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Thromboxane A,,
Prostacycline ou le duel
plaquettes-vaisseaux

Le thromboxane A, synthétisé par les plaquettes sanguines,
et la prostacycline, synthétisée par les cellules vasculaires,
sont deux agents dérivés du métabolisme lipidique ; leurs
effets biologiques s’opposent, le premier étant un agrégant
plaquettaire a action vasoconstrictrice, le second un anti-
agrégant a action vasodilatatrice.

epuis la découverte il y a

une dizaine d’années du

thromboxane Ay (TXA,)

et de la prostacycline

(PGIy), leur étude in
vitro a montré que le premier a
un effet proagrégant des plaquet-
tes sanguines et vasoconstricteur,
tandis que la prostacycline a un
effet strictement opposé anti-
agrégant et vasodilatateur. Si plu-
sieurs cellules peuvent, apres sti-
mulation in vitro, synthétiser ces
dérivés, la majorité de la synthese
de thromboxane A, a lieu dans
les plaquettes et celle de prostacy-
cline dans les cellules vasculaires.
La synthese, le métabolisme de
ces dérivés, leur action pharma-
cologique commencent ainsi a étre
bien connus. Les techniques de
dosage, grice au développement
de méthodes enzymo-immunolo-
giques, devraient faciliter 1’étude
encore a ses débuts de la produc-
tion in vivo de ces dérivés, reflé-
tant la relation plaquette-vaisseau.
Ainsi pourraient étre appréhendés
non seulement le rdle précis de
ces prostaglandines au cours de
diverses situations pathologiques,

en particulier thrombotiques, mais
encore I’impact plaquettaire et/ou
vasculaire de certaines médications
antithrombotiques.

I Aspects métaboliques

La description des effets pharma-
cologiques opposés du TXA,
(d’origine plaquettaire) et de la
prostacycline (d’origine endothé-
liale vasculaire) a été a l’origine
d’une hypothése émise par Vane :
selon cette hypotheése, un équili-
bre .entre ces deux composés est
nécessaire pour permettre une
hémostase normale. TXA, et
PGI, proviennent du catabolisme
oxydatif de 1’acide arachidonique
apres transformation en endope-
roxydes grace a une cyclooxygé-
nase selon la figure 1. Formés sous
I’action d’un stimulus, leur durée
de vie est trés bréve et il n’existe
aucun lieu de stockage. Leur cata-
bolisme est complexe : il fait
intervenir une hydrolyse sponta-
née suivie d’un métabolisme hépa-
tique. Un métabolite plasmatique
du TXA, vient d’étre décrit : le
11-déhydro TXBj ; aucun dérivé
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stable circulant de la PGI, n’est
par contre connu a l’heure
actuelle. L’étude des métabolites
urinaires a montré que le TXA,
est éliminé sous forme d’au moins
20 métabolites différents avec deux
dérivés principaux d’origine pla-
quettaire, le 2-3 dinor TXB, et le
11-déhydro TXB, [1] ; 5 métabo-
lites urinaires de la PGI, ont été
mis en évidence : le dérivé princi-
pal vasculaire est le 2-3 dinor
6-céto PGF 4 [2]. Il existe une
grande parenté structurale de ces
métabolites avec les composés dont
ils sont issus, ce qui explique la dif-
ficulté de leur étude.

| Activités biologiques

On connait maintenant [’effet
modulateur inverse de ces compo-
sés sur la plaquette au niveau
moléculaire. Ainsi, le TXA, favo-
rise I’activation des plaquettes en
se liant a un récepteur spécifique ;
cela permet I’activation de la phos-
pholipase C ; sécrétion et agréga-
tion vont deés lors étre amplifiées
grice a I’augmentation de la con-
centration intracellulaire du Ca-+
a l’origine de I’activation par phos-
phorylation de certaines protéines
spécifiques, comme le montre la
Sigure 2 (voir page swivante) [3, 4]. Au
contraire, la PGI, en se fixant sur
son récepteur va entrainer 1’activa-
tion de I’adénylate cyclase et I’aug-
mentation de I’AMP cyclique
intracellulaire. Celui-ci va inhiber
I'efflux de Ca~++ des sites de stoc-
kage du systéme tubulaire dense
vers le cytoplasme, empéchant
I’ activation plaquettaire (figure
2) [5, 6].

Les mécanismes d’action du
TXA, vasoconstricteur et de la
PGI, vasodilatatrice sont moins
bien analysés au niveau de la paroi
vasculaire, en raison des difficul-
tés d’étude des cellules endothélia-
les et musculaires lisses. L’étude
des facteurs de stimulation et de
régulation de la synthése de ces
dérivés met en évidence 1’existence
d’une intrication fonctionnelle
entre plaquettes et cellules endothé-
liales. Ainsi, comme le montre la
figure 1, lors de I’adhésion des pla-
quettes au subendothélium, les
endoperoxydes d’origine plaquet-
m/s n° 10 vol. 2, décembre 86

taire peuvent étre utilisés par les
cellules endothéliales voisines pour
la synthése de PGI9. Mentionnons
que le facteur mitogénique pla-
quettaire ou PDGF (platelet-derived
growth factor) présent dans les gra-
nules alpha des plaquettes et libéré
lors de I’activation peut induire la
synthése de PGI,. Remarquons
enfin que certains stimuli comme
la thrombine provenant de la mise
en jeu des processus de la coagu-

lation plasmatique peuvent a la fois
induire la synthése de TXA, par
la plaquette et celle de PGI, par
la cellule endothéliale [7, 8].

I La production in vivo

A I’heure actuelle, le réle physio-
logique des métabolites de 1’acide
arachidonique est extrémement
mal connu [9]. De nombreuses
études qui ont essayé d’estimer la
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Figure 1. Schéma de la synthése du thromboxane A ; et de la prostacy-
cline. La synthése de thromboxane A, a lieu préférentiellement dans la pla-
quette et celle de prostacycline dans la cellule endothéliale. Les étapes initia-
les sont identiques. A partir des phospholipides membranaires, les phospholi-
pases produisent I’acide arachidonique qui est oxydé par une cyclooxygénase
en endoperoxydes. La prostacycline synthétase forme alors la prostacycline,
tandis que, dans la plaquette, la thromboxane synthétase forme le thromboxane
A 3. Par hydrolyse chimique rapide, prostacycline et thromboxane A 5 sont rapi-
dement transformés respectivement en 6-céto PGF 1 , et thromboxane B 3 inac-
tifs. Il est 8 remarquer que, non seulement les endoperoxydes vasculaires mais
aussi les endoperoxydes plaquettaires, peuvent étre utilisés par la cellule endo-
théliale pour la synthése de prostacycline. On note également dans les pla-

quettes la présence de granules a contenant le facteur mitogénique des pla-

quettes (ou PDGF) et la 8-thromboglobuline (8TG) dont la sécrétion dans le
plasma modifie la synthése de prostacycline.
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Figure 2. Réle du thromboxane au cours de I'activation plaquettalre ; effet
de la prostacycline. Ptdins : Phosphatidyl Inositol ; PGl : Prostacycline ; PL
C et A, : phospholipases C et Ay ; Ins 1, 4,5 P3 : Inositol 1, 4, 5 triphos-
phate ; DG = Diacylglycérol ; p 20 et p 47 : protéines phosphorylées de 20000
et 47000 de poids moléculaire ; AMPc = AMP cyclique ; fléches continues :
réactions chimiques ; fléches pointillées : effets physiologiques. Les signes +
et — indiquent respectivement une stimulation et une inhibition.

La stimulation par un effecteur se fixant sur la membrane plaquettaire (colla-
géne, thrombine) provoque plusieurs conséquences : (1) une activation de la
phospholipase C qui hydrolyse le Ptdins 4,5 P2 en Ins 1,4,5 P3 et DG. Le
Ins 1,4,5P3 stimule la libération de Ca+*+ par le systéme tubulaire dense.
Cette augmentation de la concentration cytoplasmique du Ca++ active la
phospholipase A 2 qui hydrolyse les phospholipides membranaires en acide ara-
chidonique. La phospholipase A 2 peut étre aussi directement activée par la
modification de la conformation des phospholipides membranaires induite par
la fixation d’un effecteur. Une autre action du Ca+*+ est, lié 8 la calmodu-
line (protéine spécifique de liaison du calcium), d’activer une kinase phosphory-
lant la chaine légére de la myosine, réaction intervenant dans les changements
de forme de la plaquette activée et dans la sécrétion. L’autre produit
d’hydrolyse du Ptdins 4,5 P, est le DG qui va activer la protéine kinase C
et étre dégradé par une lipase pour donner, entre autre, de I’acide arachidoni-
que. La protéine kinase C a pour substrat majoritaire une protéine au réle
inconnu, de 47000 de poids moléculaire, les phosphorylations intervenant aussi
dans les phénomeénes d’activation, de sécrétion et d’agrégation plaquettaires.
L’acide arachidonique est transformé en TXA » qui, sécrété, va amplifier la
réaction en stimulant des récepteurs membranaires externes. L’activation pla-
quettaire entraine aussi une sécrétion d’ADP qui, avec le thromboxane, va
modifier la conformation du récepteur du fibrinogéne, amplifiant 1a encore le
phénoméne. Au contraire, la prostacycline, en venant se fixer 8 son récep-
teur spécifique, vient activer I’'adénylate cyclase et favoriser I’augmentation
de I'AMP cyclique. Celui-ci inhibe I'efflux du Ca++ vers le cytoplasme et
donc les différentes étapes de I’activation plaquettaire décrites précédemment.
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Figure 3. Dosage des métabolites urinaires du TXA 7 et de la PGI. Les
courbes montrent le profil d’immunoréactivité du TXBy, de la 6-céto PGF 14
et de leurs composés dinor correspondants dans les urines aprés purification
par chromatographie liquide a haute performance et analyse enzymoimmuno-
logique. La spécificité des anticorps permet de faire la distinction entre les com-
posés dérivés du TXBo et ceux dérivés de la 6-céto PGF 1, (travail en colla-
boration avec P. Pradelles CEA Saclay).
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synthése de TXA, et/ou de PGI,
au cours de maladies humaines par
mesure du taux de leurs dérivés
plasmatiques, respectivement le
TXB, et/ou la 6-céto PGF 14, ont
abouti a des résultats artéfactuels.
Ceux-ci s’expliquent souvent par le
traumatisme cellulaire survenant
lors du prélevement plasmatique
entrainant fréquemment l’activa-
tion plaquettaire, voire méme
I’activation des cellules vasculaires
en cas de pose de cathéters. On a
vu ces derniers mois émerger une
tendance selon laquelle la mesure
des dérivés dinor 6-céto PGF, et
dinor TXB, de ces composés dans
les urines pouvait étre un mar-
queur fidele du degré d’activa-
tion/ou de lésion des cellules pla-
quettaires ou vasculaires [9], jus-
tifiant notre effort pour la mise au
point de leur dosage spécifique
(figure 3). En complément de
I’étude de ces composés, mention-
nons I’intérét que pourrait présen-
ter le dosage du 11-déhydro
TXB, plasmatique (a la différence
du TXB,, il ne peut étre formé
qu’in vivo). La mesure de ce com-
posé représentera peut-étre un
marqueur unique de I’état d’acti-
vation des plaquettes dans des con-
ditions pathologiques (ou pharma-
cologiques). Le seul marqueur que
I’on utilise de fagon courante est la
béta-thromboglobuline contenue
dans le granule a plaquettaire qui
malheureusement peut étre égale-
ment libérée in vitro lors du pré-
levement sanguin si des conditions
trés strictes ne sont pas appliquées
pour le recueil de I’échantillon. Le
11-déhydro TXB, également pré-
sent dans les urines devrait étre un
marqueur équivalent au dérivé
dinor-TXB,. Bien que trés peu
commode, la possibilité d’avoir,
par mesure urinaire, une évalua-
tion globale, non invasive, de
I’activité des cellules plaquettaires
et vasculaires sur une période de
24 heures est unique et permet de
juger de linteraction de ces
cellules.

I La production in vitro

L’exploration de la production
peut se faire également en dosant
les composés formés par les cellu-
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les sanguines apres stimulation par
un inducteur comme le collagéne,
la thrombine, ’acide arachidoni-
que. Les métabolites formés dans
le sérum a partir de sang total dans
des conditions définies (temps,
température, numération cellu-
laire...) peuvent aussi étre mesu-
rés. L’étude des composés d’ori-
gine vasculaire est plus difficile
pour de grandes séries car elle
requiert des biopsies de vaisseaux.
Cette approche permet surtout, de
fagon idéale, 1’étude de la syntheése
de ces composés dans des condi-
tions au cours desquelles les cellu-
les sont isolées. C’est le cas des cel-
lules sanguines mais également des
cellules vasculaires en culture (cel-
lules endothéliales, fibroblastes, cel-
lules musculaires lisses). Le role
des métabolites de I’acide arachi-
donique comme messagers des
relations intercellulaires dans des
modeles de coopération cellulaire
in vitro peut donc étre étudié [10].
Leur mesure permet enfin de reflé-
ter I’état d’activation d’un type cel-
lulaire. Des travaux ont ainsi pu
mettre en évidence que des globu-
les rouges pathologiques (prove-
nant de sujets drépanocytaires ou
de patients diabétiques présentant
des atteintes vasculaires) pouvaient
adhérer a des cellules endothélia-
les humaines en culture. En utili-
sant un tel modele, nous avons
montré que cette augmentation
d’adhésion s’accompagnait d’une
synthese de prostacycline reflétant
I’interaction = membranaire :
érythrocyte-cellule vasculaire [11].

I Les progrés techniques

Le développement de méthodes de
dosage qui progressivement ont
allié sensibilité, spécificité et utili-
sation possible a grande échelle,
s’est avéré rapidement étre une
nécessité pour 1’étude répétée du
role de ces composés dans diver-
ses situations physiologiques et/ou
pathologiques. Si, historiquement,
le TXA, et la PGIy ont été mis
en évidence par leurs effets biolo-
giques caractéristiques, une telle
méthode reposant sur I’activité bio-
logique est vite apparue comme
insuffisante : longue, peu sensible,
elle était en outre rendue difficile

par le caractére trés instable de ces
composés. C’est la raison pour
laquelle les méthodes suivantes ont
eu pour but de mesurer les méta-
bolites stables de ces composés. La
chromatographie gazeuse couplée
a la spectrométrie de masse est
considérée, du fait de sa tres
grande spécificité, comme la
méthode de référence. Elle a per-
mis 1’identification et la détermi-
nation de la structure de tous les
métabolites de 1’acide arachidoni-
que, et peut étre utilisée pour leur
détection. La nécessité d’une puri-
fication intensive de I’échantillon
biologique a doser la rend toute-
fois peu utilisable pour les grandes
séries. Comme dans beaucoup
d’autres domaines de la biologie,
les méthodes radioimmunologiques
sont caractérisées par leur trés
grande sensibilité, et leur adapta-
tion & I’analyse d’un nombre élevé
d’échantillons. La proximité struc-
turale d’un grand nombre de
métabolites et de nombreuses
interférences non spécifiques en
raison des faibles quantités a doser,
ainsi que son utilisation dans de
mauvaises indications, ont contri-
bué a discréditer quelque peu cette
technique. L’emploi de la radioac-
tivitt d’une part et le colit des
réactifs d’autre part constituent en
outre une sérieuse limite au
recours intensif & cette technique
pour des protocoles d’investigation
clinique. Ces considérations nous
ont amené 2a développer une
méthode non isotopique fondée sur
des tests enzymoimmunologiques a
I’aide de plaques de microtitra-
tion [12]. Cette méthode posséde
une sensibilité supérieure a celle
des tests radioimmunologiques et
permet une semi-automatisation
qui la rend tout a fait précieuse
pour la mesure a grande échelle
des métabolites de 1’acide
arachidonique.

' Limites des études

Sur le plan technique, peu d’étu-
des fiables peuvent étre retenues ;
de nombreux dosages plasmatiques
du TXB, ou du 6-céto PGF , cir-
culants ont été effectués, mais le
taux observé, a 1’état basal, est le
plus souvent trés élevé, du fait
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d’une activation plaquettaire ou
vasculaire, in vitro, lors du préle-
vement. Au cours du purpura
thrombotique thrombopénique
caractérisé par [I’existence de
thrombi plaquettaires dans la
microcirculation, certains auteurs
ont rapporté la perte de la capacité
du plasma a induire la synthese de
PGI, par les cellules endothéliales
d’aorte de rat [13]. Ces données
ont été a I’origine de nombreux tra-
vaux visant a démontrer le rdle
d’un déficit de PGI, dans la
genese des manifestations thrombo-
tiques. Les conclusions de I’ensem-
ble de ces études au cours de cette
maladie sont souvent discordantes
selon les différents auteurs, obli-
geant a reconnaitre le caractere
extrémement artificiel du modele
choisi in vitro. Au cours d’autres
affections, le dosage de ces dérivés
a pu aussi étre réalisé, a partir de
cellules isolées, stimulées ou non.
Ainsi, la synthése de TXBg par les
plaquettes est augmentée au cours
de I'infarctus du myocarde, chez les
sujets présentant un angor spasti-
que [14] ou encore chez les diabé-
tiques, quel que soit le stade de la
microangiopathie [15]. Inverse-
ment, la synthese de 6-céto
PGF, 4 a partir de fragments vas-
culaires est diminuée chez les sujets
diabétiques [16] ou chez les sujets
présentant une athérosclérose [17].
Il faut remarquer que ces dosages
évaluent la capacité résiduelle de
synthése des cellules de sujets mala-
des mais non la synthese réelle de
ces prostaglandines par 1’orga-
nisme. Celle-ci, a I’heure actuelle,
ne peut étre appréhendée que par
la mesure des métabolites urinai-
res (voir plus haut). En second lieu,
notons que le taux urinaire du
métabolite principal de la PGI,
vasculaire (PGI(M)) est, de fagon
surprenante, augmenté chez les
sujets présentant une athérosclérose
sévere [18] alors qu’une étude
antérieure [17] avait montré une
diminution de la capacité de pro-
duction de PGI, par des frag-
ments de vaisseaux provenant des
mémes types de malades. La méme
étude [18] mentionne un taux élevé
de béta-thromboglobuline plasma-
tique chez ces patients, ce qui
témoigne d’une activation plaquet-
m/s n°® 10 vol. 2, décembre 86

taire in vivo. Ces travaux souli-
gnent ainsi la nécessité d’étudier
chez les mémes patients les signes
d’activation plaquettaire et la fonc-
tion de la cellule endothéliale, pour
essayer de mieux appréhender les
interactions des cellules sanguines
avec celles de la paroi vasculaire.
L’hypothése séduisante selon
laquelle la synthese élevée de pros-
tacycline urinaire traduirait une
nouvelle réponse de la cellule endo-
théliale & I’hyperfonctionnement
plaquettaire, a été formulée.

I Perspectives

Plusieurs études visent a analyser,
au cours de maladies thromboti-
ques ou hémorragiques, I’équilibre
dynamique entre la production de
TXA,, pro-agrégant et vasocons-
tricteur, et celle de PGI,, anti-
agrégante et vasodilatatrice. L’exis-
tence d’une coopération entre dif-
férents types cellulaires du sang cir-
culant et de la paroi vasculaire a été
mise en évidence. Cette coopéra-
tion fait ’objet de nombreux tra-
vaux grice a des modeles in vitro.
Toutes ces études nous ont conduit
a une meilleure connaissance des
anti-agrégants les plus couramment
utilisés, au premier rang desquels
I’aspirine qui inhibe la synthése des
prostaglandines [19]. Son utilisa-
tion thérapeutique a permis de faire
des progres considérables dans la
prévention des accidents thrombo-
tiques neurologiques ou cardio-
vasculaires, résultats confirmés par
des essais prospectifs. Citons ainsi,
chez les sujets traités, la diminution
significative des rechutes d’acci-
dents ischémiques transitoires céré-
braux [20], celle des manifestations
thrombotiques de I’angor insta-
ble [21], ou enfin celle des rethrom-
boses sur pontages aorto-
coronariens [22]. La possibilité
d’utiliser les prostaglandines elles-
mémes comme agents thérapeuti-

ques est riche d’espoir. Les résul-

tats positifs observés dans le trai-
tement d’artériopathies chroni-
ques [23] ou de vascularites par la
prostacycline devraient ouvrir la
voie vers la recherche de molécu-
les analogues, de maniement plus
aisé et d’efficacité croissante WM

Summary

Thromboxane Ay and Prostacy-
clin originate from lipid metabo-
lism, by the oxidative pathway
of arachidonic acid. Throm-
boxane A, is mainly syntheti-
zed by blood platelets, and Pros-
tacyclin by vascular cells. Since
their discovery, ten years ago,
differences between their func-
tion in vivo and their pharma-
cologic properties were found.
Measurement of these com-
pounds and their derivatives is
thought to reflect the activity of
platelets and vascular cells, and
thus the possible interactions
between these cells. In atheros-
clerosis, an increase of prostacy-
clin synthesis in response to pla-
telet hyperactivation, has
already been observed. The
measurement of these com-
pounds and their metabolites in
other pathologic processes, lea-
ding to hemorrhage or thrombo-
sis, will greatly be facilitated by
the recent development of enzy-
moimmunoassays which are
now available and which permit
the analysis of great series of
samples required by clinical
investigation.
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