeantes et leur localisation.

Tableau V
Substance agrégeante Localisation
ADP Erythrocyle, plaquettes
Epinéphrine Plasma
Thrombine Plasma
Collagéne Sous-endothélium
Complexe Ag-Ac Plasma
Ristocétine Antibiotique
A-23187 Ionophore de calcium -
Platelet activating factor (PAF) Différents leucocytes et

| cellules endothéliales

Acide arachidonique Membranes cellulaires
Thromboxane Ay Plaquettes

1.1.3.2- Intervenants dans I'agrégation plaquettaire

a- Intervenants plaquettaires

Le complexe GPIIb/IIla

Le complexe GPIIb/Il1a est un hétérodimere formé de GPIIb et GPIlla
(fig.12) dont la liaison non-covalente est dépendante du calcium. Les
plaquettes normales contiennent approximativement 50,000 copies de ce
complexe, qui représente 1 & 2 % des protéines plaquettaires totales (77).
Environ 70% du complexe GPIIb/IIla est distribué de fagon aleéatoire sur la
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surface plaquetaire (78) tandis que le solde “"cryptique” est localisé sur les
membranes du systeme canaliculaire ouvert (79) et sur les membranes des
granules x (80). Il semble que tous les complexes GPIIb/IIla a la surface
des plaquettes activées sont accessibles de fagon non-discriminatoire (80-
81)lors du phénomene d'agrégation. |

COOH COOH

Figure 12 - Structure de GPIIb/IlIa
(extrait : ref. 199)



La GPII est constituée de deux chaines peptidiques, IIb & et IIb B,
reliées par un pont disulfure. Leurs masses apparentes sont
respectivement de 132 et 23 kDa. La GPIIla pour sa part comporte une
seule chaine peptidique de masse apparente de 114 kDa.

Ce complexe nécessite une concentration de calcium de l'ordre de 1uM

pour préserver sa structure hétérodimeérique (82-83) et la GPIIb est la
sous-unité de ce complexe qui lie le calcium (84-85). L'utilisation d'agents
chélateurs de calcium a en effet permis de constater une dissociation du
complexe GPIIb/IIla et, conséquemment, une perte de fonction qui en
découle & cause de l'antération d'une corformation dépendante du calcium
sur GPIIb. Il existe aujourd’hui plusieurs anticorps monoclonaux qui ont
eté genéres contre le compiexe GPIIb/II1a (86); certains reconnaissent les
protéines monomeériques, tandis que d'autres sont dirigés contre des
épitopes presents seulement lorsque le cdmplexe possede toute son
intégrité (87-88).

D'un point de vue piosynthétique ce comp'exe est détecté tres 16t dans
la meégacaryocytopoiese (89) et il semble que son insertion membranaire
est tributaire de cette complexation GPIIb/IIIa (S0). La compréhension
des détails mécanistiques de la biosynthese du complexe GPIIb/IIla
semble indispensable pour la compréhension des thrombasténies de
Glanzman (absence ou diminution de GPIIb/IIla). L'hypothése actuelle
veut qu'une anomalie d'une des glycoprotéines inhiberait la formation du
complexe et/ou son insertion membranaire. Une telle situation est déja
connue par exemple dans le cas de la famille LFA-1/Mac-1/p150,95 ou
aucun membre du complexe n'est exprimé a la surface leucocylaire
lorsqu’il existe un défaut de synthése de la sous-unite B qui leur est
commune.,
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GPIIb/IIla dans l'agrégation

Les plaguettes activées par des agonistes forts (thrombine, collagéne)
ou faibles (ADP, épinéphrine) changent de forme et ultérieurement
expriment a leur surface les récepteurs du fibrinogene (GPIIb/IIIa) (92).
La liaison du fibrinogéne qui est dépendante de la présence des cations
divalents est indispensable pour l'agrégation plaquettaire (93). Les
premieres indications de cetlte indispensabilité viennent d'études de
plaquettes de natients atteints de thrombasténie de Glanzman,(absence ou
diminution de GPIIb/Illa) pathologie caractérisée par des saignements
prolongés induits par un empé'chemem des plaquettes a agréger apres
stimulation (94). Depuls ce temps, de trés nombreux resultats furent
compilés identifiant le complexe GPIIb/IIla comme étant le récepteur du
fibrinogene. Il est maintenant connu que la liaison du fibrinogene induit
I'agrégation par formation de ponts interplaquettaires (95) (fig. 13).

Figure 13- Pont interplaquettaire
(extrait :ref. 71)



34

b- Intervenants plasmatiques :
e fibrinogs

Le fibrinogeéne joue un rdle important a différents m’vedux de la
coagulation sanguine: il est non seulement un facteur essentiel & la
formation du caillot, mais module aussi l'activité des plaquettes sanguines
et des cellules endothéliales.

~ Le fibrinogéne est une glycoprotéine de 340 kDa constituée de deux
sous-unités, chacune d'elles comportant trois chaines polypeptidiques (fig.
14) dont les séquences sont connues (96). Quoique majoritairement localisé
dans le plasma,(340 mg/dl) on retrouve des quantités appréciables de
fibrinogéne dans les granules & de la plaguette (97).

DISULFIDE
RING

225 & 7 B

Figure 14 - Structure du fibrinogene
(extrait :ref 201)



35

Les fibrinogénes plasmatique et plaquettaire ont des caractéristiques
structurales identiques, toutefois certaines différences ont été observeées:
réactivité immunochimique différente et anomalies congénitales décrites
pour le fibrinogéne plasmatique et non-retrouvées au niveau plaquettaire
(98).

Le réle du fibrinogene dans lagrégation plaguettaire comme
précédemment mentionné est son interaction avec le récepteur spécifique
(GPIIb/IIIa) (voir 1.1.3.1). 1l est maintenant admis que cette interaction
entre le {ibrinogéne et son récepteur contrdle l'agrégation et un effort
particulier est aujourd hul consacré a l'identification des structures de la
molécule de {ibrinogene qui contiennent les sites d’interactions.

Thrombospondine

La thrombospondine (TSP) est la glycoprotéine principale sécrétée par
la plaquette suite a l'activation de cette derniére (99). Cette protéine est
capable d'une grande variété d’'interactions moléculaires et elle intervient
dans de nombreuses fonctions cellulaires (100). Cette glycoprotéine de 450
kDa est composee de trois chaines peptidiques apparemment identiques de
150 kDa liées par des ponts disulfures (101)(fig. 15).

Lors de l'activation plaguettaire les granules alpha (&) sont mobilisés,
leur contenu libéré dans le milieu environnant (voir 1.1.2) et la
concentration sérique de TSP & ce moment peut atteindre 30 ng/mi (102).
Cette protéine reconnue comme lectine endogene plaguettaire par son
habileté a se lier au {ibrinogéne (103) est responsable de la stabilisation
des interactions plaquette - fibrinogéne (104). Son action s'exerce donc
lors de la deuxiéme phase du processus agrégatoire (agrégation
irréversible) et facilite la microagrégation irréversible des plaquettes.
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Figure 15-Structure de la thrombospondine
(extrait: ref.104)

1.1.3.3 - Mécanisme de ]'agrégation plaquettaire

Comme deja mentionné de tres nombreuses substances sont capables
In vitro, et probablement 7 v, d'induire une agrégation plaquettaire
ADP, collagéne, thrombine, adrénaline, sérotonine, acide arachidonique,
endoperoxydes, tyrosine, complexes Immuns etc... Initialement mise sur
le compte d'une sécretion d'ADP endogéne susceptible d'induire
l'agrégation secondaire, l'action de ces differentes substances est
vraisemblablement plus complexe el peut étre différente selon la

substance envisagee.

Nous aborderons ce chapitre en décrivant briévement les grandes voles
d'agrégation plaquettaire pour ensuite porter notre attention sur certains
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récepteurs plagquettaires, les transducteurs membranaires Impliqués et
finalement les inhibiteurs de ces voies d'agrégation.

Selon l'intensité du stimulus, les plaguettes répondent en changeant de
forme et en agrégeant, puis en libérant de l'acide arachidonigue
membranaire avec sécrétion du contenu des granules. On distingue &
I'heure actuelle, trois voies d'agrégation plaguettaire; I'une dépend de
I'ADP, 'autre de ]'acide arachidonigue et la troisiéme d'un ou de plusieurs
meécanismes indépendants des deux premiers (105). La figure 16
schématise I'ensemble des réactions plaquettaires induites par différents
agents agrégeants.
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Figure 16-Schéma de l'activation plaguettaire
(extrait :ref. 105a)



1.1.3.4- Agents agrégeants et Jeurs re cg'plgurs

Ce sous-chapitre s'attardera principalement aux trois agenls agrégants
dont la réponse plaquetiaire est modifiée par I'emploi de notre anticorps
monoclonal (Ac Dgq)

a- Agenis adrénergiques

L'épinephrine \adrénaline) ainsl que la noradrénaline et I'isoprénaline
sont de pulissants agents de 1'agrégation plaquetiaire. En effet, la plagquette
sanguine, a l'image de nombreuses autres cellules, posséde des récepteurs
adrenergigques lul permettant de répondre a une stimulation par
l'adrenaline circulante. La notion de récepteurs adrenergiques, ainsi que
leur classification en deux catégories w et R, ont été initialement
développées par Ahlquist en 1948 (106). Plus recemment, Ariens et
Simonis (107) ont repric la classification physiologique et pharmacologique
des recepteurs adrenergiques et distinguent trois sous-classes pour chague
type de recepteurs &« ou . Les etudes ont montre que les récepteurs
adrénergiques des plaguettes humaines sont essentiellement composées du
recepteur &> (108) de poids moléculaire de 64 kDa (109) mais l'on
soupgonne toutefois la présence en ires faible quantite de recepteurs g7
(110) dont la masse moléculaire varierait entre 62 et 67 kDa (111).

Il existe aujourd’hui une liste fort volumineuse d'études (revue de
Cazenave (112)) consacrée & la détermination du nombre de sites de liaison
par plaguette pour les récepteurs adrénergiques.

En résumé, on dénombre, el ¢ce en fonclion de la technigque utilisee,
enire 208 e1 529 sites par plaguette. (es résuliate aimprés anv différentee
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études avec les nucléotides guanyliques ont permis de constater que les
récepteurs w&p-adrénergiques plaquettaires existent sous deux formes
moléculaires, xH et xL, I'une possédant une forte (xH) et I'autre une faible
(L) affinité pour les ligands adrénergiques (112).

La stimulation des récepteurs plaquettaires wy-adrénergiques entraine
une inhibition de |'adénylate-cyclase membranaire et donc une diminution
de 'AMPc intracellulaire (113). Le couplage entre la liaison du ligand avec
le récepteui xp>-adrénergique et l'inhibition de J'adénylate cyclase sont
assurés par une protéine régulatrice "Ni" possédant des analogies de
structure(108-114) avec la protéine régulatrice "Ns” couplée aux
recepteurs B-adrénergiques. Ni, tout comme Ns, est une entité
moléculaire distincte du site récepteur et de l'unité catalytique de
l'adénylate cyclase (112). Ni est aussi capable de lier le GTP et de
I'nydrolyser en GDP + Pi (115). Elle est en fait composée comme Ns de trois
sous-unités &j, @ et ¥. Alors que @ et ¥ sont identiques pour Ns et Ni, des
résultats recents démontrent que la protéine i est un polypeptide de 40
kDa distinct de s (116).

Pendant que la dissociation de Ns en ws + Bv en présence de GIP
permet d'expliquer I'activation de l'adénylate cyclase, le mécanisme
d'action de Ni demeure fort controversé. Il est vrai que le complexe Ni se
dissocie lui aussi en «i plus B¥ en présence de GTP, mais il a été démontré
que i n'entraine que de faibles inhibitions de l'adénylate cyclase (117).
Cerione (118) propose que, comme Ns et Ni sont présents simulatnément,

Ni pourrait agir en lipérant de nombreuses sous-unités de pv; ces sous
- unités, en se réassociant & s permetiraient une [nactivation de
I'adénylate cyclase.
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Malheureusement, tous ces faits et hypotheses sont encore loin de
pouvolir expliquer le mécanisme de l'agrégation plaquettaire induite par
l'adrénaline. Il est connu que l'adrénaline inhibe l'adénylate cyclase dans
les preparations membranaires de plaquettes, mais qu'elle n'entraine
aucune diminution du taux d'’AMPc total dans les plaquettes entieres. Il a
toutefois été constaté que l'adrénaline inhibe l'augmentation du taux
d’AMPc induit normalement par la prostaglandine E1 (PGE1) (119-120).
De plus, méme si l'augmentation de "AMPc est clairement corrélée a un
effet inhibiteur de 'agrégation des plaquettes, il n'a jamais été démontré
que la diminution d'AMPc était responsable de ce meécanisme. |

~ Plusieurs études ont démontré qu'en plasma citraté (PRP) l'adrénaline
entrainait l'agrégation des plaquettes humaines (121). En effet, cet agent
agrégeant induit une premiere vague d'agregation suivie dune deuxieme
vague, accompagnée par la sécrétion du contenu des granules (fig.10). La
deuxiéme vague correspond & lactivation de la voie de lacide
arachidonique et a la formation de thromboxane AZ (fig. 16) (122). la
premiere vague, quant a elle, dépend directement de l'effet de I'adrénaline
et présente toujours une tres faible amplitude. Milton et Frojmovic (123)
ont montré que cet agoniste permettait l'apparition de pseudopodes a la
suri”ace plaquettaire, ce qui permettait d'expliquer les interactions
plaquettes-plaguettes, observees avec l'utilisation d'agents agregeants
faibles. .

L’adrénaline entraine aussi une potentialisation de l'agrégation induite
. par de faibles doses d'autres agents agrégeants tels I'ADP (121-124), la
thrombine (125), le platelet activating factor (PAF) (126-127) ou l'acide
arachidonique (128). Finalement, plusieurs études utilisant des
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préparations de plaquettes entiéres lavées ont montré que l'adrénaline
entrainait une liaison du fibrinogene marqué & 1'12%] & ces plaquettes
(129,130,131). Cette liaison est cependant peu importante, retardée et
ultérieure & la sécrétion de traces d’ADP (131).

b-_ADP.

Pour cet agent agrégeant qu'est 1'adénosine diphosphate (ADP), de trés
nombreuses théories ont été évoquées depuis la mise en évidence de son
pouvoilr agrégeant, mais aucune d'elles n'explique encore son rble.
L'agrégation plaquettaire induite a I'ADP est un phénomene dose-
dépendant 2 vzv et i semble possible que la deuxieme vague
d'agrégation (phénomeéne d'amplification) soit liée & la sécrétion d'ADP
endogene.

Dans la mesure ou I'ADP exogene ne pénetre pas dans la plaquette, les
études se sont orientées vers l'action de I'ADP sur la membrane
plaguettaire. A part Colman (132), peu de chercheurs ont abordé ce
probléme de récepteur membranaire de I'ADP. Le récepteur décrit par
Colman et son équipe serait une protéine membranaire de 100 kDa (fig.17)
non compléetement caractérisée. Cette proteine posséderait un site de
liaison des nucléotides et la liaison de I'ADP a ce site induirait un
changement conformationnel ce qui a son tour permetirait I'exposition des
récepteurs du {ibrinogéne (GPIIb/IIla) indispensables & l'agrézation
plaquettaire.

Le modéle proposé par Colman (fig. 17) évogue aussi une relation
possible avec le cytosqueletie plaquettaire probablement via les protéines
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liante l'actine, ou cette fois-ci on constaterait une dépendance Vis-a-vis la
concentration de calcium intracellulaire. _

Toutefois ce modéle ne fail pas I'unanimité chez les chercheurs et I'on
peut méme dire que l'existence de la protéine de 100 kDa est fortement
remise en question a l'heure actuelle. Ce point sera traité de f{agon plus
élaborée dans la discussion. |
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FIGURE 17 - Hypothese de Colman
(extrait :ref. 132)
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Indépendemment de ces interrogations d'identité sur son récepteur, il
est établi fermement que 'ADP est capable d'induire chez I2 plaquette un
changement de forme ainsi que son agrégation Ce nucléotide réduit le
niveau de 'AMPc en-inhibant l'adénylate cyclase préalablement stimulée
par les prostaglandines PGIz ou PGE; (133). L'ADP posséderait de plus 2
sites de liaison & la surface des plaqueties (134): des sites de haute affinité
préesents méme sur les plaguettes thrombasthéniques, ce qui pourrait
peut-étre expliquer le changement de forme induit par cel agent agrégeant
dans les plaquettes de patients atteints de thrombasthénie de Clanzmann
el une deuxiéme catégorie, les sites de faible affinité, qui seraient par
contre absents dans les plaquettes de patients atteinis de ce genre de
tnrombasthénie.

Pour conclure, notons que I'ADP induit une agregation plaquettaire
oréversible en presence de plasma contenant une concentration
relativerment faible de calcium (40 uM) (135). Cette agrégation est toujours
précédée par une augmentation de calcium intracellulaire (136), pa-.f une
importante formation de thromboxane A2 (TXA2) et par une sécrétion
plaguettaire.

¢) PAE

Le PAF (platelet-activating-factor) est un meédiateur dérivé des
phospholipides membranaires cellulaires, L'élucidation de sa structure (1-
0-Alkyl-2-0-acétyl-SN-glycéro-3-phosphoryicholine) déterminée en 1979
constitue le premier exemple de phospholipide de structure connue, doué
d'une activité biologique. Nous savons actuellement que le PAF peut étre
libéré par les monocytes (137), les neutrophiles (138), les plaquettes
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(139), les macrophages (140), les éosinophiles (141) et les cellules
endothéliales (14Z). Ce phospholipide est impliqué dans les reactions
allergiques (143) et inflammatoires et a eté décrit comme probablement le

plus puissant agent agrégeant connu (144).

Les principales actions intraplaquettaire du PAF sont illustrés a la

figure 18.
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Figure 18 - Schéma des actions du PAF
(estrait :ref. 144a)

Il existe une sérieuse controverse quant au mode d'action du PAF. En
effet, certaine auteurs (145) affirment que l'agrégation induite au PAF est
indépendante de la voie de la cycloosxygénase et de celle la lipooxygenase,
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tandis que d'autres (146) ont démontré l'implication de la voie de la
cyclooxygenase dans la réponse plaguettiaire au PAF. La découverte de ce
puissanti agent agrégeant est beaucoup trop récente pour nous permettre
de trancher ce débat. Par contre nous savons que le PAF induit & faible
concentration une agrégation irréversible des plaquettes et que son effet
maximum se situe entre 10-7 et 10-8 M (147). Il semble que le PAF, tout
comme plusieurs autres agents agrégeants, induit la formation d'acide
phosphatidique (148) par la réaction séquentielle déja illustrée a la figure
16 . L'acide phosphatidique serait donc un meédiateur intraceliulaire de
l'activation plagquettaire induite par le PAF. De pius, lacide
phosphatidique est un précurseur de 1,2-diacylglycérol (DG) lequel active
le systeme de la proteine kinase C (149) par l'intermédiaire de la
phospholipase C. Il a aussi ét¢ demontré gue l'activation plaquettaire
causée par le PAF induisait la phosphorylation d'une protéine plaquettaire
de 40 kDa.

d) Autres agrégeants
: hidoniaye

L'agrégation des plaquettes par l'acide arachidonique est un mécanisme
dépendant, d'une part de la sécrétion de I'ADP intraplaquetiaire et de
l'autre, de la formation a partir des phospholipides membranaires des
prostaglandines et de TXA, (150) La dégradation par l'addition d'un
systeme enzymatique de I'ADP sécrété ne bloque pas l'agrégation a l'acide
arachidonique. parce que le PGH2 et le [XAp sont des agents agrégeants en
'absence d’ADP. L'aspirine, qui pour sa part bloque la formation de PGHz
et de TXAz, inhibe totalement |'agrégation a l'acide arachidonique.



Collagene :

L'interaction des plaquettes avec le collagéne se produit d'abord par
I'adhésion de quelques plaquettes aux fibres de collagéne. Ces plaquettes
adheérees secretent de I'ADP ce qui conduit a la formation du TXA2 (151)
qui va a son tour affecter les autres plaquettes en suspension. C'est celte
derniere portion de la réaction qui est inhibée par l'utilisation de l'aspirine
(151).

Il a cependant été démontré, dans d'autres conditions expérimentales, que
la secrétion du contenu des granules de plaguettes adhérentes n'est pas
bloquée par I'inhibition de la cyclo-oxygénase par l'aspirine (152). Ce fait
lalsse supposer que l'activation des plagueties adherentes au collagene
peut éire essentiellement indépendante de l'activation reliée a la voie de
'acide arachidonique et de la sécrétion d'ADP.

Thrombine :

Lz thrombine est un puissant inducteur de la sécrétion et de l'agrégation
plaquettaire. La thrombine fait sécréter le contenu des granules denses et
des lysosomes; elle active aussi la formation de TXA2 a partir de l'acide
arachidonigue (153). A forte concentration, la thrombine peut entrainer
l'agrégation des plaquetltes et leur sécrétion par un mecanisme
indépendant de la sécrétion de 'ADP et de la formation de TXAz. La nature
de ce troisieme mecanisme d'agrégation i'est pas encore elucidée, bien que
l'on ait proposé qu'il soit lié & la formation de PAF par les plaquettes elles-
mémes au cours de leur activation (154).



Jonophore A23187:

L'lonophore A23187 est capable de transporter du Ca*t et du Mg+t et il est
supposément apte a induire le relarguage du Ca** emmagasiné dans les
sites plaquettaires (155) en formant avec ce cation un complexe capable de
traverser la membrane. Ces modifications de la concentration en calcium
intracellulaire entraine dans la plaquette un changement de . forme,
l'agrégation et la sécrétion.

Murer (156) notait que la sécrétion induite par une faible concentration de
AZ3167 pouvait étre inhibée par l'aspirine ou l'indométhacine. Cette
donnée s'ajoute & une autre se situant dans la méme veine: en absence
d'agrégation, A23187 ne produit pas de sécrétion dans les plaquettes
lavées et filtrées (157). Ceci suggére que l'ionophore AZ3187 agit
directement et exerce aussi un effet synergique sur la production de TXA2
(158).

1.1.3.5- Inhibiteurs de l'agrégation plaquettaire

Il existe un nombre tellement élevé de ces inhibiteurs qu’'en faire une
liste exhaustive n’introduirait dans cette these quun phénomene de
dilution. En effet, ces inhibiteurs se retrouvent dans & peu pres toutes les
catégories de substances et, en plus, ils agissent sur des récepteurs souvent
non identifiés. Pour conserver une certaine homogénéité a ce travail, j'al
choisi d'énumérer (tableau VI) les inhibiteurs qui ont une action similaire a
notre anticorps tout au moins en ce qui concerne la voie d'agrégation par
I'ADP. Bien entendu, les effets de ces inhibiteurs sur l'agrégation
plaquettaire induite par d'autres agonistes seront aussi contenus dans ce
méme tableau.
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TABLEAU V1

INHIBITION DE L"AGREGATION PAR

PRODUIT ACTION ADP Epiné-  PAF Autres
phrine
Yasodilatateurs augm. [AMPc]
PG1- +
PG I-l + ? ? =
Adenosine + 7 7 -
Stanilisants de Mranes
Imipramine . -
Armitriptyline
Antihistaminique
Anesthesique local + * ? Thrombine
(procaine)
anti-inflammatoires  Inhib. cvelo- +
Lspirine oXVEEnase
Indomethanine
Erodi ivers _
B-Blogueurs Récepreur -j + + 7 A Arachidonigue
adrénergique Collagene
Blogqueurs Récepteur & +
-adrénergique adrenergique
Mongoxide de carbone + - 7 AAra Collagéne
Thrombine,
Ueah19
Meétiarmnide et Antagoniste + + Collagene
Cimétidine H-Z récepteur +

Trigramin teraction + 7
' Fibrinogéne - plaquettes

Chloramphénicol + + + Tous les agohis-
tes sauf collagéne
Cyeloheximide Synith. protéines +
mitechondriales Thrombine

Ribosomes 805 Collagéne




TABLEAU V1
INHIBITION DE L'AGREGATION PAR
PRODUIT ACTION ADP Epiné- PAF Autres
phrine
ANTICORPS

UMR-304 Anti-B, microglobuline + + Thrombine

Anti-TSB Anti-thrombospondine + - : Thrembine
Calliageéne

Anti-PLA! Action plaquette A1y = Collagene

A4y via GPII1a
Anti-Pen? Plaquette Pen * +
viaGP ITla =

Anti-GPIV Action sur GPIV +

PBM 6.4 Anti-GPIIb/IIla * -+ 2.2, @llagéne
Thrombine

Anti-GPIIla Anti-GF IIla +

TAS Anti-GPID/IIla 3 Thrombine

Ti0 Ant -GPIIb/IIla + Tnrombine

1gG (Tobelem) Anti -GPID/IMa  + + Collagéne
Thrombine

J 15 (IgM) Anti -GPTDb/IIa + + - Tous

Anti-HLA-&2 Contre HLA chez + Collagéne

patient HLA déf
AcDg) + + +  Aucune

autre action
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CHAPITRE DEUXIEME
MATERIEL ET METHODES

2.0.0- MATERIEL

Produits et Fournisseurs

Les agents agrégeants tels 1'ADP, l'épinéphrine, le collagéne et la
ristocétine ont é€té achetés chez Pacific Hemostasis tandis que la
thrombine, le PAF (platelet activating factor) et I'ionophore de calcium
proviennent de chez Sigma.De cette méme compagnie (Sigma) nous avons
acheté la glucose oxydase et la lactoperoxydase ainsi que les
antiprotéases: leupeptine, pepstatine, aprotinine et trypsine inhibiteur.

Les anticorps anti-1gG de souris ainsi que le HRP (4-chloro-1-naphthol)
ont pour leur part été achetés chez BIO-RAD,tandis que le conjugé biotin-
streptavidin provient de la-compagnie Amersham.

Pour ce qui est des autres anticorps anti-1gG de souris marqués au FITC
(lsothiocyanate de fluorescéine) ils proviennent tous de la compagnie
Kirkegaard&Perry.

Les différents anticorps antiplaquettaires (PLA PEN BAK. YUK HLA) nous
ont été gracieusement offerts par les services transfusionnels de la Croix-
Rouge.

L'iode radjoactif 1% provient de la compagnie New England Nuclear et
I'ensemble des autoradiogrammes a été effectué avec des films Kodak X
OMART AR (Kodak)

L'ammonyx LO a été acheté chez Millmaster-Onyx International Inc.
tandis que le Nonidet P40 (NP-40) provient de la compagnie Sigma.

Tous les autres produits sont de grade analytique.
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2.0.1 PRELEVEMENT ET PREPARATION DES PLAQUETTES
Choix des donneurs:

L'interrogatoire avant le prélévement sanguin vérifie si le donneur est a
jetn, qu'll n'a pas pris d'alcool dans les heures qui précedent et n'a
absorbe aucune médication depuis 10 jours, en particulier de l'aspirine
ou de ses dériveés.

Prélevement:

Le prélevement de sang veineux doit étre franc et I'écoulement rapide,
de facon a minimiser la génération de thrombine. On utilise comme
anticoagulant le citrate de Na 3.8% ( 1 volume de citrate pour 9 volumes
de sang) pour un volontaire ayant un hématocrite compris entre 35 et
48%.

Centrifugation

Elle se fait & température ambiante a 250g pendant 10 minutes,

Le PRPc (plasma citraté riche en plaquettes) est prélevé avec une pipette
Pasteur en plastique et conservé a température ambiante dans un wube
plastique bouché pour minimiser la variation de pH pouvant étre causée

par le CO,.

Numeération plaguettaire

Les plaquettes du PRPc sont comptées et leur nombre ajusté a environ
3 x 108/ml en diluant le PRPc par du plasma pauvre en plaguettes (PPP)
autologue.
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2.0.2 GENERATION DE L'ANTICORPS MONOCLONAL Ds ¢

L'anticorps Dgy (AcDs1) généré dans les laboratoire de l'université
McGLl par I'équipe du Dr. Sullivan (3) est le résultat de deux injections
intraveineuses de 107 cellules du variant blastique HL60-D & des souris.
Apres une série de sélections, de clonages et de resélections les auteurs
ont obtenus des hybridomes produisant 'AcDs 1. Ces hybridomes ont
ete subséguemrnent cultivés sous forme d'ascite, c'est-a-dire sous la
forme d'une suspension de cellules tumorales dans la cavité péritonéale
d’une souris, pour obtenir un titre élevé d'AcDs ;.

2.0.3. PREPARATION DES MONOCYTES

Un préléevement de 30 ml de sang sur héparine est centrifugé a 1850
rpm (élimine les plaquettes) et le " buffy coat” (couche blanchatre) est
prélevé et mélangé 1:1 avec de la solution Hank's (sans calcium).
On dépose le tout sur Ficoll(4 mi Ficoll + 8 mi mélange) et 1'on centrifuge
20 minutes a 2200 rpm. L'anneau formé suite a cette centrifugation est
recueilli et un cycle de lavage-centrifugation est accompli dans les mémes
conditions. Les cellules sont par la suite suspendus dans du milieu de
culture (RPMI 1640) et leur quantité est évaluée & l'aide d'un compteur
de cellules (COULTER). Ces cellules diluées (1x107/ mil) sont réparties
dans des boltes de Pétri, préalablement enduites de sérum ABE. et l'on
procéde & une incubation de 90 m'n. & 37°C en présence de 5% de CO» Un
cycle de trois lavages avec du milieu de culture Hank's froid permet de
recueillir a 1'aide d'un policeman les cellules adherées.

Apres un dernier lavage, ces cellules sont suspendues dans du RPMI
1640 et recomptées. Habituellement, 60 & 80% des cellules adhérées sont

Aac MAnArLTos
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2.1- METHODES

2.1.1- AGREGATION PLAQUETTAIRE

La technique de mesure de l'agrégation plaquettaire utilisée ici a été
décrite pour la premiére fois par Born (159) et la plupart des méthodes
actuelles sont basées sur des variantes de cette technique. Le principe de
la méthode consiste a placer le plasma riche en plaquettes (PRPc) dans le
faisceau lumineux d'un agrégometre et de consigner la variation, dans le
temps, du pourcentage de transmission de la lumiere. Pour initier
l'agrégation des plaquettes on ajoute un agent de déclenchement exogéne
& une guantité connue de plaguettes, maintenues en suspension par une
agitation constante. Les plaquettes adhérent les unes aux autres et de
l'augmentation de la masse de l'agrégat, résulte la sédimentation. Le
pourcentage de transmission de la lumiere qui traverse l'échantillon est
en correlation directe avec lintensité de la réponse plaguettaire et
augmente donc avec celle-ci.

Mesure de 'agrégation plaquettaire

Il est important de toujours effectuer la mesure de l'agrégation
plaquettaire dans les trois heures qui suivent le prélévement.Une
calibration de I'agrégomeétre Payton 600 (Payton Ass. Ontario) est requise
au début de chaque série d'échantillon. Cet appareil gréce a ses deux
canaux offre la possibilité de traiter simultanément deux échantillons.
D'abord dans la cuvette de référence (Payton 7.92 mm) or. dépose 425 ul
de PPP, tandis que dans la cuvette d'échantillon (Payton 7.92 mm) le
méme volume (425 ul) mais cette fois-ci de PRPc (matériel et méthodes)
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est ajoute. L'addition respective a ces cuvettes de 25 ul du tampon ou de
25 ul de substance a analyser (AcDs 1) complete le volume & 450 1l

On incube lesdeux cuvettes 8 minutes (37°C) sans agitation, puls.on agite
30 seca 1100 RPM (37°C) et, finalement, on rajoute 50 ul d'un des agents
agrégants (lableau VII). La réponse plaquettaire, c'est-a dire
laugmentation de transmittance causée par la diminution de la turbidité
de PRPc suite a l'agrégation des plaquettes et a leur sédimentation, est
enregistrée simultanémert pour le controle et pour l'échantillon & l'aide
‘d'un enregistreur 4 deux canaux (Riken Densi Co. Ltd. SP H5P).

Tableau V]I
Préparation des agents agrégants

Agent agrégants  Sol'n meére Sol'n de travail  Notes

ADP 5 mM 66 1M cong. (-20)
Epinéphrine 1 mM 100 uM atl. lumiére
Collagene 0.25 % dil. 17100 40C
Thrombine 1000 U/ml Set1U/ml 4°C
Jonophore 10 mM 10 uM cong. (-20)
A-23187

PAF : 10 mM 10 uM cong. (-20)
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A partir d'une solution mere, on prepare des solutions de travail qui
seront encore dix f01s plus concentrées que la concentration finale dans
les cuvettes de mesure
On utilise 50 nl d'agent agrégant pour 450 ul de PRPc. Les agents
agrégeants sont fraichement préparés (dilution de la solution meére) au
debut de l'expérience

2.1.2- IMMUNOBLOTTING (Western blot)

L'immunoblotting a ét¢ mis au point par Towbin et coll. (160) pour
étudier l'interaction d'anticorps avec des protéines préalablement
séparées en gel de polyacrylamide. La technigue consiste a transférer,
suite & une migration électrophorétique, les protéines du gel de
polyacrylamide sur une membrane de nitrocellulose. L'immobilisation
ainsi que la renaturation des protéines sur la feuille de nitrocellulose
permet leur identification par des méthodes immunologiques. Le blotting
s'est avéré particulierement utile pour la détection de l'antigene Dg
(AgDs 1) qui ne répond pas au marquage de surface a l'iode et ne se
colore pas ou tres peu au bleu de Coomassie.

L'utilisation de cette technique se subdivise en qliatre temps:
a- Préparation de 1'échantilion
b- Electrophorese sur gel de polyacrylamide
¢- Transfert des protéines sur nitrocellulose
d- Révélation

a- Pré ion de L'échantill
On prépare 5 ml de PRP recueilli sur anticoagulant ACD 1/8 (acide-

citrate-dextrose) auquel on ajoute 25 ul d'’EGTA 400 uM. Le PEP est
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centrifugé a température de la piéce pour 15 min. & 1500g. Au culot on
ajoute 2mlde PBS + E+ I (page 61) a pH 6.5, suite a4 une agitation par
aspiration on laisse reposer 10 min. On centrifuge, décante le
surnageant et rince de nouveau le culot. Cetle étape est exécutée 2 fois.
Pour la derniere resuspension du culot on ajoute 1 ml de PBS + EDTA
(page 61) el on laisse reposer 5 min. On ajoute ensuite la concentration
plaquettaire 4 4 ¥ 109/ ml & l'aide du tampon. Finalement on congéle
ces plaquettes en aliguots de 0.5 mla - 40°C.

b- Electrophorése sur gel de polvacrviamide
La méthode d’'électrophorése sur plaque utilisée ici a été décrite par
O'Farrel (161) et est en fait une amélioration de celle décrite par
Laemml (162). Toutes les solutions mere (page 61) sont gardées au
froid (4°C).

Pour préparer le gel de migration, la technique (voir tableau VIII)
consiste a meélanger les solutions A et B ainsi que l'eau dans un
Erlenmeyer a vide puis a dégazer 5 minutes avec une trompe a eau.
Les solutions C et D sont ensuite ajoutées, puis apres un léger brassage
rapide, on dépose rapidement, a l'aide d'une pipette, le mélange final
entre les deux plaques de verre déja montées sur leur support. Cette
opération doit étre éffectuée rapidement mais avec grand soin pour
éviter que des bulles d'air ne solent emprisonnées a l'intérieur du gel.
Ce dernier, d'environ & c¢m de hauteur, est ensuite recouvert de 2 ml
d'eau, puis laissé a polymériser pendant une heure. On peut a cette
étape l'utiliser immeédiatement ou le laisser pour la nuit.
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Tableau V]III
Préparation des gels de migration et
1 - I'é] hor?
Solution Préparation de 25 ml Préparation de 10 ml
de gel de migration de gel de compression
alos a35%
Concentration Volume de Concentration - Volume de
finale solution finale solution
meére (ml) meére (ml)
A  Tris-HCl 0.375 M 6.25 0.125 M 2.50
SDS 0.1% ’ 0.1% -
B Acyl 10% 8.33 35% 1.17
Bis-Acryl 0.27% 0.094%
C  Persulfate 0.033% 0.082 0.03% 0.03
d‘ammonium
D TEMED 0.05% v/v 0.25 0.1xv/v 0.20

FHO - 10.09 - 6.10
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L'opération sulvante consiste a remplacer l'eau par la solution
d'acrylamide 3.5% qui s'étalera dans l‘espacé laissé libre par le peigne de
depédt, et gélifiera pour donner le gel de compression. Ce gel est préparé
de facon semblable & celle décrite plus t6t pbur le gel de migration
(tableau VIII). Aprésune polymérisation du gel de compression pendant
30 & 60 minutes, on dépose la plaque dans la cuve de |'appareil contenant
déja' 1 a 2 litres de tampon glycine(page 61) de maniére a ce que la partie
inferieure du gel soit en contact avec le tampon glycine. On ajoute
ensuite suffisamment du méme tampon dans la cavité -supérieure du
support de fagon a ce que le gel de compression en soit aussi recouvert.
Le peigne est alors retiré doucement puis 30 & 150 ul des échantillons
- (environ 20 ug de protéine) sont déposés dans les puits ainsi formés. On
applique alors aux bornes de l'appareil un courant continu équivalent a
40 maA par plaque de gel. Lorsque le marqueur (bleu de bromphénol) a
atteint l'exwrémité inférieure de la plague, l'alimentaiton est coupée et les
gels sont degagés des plaques de verre.

c- Transfert

Apres avoir dégagé le gel d'électrophorese des plagues de verre, on
enleve le gel de concentration et on plonge le gel de séparation dans le
tampon de transfert(page 61) pour une incubation de 30 min.

Simultanément & cette incubation la membrane de nitrocellulose, le
papier buvard et les éponges de transfert son' déposés dans un autre
volume de tampon de transfert. Apres ces incubations, on confectionne le
systeme sandwich pour le transfert avec l'appareil BIO-RAD. On dépose
dans le portoir &4 sandwich une éponge surmontée d'un papier buvard sur
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lequel on déposera le gel de séparation. Par dessus le gel, on place la
membrane de nitrocellulose, un papier buvard et une éponge. Le
systéme sandwich est alors refermé et positionné dans !'appareil de

transfert contenant environ 3 litres de tampon de transfert.

_es wransferts sont effectués & 0.1A pendant 16 heures ou a 0.4A
pendant 3 heures dans l'appareil de transfert BIO-RAD selon les
instructions de la compagnie.

d- Révélation

Une {ois le transfert terminé on dépose la nitrocellulose dans une solution
de lait en poudre 5% pour 12 heures a la température de la piece. Cette
opération est suivie de trois lavages au PBS Tween 20, 0.Z% et ensuite
COMUMEnce l'mmbali_crr: avec des anticorps. Nous avons utilise pour cetle
révélation 'anticorps D5y purifié et dilué 1/20, suivi du conjugue anti-
IgG de souris BIO-RAD marqué a la peroxydase dilué 1/100 ou le systéme
bic.in-streptavidin de Amersham. Inaépendamment du conjugué
employé, la révélation colorimétrique s'effectuait avec le systeme HRP de
BI0-RAD (4-chloro-1-naphtol) (163).
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SOLUTIONS

PBS + EDTA + Inhibiteurs fraichernent preparés (PBS+E+ 1)

20 mM phosphate de sodium
130 mM NaCl

2mMEDTA (Na)

4 mM iodoacetamide

4 mM n-éthylmaléimide

Ajuster lepH a6.5
Ajouter 10014 d'aprotinine (100,000 unités)

Solutions meres: Toutes ces solutions sont aqueuses’

Solution A: Tris-HCl1.5M pH8.8,8DS 0.4%
Solution B: Acrylamide 30% et bis-acrylamide 0.8%
Solutdon C: Tris-HC10.5MpH 6.8,SDS 0.4%
Solution D: Persulfate d'ammonium 10%

Solution E: TEMED 5% v/v

N.B. Les sclutions D et E sont préparées juste avant leur utilisation.

Tampon glveine:
Tris0.025 M
Glycine 0.0192 M
SDS 0.1%
Le tout ajusté a pH 8.3 avec du HCl.

Tampon de transfert

Dissoudre dansl'eau distiliée:
Tris 2 mM

Glycdne 192 mM

Méthanol 20 %

Ajuster le volume a ! litre
LepHestde8.3
Faire 4 litres de ce tampon.
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2.1.3 - CHOC HYPOTONIQUE

La réponse plaquettaire au cho¢ hypotonique a été suivie selon la
technique de Odink’s (164) qui est basée sur la diminution rapide (10
sec.) de 'absorbance de la lumisre lorsque les plaquettes sont placées
dans l'eau. Cette premiere réaction est suivie par une lente récupération
(5 min.) de I'absorbance initiale au fur et & mesure que les plaquéues
chassent l'eau et les ions. Les valeurs initiale et minimale de densité
optique ainsi que la valeur de la pente de récupération sont necessaires
pour les calculs ultérieurs.

Prélevement

Les plaqueties sont préparées a partir d'un échantillon de sang
anticoagulé avec de I'ACD-A 1/16(acide-citrate-dextrose-adenine) et
séparées en deux fractions dont l'une sera incubée une heure avec
I'AcDsq (30ug/ml) .

Mesure de la réponse
Une fois le spectrophotometre ajusté a 610 nm et calibré a zéro avec de
la saline on place dans une cuvette de plastigue 0.5 ml de saline et 1.5 ml

de PRP. On mélange le tout rapidement en aspirant avec une pipette et
on note la valeur de D.Og1p .

Dans une deuxiéme cuvette contenant 0.5 ml d'eau on ajoute 1.5 ml de
PRP. On mélange rapidement et l'on note la D.0. minimale obtenue. On
laisse le trace s'enregistrer pendant 5 minutes.
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2.1.4 - IMMUNOFLUORESCENCE (géneéral)

Cette technique mise au point par .Fitz-Gibbon (3) nous permet de
visualiser la laison de I'AcDgq avec les différentes lignées de cellules
sanguines.

Dans une cupule Eppendorf on ajoute 3 ¥ 105 cellules que l'on lavera
trois fois en les resuspendant dans 1.5 ml PBS suivit d"une centrifugation
a 1800 rpm. Apres le dernier lavage, on élimine le surnageant et l'on
ajoute 50 ul de AcD51 dilué 1/20 avec du PBS. Une incubation de 60
min. sur glace est suivie d'un lavage au PBS 5% sérum humain et de 2
lavages avec PBS seul. Suite au dernier lavage avec le PBS seul, on
enleve le surnageant et l'on ajoute 25 ul de conjugués (anti-1gG-FITC)
pour une incubation sur glace de 30 min. Cette derniere incubation est
suivie d'une séquence de 3 lavages comme dans l'élape préecédente et
encore la le surnageant est aspiré. Pour terminer on ajoute 20 ul de PBS
et l'on fait des frottis. Le tout est lu a l'aide dun microscope a
fluorescence( Leitz Orthoplan) et l'on consigne comme valeur positive les
points {luorescents nettement définis localisés a la surface des différentes
catégories de cellules.

2.1.5- SEROLOGIE PLAQUETTAIRE

Ces tests ont été effectués avec des anticorps antiplaquettaires
couramment utilises en sérologie plaquettaire.
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Fixation des plaquettes

On préleve 10 ml de sang sur EDTA de quatre sujets différents. On
centrifuge pour obtenir un PRP auquel on ajoute un égal volume de PBS-
EDTA pH 6.0, Une centrifugation de 10 min. & 3000 g permet
I'obtention d'un culot qu'on lavera 3 fois avec du PBS-EDTA. Suite 2 la
4leme  centrifugation, on asséche le culot, et y ajoute 1 ml de
paraformaldehyde-EDTA 1% a pH 6.0. Le culot est resuspendu et incubé
2 minutes a la tempeérature de la piéce. Suite a cette fixation on effectue
deux autres lavages avec du PBS-EDTA et {inalement on asséche le culot
et le resuspend dans PBS-EDTA pour obtenir une concentration
plaquettaire d'environ 3 X 107 /ml.

Immunofluorescence (indirecte o
Cette technique fut effectuée simultanement avec et sans AcDgqet sur
les plaquettes des mémes sujets.

On prépare deuy series de plaquettes, I'une de fagon conventionnelle et
l'autre ayant été mise en contact avec ne concentration saturante en

AcDs5 1 (30 ng/mi).

A 0.1 ml de suspension plaquettaire, on' ajoute 0.1 ml de l'antisérum a
vérifier (anti-PLA!, BAKZ, Pen?, YukD, HLA),

Le mélange est incubé & 37°C pour 30 minutes. Cette incubation est suivie
d'une séquence de 3 lavages ou alternent centrifugation, décantation et
mise en suspension des plaquettes. Apres la troisieme centrifugation, on
asseche le culot a 1'aide d'une trompe a vide et y ajoute 0.1 ml de FITC
(isothiocyanate de fluorescéine) anti-Ig (lmg/ml) dilué 1/30. On
resuspend les plaguettes et les incube 30 minutes & la température de la
piéce dans un endroit obscur. On lave deux fois comme deécrit
précédemment et apres avoir réasséché le culot, on ajoute une goutte de
glycérol-PBS pH 7.85, on resuspend les plaquettes et on confectionne les
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frottis.  Les reactions sont lues au microscope a fluorescence et
comptabilisées selon la technique utilisé en sérologie plaguettaire.
L'intensite de la fluorescence visualisée & la surface des cellules et
exprimée par le nombre de + .

2.1.6 - ERYTHROPHAGOCYTOSE MONOCYTAIRE

Apres obtention par centrifugation d'hématies de groupe O RyRp, on
procede a 3 lavages avec du NaCl 0.9% en centrifugeant a 1800 rpm
pendant au maximum 1 min. A 150 ul de ces globules rouges lavés et
concentrés , on ajoute 150 ul d'anti-D (Winrho) a 0.1 mg/ml et une
incubation de 45 min. a 37°C est amorcée. Une fois lincubation
terminée, les érythrocytes sont dilués dans du liquide de HAYEM pour
une concentration finale de 2 X 107/ml

Une incubation sans agitation de 60 minutes a 37°C est nécessaire pour
un mélange de 125 ul de monocytes (5 X 105/ml) ( voir 2.0.3) incubé
(30 min.) ou non avec AcDsq (30ug/ml). Apres cette incubation, on
aspire le surnageant et resuspehd le culot au volume initial avec du NaCl
0.9% ou du RPMI. Les frottis sont prépares en ajoutant 70 ul du mélange
dans la cytocentrifugeuse que l'on actionne a 1000 RPM pendant 5 min.
Le frottis est fixé avec du méthanol 10 min. puis, coloré successivement
au Wright 15 min. et au Giemsa pendant 5 min.. La compilation des
résultats est effectuée au microscope, en dénombrant le pourcentage de
monocyles ayant ingéré au moins une hématie. '
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2.1.7 - EPREUVE AU NBT

Ce test mis au point par Park et coll. (165) permet d'évaluer la capacité
de réduction du nitro-bleu de tétrazolium (NBT) Zn wizro par les
granulocytes neutrophiles. Ce colorant soluble incolore est transformé en
un dépdt bleu-noir de formazan par les enzymes contenues dans les
granulocytes. Cet examen explore l'ensemble du systeme phagocylaire
de ces cellules sanguines. Certaines anomalies du chimiotactisme, de la
phagocytose ou de la bactéricidie (granulomatose chronique, déficience en
myéloperoxydase granulocytaireect.) chez les cellules granulocytaires
affecteront le processus de réduction du NBT. La trousse #840 de Sigma
Diagnostic a ét¢ utilisée pour cette étude histochimique.

Le prélevement sanguin se fait & l'aide d'une seringue en plastique de 1
ml. contenant ou non 30 ug d'AcDgy. Immeédiatement apres le
prélevement, l'aiguille de la seringue est enlevée et le sang versé dans un
tube siliconisé contenant 20 unités d'héparine (Sigma 840-2u). On agite
le tout doucement pendant 30 sec. et I'on procede de fagon simultanée a
une analyse dans des conditions stimulantes (présence d'extrait
bactérien) ou non-stimulantes (sans extrait bactérien).

Conditions non-stimulantes:
A 0.1 ml de NBT on ajoute 0.1 ml de sang hépariné contenant ou non

I'AcDs 1 que l'on mélange doucement et que l'on incube a 37°C pendant

10 minutes, puis & la température de la piece pendcont un autre 10
minutes. Le mélange est de nouveau agité doucement et l'on procede & la
confection des frottis puis a leur coloration avec la solution Wright. Les
resultats sont obtenus par une lecture & ['immersion du pourcentage de
neutrophiles contenant des dépdts de formazan.
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onditions stimulantes:
Elles sont essentiellernent les mémes sauf que le 0.1 ml de sang hépariné
utilisé dans le protocole non-stimulant est remplacé par 0.05 ml de sang
heparine contenant ou non 1'AcDs  auguel on ajoute 0.05 ml. de solution
stimulante. Cette partie du protocole explore la possibilité d'une anomalie
intrinséque chez une population granulocytaire.

2.1.8- BACTERICIDIE

La mesure de la bactéricidie telle que nous l'avons effectuée erglobe les
processus de chimiotactisme, d'opsonisation, d'ingestion et de
dégranulation. Il s'agit donc d'une technigue de choix pour l'évaluation
globale du mécanisme de la phagocytose.

La methode utilisée dans ce travail fut decrite pour la premiere fois par
Tan (166) et améliorée plus tard par Leijh (167). Dans cetie étude de la
bactéricidie, on utilise le Staphylococcus aurews comime organisme
cible et la lysostaphine pour l'élimination par digestion des baciéries
extracellulaires. Par cette technique i est possible de déterminer
séparément l'ingestion et le processus bactéricide. Cette technique a
forte incidence bactériclogique a été mise au point dans les laboratoires
de I'hépital Ste-Justine (1985) et en 1986 elle a été adoptée par les
laboratoires d'hématologie du centre hospitalier de luniversite Laval
(CHUL) pour supporter le développement de 'hématologie pédiatrique.
Nous avons fait incorporer nos analyses du processus de bactéricidie dans
la routine du laboratoire d'hématologie spéciale du CHUL, ce qui nous
permettait du meéme coup d'éliminer les erreurs possibles lors de
'utilisation de ce nouveau protocole d'ailleurs fort complexe. Les étapes
principales de ce protocole sont :
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Prélévement sanguin

[solement des granulocytes

Incubation (30min.) Incubation (30min.)

Granulocytes + Tampon PBS Granulo

\ / e A

Granulocyles + suspension bactérienne
(S._aureus)

W
Incubation pendant 48 hrs. a 37°C

L T
Dénombrement des colonies bactériennes

\

Calcul du % de phagocytose et de bactéricidie
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2.1.9 - IMMUNOPRECIPITATION

L'immunoprécipitation est une méthode d’identification d'une substance
donnée par sa la liaison avec un anticorps spécifique. L utilisation
optimum de cette technigue est observée lorsgu'une faible gquantité
d'antigenes cellulaires marqués est reconnue par un anticorps
monospecifique. Nous avons utilise pour marquer la surface plaquettaire
une technique & 1 129] initialement décrite par Phillips et Morrisson
(168) ou a l'aide d'un systéme enzymatique 1 2] est utilisé pour -
marquer de-fag:on prédominante (»90%) la tyroasine contenu dans les
proteines localisées & la surface des cellules. Cette technique, aujourd hui
tres répandue, a subit de nombreuses, mais légeres modifications en
fonction des cellules ou des antigenes etudiés.

Nous avons essayé quelques meéthodes et comme chacune d'elles nous a
donne le méme résultal nous ne présentons ici que l'une d'elles. Nous
discuterons de facon plus exhaustive de ces résultats néegatifs dans un
chapitre ultérieur.

Marcguage de surface

Apres avoir recueilll le sang et préparé le PRP selon la technique déja
décrite,(voir 2.0.1) les plaquettes sont lavées 3 fois au PBS-EDTA 2 mM
et {finalement le culot plagquettaire est resuspendu dans ce méme tampon
et agité doucement pendant une heure. A 2 ml de suspension
plaguettaire (102 cellules/ml) on ajoule 200 ul de glucose oxydase
(10ng/ml), 200 ul de lactoperoxydase (200 ng/ml) et 1mCi d'125]-, On
melange le tout doucement par inversion et 'ajout de 200 ul de glucose
(50 mM) permet de démarrer la réaction d'iodination enzymatique des
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protéines de surface. On incube pendant 15 minutes avec des agitations
douces et répétées toutes les 5 minutes. Suite & cette incubation. la
réaction est arrétéepar le lavage a trois reprises des plaquettes avec du
PBS-antiprotéase (leupeptine 10 ng/ml, pepstatine 10ung/ml, aprotinine
10 ng/ml, trypsine inhibiteur 10ug/ml). Les cellules sont ensuite lysées
avec des détergents non-ionique tels le Triton X-100 1% ou I'Ammonix
LO 0.2% ou encore avec le NP-40 0.5% p/v pendant 30 minutes & 4°C.

Immunoprécipitation

a- Réaction antigene-anticorps

Dans cette premiére étape de 1'immunoprécipitation, nous avons ajouté
des quantites variables d'anticorps D51 (AcDsq) purifie a 200 ul
d’'extrait plaquettaire. De nombreuses alternatives en terme de choix de
tampon, de température et de temps d'incubation furent verifiées.

b- Agent préecipitant

La formation d'un complexe antigéne-anticorps monoclonal n'est pas
nécessairement une réaction induisant la formation d'un produit auto-
préecipitable. Dans cette éventualité nous avons essayé les techniques les
plus courantes d'agents précipitants. Des concentrations variables d'IgG
anti-souris furent employées et la technique de précipitation mise au
point par Kesler (169) fut celle la plus régulierement utilisée. Dans cette
technique le deuxieme anticorps(Ac précipitant) est remplacé par la
protéine A de Swuapfyiococcus aureus mettant ainsi a profit la haute
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affinité de cette protéine pour la portion Fc des IgG.
c- Lavage

Les lavages furent effectués avec le tampon réactionnel auquel on
ajoutait 0.05% de détergent non-ionique(ex. NP-40)

d- Elution

Cette etape fut réalisée en ajoutant au culot de protéines précipitées 200
ul de tampon a électrophorese 4X (voir 2.1.2) et en incubant dans l'eau
bouillante 5 minutes.. Suite & cette incubation une centrifugation de 10
min. & 3000 RPM nous permettait de nous deébarrasser du Staphylococcus
aureys: Le surnageant était recueilli et déposé sur un gel
d’électrophorese. |

e- Electrophozése

Cette technique décrite & la section 2.1.2 de ce chapitre fut utilisée dans
des conditions dénaturantes et avec des concentrations d'acrylamide
variantde 5 a 12%.

{- Revélation

Une fois le gel d'éclectrophorése fixé et séché par des procédures
standard la révélation s'effectuait par autoradiographie avec le systeme
KodaK X-OMAT AR (code XAR) et le signal était amplifié a l'aide d'une
cassette Kodak X-OMATIC (153-5335) déposéé & -80°C pour des périodes
variant de 1 journée a 7 jours. Le développement des autoradiogrammes
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s'effectuait de facon automatique grace a l'appareil Kodak M8.

2.1.10.-ANISOTROPIE DE FLUORESCENCE

La mesure de !'anisotropie de fluorescence a été effectuée selon la
technique décrite par Kowalska (170)

épar <

Les plaguettes sont isolées du sang périphérique(voir 2.0.1) et
sédimentées a 1000 ¥ g pendant 20 minutes. Le culot de plaquettes est
1avé 2 fois avec du tampon Tyrode modifié (140 mM NaCl/5 mM KCI/ 10
mM glucose / 15 mM Tris-HCIpH 7.4 ) |
Le culot plaquettaire final est resuspendu dans 1 ml de PPP (voir 2.0.1)
et déposé sur une colonne de Sépharose 2B (1 cm. X 30 cm.)
préalablement équilibrée avec le tampon Tyrode modifié. L'éluat
plaguettaire recueilli est dilué pour obtenir 1 ¥ 10° cellules/ml. Toutes
ces étapes sont effectuées dans du materiel en plastique et a la
température de la piece.

age des elte

Une solution de 4 x 104 M de DPH (!,6-diphényl-1,3.5.hexatriéne)
dans le diméthylformamide est diluée 100 fols, avec une agitation
vigoureuse, dans le tampon Tris-HC1 0.015 M pH 7.4.
Les plaquettes (7.5 x 108/ml) sont finalement incubées avec le DPH 1 X
10 M pour 40 minutes.
La fluorescence du DPH dans les plaguettes est mesurée7171 & l'aide
d'un spectrophotometre (Perkin Elmer MPF Z4) et les longueurs d’onde
d'excitation et d'émission sont respectivement 360 et 428 nm. La
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polarisation de fluorescence (Fp) est calculée selon 1'équation suivante
Fp = [Ivv-(Ihv/Ihh)Ivh] 7 [Ivv+(Ihv/Ihh)Ivh] (170)
Ivv et Ivh étant l'intensité de fluorescence mesurée avec un polariseur

vertical et un analyseur installé respectivement de fagon verticale ou
horizontale. '



CHAPITRE TROISIEME

 RESULTATS

Ce chapitre présente les résultats obtenus lors de la Imse en évidence, de
la caractérisation et de l'étude de certaines propriétés de l'antigéne
cellulaires D51 ( AgDs 1)

3.1.- Purification de l'anticorps monoclional D5_l

Le premier pas de cette démarche devenait la purification de l'anticorps
monoclonal Dr1.(AcDsq) Aprés quelques essals avec divers supports
chromatographiques, 12 technique de Bruck (17!) fut adoptée pour la
purification de cet anticorps.. Le liquide d'ascite dialysé et centrifugé est
déposé sur une colonne de DEAE Affi Bleu Gel (0.9 cm X 15 cm)
préalablement equilibrée avec du tampon Tris-HCl 0.02 M pH 7.2. Un
lavage avec environ 60 ml du tampon d'équilibre est nécessaire pour baisser
la densité optique de 1'éluat a environ 0. Un gradient de NaCl est par la suite
appliqué et les résultats obtenus sont illustrés a la figure 19. L'encart
représente |'électrophorese sur gel de polyacrylamide, en milieu dénaturant,
de 1'éluat chromatographique conservé pour les travaux ultérieurs. Les
chaines lourdes {(PM 50 kDa) et légeres (PM 25 kDa) caractérisant les
immunoglubulines de type G sont fortement révélées, mais on détecte aussi
un contaminant (PM 90 kDa) en faible quantité. Ce contaminant est
probablement de la transferrine dont le poids moléculaire est aussi de 90
kDa.
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FIGURE 19 PURIFICATION DE L'AcDs
L'encart représente 1'électrophorégramrme (SDS-FAGE)
avant et apres la purification de 1'AcDgy.
Le puits 1,protéines standards: 2, liguide d'ascite complet ;
3 AI:D51 purifié (coloration au Bleu de Coomassie).

Cette technique de purification de I'AcDsg 1 s'avére extrémement rapide
et efficace puisqu'avec 2 ml de liquide d'ascite on obtient environ 35 ml
d'une solution d'anticorps Dr 1 (AcDs 1) purifié (D.0y. = 0.8). Apres cette
purification il devient possible de conserver une solution de AcDg ¢ pendant

trois mois 2 4°C.



3.2- Ultrapurification de I'anticorps monoclonal Dﬂ

Suite a la purification sur DEAE AFFI Bleu Gel de l'anticorps Dsj
(AcDs 1) nous avons voulu Vvérifier si les premiers résultats encourageants
obtenus en agregation plaquettaire seraient reproductibles aprés une
purification plus poussée de 1'AcDgq. Une colonne PAK 300 (Millipore
Waters) installée sur un chromatographe liquide & hautre pression (Waters
model 510) nous permit une nouvelle purification sur le principe du tamis
moléculaire. La figure 20 représente le chromatogramme obtenu apres
injection de 200 ul de I'AcDg 1 (D.Oy =0.8) préalablement purifié sur DEAE
AFFI Bleu Gel.

Avec les fractions contenant le maximum de D.O., et donnant en
électrophorése un profil d'anticorps totalement purifié,(absence de bande &
90 kDa) nous avons répété les expériences d'agrégation plagquettaire en
tenant compte cette fois-ci de la dilution de notre anticorps iphérente a ce
genre de technique. Les résultats obtenus indiquent que cette nouvelle
purification ne modifie en rien l'effet de 'AcDgq sur l'agréegation des
plaquettes car les résultats obtenus, ne difféerent en rien de ceux présentés
aux figures 25 et 26 pour I'AcDs 1 non purifié par tamis moléculaire.

Compte tenu de ces résultals et pour des raisons pratiques nous avons
donc poursuivi l'ensemble de nos travaux en omettant cette deuxieme
purification.
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Figure 20 ULTRAPURIFICATIOR DE L'AcDs

Pour contourner les difficultés causees par la faible quantité d'antigene a
la surface des cellules, nous avons adople, des le débutl des élapes de
aetection de 'AgDx 1, la technique développée par Phillips et Morrison(168)
permetiant I'lodination de molécules de la surface cellulaire,



L'utilisation intégrale de cette technigue ou de versions modifiées de
cette technique d'iodination (veir 2.1.9), n'a malheureusement jamais fourni
de resultats positifs quant 4 l'identite de l'antigene recherche.

En effe1, bien que [iodination de la surface plaguetlaire s'averait un
succes el que la lyse de ces plaqueties marquees était compléte (fig. 21)
jamais les meéthodes utilisees pour metltre en évidence l'antigene
membranaire n'ont produit de résultats probants.

Eien entendu, ces insucces ont engendreé une remise en question de toutes
les étapes reliées tant a la préparation des plagquettes qu'a la purification ou
la revelation de l'antigene.

Tel que décrit pour d'autres antigénes de la surface cellulaire (172), le
rendement de comptage sulte aux diverses étapes d'lodination et
d'immunoprecipitation oscille dans les environs de 0.05%. Les resultats
oblenus peuvent donc se comparer avantagelusement en terme de manrguage
aux valeurs déja déecrites dans la littérature. Cependant, jamalis nous n'avons
obtenu d'autoradiogramme mettant en évidence une bande ayant réagl avec
I'AcDs 1. Les résultats ilustrés (fig.22) sous forme schématique pour des
raisons techniques évidentes sont representatifs de ceus habituellement
obtenus lors des tres nombreux essais de cette technique.

I
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FIGURE 21 NOMOGRAMME DE LA LYSE PLAQUETTAIRE
Un volume de 0.1 ml d'extrait plaquettaire lysée est analyse a 1'aids d'un compteur
de cellule Coulter (modéle STKR)
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FIGURE 22-SCHEMA D'AUTORADIOGRAMME (immunoprécipitation)
La ligne 1: Standard de poids moléculaire; 2 Acly : 3 Controle positif (Ac anti-

plagquettaire (4) 4 Controle négatif (AcSTZ ).
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Les problemes possibles causes par la contamination de l'éechantilion
plaquettaire par des leucocytes pouvant relarguer certaine protéases non
inhibées par notre systéeme d'antiprotéase devaient définitivement étre
exclus comme ['illustre le monogramme de la figure 21

Compte tenu l'ensemble de ces résultats et des nombreux essais
effectués, nous pensons que 'AgDg 1 exposé sur les plaguettes ne posséde
pas ou n'expose pas les acides aminés (tyrosine, phénylalanine) nécessaires
4 la réaction d'iodination. L* explication qui nous semble plausible pour
expliquer ces resultats négatifs serait que les molécules déteciées &
I'autcradiographie proviendraient de l'adsorption ou du trappage engendré
par l'utilisation des systémes d'anticorps.

3.4- Détermination du poids moléculaire de Ag Ds}

Apres de multiples essais en utilisant une variété de technigues, il a été
finalement possible de déterminer le poids moléculaire de 1'AgDsq par
Western blot.

La préparation des plaguettes, l'électrophorése en présence de lauryl
sulfate (SDS) et le transfert sur nitrocellulose ont été réalisés sur 3
préparations différentes de plaqueties (matériel et méthodes) et les résultats
obtenus furent identiques.

Une bande majeure et unigue est présente (figure 23) dans la région de
137 kDa. Les standards proviennent de la croix rouge canadienne et n'on.
pu malheureusement éire purifiés a cause de la quantité insuffisante de
matériel fourni par les services transfusionnels.
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FIGURE 23-WESTERN BLOT DE L'AgDs
Laligne A: Standard de poids moléculaire; B: Extrait plagquettaire

complet: C: AgDgy : D:An*icorps positif Balk?: E: Anticorps négatf

ST-2; F: Sérumn décomplémenté AB. A et B sunt révelées au Bleu

de Coornassie,C & F sont les Western Blot
3.5- Fonctions cellulaire
a-_Fonction granulocytaire

La mise en évidence de I'AgDs4 & distribution quasi-ubiquitaire a la
surface des cellules sanguines nous amena & vérifier son implication dans
certaines grandes fonctions leucocytaires. Le tableau IX relate les résultats
calculés pour la bactéricidie, la phagocytose et indirectement pour le
chimiotactisme. |
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TABLEAU IX
BACTERICIDIE ET PHAGOCYTOSE

Sujet SANS....AcDgq AVEC....AcDgy
wbactaricidie Sephagocylose 4 bacter icidie— %phagityiose
SA Lvso SA  Lysu
=G 533 993 820 840 990 80.0
LT 951 084 8G.0 87,0 99 78.0
S48 STASHVLOCOCCUS AUREYSE

3 o O T O D T AT
Lwgp YOS ASPANE

i § 21 H Hl Ta s - - - Th F
(2 resuitats préliminaires laissent croire que les granulocytes traités

avec l'anticorps AcDs | ne présentent aucune modification des differentes
fonctions etudiees.

b- Fopct] :

Dans le bug ge verifier si la fonction macrophagique des monocytes etait
ou non affectée par le blocage de I'antigéne AgDs . des monocytes incubés
avec 'AcDgq ont é1é mis en présence d'érythrocvies sznsibiiises avec ae
Uanti-D (érvihrophagocytose ).



Le tableau X demorntre que le blocage de 'AgDrq n'affecte en rien la
capacité macrophagique des cellules monocytaires. La figure 24 est un
exemple tvpique (phagocyiose des éryvthrocytes) de champ microscopique

obtenu dans celie technique.

TABLEAU X
FONCTION MONOCYTAIRE
Sujet SANS....AcDsq AVEC....AcDs
% de phagocylose % de phagocytlose
B.C 28 28
LC 4z 4]
1L 36 36




FIGURE 24- ERYTHROPHAGOCYTOSE

¢- Réduction du bleu de tétrazolium (NBT)

Pour confirmer la non implication de l'antigene D¢ (AgDs ) dans les
grandes fonctions leucocytaires, un examen plus genéral tel le NBT fut
utilise.
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TABLEAU XI

REDUCTION DU NBT PAR LES GRANULOCYTES

Sujet SANS....AcDry

Non-stimulés Stimulés

AVEC....AcDs
Non-stimulés Stimulés

+ - + - + - + -
ERE 14 &6 34 64 15 &5 32 a8
AM. 12 78 30 70 13 77 20 70
r.B 15 ah e]s) i2 & 21 £Q
d- Fonction plaguetlaire
Contrarement aux differentes fonctions sucocyialres deqrite ci-desaus
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FIGURE 25-AGREGATION PLAQUETTAIRE (1€ série)
B Présence de AcDS1 (30 ug/ml)
> Absernice de AcDS!
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FIGURE 26-AGREGATION PLAQUETTAIRE (2€ série)
» Présence de AcDS1 (30 ug/md)
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Ces résultats extréemement reproductible illustrent que 'AcDs 1 modifie
l'agregation plaquetiaire induite par 'ADP, le PAF ou |'épinéphrine sans
toutefols alterer cetle reponse si elle est stimulée par le collagéne, la
ristocetine, la thrombine ou ['locnophore de calcium AZ3187.

3.6 - Agrégation en fonction de la concentration AcDil

Ayani préalablement établi que 'AcDgq purifié inhibe l'agrégation
plagquetiaire, des expériences de dépendance de la concentration de cet
anticorps déemontrent une relation dose effet de cette inhibition. Les figures
27 et 28 illustrent cette relation entre la concentration de l'anticorps et son
effet sur ['agrégation plaquettaire et permettent de surcroit de visualiser un
effet de I'anticorps beaucoup plus marqué lorsque l'agrégation est stimulée
par I'épinéphrine que quand elle l'est par ['ADP.

% TRANSMITTANCE

TEMPE (min)
FIGURE 27-AGREGATION ADP 6.6 1M (AcDs; wg/ml)
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% TRANSMITTANCE

5
TEMPS (min)

FIGURE 28-AGREGATION épmeéphrine 10 uM,{AcDs; en ug/ml}

3.7- Choc hypotonique plaquettaire

Il est depuis longtemps (164) confirmé que la réponse des plagueties au
choc hypotonique est une phénomene complexe dépendani de l'integrité des
fonctions biochimiques et enzymatiques de ces mémes cellules. Le 1ableau
KII affiche la moyenne des valeurs obtenues lors des nombreuy essais de
cette technique. Des études avec des concentrations variables d'anticorps
ont fourni des resultats non reproductibles et contradictoires.
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effet pn,u les plagqueties dun méme individu ayant subl exactement
d'AcDgq, la réponse obtenue pouvail varier de positif a négatif. Une
- réponse positive est une modification de la réponse des plaguettes suite au
choc hypotonique Toutefois I'ensemble des contréles utilisés a l'intérieur de
cetie methodologle affichent une excellente reproductibilite comparable

la litterature existante sur le sujet (164-173).

lec mémes élapes el ayanl €18 blen entendu Incubees aves la méme quantité

b

(@)

=Y
=

Ces qonnees quelgue peu decevanties oni ete répetees dans uh laboratolre
sinerne aver I'ghiention du méme gonre de résultate. Cette confirmatis

ALLAVJ’.IAJ

nous permettall d'eliminer toule errewr matho \ﬂ()f:’l jug Mals nous lalssal

- . . : Ao o1 > ST : Aoyt
passablement désarmés quant a une explicalton possible de ces résultate

TABLEAU XII
CHOC HYPOTONIQUE PLAQUETTAIRE

Sujet SANS....AcDg | AVEC....AcDg |

R.G. 0.0736 0.0525
V.F. 0.0502 0.0876

EG. 0.0410 0.04€0
M.D 0.0728 0.0774

A 0.065Z ' 0.0549
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3.8 - Sérologie plaquettaire

Les expériences précédentes démontrent que l'anticorps monoclonal
- AcDsq reconnait un épitope localisé sur une molécule de surface impliquée
dans le mécanisme de l'agrégation plaquettaire. Certains anticorps naturels
développés au cours de différentes pathologies reconnaissent eux aussi des
epitopes localisés sur des glycoprotéines de la surface plaquettaire. Ces
études sérologiques visent a éliminer les compétitions possibles pour le
méme épitope entre Drq et ces anticorps naturels. Les résultats obtenus
(Tableau XIII) par une technique d'immunofluorescence et quantifiés selon
la méthode utiliste en sérologie indiquent clairement que
I'AcDs n'interfere avec aucun des anticorps habituellement utilisés en
sérologie plaquettaire.

TABLEAU XIII
SEROLOGIE PLAQUETTAIRE

CONTROLE ANTIGENE ECHANTILLONS INCUBES
RECHERCHE AVEC AcDgy

Pi ) 4 P3 P4 Pi P2 P3 P4
4+ S PI.A1 +44+ +htt 4+
++ ++ + r— BaK?® ++ ++ + -
- - - - Yuk? - - - -
++ ++ 4+ 44 Yukb ++ ++ ++4 T
++ ++ ++ +4+ HLApoly ++ ++ ++ e+t
- - - - Sérum AB - - - -

décomplémenté
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En conséquence l'eépitope recormu par 1'AcDsq est différent de ceux
reconnus par les autres anticorps utilisés en sérologie.

3.9- Sérologie et agrégation plaguettaire

Les anticorps antiplaquettaires décrits précédemment n'ont en général
aucune capacité pour inhiber l'agrégation des plaquettes induite par
I'épinéphrine, au contraire plusieurs d'entre eux favorisent, tout comme la
majorité des anticorps connus, le processus d'agrégation des plaquettes.
Comme ['AcDsq reconnalt un épitope différent de ceux reconnus par les
anticorps amiplaqueuajres naturels, il était a ce stade intéressant de verifier
si la capacité d'inhibition de l'agrégation décrite pour I'AcDgq pouvait étre
apolie par l'utilisation d'un second ainticorps promoteur cette fols-ci de
l'agrégation. Le tableau XIV illustre clairement que le pouvoir inhibiteur de
AcDsq n'a jamals pu étre atténuée par l'utilisation d'autres anticorps
pourtant reconnus Comme promoteurs de ce processus agrégatoire.
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TABLEAU XIV
AGREGATION VIA CERTAINS SITES
ANTIGENIQUES CONNUS

SANS...AcDgq AVEC...AcDg4
(%) (%)
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ghtenus en Inversat Vordre de l'ajout des anticorps.
3.10 - Anisotropie de flyorescence

C.5. Clerniewski (174) rapportait que la fluidité membranaire diminuait

au cours du phénomene d'agregation grace a la diminution de la mobllité des

constituants membranaires a cause de |z formation des  ponts

interplaguettaires
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On pouvailt en conséquence s'atlendre éventuellement & une
augmentation de la fluidité membranaire sous 'effet de 'AcDg

L'utilisation de cet anticorps monoclonal (AcDs 1) avec des plaquettes
lavées (matériel et méthodes) semble en effet augmenter légérement la
fluidité de la membrane plaquettaire (Tableau XV).

TABLEAU XV
ANISOTROPIE DE FLUORESCENCE

AUTEURS SONDE Plaquettes Plagquettes Plaquettes
+AcDg +ADP
Kowalska Diphényl- 0,176 *0.000 0.181 *¥0.012
hexatriene
Gareau * Diphényl- 0.183 *0.005 0,173 0009 0,189 *0.008
hexatriene

* Les valeurs moyenries obtenues pour trois (3) expériences

3.11-Determination de la classe de !'ACD5_1

Par une expérience classique d' immunodiffusion il a été démontré dans le
laboratoire du Dr. Sullivan que l'anticorps Dsj (AcDsq) produit chez la
souris faisait partie de la famille des 1gG et de la sous-classe Ia (1gG la) Ce
résultat n'est cependant pas présenté dans cette these.
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DISCUSSION

Une fois la présence de l'antigéne Dy (AgDs 1) démontrée & la surface
de la majorité des cellules sanguines, il devenait intéressant d'identifier
cette molécule et de vérifier si elle avait déja été répertoriée.

Au tout debut de ce travail de recherche nous convenions ‘que I'anticorps
monoclonal D51 (AcDy 1) présent dans le liquide d'ascite de souris devait
étre purifié avant son utilisation. Cette étape initiale s'avérait indispensable
pour s'aésurer que les résultats des études subséquentes dépendaient de
Ianticorps monoclonal Dgq (AcDsgq1) et non de certains contaminants
présents dans le liquide d’ascite. ‘

La technique de purification que nous recherchions devait étre efficace,
rapide et d'un colt abordable. Apres quelques essais infructueux avec des
techniques classiques de purification d'anticorps (175) nous avons utilisé un
nouveau support chromatographique de la compagnie BIO-RAD (DEAE-AFFI
Blue). Cette méthode décrite initialement par Bruck (171) combine les
avantages du DEAE et du Cibacron F3GA. Les propriétés mises a profit dans
ce type de chromatographie s'étendent de I'échange ionique jusqu’aux effets
stériques en passant par des propriétés hydrophobiques et aromatiques.
Compte tenu de 'étendue des propriétés de ce systéme chromatographique,
il est utilisé dans des applications fort diversifiees. A l'origine, le Cibacron
bleu qui est un colorant polyaromatique sulfonaté était employé comme
pseudo-ligand pour la purification d'enzymes requérant le NAD, NADP, I'ATP
ou d'autres coenzymes (176). Grace aux travaux de Thompson (177) et de
Wilson (178) i est maintenant connu que ce matériau réagit avec le pli
dinucléotidien protéique composé d'environ 120 acides aminés. Suite a une
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légére modification de cette technique de Bruck il devenait évident (Fig. 19)
que ce support chromatographique offrait toutes les qualités recherchées.
En effet, tel que démontré au chapitre 3 (résultats), cette méthode offrait
une bonne purification en un temps relativement court (1/2 journée) ajouté
aun excellent. rendement. Cette purification élimine totalement du milieu
chromatographié les protéases et nucléases. L'absence de protéase et les
nucléase, toutes deux retenues de fagon fort efficace par le Cibacron nous
permettait de conserver notre anticorps monoclonal environ 3 mois a 4°C.
Cette propriété fort intéressante de ce matériau élimine les cycles gel-dégel
qui diminuent I'efficacité des anticorps. Ce processus de purification souleva
cependant certaines interrogations dont les réponses nous apparurent,
uniquement apres le typage et le subtypage par immunodiffusion de notre
anticorps purifie. En effet les résultats démontrérent que AcDgq étlait un
IgG Ia de souris ce qui expliquait du méme coup les problémes rencontrés
avec le systéme de la protéine A. En effet Ey (179) en 1978, démontra que
celte classe d'anticorps de souris (IgGI) se liait tres faiblement avec la
protéine A.

Suite & I'obtention de résultats intéressants quant aux fonctions possibles
de AcDg 1, nous décidions d'entamer des procédures de purification plus
poussées (ultrapurification) pour éliminer le contaminant de 90 kDa (encart,
fig. 20). L'électrophorése nous permit d'évaluer a moins de 0.1% la quantite
relative de ce contaminant de 90kDa qui semble étre de la transferrine. Il
est en effet connu (171) que la molécule de transferrine se comporte de
facon similaire aux anticorps de type IgG I sur les colonnes de DEAE-AFFI
Bleu. Des méthodes chromatographiques (HPLC) sur tamis moléculaire
permirent finalement d'éliminer ce contaminant sans pour autant changer
les résultats obtenus en sa présence.
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Avec en main un anticorps monoclonal purifié, nous avons réussi par
Western Blot a identifer a la surface des plaquettes, l'antigéne reconnu par
cet AcDgy. La figure 21 démontre d'abord une grande spécificité de cet
anticorps qui détecte uniquement un polypeptide de 137 kDa. En effet, le
blot avec AcDgq ne contient aucune trace d’impureté, contrairement a
I'anticorps Bak® non purifié qui révéle bien une bande majeure de 116 kDa
(GP ITb) mais aussi de nombreuses bandes contaminantes. Les différentes
étapes conduisant & !'identification de cette molécule de 137 kDa nous ont
permis de constater qu'elle semble fragile & la protéolyse et qui plus est,
qu'elle n'est apparemment pas iodinable par des techniques de marquage de
surface cellulaire (voir 2.1.9). Ce fait quoique peu courant n'est tout de
méme pas exceptionnel. Plusieurs glycoprotéines ont déja été décrites (180)
comme étant des substances réagissant tres faiblement ou pas du tout a ce
type de marquage. L'empéchement stérique ou l'absence d'acides aminés
iodinables a la face cytoplasmique de la molécule sont les raisons mises de
l'avant le pls fréquemment pour expliquer ce genre de résultats . D'autre
part, nous devons aussi envisager la possibilité que les différentes étapes
nécessaires a I'lodination de la surface plaquettaire permettent et/ou placent
la molécule antigénique dans un environnement propice a sa protéolyse, ce
qui pourrait conséquemment induire une perte de l'épitope et expliquer les
résultats negatifs obtenus lors des nombreuses  tentatives
d’'immunopreécipitations.

D'un point de vue plus fonctionnel et tel que décrit au chapitre précédent,
I'AcDsq naltére aucune des fonctions leucocytairas  étudiées
(chimiotactisme, phagocytose, bactéricidie et  eérythrophagocytose
monocytaire). Par contre, ce meéme anticorps inhibe le processus
d'agrégation des plaquettes lorsque l'agrégation est induite par certains
agents agrégeants.
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En effet, quoique I'AcDgy n'interfére pas dans l'agrégation
plaquettaire induite par le collagene, "la ristocétine, la thrombine ou
I'ionophore de calcium A23187, il modifie, et ce de facon draconienne, la
réponse des plaguettes lorsqu'elles sont stimulées par I'ADP, |'épinéphrine
ou le PAF (platelet activating factor). [ viiro, AcDsy dans ces trois cas,
permet la formation de l'onde d’'agrégation primaire mais diminue ou abolit
totalement londe d'agrégation secondaire induisant méme une
désagregation totale lorsque I'ADP ou le PAF sont utilisés comme agents
_agrégea.nts, L'effet de TAcDsq sur lz deuxiéme onde d'agrégation est plus
marqueé (= 20x) lors d'utilisation d'épinéphrine, que lors de l'utilisation de
I'ADF ce qui nous permet de croire que l'AcDgy affecte de fagon
prépondérante la portion du processus agrégatoire normalement supporiée
par la sécrétion plaguettaire. La figure 25 illustre de plus que l'emploi
d'une concentration élevee d'AcDsq affecte méme la cinétique de I'onde
primaire si I'épinephrine est utilisée comme agent stimulant. Ces résultats
nous portent & conclure que AcDsq 2 forte concentration, affecte les w2-
adrénorécepteurs plaguettaires, puisgue ces derniers sont reconnus comme
étant responsables de l'onde primaire d'agrégation a l'épinéphrine (122).
Toutefois, il est improbable, a la lueur de nos résultals globaux, que I'AcDs
agisse directement sur les xZ2-adrénorécepteurs puisque le poids moléeculaire
de ces récepteurs est de 64 kDa (109). Une action indirecte sur une
molécule voisine des récepteurs adrénergigques ou sur une portion de
I'hétérotrimere (protéine-G) agissant comme transducteurs membranaires
pour les récepteurs adrénergiques serail a nowe avis plus facilement
conciliable avec nos résultats.
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Il a déja été démontré qu'une perturbation de la membrane plaquettaire
occasionnée par des substances telles. que les anesthésiants ou certains
alcools (181), ou encore une modification de l'action hydrolytique de la sous
unité ws de la protéine G réalisée par la toxine de ABordetelia pertusis (182),
sont des mécanismes d'action indirects inhibant l'agrégation plaquettaire
induite par 'épinéphrine.

Nos études d'a.m‘sotropie‘ de fluorescence, quoique sommaires tendent
aussi a orienter nos conclusions vers ce genre de mécanisme -d'action
indirecte. Les resultats d'anisotropie de fluorescence obtenus (tableau XV)
relatent des différences faibles pour les différents agents utilisés. Ces
résultats (valeurs absolues) sont du méme ordre de grandeur et presentent
le méme incrément que ceux précédemment décrits par Kowalska (170),
Kitagawa (183) ou Steiner (184) dans des conditions expérimentales
similaires.

Ces résultats permettent de constater que la liaison de I'AcDgq a son
antigene diminue la polarisation de fluorescence indiquant du méme coup
une augmentation de la flu_idité membranaire (174). Cette constatation
ajoutée aux résultats d'agrégation décrits dans ce travail suggere qu'une
inhibition de l'agrégation plaquettaire serait favorisée par une diminution de
la rigidité membranaire de cette cellule. Ce genre d’hypothese a déja été
proposé pour d'autres systemes cellulaires tels les membranes
d’érythrocytes (185), ou un changement de la fluidité membranaire serait a
l'origine d'une modification de la vitesse de transport de différents ions et
de l'activité de certains enzymes.
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Seion Noyl (186) un changement dans ia fhadité membranaire pourralt
ausst affecter certaines fonctions du cytesqueletie de par les Interactions de
cetle derniere avec la bicouche lipidique.
Cependant, nous pensons que lutilisation dune batterie de sondes
fluorescentes (fluorescamine, ANS, 3-PM, iryptophane) se localisant dans
.ierentes regions membranaire, nous fournirait un ensembile de donnees
permettant de peser une hypothése plus atirayante quant a l'action de [
AcDsj sur la membrane plaguetiaire.

—2¢ etudes d'Immunoblologle et de serologle piaquer.r.aire n'ont fait que
matire en relied e Uidee que I AcDgq ne se lie, ni n'interfere avec aucun
des eépitopes majeurs deja repertories a la surface des plaquettes.
cependent, U faul noter Que les anticorps anti-plaguetiaires gl
LOIT2SDONGENT A\lx epllopes Connus sont aussi pour iz plupart des subsiances
nroagrégeantes el nos resuliats ont demontré (tahleau ¥II) que linfibition
de l'agregation plaquettaire indulte par AcDgq ne Douvall étre levee par
I'utilisation de ces anticorps proagrégeants. Cest donc dire que I'AcDs
inhibe fortement une deg veles principales du mécanisme de l'agrégation
nlaguettaire (flg.16) el que 'inhibition de cetie vole (causée par 1'AcDsq)
ne peut éire supprimee par des anticorps proagregeants se Hant 4 d'autres
récepteurs localisés sur la surface plaquettalre.

Sulie & Ces resultats et consicerations, peut-on dire que 'AgDgy n'est
centeny dans aucun des repertoires antigeniques actuels?  L'idée de
deconTir un nowvel antigene et d'eyplouer les mécanismes dans lequel L
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déja é1é répertoriés a la surface de la plaguette.

Parmi celles-ci la GPIc (138 kDa), une protéine relativement peu
abondante de la surface plaquettaire (187) qui elle aussi colore peu au Bleu
de Coomassie et qui forme un complexe avec la GPIIa (188) pour générer le
recepteur de la fibronectine. Aucune donnée n'est disponible sur
I'implication potentielle de la GPIc dans le mécanisme de l'agrégation mais,
Piotrowicz (189) dans un travail récent, marquait 4 11¢3 la GPIc par des
méthodes conventionnelles.

Rappelons pour {in de comparaison gue nous n'avons jamais été en
mesure de reussir ce marquage au niveau de AgDr ¢ plaquettaire. Il est de
plus intéressant de noter qu'aujourd 'hul la GPIc est associée & la chaine & du
systeme VLA (very late activation antigen) (190) et qu'encore aucun lien
avec le mécanisme de l'agrégation plaguettaire n'est connu.

La GP IIbx est une autre glycoprotéine dont le poids moléculaire (132
kDa) est similaire a celul de AgDs1. Toutefois, dans ce cas précis, il est
facile sur la base des réponses obtenues lors de Iutilisation de leurs
anticorps respectifs, d'eliminer toute similitude d'identité entre ces deux
glycoprotéines. En effet, 'AcDgq inhibe seulement l'agrégation a I'ADP, a
I'épinéphrine et au PAF, tandis que.l'anticorps PBM 6.4 inhibe l'agrégation
plaguettaire induite par tous les agonistes puisqu’il inhibe la liaison du
{ibrinogene a la surface plaquettaire.

Un dernier candidat potemie'l serait le récepteur de I'ADP (132). Dans ce
cas le poids moléculaire semble quelque peu divergent (100 kDa) mais les
propriétés forts semblables. Le bloquage de ce récepteur induit une
réponse fort similaire & celle observée avec I'AcDsq, c'est-a-dire une
- inhibition de l'agrégation a I'ADP, et un effet sur la deuxieme onde
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d'agrégation & l'épinéphrine.

Pour ce qui est du PAF, aucun résultat n'a été rapporté pour ce systeme.
Les premieres demonstrations du récepteur de 1'ADP par Colman (132), &
I'aide d’analogues de structure et de coprécipitation, étaient fort peu
convaincantes et laissalent encore une bonne place pour la spéculation quant
au poids moléculaire de ce récepteur (voir 1.1.3.4). Toutefois, une
publication du méme auteur en avril de cette année (191), démontre de
facon fort éloquente par des évidence Immunologiques, structurales et
fonctionnelles, que le récepteur de 'ADP a un poids moléculaire de 100 kDa
el qul plus est, que c'est une protéine distincte de GP Illa (100 kDa). La
ceule controverse demeurant face au récepteur de I'ADP ou "Aggregin” tel
que nomme par Colman (191) est sa participation, active ou non, dans
I'agrégation plaquettaire induite par le collagéne.

Les résultats obtenus dans ce travail ajoutés aux eléments déja connus,
nous permettent de formuler une hypothese sur le mécanisme par lequel
I'AcDg ¢ serait impliqué dans l'agrégation plaquettaire.

Considérant que: l'interrelation de l'épinéphrine et de I'ADP dans le
mécanisme de l'agrégation plaquettaire est connue depuis les travaux de
Mehta (192). qui démontra que la premiére onde observée lors de
l'agrégation induite par l'épinéphrine est dépendante des -
adrénorécepteurs plaquettaires tandis que la deuxieme onde est tributaire
de la sécrétion de ' ADP plaquettaire endogene.

: I'AcDs 1 a forte concentration (30 ug/ml) affecte la
premiére onde d'agrégation induite par l'épinéphrine et qu'une telle.
action laisse présager que 1'AcDgq a une concentration superieure
pourrait inhiber la premiere onde d'agrégation dépendante des &»-
adrénorécepteurs.
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- 'action des &o-adrénorecepteurs est dirigée vers le systeme de
I'adénylate cyclase par l'intermédiaire de la protéine G; (108).

: l'action du PAF s’exercerait aussi sur l'adénylate cyclase(193)
et qu'elle pourrait aussi étre dépendante du systéme de la protéine G
(194).

. l'action. de ' ADP semble s’exercer sur deux sites plaguettaires
distincts (adénylate cyclase, et agregin).

Nous pensons, compte tenu de ces faits, que I'AcDsq suite a sa
liaison avec son récepteur (137 kDa) sur la membrane
plaquettaire, Induirait un changement conformationnel de ce
dernier avec, comme conséquénce, une augmentation de la fluidité
membranaire locale. Cette modification de la fluidité empécherait
I'interaction du couple protéine(Gi)-adénylate-cyclase et pourrait
aussi expliquer l'effet sur le deuxieme récepteur de 1'ADP en
autant que l'on admette une proximité topologique du récepteur
de I'ADP et du récepteur de I'AcDs 1.

Avec 'espoir d'approfondir ces résultats nous avons recemment entrepris
des démarches auprés de certains chercheurs possédant des anticorps
monoclonaux contre des protéines de poids moléculaires cimilaires a
I'AgDs 1. L'obtention de ces différents anticorps monoclonaux permettrait
des études comparatives avec I'AcDsq, et éluciderait possiblement le
probleme d’identité soulevé dans ce travail.
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CONCLUSIO

Sullivan et collaborateurs écrivaient en 1985 (3) au sujet des AgDg; et

Dgg : " These cellular components are unknown, one can only speculate on
an explanation for the wider range of their expression on cell lines than on
cells fresh from normal tissues”.

Trois années plus tard cette these apporte bon nombre d’éclaircissements
sur l'identite, la localisation et I'implication de I'AgDsy dans le mécanisme
de l'agrégation plaquettaire et ouvre du méme coup la voie a de nombreux
travaux de recherche.

Le travail encore a accomplir me semble relativement peu abondant
(Western blot et électrophorese a deux dimensions) pour connaitre si
I'épitope reconnu par 1'AcDsq est porté par la méme molécule sur les
différentes cellules sanguines.

De plus, la préparation d'extraits de lymphocyte B et T ainsi que des
cellules NK, nous révelera peut-étre si 'AgDr est present et simplement
masqué sur ces cellules, ce qui deviendrait intéressant d'un point de wvue
diagnostique.
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