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Le récepteur de la thrombine
et ses implications

dans la prolifération

des cellules vasculaires

Surtout connue pour son action enzymatique protéasi-
que dans la coagulation sanguine, la thrombine exerce
aussi de nombreux effets cellulaires, sur les cellules cir-
culantes (plaquettes, leucocytes et lymphocytes T) et sur
les cellules de la paroi vasculaire, initiant les processus
qui suivent la coagulation et stimulent la croissance cel-
lulaire. Elle participe ainsi a l’orchestration de la
réponse inflammatoire et réparatrice qui a lieu a la suite
d’une lésion de la paroi vasculaire. La thrombine exerce
ses effets cellulaires par ’intermédiaire d’un récepteur
appartenant a la famille des récepteurs a sept passages
transmembranaires dont les messages sont relayés par le
systéme des protéines G. Deux systémes au moins sont
couplés au récepteur de la thrombine : ’activation de
la phospholipase C et de la protéine kinase C par ’inter-
médiaire d’une protéine Gq, et un systéme couplé a une
protéine Gi dont ’activation gouverne I’entrée des cel-
lules quiescentes dans le cycle cellulaire. La thrombine
est un mitogeéne puissant des cellules musculaires lisses
vasculaires et des fibroblastes. Comme la prolifération
des cellules musculaires lisses vasculaires est a la base
de I’athérogenése et des complications des greffes vas-
culaires, la mise au point d’antagonistes bloquant le
récepteur de la thrombine devrait permettre de lutter
efficacement contre 1’athérosclérose et les resténoses.

a thrombine est une pro-
téase a sérine, engendrée
par protéolyse de la pro-
thrombine, lors d’une 1ésion

des vaisseaux (schématisés sur la figure
1). D’abord une action sur les cellu-
les circulantes, en particulier sur les
plaquettes dont la stimulation par la

de la paroi vasculaire. Sur-
tout connue pour son action enzyma-
tique dans la cascade de la coagula-
tion sanguine, elle exerce aussi de
nombreux effets cellulaires au niveau

thrombine déclenche agrégation et
sécrétion du contenu des granules.
Les études in vitro ont montré que la
thrombine est chimiotactique pour les

leucocytes (monocytes et neutrophiles) m———
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Figure 1. Représentation schématique des cibles cellulaires de la throm-
bine au niveau d’un vaisseau sanguin. La premiére cible cellulaire de la
thrombine est constituée par les plaquettes dont elle provoque I’agrégation et
la sécrétion des granules. Elle est chimiotactique pour les leucocytes, et induit
les événements précoces associés a I’activation des lymphocytes T. Au niveau
des cellules de la paroi vasculaire, elle augmente la perméabilité endothéliale,
I'adhérence des leucocytes a I'endothélium, active la production de médiateurs
de l'inflammation, de molécules qui contrélent le tonus vasculaire, et de fac-
teurs de croissance pour les fibres musculaires lisses. Lorsque |’endothélium
est lésé, la thrombine agit directement sur le muscle lisse vasculaire. Abrévia-

tions :

PDGF (platelet-derived growth factor),

bFGF (basic FGF), IL1

(interleukine-1), TNFa (tumor necrosis factor a), PAF (platelet activating fac-

tor), TPA
(monoxyde d’azote).

et, de plus, capable d’induire les évé-
nements précoces associés a I’activa-
tion des lymphocytes T. Enfin, la
thrombine exerce des effets impor-
tants au niveau des cellules de la
paroi vasculaire. Son action sur
I’endothélium se traduit par : (1) une
augmentation de la perméabilité vas-
culaire ; (2) I’adhérence de leucocy-
tes (la premiére étape dans I’extra-
vasion) en modifiant I’expression de
molécules comme la P-sélectine a la
surface des cellules endothéliales ; et
(3) la production de plusieurs subs-
tances dont : les cytokines et média-
teurs de I'inflammation (Il1, TNFa,
PAF), les molécules qui contrélent le
tonus vasculaire (endothéline, PGI,,
NO) et les facteurs qui stimulent la
croissance du muscle lisse (PDGF,
bFGF). Enfin, lorsque I’endothélium
est 1ésé, la thrombine induit, par son

(tissue plasminogen activator),

PGl, (prostaglandine 1,), NO

action directe, la contraction et la
prolifération des cellules du muscle
lisse. L’ensemble de ces événements
suggeére que la thrombine participe
non seulement a 1I’hémostase, mais
aussi a l'orchestration de la réponse
inflammatoire et réparatrice qui a
lieu a la suite d’une lésion de la
paroi vasculaire [1].

Au cours de ces derniéres années,
Pintérét pour I’étude du contréle de
la division des cellules musculaires lis-
ses vasculaires s’est considérablement
accru. Il est en effet admis
aujourd’hui que la réponse proliféra-
tive de ces cellules constitue un élé-
ment clé dans I’athérogenese 2], et
qu’elle joue un réle dans les compli-
cations cliniques (en particulier re-
sténose) survenant apres angioplastie
coronarienne et implantation de gref-
fons vasculaires [3].
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Figure 2. Voies de signalisation activées par la thrombine. La thrombine
stimule au moins deux voies de signalisation intracellulaires passant par les
protéines G (G; et G,). L’activation de ces systémes engendre des seconds
messagers, I'IP5 (inositol-1,4,5-trisphosphate) et le DAG (diacylglycérol), impli-
qués respectivement dans la mobilisation intracellulaire du Ca2+ et I’activation
de la PKC (protéine kinase C). La thrombine initie plusieurs cascades de kina-
ses & spécificité sérine/thréonine, comme les MAP (mitogen activated protein)
kinases, ou & spécificité tyrosine, comme des membres de la famille des src
kinases ou pp125FAK(focal adhesion kinase) [ g stimulation de I’échangeur Na*/H*
membranaire, induisant une alcalinisation cytoplasmique, est une des multiples
cibles intracellulaires activées par la thrombine et contrélées en partie par la

cascade des MAP kinases.

Voies de signalisation
activées par la thrombine

Pour mieux comprendre [’action
mitogéne de la thrombine, il faut
connaitre les voies de signalisation
intracellulaires activées par I’enzyme.
La premieére étape dans ’activation
d’une cellule par une hormone ou un
facteur de croissance est la liaison du
ligand a son récepteur spécifique. En
fait, plusieurs protéines de surface
fixant la thrombine ont été identi-
fiées, comme la GPIb sur les plaquet-
tes, la protéase nexine sur les fibro-
blastes ou la thrombomoduline sur les
cellules endothéliales, mais le récep-
teur qui active les voies de signalisa-
tion intracellulaires est resté long-
temps énigmatique. Néanmoins, de
nombreux auteurs ont montré que la
thrombine pouvait activer un grand
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nombre d’effecteurs intracellulaires
par l'intermédiaire des protéines liant
le GTP (protéines G) (figure 2). Par
exemple, dans la plupart des cellules
examinées, la thrombine active une
phospholipase C spécifique des
polyphospho-inositides. L’activation
de la phospholipase C donne lieu a
la production d’inositol-1,4,5-trisphos-
phate et de diacylglycérol, deux
seconds messagers eux-mémes capa-
bles d’induire, respectivement, la
mobilisation du Ca?* cytoplasmique
et ’activation de la protéine kinase
C. La thrombine stimule aussi une
voie couplée a une protéine du type
G, qui peut étre détectée par une
inhibition de I’adénylyl cyclase, ou
par I’activation d’une autre isoforme
de phospholipase C par les sous-
unités By de G,.

La plupart des seconds messagers

agissent sur des protéines kinases, les
réactions de phosphorylation jouant
un role déterminant dans I’intégration
des signaux et leur propagation vers
le noyau, ou vers d’autres comparti-
ments intracellulaires. Plusieurs cas-
cades de phosphorylations, relayées
par les kinases a sérine/thréonine (par
exemple les MAP [mutogen activated pro-
tetn kinasesf) et les kinases a tyrosine
(par exemple les src-like kinases) sont
activées par la thrombine (pour revue
voir [4]). Une des cibles de la throm-
bine dont D’activité est réglée par
phosphorylation est 1’échangeur
Na*/H* (isoforme NHE-1), protéine
membranaire ubiquitaire qui joue un
role important dans la régulation du
pH intracellulaire [5].

Le clonage en 1991 du récepteur de
la thrombine des mégacaryocytes
humains (lignée Dami) [6] et des
fibroblastes de poumon de hamster
(lignée CCL39) [7] a constitué une
étape capitale pour I’identification
moléculaire d’un récepteur dont
I’existence méme était trés controver-
sée, ainsi que pour I’étude des inter-
actions de la thrombine avec les nom-
breux types cellulaires (m/s n° 5,
vol. 7, p. 521). Le récepteur de la
thrombine appartient a la « superfa-
mille » des protéines a sept passages
transmembranaires qui caractérisent
les récepteurs couplés aux protéines
G. On a trouvé 79 % de similitude
de séquence des acides aminés entre
le récepteur humain et le récepteur
de hamster, et I’analyse de ’ADN
génomique par la technique de Sou-
thern suggeére fortement que la pro-
téine est codée par un seul gene [8].
Le récepteur est constitué de 427 aci-
des aminés, avec une séquence
hydrophobe située a I’extrémité NH,
du récepteur qui correspond vraisem-
blablement a un peptide signal
(figure 3). Dans son grand domaine
N-terminal extracellulaire, le récep-
teur posséde un site de clivage spéci-
fique par la thrombine. A c6té de ce
site, se trouve une séquence qui cor-
respond au vrai ligand du récepteur,
suivi par un domaine riche en rési-
dus acides ; ce dernier présente une
forte homologie de séquence avec un
inhibiteur spécifique de la thrombine,
I’hirudine. C’est ce domaine acide,
trés caractéristique des substrats de la
thrombine, qui confere la spécificité
de l’interaction entre la thrombine et ——

1045




REFERENCES m—

14. Hoxie JA, Ahuja M, Belmonte E,
Pizarro S, Parton R, Brass LF. Internali-
zation and recycling of activated thrombin
receptors. J Biol Chem 1993 ; 268 :
13756-63.

15. Seuwen K, Kahan C, Hartmann T,
Pouysségur J. Strong and persistent activa-
tion of inositol lipid breakdown induces early
mitogenic events but not Go to S phase pro-
gression in hamster fibroblasts. J Biol Chem
1990 ; 265 : 22292-9.

16. Seuwen K, Magnaldo I, Pouysségur J.
Serotonin stimulates DNA synthesis in fibro-
blasts acting through 5-HT receptors cou-
pled to a G;-protein. Nature 1988 ; 335 :
254-6.

17. Herbert JM, Lamarche I, Dol F.
Induction of vascular smooth muscle cell
growth by selective activation of the throm-
bin receptor. FEBS Lett 1992 ; 301 : 155-8.

18. McNamara CA, Sarembock J, Gimple
LW, Fenton II JW, Coughlin SR, Owens
GK. Thrombin stimulates proliferation of
cultured rat aortic smooth muscle cells by
a proteolytically activated receptor. J Clin
Invest 1993 ; 91 : 94-8.

19. Weiss RH, Maduri M. The mitogenic
effect of thrombin in vascular smooth mus-
cle cells is largely due to basic fibroblast
growth factor. J Biol Chem 1993 ; 268 :
5724-7.

20. Van Obberghen-Schilling E, Chambard
JC, Paris S, L’Allemain G, Pouysségur J.
a-Thrombin-induced early mitogenic signal-
ling events and GO to S-phase transition of

fibroblasts require continual external stimu-
lation. EMBO J 1985 ; 4 : 2927-32.

21. Weitz JI, Hudboda M, Massel D,
Maraganore JM, Hirsh J. Clot-bound
thrombin is protected from inhibition by
heparin-antithrombin III but is susceptible
to inactivation by antithrombin III-
independent inhibitors. J Clin Invest 1990 ;
86 : 385-91.

22. Bar-Shavit R, Eldor A, Vlodavsky I.
Binding of thrombin to subendothelial extra-
cellular matrix. J Clin Invest 1989 ; 84 :
1096-104.

23. Sarembock 1], Gertz SD, Gimple LW,
Owen RM, Powers ER, Roberts WC.
Effectiveness of recombinant desulphatohi-
rudin in reducing restenosis after ballon

angioplasty of atherosclerotic femoral arte-
ries in rabbits. Circulation 1991 ; 84 : 232-43.

24. Nelken NA, Soifer SJ, O’Keefe J, Vu
TKH, Charo IF, Coughlin SR. Thrombin
receptor expression in normal and athero-
sclerotic human arteries. J Clin Invest 1992 ;
90 : 1614-21.

25. Maraganore JM. Thrombin, thrombin

inhibitors, and the arterial thrombotic pro-

cess. In : Zucker M, ed. Thrombosis and hae-

mostasis 1993 State of the Art. Stuttgart :
s Schattauer, 1993 : 208-11.

1046

Site de clivage

par la thrombine Domaine d'interaction

Ligand *avac I: thrombine

[SFFLANJPGENTFELIP

Site de clivage
par une
signal-peptidase

COOHOOOO000S0000Ss SOTOOOSOO00OTS00SO00s SOOOOOOGJ;

Figure 3. Représentation schématique du récepteur de la thrombine. La
séquence protéique du récepteur de la thrombine obtenue a partir de I’ADNc
de hamster [7] est composée de 427 résidus ; pour simplifier, seuls certains
acides aminés sont désignés (par leur code a une lettre). Les sites potentiels
de clivage par une signal-peptidase (aprés la sérine 22) et par la thrombine
(aprés l'arginine 41) sont indiqués par des fléches. La séquence qui corres-
pond au ligand (SFFLRN) est suivie par la séquence du domaine d’interaction
du récepteur avec la thrombine qui est riche en résidus acides (indiqués par
des astérisques). Les sites potentiels de glycosylation (N), et de phosphoryla-
tion (S et T) sont indiqués.

A B C

Thrombine

-

GTP =

V v
 Effecteur 1) Effecteur 2 |

Figure 4. Modeéle d’activation de protéines G hétérotrimériques par le
récepteur de la thrombine. (A) Activation du récepteur. Le clivage du
récepteur par la thrombine démasque le ligand qui se fixe & son site de liaison
sur le récepteur. (B) Echange nucléotidique. La fixation du ligand induit un
changement de conformation du récepteur catalysant son interaction avec les
protéines G. A I'état non stimulé, les protéines G sont hétérotrimériques (afy),
avec le GDP lié a la sous-unité a. Le récepteur activé catalyse I'échange du
GDP pour GTP au niveau de la sous-unité a, ce qui entraine sa dissociation
du dimére By et du récepteur. (C) Activation d’effecteurs. La forme activée
a-GTP stimule son effecteur approprié. Le complexe Sy est aussi capable d’acti-
ver certains effecteurs. Dans le cas du récepteur thrombine, au moins deux
protéines G distinctes (G, et G;) sont coactivées.
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ses substrats physiologiques (fibrino-
geéne par exemple). Le récepteur pos-
sede quatre sites potentiels de
glycosylation, ainsi que plusieurs séri-
nes et thréonines, dans les boucles
intracellulaires et la partie C-
terminale cytoplasmique, qui pour-
raient étre des sites de phosphoryla-
tion intervenant dans la désensibili-
sation du récepteur aprés stimulation.

Mécanisme d’activation
du récepteur

Comme I’activité protéolytique de la
thrombine est nécessaire pour la
quasi-totalité de ses actions biologi-
ques (agrégation plaquettaire, mitogé-
nicité), la présence d’un site de pro-
téolyse par la thrombine suggérait
que le récepteur pouvait étre un subs-
trat de la thrombine. En effet, les
études de mutagenese dirigée du
récepteur, ou les expériences avec des
peptides synthétiques correspondant
au site de clivage (mais rendus non
clivables) entrant en compétition avec
le récepteur pour coupure par la
thrombine, ont montré que le clivage
apres 'arginine-41 est a la fois néces-
saire et suffisant pour I’activation du
récepteur [6, 9, 10]. Donc, selon le
modele actuel d’activation du récep-
teur, la thrombine, en clivant son
récepteur entre les résidus arginine-41
et sérine-42, démasque une nouvelle
extrémité NH, qui joue le réle de
ligand (figure 4). En faveur de ce
mécanisme d’activation par pro-
téolyse, il a pu étre montré que des
peptides synthétiques, correspondant
a la séquence du récepteur a partir
du nouveau résidu N-terminal
(sérine-42 ; figure 3) , sont capables de
mimer ’action de la thrombine dans
I’agrégation des plaquettes humai-
nes [6], et I'activation des voies de
signalisation couplées a des protéines
G dans les cellules en culture [11].
Les études menées par plusieurs
groupes sur la relation structure-
activité des agonistes peptidiques du
récepteur de la thrombine ont révélé
que les 6 premiers résidus, SFFLRN*
(récepteur de rongeur) ou SFLLRN*
(récepteur humain), sont capables
d’induire une activation maximale du
récepteur (les peptides de 6 résidus

*S =8er; F = Phe; L =
N = Asn
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Leu; R = Arg;

sont les plus puissants). De plus, le
groupement NH;+ du résidu N-
terminal est crucial pour [activité
agoniste du peptide.

Apres clivage par la thrombine, le
ligand engendré se fixe sur un site du
récepteur, jusqu’a présent non iden-
tifié. Cette fixation induit un change-
ment de conformation qui permet
Iinteraction du récepteur avec les
protéines G (figure 4B). A I’état basal,
les protéines G sont sous forme hété-
rotrimérique (aB7y), avec une molé-
cule de GDP liée avec une forte affi-
nit¢ a la sous-unité a. Le récepteur
activé catalyse 1’échange de GDP
pour GTP, ce qui a pour conséquence
la séparation de la sous-unité a du
dimere By et sa dissociation du récep-
teur. Le complexe Ga-GTP est donc
libre pour interagir avec son effecteur
(figure 4C). Des données récentes sug-
gerent que les sous-unités o ne sont
pas seules a avoir une interaction
fonctionnelle avec des effecteurs, que
les dimeéres ($y peuvent aussi intera-
gir avec un effecteur (I’isoforme 32 de
la phospholipase C, par exemple).
Cette action pourrait expliquer le fait
que la stimulation d’une activité phos-
pholipase C par la thrombine est,
dans certains modeles cellulaires, par-
tiellement sensible a la toxine de Bor-
detella  pertussis [12] ; comme nous
I’avons vu plus haut, le récepteur de
la thrombine est capable de stimuler
au moins deux protéines G, une pro-
téine de type G,, insensible a la
toxine de Bordetella pertussis, et une
protéine de type G;, sensible a I’effet
« découplant », et donc inhibiteur, de
la toxine. La thrombine serait donc
capable de stimuler deux isoformes de
I’enzyme, I’isoforme 81 par la sous-
unité o de la protéine G,, et I'iso-
forme (2 via le dimére By dérivé de
la protéine G,.

La stimulation du récepteur par la
thrombine, ou par les agonistes pep-
tidiques, entraine un état de désen-
sibilisation qui se traduit par l’atté-
nuation de la réponse biologique [13].
Une étude récente sur des lignées
mégacaryoblastiques (HEL et
CHRF-288) a mis en évidence
I’internalisation trés rapide du récep-
teur apres activation [14]. Selon ces
auteurs, plus des trois quarts des
récepteurs de la thrombine sont trans-
férés dans des compartiments lysoso-
miaux ou ils sont dégradés. Le quart

restant est recyclé a la surface de la
membrane cellulaire, dans une con-
formation ne pouvant étre activée par
la thrombine si la stimulation a été
faite par la thrombine (récepteur
modifié par protéolyse), ou dans une
conformation pouvant étre activée
dans le cas d’une stimulation par le
peptide synthétique (qui n’entraine
pas le clivage du récepteur). Le
renouvellement complet des récep-
teurs 2 la surface de la cellule dépend
d’une synthése de novo qui nécessite
environ 20 heures.

Réle du récepteur
dans la prolifération
cellulaire

Les voies de transduction de la signa-
lisation mitogéne de la thrombine,
initiées par 'activation de protéines
G, varient selon la cellule examinée
et son besoin en facteurs de crois-
sance. Nos résultats, obtenus au
cours de ces derniéres années sur une
lignée de fibroblastes, CCL39, qui
possede de nombreuses caractéristi-
ques des cellules musculaires lisses,
indiquent que I’activation de la phos-
pholipase C, bien que forte et pro-
longée, ne constitue pas un événe-
ment suffisant pour induire la proli-
fération cellulaire [15]. En revanche,
I’activation concomitante d’une voie
de signalisation impliquant une ou
plusieurs protéines du type G; est
cruciale pour la réponse mito-
gene [16]. En accord avec cette
observation, la toxine de B. pertussis
inhibe de fagcon importante I’effet sti-
mulateur par la thrombine de I’entrée
des cellules quiescentes dans le cycle
cellulaire. Dans les cellules CCL39,
les peptides synthétiques du récepteur
de la thrombine ne sont pas capables
de mimer la forte action mitogene
observée avec la thrombine [11]. En
revanche, une synergie importante
pour la stimulation de la synthese de
PADN est observée entre les agonis-
tes peptidiques du récepteur de la
thrombine, et les facteurs de crois-
sance dont I’action est transmise via
des récepteurs a tyrosine kinase,
comme le FGF (fibroblast growth factor),
ou le PDGF (platelet derived growth fac-
tor). Ces études sur les fibroblastes
indiquent que la puissante activité
mitogéne de la thrombine résulte de

I’activation conjointe de plusieurs m———
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voies de signalisation : (1) des voies
qui passent par |’intermédiaire des
protéines G, G; en particulier, et (2)
une ou plusieurs voies qui impliquent
des phosphorylations sur tyrosine
(relayées, soit directement par un
récepteur non identifié, soit de fagon
indirecte  par une tyrosine
kinase/phosphatase). Dans les deux
cas, cette action parait dépendre de
I’action protéolytique de la throm-
bine.

En ce qui concerne les cellules de
muscle lisse vasculaire en culture,
’activation du récepteur de la throm-
bine par les peptides synthétiques est
suffisante pour stimuler la réinitiation
de la synthése de ’ADN [17, 18].
Comme pour les fibroblastes, la con-
tribution d’une voie sensible a la
toxine de B. pertussis, et donc liée a
Iactivation de G;, est importante
pour cet effet (F. McKenzie et
E. Van Obberghen-Schilling, résultats
non publiés) (figure 5). Néanmoins,
une étude récente a suggéré 1’impli-
cation éventuelle d’une voie tyrosine
kinase dans ’activation mitogene de
ces cellules. En effet, la thrombine
stimule la libération du bFGF (basic
FGF) par les cultures de muscle lisse
aortique de rat [19], et, par consé-
quent, I’action mitogéne de la throm-
bine pourrait résulter d’une synergie
entre les voies couplées aux protéines

G (activées par le récepteur de la
thrombine) et une voie tyrosine
kinase (activée par le récepteur du
bFGF). La stimulation concomitante
de ces différentes voies de signalisa-
tion pourrait jouer un rdle important
dans I’amplification de signaux mito-
genes in vivo.

Implications
physiologiques

et physiopathologiques
du récepteur chez I’animal

Plusieurs mécanismes permettent
d’éliminer la thrombine aprés sa for-
mation : sa dilution par le flux san-
guin ou son bloquage par les inhibi-
teurs plasmatiques (antithrombine III,
a,-macroglobuline, cofacteur II de
I’héparine). Mais, pour exercer des
effets cellulaires mitogeénes iz vivo, la
thrombine doit étre, pour plusieurs
heures, présente et active sur son site
d’action. En effet, les études sur les
fibroblastes quiescents en culture ont
montré que la thrombine, ainsi que
la plupart des facteurs de croissance,
doivent étre présents pendant toute la
phase préréplicative (2 8 heures) afin
de stimuler la rentrée dans le cycle
cellulaire [20]. Dans ce contexte, il
est tout a fait intéressant de noter
que la thrombine ayant une activité
protéolytique est incorporée dans le
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Figure 5. Stimulation de la réinitiation de la synthése de I'ADN par la
thrombine ou par I’agoniste peptidique (TRP) du récepteur. Des cellules
de muscle lisse vasculaire de I'aorte de rat, rendues quiescentes par incuba-

tion pendant 48 heures en absence

de sérum, ont été stimulées pendant

24 heures en présence de thymidine tritiée et de la concentration indiquée de
thrombine humaine, ou d’un peptide synthétique de 7 résidus, SFFLRNP, qui
correspond a la séquence du récepteur de rongeur. La présence de la toxine
de B. pertussis (100 ng/ml) pendant l’incubation avec les mitogénes est indi-

caillot de fibrine via son exosite ou
elle reste protégée des inhibiteurs cir-
culants jusqu’a sa libération pendant
la fibrinolyse [21]. Par ailleurs, la
matrice extracellulaire des cellules
endothéliales constitue également un
réservoir de thrombine [22]. Il est
donc tout a fait probable que la
thrombine joue un réle primordial n
vivo dans la stimulation de la prolifé-
ration cellulaire. Un réle de la throm-
bine a été suggéré dans la stimulation
de la prolifération au niveau de
I’intima dans un modele animal de
resténose apres angioplastie [23]. Plus
récemment, une étude a été publiée
démontrant ’expression iz vivo du
récepteur humain de la throm-
bine [24]. L’expression du récepteur
est faible, mais détectable au niveau
de l’endothélium de la paroi de
I’artére normale. Cependant, un taux
élevé d’expression du récepteur de la
thrombine a été observé dans les pla-
ques athérosclérotiques humaines.
Dans les lésions, ’expression est trou-
vée au niveau de cellules du muscle
lisse vasculaire, de macrophages et de
cellules mésenchymateuses non iden-
tifiées. Notre connaissance de I’action
de la thrombine, relayée par un
récepteur in vivo, devrait grandement
bénéficier des études faisant appel au
transfert ou au knock out par recom-
binaison homologue du géne du
récepteur de la thrombine dans des
modeles animaux.

Les expériences dans les modéles ani-
maux suggerent clairement que la
thrombine joue un role dans la
thrombose artérielle (pour revue
voir [25]). En conséquence, de nom-
breuses équipes font des efforts con-
sidérables pour développer des anta-
gonistes qui bloqueraient le récepteur
de la thrombine au niveau des pla-
quettes afin d’inhiber la contribution
plaquettaire a la thrombose artérielle.
Mais, aussi, ces antagonistes pour-
raient étre trés utiles pour bloquer
I’action mitogéne du récepteur et
donc restreindre la prolifération des
cellules du muscle lisse a la suite
d’une lésion de la paroi vasculaire,
notamment dans les processus com-
plexes conduisant a la resténose et
’athérosclérose B

E. Van Obberghen-Schilling.
m/s n® 10 vol. 9, octobre 93



Summary

The thrombin receptor and
growth signaling in vascular cells

The serine protease thrombin,
most widely known for its pivo-
tal role in blood coagulation, is
just beginning to be recognized as
an important initiator of post-
clotting processes and growth sti-
mulator. Thrombin is a potent
mitogen for vascular smooth mus-
cle (VSM) cells and fibroblasts. A
great deal of attention has been
directed to the proliferative res-
ponse of VSM cells and its regu-
lation, as alteration of growth is
the basis of atherogenesis and cli-
nical complications often observed
following angioplasty and the
implantation of vascular grafts.
Expression cloning and sequen-
cing of a thrombin receptor
cDNA from a human mega-
karyocytic line and hamster fibro-
blasts has provided a framework
to study the molecular mecha-
nisms of thrombin action. The
thrombin receptor is a member of
the seven membrane-spanning
receptor family that stimulates
intracellular signaling pathways
via G proteins. Thrombin activa-
tion of its receptor occurs by a
unique proteolytic mechanism
whereby cleavage at a defined site
in the N-terminal ectodomain
unmasks a tethered ligand. Accor-
dingly, the receptor can be fully
activated by synthetic peptides (2>
5 residues) corresponding to the
sequence of the receptor’s ‘built-
in’ ligand. At least two G protein
signaling systems are functionally
coupled to the receptor: (1) a
Phospholipase C / Protein kinase
C pathway (via a Ggq protein),
and (2) a Gi-coupled pathway,
whose activation is essential for
cell cycle re-entry. Consequently,
several kinase cascades, common
to those activated by receptor
tyrosine kinases, are initiated by
thrombin which lead to phos-
phorylation of key cellular compo-
nents involved in signaling cell
differentiation and growth.
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