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Les glycoprotéines plaquettaires :

La thrombose est I’hémostase au
mauvais endroit, titrait MacFarlane.
La connaissance physiopathologique
de deux anomalies constitutionnelles
plaquettaires, la thrombasthénie
décrite par E. Glanzmann en 1918 et
la dystrophie thrombocytaire hémor-
ragique congénitale par Jean
Bernard et Jean-Pierre Soulier en
1948, a permis, dés les années 1960,
de définir la thrombasthénie comme
un trouble de I'agrégation des pla-
quettes entre elles et le syndrome de
Bernard-Soulier comme un désordre
de I'adhérence a des surfaces sous-
endothéliales. Nos découvertes, en
1974, du désordre glycoprotéinique
de la membrane des plaquettes
thrombasthéniques, et en 1975, de
celui affectant la membrane dans le
syndrome de Bernard-Soulier, ont
ouvert une nouvelle voie féconde
dans la recherche de substances anti-
thrombotiques, antiagrégantes ou
antiadhérentes susceptibles d’étre
utilisées en thérapeutique dans la
derniére décennie du XX°¢ siécle.
C’est ce chemin parcouru durant ces
vingt derniéres années qui sera la
trame de notre réflexion.

L’adhérence et I'agrégation plaquet-
taire constituent des phénomenes de
reconnaissance cellulaire. Les pla-
quettes circulent a raison de 2-4 X
10%/pl avec une durée de vie d’envi-
ron sept jours. Ces cellules sans
noyau sont produites en grandes
quantités par des précurseurs, les
mégacaryocytes, qui murissent dans
la moelle osseuse. A I’état normal,
les plaquettes circulent pour la plu-
part sous forme discoide et non acti-
vée. Elles possedent dans leur mem-
brane une série de récepteurs, des
glycoprotéines (GP), qui appartien-
nent aux grandes familles des glyco-
protéines membranaires qui sont des
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vingt ans apres

médiateurs presque universels
d’interactions cellule-cellule ou cel-
lule-matrice extracellulaire en biolo-
gie [1-3]. Les cellules endothéliales
forment une barriére non thrombo-
génique. Lorsque cette barriére est
brisée (coupure d’un vaisseau, fissu-
re d’'une plaque d’athérosclérose),
les plaquettes adheérent aux pro-
téines telles que le collagéne, la
fibronectine ou le facteur von
Willebrand (vWF) exposées dans le
sous-endothélium. S’étant fixées, les
plaquettes deviennent activées et
lient des protéines d’adhérence
solubles telles que le fibrinogeéne ou
encore le vWF, ces protéines for-
mant des ponts entre les plaquettes
adjacentes permettant ainsi la forma-
tion d’un agrégat ou thrombus. En
parallele, la translocation des phos-
pholipides du feuillet interne vers la
surface de la membrane déclenche
une activité procoagulante et la for-
mation accélérée de thrombine.
Cette enzyme, ainsi que les sub-
stances solubles libérées par les pla-
quettes ou les cellules vasculaires
endommageées telles que 'ADP, sont
des promoteurs de I'activation pla-
quettaire autour du thrombus nais-
sant. La thrombine transforme le
fibrinogene en fibrine. Toutes ces
étapes sont illustrées dans la figure 1.

GPIb et adhérence plaquettaire

La GPIb sert de récepteur plaquet-
taire au vVWF sur les plaquettes non
stimulées. Cette voie de I'adhérence
plaquettaire est particulierement
importante quand les forces de
cisaillement sont élevées, dans la
microcirculation ou autour d’une
sténose (perturbation de la paroi
vasculaire souvent liée a une plaque
d’athérosclérose et responsable, avec

ou sans thrombose associée, des
troubles de la circulation dans des
artéres coronaires). Comme le
montre la figure 2, la GPIb a une
structure tout a fait intéressante. Elle
est composée d’une large chaine
lourde (Iba, 145 kDa) liée a une
chaine légere (IbB, 22 kDa) par un
pont disulfure [4, 5]. Elle forme
dans la membrane avec GPIX
(17kDa) un hétérodimere dontily a
environ 25 000 copies par plaquette.
GPIba, GPIbB et GP IX sont codées
par des genes différents. Des résul-
tats préliminaires suggeérent que la
GPV (82kDa) est également associée
au complexe (non illustré). La struc-
ture primaire de chaque composant
est caractérisée par un nombre
variable de séquences répétées de
24 acides aminés riches en leucine
(les LRP, leucine-rich repeats) [4, 5].
Les sites fonctionnels de la GPlba,
une molécule trés asymétrique, sont
portés par la partie extracellulaire.
Le fragment amino-terminal d’envi-
ron 45 kDa, peu glycosylé, ou siegent
sept séquences LRP, peut étre clivé
par des enzymes protéolytiques
comme |’élastase. Cette région posse-
de également un domaine compor-
tant une double boucle dont la struc-
ture est dépendante de deux ponts
disulfures et qui contient le site pri-
maire de fixation du vWF et une
deuxiéme séquence riche en acides
aminés chargés négativement consti-
tuant un site de liaison de forte affini-
té pour la thrombine. Dans une posi-
tion adjacente aux domaines fonc-
tionnels se trouve une large région
fortement glycosylée avec des pro-
priétés structurales qui ressemblent a
celles d'une mucine. Les sites actifs
sont donc maintenus éloignés de la
membrane. La GPIba est capable de

réagir immédiatement avec le VWF s
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quand celui-ci est lié a une surface
(collagene, fibrine), mais pas avec
des multimeres de vWF solubles cir-
culants. Cela montre que le mécanis-
me est réglé de maniere fine.

Syndrome de Bernard-Soulier

l.e syndrome de Bernard-Soulier
nous a permis de rattacher I'adhé-
rence plaquettaire a la GPIb [6].
Cette maladie hémorragique caracté-
risée par la présence de plaquettes
géantes est trés rare [7]. Une autre
difficulté est qu’en raison de I’absen-
ce de noyaux dans les plaquettes, la
biosynthése des glycoprotéines pla-
quettaires a lieu dans les mégacaryo-
cytes (dans la moelle osseuse), donc
avant la libération des plaquettes
dans la circulation sanguine.
Néanmoins, la base moléculaire du
déficit plaquettaire en GPIb a été
établie pour plusieurs patients [5,
8]. Dans les cas typiques, les pla-
quettes expriment pas ou pcu
chaque composant du complexe. Il y
a donc un déficit parallele en
GPIbo, IbB, IX et V. A ce jour les
anomalies génétiques décrites
concernent, soit la GPIba, soit la
GPIX. L’explication du déficit mul-
tiple est que la formation du com-
plexe dans I'appareil de Golgi et/ou
dans le réticulum endoplasmique
des mégacaryocytes est nécessaire
pour que I'ensemble des sous-unités
soit transporté au systéeme membra-
naire destiné a devenir la membrane
plaquettaire (appelé les membranes
de démarcation). Un déficit d’un
seul composant conduit donc a
I'expression tres réduite de chacune
des sous-unités. Ces anomalies expli-
quent I’absence d’adhérence au vWF
et 'absence d’agglutination de ces
plaquettes par la ristocétine (ou la
botrocétine) (tests biologiques
simples évaluant la fixation des mul-
timeéres solubles du vWF a la GPIb).
Une agrégation résiduelle par la
thrombine d’une intensité importan-
te est expliquée par la présence d’un
deuxiéme récepteur plaquettaire
pour cette enzyme, le récepteur clas-
sique, qui comporte sept domaines
transmembranaires [9]. La GPIba
est liée au cytosquelette sous-mem-
branaire dans les plaquettes nor-

s Males (figure 2). Cette liaison est
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Figure 1. Représentation schématique de Il'interaction initiale des pla-
quettes avec le sous-endothélium. Lors d’une bréche vasculaire, les pro-
téines de la matrice extracellulaire du sous-endothélium sont exposées et
servent de substrat a I'adhérence plaquettaire. Les plaquettes sanguines
s’attachent grace aux glycoprotéines (GP) dans leur membrane plasmique.
La voie principale de I'adhérence concerne la GPIb qui se fixe sur le facteur
von Willebrand (vWF) présent dans le sous-endothélium. D’autres voies
d’adhérence concernent des récepteurs membranaires différents qui se
fixent sur des protéines comme le collagéne, également présentes dans le
sous-endothélium. Une fois attachées, les plaquettes s’étalent et sécrétent
leur contenu en granules denses (ADP, 5-hydroxytryptamine [5-HT] - une
substance vasoactive) et en granules o (protéines d’origine mégacaryocytai-
re comme le facteur 4 plaquettaire [PF4] ou la B-thromboglobuline [3-TG], et
un pool endogéne de protéines d’adhérence comme le fibrinogéne, captées
préalablement & partir du plasma, ou le vVWF). Soit I'adhérence, soit I'inter-
action entre les plaquettes et les agonistes solubles tels que I’ADP, activent
les plaquettes induisant des changements conformationnels au niveau des
complexes GPlIb-llla qui fixent alors des protéines d’adhérence plasma-
tiques (ou sécrétées), telles que le fibrinogéne, pour assurer I'agrégation.
Enfin, des mouvements de phospholipides anioniques au sein de la mem-
brane plasmique rendent la surface procoagulante, permettant la formation
rapide de thrombine, accélérant ainsi la transformation du fibrinogéne en
fibrine.

thése pourrait concerner la derniére
étape de la mégacaryocytogeneése,
faisant intervenir les facteurs de coa-
gulation [10]. Une voie de
recherche féconde concerne I'inhi-
bition de la voie GPIb/IX/vWf pour
pallier la thrombogenése sans affec-
ter ’hémostase [7, 11]. Enfin, il faut
bien distinguer le syndrome de
Bernard-Soulier, avec des anomalies

nécessaire pour que les plaquettes
restent attachées au sous-endothé-
lium dans le flux sanguin. La raison
de la présence de plaquettes géantes
dans ce syndrome n’a pas trouvé
d’explication a ce jour. Une hypo-
thése a I’étude est que des anomalies
au niveau des complexes GPIb-IX
(ou de leur interaction avec le cyto-
squelette) pourraient avoir des

conséquences sur la répartition des
membranes a I'intérieur des mégaca-
ryocytes au moment de la produc-
tion plaquettaire. Une autre hypo-

de la GPIb, du syndrome de von
Willebrand, maladie hémorragique
liée aux anomalies moléculaires du
vWF [12].
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Complexes GPIIb-Illa et agrégation

Malgré la présence de nombreux
autres récepteurs plaquettaires pour
des substrats d’adhérence (par
exemple collagene, GPla-Ila; fibro-
nectine, GPIc-Ila; laminine, GPIc’-
IIa ; collagene ou thrombospondine,
GPIV) ou d’interactions cellulaires
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(par exemple la P-sélectine ou la
PECAM-1), ce sont les complexes
GPIIb-IIla qui sont les plus étudiés
[1, 2]. Le réle principal des com-
plexes GPIIb-Illa est d’assurer 1’agré-
gation plaquettaire. Les complexes
servent de récepteurs aux protéines
d’adhérence telles que le fibrinoge-
ne, prioritairement, mais aussi le

Figure 2. Représentation schéma-
tique du complexe GPIb-IX, principal
récepteur de I'adhérence plaquettai-
re. Liée au cytosquelette sous-mem-
branaire grdce a son interaction
avec l'actin-binding protein, c’est la
sous-unité Iba qui porte les sites
actifs. Cette sous-unité est trés forte-
ment glycosylée, 50% environ de sa
masse est constituée de motifs glu-
cidiques. La partie NH,-terminale
contient un site principal d’interac-
tion avec le VWF dans un domaine
caractérisé par la présence d’une
double boucle dont la structure est
déterminée par deux ponts disul-
fures. Un deuxieme site trés proche
mais différent fixe la thrombine avec
une forte affinité. Une caractéris-
tique de GPlba, GPIbp et IX est la
présence respectivement de 7, 1 et 1
séquences riches en leucines dans
leurs structures primaires. La partie
extracellulaire de la GPlba est sen-
sible a I'action de protéases, le cliva-
ge d’'un premier site proche de la
membrane libére un large glycopo-
lypeptide appelé glycocalicine, le cli-
vage d’un deuxiéme site localisé
plutét vers la partie NH,-terminale
donne lieu a4 un fragment de 45 kDa.
Dans les deux cas, le clivage est
suivi par la perte de la fonction de la
molécule.

vWF, la fibronectine ou la vitronecti-
ne sur les plaquettes activées. A la
suite de 'adhérence des plaquettes
au sous-endothélium, ou de leur
activation par des agonistes solubles
tels que I’ADP, la thrombine, le
thromboxane A2, etc., les complexes
GPIIb-IlIa changent de conforma-
tion, permettant au fibrinogeéne ou d m——
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une autre protéine d’adhérence de
se fixer. La GPIIb et la GPIIla sont
codées par deux génes distincts colo-
calisés au niveau de la bande q21-23
du chromosome 17. Les complexes
se forment trés tot dans la matura-
tion des mégacaryocytes par assem-
blage dans le réticulum endoplas-
mique. Ils correspondent au récep-
teur ay,Bs du sous-groupe de cytoad-
hésines des intégrines [1, 2]. La
GPIIb (o) (145kDa) est composée
de deux sous-unités (codées par un
seul gene), une chaine lourde et
une chaine légére liées par un pont
disulfure ([13], figure 3). Seule la
chaine légere posséde un domaine
transmembranaire. La présence sur
la chaine lourde de quatre copies
d’'une séquence de 12 acides aminés
ayant une forte homologie avec le
domaine responsable de la fixation
du Ca* sur la calmoduline est carac-
téristique de cette GP [13]. Le Ca*

joue un role indispensable a la fois

dans la stabilisation du complexe et
dans l'agrégation plaquettaire. La
GPIIla (B,) (100kDa) est constituée
d’une seule chaine polypeptidique
dont la principale caractéristique est
la présence de nombreux ponts
disulfures intramoléculaires [13].
Alors que la GPIIb est considérée
comme étant exclusivement présente
dans la lignée mégacaryocytaire, la
GPIIla (B,) est trouvée dans de nom-
breuses autres cellules (par exemple
les cellules endothéliales, monocytes,
chondrocytes) liée a la sous-unité o,
sous forme du récepteur de la vitro-
nectine (VnR) [1, 13].

Différentes séquences du fibrinoge-
ne sont impliquées dans sa liaison
aux complexes GPIIb-IIla. D’une
premiere importance est la séquence
de 12acides aminés (y400411) loca-
lisée a la partie C-terminale de la
chaine y. Egalement concernée est
la séquence RGD (Arg-Gly-Asp), pré-
sente a deux reprises (résidus 95-97
et 572-574) sur la chaine Ao. C’est la
séquence RGD sur d’autres pro-
téines d’adhérence qui permet leur
fixation sur les complexes GPIIb-IIla
(m/s n° 6, vol. 2, p. 337). Des études
de conjugaison avec les peptides
radiomarqués ont révélé que le pep-
tide y400-411 réagit principalement
avec GPIIb et que la séquence RGD
se fixe sur la GPIIla [14]. Le princi-

RGD (109-171)
Variant Cam : l

Dodécapeptide
(y400-411)

Asp118 - Tyr

Variant (E.T.) :
Arg214 - Gin

Variant (M.S.) :
Arg214 = Trp

Variant (C.M.) :
Arg2'4 - Trp

Région riche en ponts
disulfures intramoléculaires

GP llla

Variant (R.P.) :
Ser752 5 Pro

B
c

Figure 3. Représentation schématique du complexe GPIIb-llla, principal
récepteur de I'agrégation plaquettaire. Membre de la sous-classe des
«cytoadhésines » de la famille des intégrines, ce complexe est présent en
tres forte densité a la surface plaquettaire (50000 copies par plaquette). Dés
que les plaquettes sont stimulées, ce complexe subit des changements
conformationnels permettant aux protéines d’adhérence de se fixer avec
une forte affinité. Le principal cofacteur de I'agrégation plaquettaire est le
fibrinogene qui réagit avec le complexe grace a une séquence (y400-411)
appelée le dodécapeptide. Des séquences contenant les acides aminés RGD
(Arg-Gly-Asp), présentes a deux reprises sur le fibrinogéne, permettent a
d’autres protéines d’adhérence (vVWF, fibronectine) de se fixer. Le Ca®* est
un cofacteur indispensable a I'agrégation plaquettaire, il joue également un
réle dans la stabilité de I’hétérodimére. La thrombasthénie de Glanzmann
est une maladie héréditaire de l'agrégation plaquettaire et des complexes
GPlib-llla. Nous présentons sur cette figure des mutations responsables de
plusieurs variants atteints de ce désordre, mutations qui touchent des sites
indispensables a la fixation du fibrinogene (Asp'’®), la stabilité des com-
plexes (Arg?"), ou la régulation des sites actifs (Ser’*?).

pe de l'agrégation plaquettaire est
donc devenu clair. L’activation pla-
quettaire est suivie d’'un changement
conformationnel au niveau des com-
plexes GPIIb-Illa avec la formation
d’une poche (ligand-binding pocket)
permettant la fixation des protéines
d’adhérence. Le fait que les ligands
soient multivalents pour GPIIb-IIla
(plusieurs domaines d’interaction
pour le fibrinogéne, présence de la
protéine sous forme multimérique,
VWF) permet P'interaction secondai-
re de ces protéines avec les com-

plexes GPIIb-Illa de plaquettes adja-
centes ¢t la formation des ponts
entre les plaquettes. Normalement,
le fibrinogeéne est le principal cofac-
teur de I’agrégation, méme si cer-
taines données suggérent qu’aux
forces de cisaillement tres élevées,
c’est le vVWF qui se fixe préférentiel-
lement. Autre fait intéressant, la fixa-
tion du fibrinogene sur les com-
plexes GPIIb-Illa ne constitue pas la
fin des événements. Des données
récentes suggerent que cette interac-
tion elle-méme induit la transmis-
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sion d’un signal vers 'intérieur de la
plaquette, peut-étre grace a l'oligo-
mérisation des complexes, avec acti-
vation des tyrosine kinases et réorga-
nisation du cytosquelette (m/s n° 2,
vol. 9, p. 228) [15].

La thrombasthénie de Glanzmann

La thrombasthénie de Glanzmann a
permis le rapprochement entre
I'agrégation et les complexes GPIIb-
[Ila, car cette maladie héréditaire
récessive comporte un défaut d’agré-
gation lié a un déficit sévere ou au
dysfonctionnement du complexe
GPIIb-IIla [7, 16]. De nombreux
laboratoires poursuivent I'étude des
anomalies génétiques a I'origine de
cette maladie [8]. Nous rappelons
que la GPIIb est codée par 30 exons
et la GPIIla par 15 exons. Déja, on
sait que ce sont des mutations ponc-
tuelles qui sont responsables de la
plupart des cas. Ces mutations peu-
vent toucher, soit la GPIIb, soit la
GPIlla [8]. Fait intéressant, dans la
maladie classique, ce sont souvent
les domaines responsables de la fixa-
tion du Ca* qui sont affectés au sein
de la GPIIb. Mais ce sont les patients
de type «variant» de la thrombasthé-
nie de Glanzmann, avec des anoma-
lies qualitatives des complexes
GPIIb-Illa, qui ont suscité le maxi-
mum d’intérét (voir figure3). Le pre-
mier variant a avoir été étudié posse-
de une mutation Asp'"“-»Tyr dans la
GPIlla [17]. Cette substitution, qui
se trouve précisément dans le domai-
ne impliqué dans la fixation de la
séquence RGD a la GPIlla, a pour
conséquence une perte totale de la
capacité des plaquettes de fixer le
fibrinogéne. Par la suite, furent rap-
portées les observations de trois
patients non apparentés avec une
substitution homozygote de I'Arg?"!
de la GPIlla (dans deux cas par le
Trp, en un cas par la Gln) [18-20].
Cette substitution, dans un domaine
impliqué dans I'interaction entre
GPIIla et GPIIb, donne un com-
plexe peu stable et incapable de
fixer le fibrinogene a la suite d'une
activation plaquettaire. Enfin, a été
décrit le cas d’un malade qui, a
I’état hétérozygote, posséde une
mutation Ser™ — Pro dans la partie
intracytoplasmatique de la GPIIIa
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[21]. Des expériences de mutagene-
se dirigée ont confirmé que cette
substitution introduit une anomalie
de la signalisation au niveau de la
GPIIIa. Cette donnée trés importan-
te implique que le domaine cytoplas-
mique de l'intégrine B; controle
I’affinité du récepteur GPIlIb-1l]a
pour ses ligands.

Implications pour la thérapie
antithrombotique

La définition du role des complexes
GPIIb-11la dans I'agrégation plaquet-
taire a permis I’évaluation des inhibi-
teurs anti-GPIIb-Illa dans les théra-
pies antithrombotiques. De nom-
breux arguments suggérent que les
mécanismes responsables de 1’hémo-
stase primaire et de la thrombose
artérielle au sein d’une plaque
d’athérosclérose fissurée sont les
mémes. Apres de nombreuses études
dans les modeéles expérimentaux
chez I'animal, I'anticorps monoclo-
nal murin 7E3 (fragments Fab sous
forme chimérique) a été testé chez
I’'homme. Il est actuellement en
phase III d’étude. La situation choi-
sie a été I'angioplastie transluminale
coronarienne chez les malades
atteints d’angor instable [22]. Des
résultats encourageants ont été obte-
nus avec 7E3 a la fois sur la diminu-
tion du risque thrombotique et sur
la probabilité de resténose dans les
mois suivant I'intervention. De nom-
breuses autres approches sont en
cours avec l'utilisation des peptides
comportant la séquence RGD et des
peptidomimétiques ou d’autres
substances synthétiques capables
d’inhiber I'interaction de forte affini-
té entre les complexes GPIIb-Illa et
les protéines d’adhérence. Il existe
donc ici un chemin direct entre la
maladie génétique et le médicament.
Mais I’histoire se poursuit, comme
nous l'illustrons par deux récents
exemples des travaux de nos deux
laboratoires. L’activation plaquettaire
est induite par toute une série d’ago-
nistes physiologiques. La détection
récente de familles porteuses d’une
maladie héréditaire associée a la liai-
son réduite de I’ADP a son récepteur
et a une anomalie fonctionnelle pla-
quettaire spécifique de la voie indui-
te par ’ADP en est le premier témoi-

gnage [23]. Donnée significative,
cette anomalie fonctionnelle res-
semble beaucoup a celle induite par
la ticlopidine (ou le clopidogrel),
médicament anti-thrombotique
actuellement utilisé [24]. Des récep-
teurs ou des protéines intervenant
dans les voies de I'activation peuvent
donc se révéler étre des cibles poten-
tielles des médicaments antithrom-
botiques. La fibrine est une protéine
insoluble, résultant de la polymérisa-
tion du fibrinogene sous I'action de
la thrombine. Elle est le constituant
principal des thromboses veineuses,
mais aussi, a un moindre degré, des
thromboses artérielles. Enfin, la
découverte a Paris d’une mutation
Arg® — Cys dans la chaine Ao de
fibrinogéne chez un patient suscep-
tible aux thromboses a d’impor-
tantes implications [25]. Ici, la muta-
tion entraine une modification de la
structure tridimensionnelle du caillot
qui devient anormalement résistant a
la fibrinolyse. De telles observations
pathologiques renseignent sur les
relations structure-fonction des
différents partenaires de la forma-
tion des caillots, et donc ouvrent la
voie a des recherches visant a la
modulation pharmacologique de ce
phénomene M
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