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L’hémostase est un processus physiologique contribuant au maintien de I’intégrité des
vaisseaux sanguins et, qui peut étre divisé en trois €tapes. L hémostase primaire comprend la
constriction du vaisseau 1ésé et la formation d’un clou plaquettaire obstruant la bréche
vasculaire. La coagulation va ensuite renforcer I’agrégation plaquettaire en 1I’enveloppant d’un
réseau insoluble de fibrine. Enfin, la fibrinolyse va permettre la résorption du thrombus et
rétablir une circulation sanguine normale. Un dysfonctionnement d’une de ces étapes peut

induire une pathologie hémorragique ou thrombotique (Boneu and Cazenave 1997).

L’hémostase primaire peut elle-méme étre divisée en trois grandes étapes. Dans un
premier temps, les plaquettes circulantes adhérent au niveau du sous-endothélium exposé.
Une seconde phase correspond a 1’activation des plaquettes sur cette surface thrombogene,
entrainant un changement de forme et la sécrétion du contenu de leurs granules permettant
I’activation de plaquettes environnantes. Enfin, I’activation de 1’intégrine oypP3 va permettre

la formation d’un agrégat plaquettaire mettant fin au saignement (Figure 1).

Sous-endothélium

>

ibres de cene = '
< L

Cellules musculaires lisses Adhésion Activation —_— ] -
réversible Adhésion stable  Scorétion  Agrégation
Etalement

Figure 1 : Réle du complexe GPIb-V-IX au cours de 'hémostase primaire
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L’adhésion des plaquettes se fait en liant deux constituants majeurs de la matrice sous-
endothéliale exposée : le Facteur Willebrand (FW) et le collagéne. En présence de forces de
cisaillement élevées rencontrées dans la microcirculation et les artéres, c’est I’interaction
entre le FW, lui-méme lié¢ au collagene, et le complexe plaquettaire GPIb-V-IX qui permet la
capture et le ralentissement des plaquettes. Cette liaison entraine une activation de faible
intensité relayée par une activation plus importante déclenchée par le récepteur au collagéne
GPVI et les agonistes sécrétés comme I’ADP. Au final, les plaquettes changent de forme et
I’engagement des intégrines oypP3 et oz, qui interagissent respectivement avec le fibinogéne
(Fg) et le collagéne permet 1’adhésion stable des plaquettes, leur étalement et 1’agrégation des
plaquettes. L’ensemble de ces phénomenes est soutenu et amplifié par la production
d’agonistes solubles, notamment I’ADP et le thromboxane A, (TxA;). Dans des conditions de
flux sanguin plus faible, I’adhésion des plaquettes peut étre assurée de manicre efficace

indépendamment du complexe GPIb-V-IX (Savage et al. 1998; Tsuji et al. 1999).

L’importance physiologique du complexe GPIb-V-IX est attestée par 1’existence d’une
pathologie hémorragique sévere, le syndrome de Bernard-Soulier, provoquée par 1’absence ou
I’anomalie d’une des sous-unités du complexe. Ce syndrome est caractérisé par un temps de
saignement allongé li¢ au défaut d’adhésion des plaquettes et aussi par une thrombopénie et

des plaquettes de grande taille (Lopez et al. 1998).

Alors que le role du complexe GPIb-V-IX dans I’adhésion des plaquettes est clairement
¢tabli (Berndt et al. 2001), son implication directe dans la signalisation a été mise en
¢évidence plus récemment. La démonstration la plus claire provient d’études réalisées en
conditions d’adhésion sur une surface recouverte de FW en présence d’inhibiteurs de
I’intégrine oypPs et des boucles d’amplification par I’ADP et le TXA,. Dans ces conditions,
les plaquettes subissent un changement de forme caractéristique impliquant le cytosquelette,
elles passent d’une forme discoide a ronde avec émission de filopodes (McCarty et al. 2006;
Yap et al. 2000; Yuan et al. 1999). Cette activation est encore mal caractérisée, mais il
semble ¢établi qu’elle mobilise une src kinase et la phospholipase C y,. Cette derniére va
permettre la libération de calcium a partir des stocks intracellulaires, permettant le remodelage
du cytosquelette d’actine responsable du changement de forme des plaquettes (Mangin et al.
2003; Suzuki-Inoue et al. 2004; Wu et al. 2001b). Cette signalisation GPIb-dependante va
aussi contribuer a 1’activation de ’intégrine oypf3 nécessaire a 1’adhésion stable au FW et a

I’agrégation des plaquettes (Kasirer-Friede et al. 2004) (Figure 2).
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Figure 2 : Activation des plaquettes apres leur adhésion au FW immobilisé sur une surface , signalisation spécifique du complexe
GPIb-V-IX menant & I'émission de filopodes et & I'étalement apres mobilisation de l'intégrine o84

On ignore encore la nature exacte des signaux proximaux générés par la liaison du FW
au complexe GPIb-V-IX. Le complexe GPIb-V-IX n’est pas couplé aux protéines G
hétérotrimériques, ne porte pas de motif de signalisation connu ni d’activité
enzymatique. L’hypothése la plus probable est que la signalisation passe par des protéines
adaptatrices ou effectrices capables d’interagir avec le domaine intracellulaire du complexe
GPIb-V-IX. Jusqu’a présent, trois partenaires directs ont été identifiés : i) La filamine A
(FLNA) qui interagit avec le domaine intracellulaire de la GPIba (Cranmer et al. 2005;
Nakamura et al. 2006; Williamson et al. 2002). /i) La protéine adaptatrice 14-3-3( qui se lie
avec la partie intracellulaire de la GPIba (Bodnar et al. 1999; Mangin et al. 2004) et de la
GPIbp (Andrews et al. 1998; Calverley et al. 1998; Feng et al. 2000). iii) Plus récemment,
la calmoduline a été identifiée comme un partenaire de la GPIbp et de la GPV (Andrews et
al. 2001). Le role des ces trois partenaires pour la fonction directe de signalisation du

complexe menant a 1’émission de filopodes n’est pas clairement déterminé. La FLNA en liant
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le cytosquelette d’actine permet I’ancrage du complexe GPIb-V-IX au réseau sous-
membranaire d’actine. On estime que cette association est requise pour le maintien de la
forme et de la taille des plaquettes au repos (Lopez et al. 1998). Les plaquettes de patients
Bernard-Soulier (BS) sont de grande taille car I’interaction GPIb-FLNA et donc 1’association
au cytosquelette d’actine font défaut. L’association avec la FLNA semble également
importante pour une adhésion efficace des plaquettes en présence de flux ¢élevés (Williamson
et al. 2002). La protéine 14-3-3C est impliquée dans la régulation de I’activation de
I’intégrine oupPs par le complexe GPIb-V-IX (Bialkowska et al. 2003; Gu et al. 1999;

Mangin et al. 2004). Le role de la calmoduline n’a pas été déterminé jusqu’a présent.

L’objectif de ce travail de thése a été d’étudier la contribution des domaines
intracellulaires des sous-unités GPIba et GPIbB pour les fonctions d’adhésion et de
signalisation du complexe GPIb-V-IX et d’en établir une cartographie fonctionnelle. Une
premicre approche dans la plaquette a utilisé des peptides perméants comprenant des portions
du domaine intracellulaire de la GPIba permettant leur ciblage intracellulaire. L’effet de ces
peptides sur la capacité des plaquettes a adhérer et a s’activer sur une matrice de FW a été
¢valué (Article 1). Une deuxiéme approche a consisté a utiliser un modele cellulaire (CHO)
transfecté par le complexe GPIb-IX. Ces cellules reproduisent la capacité des plaquettes a
adhérer et a s’activer sur une surface recouverte de FW. Différentes lignées contenant des
mutations des parties intracellulaires de la GPIba et de la GPIb ont été générées. Puis ces
cellules ont été étudiées fonctionnellement (Article 2). Enfin, une recherche de nouveaux
partenaires du complexe a été engagée, basée sur I’immunoprécipitation du complexe et une
analyse des protéines associées par spectrométrie de masse. Un partenaire, la cyclophiline A
(CypA), a été plus particulierement étudié pour préciser son mode d’association ainsi que son

role dans I’adhésion et I’activation des plaquettes (Article 3).

La partie Résultats est précédée d’une partie bibliographique portant sur : i) la plaquette
et ses grandes fonctions ; ii) les récepteurs d’adhésion et d’activation des plaquettes et leurs
voies de signalisation ; #ii) la structure et les fonctions du complexe GPIb-V-IX, notamment

sa fonction de signalisation.
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1. Généralités sur les plaquettes sanguines

1.1. Origine des plaquettes, la mégacaryocytopoiese

Les plaquettes sont des fragments cellulaires anucléés provenant d’énormes cellules, les
mégacaryocytes qui sont formés dans la moelle osseuse par prolifération et différenciation de
progéniteurs. Un processus d’endo-réplication, qui consiste en une duplication de I’ADN sans
division cellulaire, permet au mégacaryocyte d’atteindre le stade mature. Dans le méme
temps, ces cellules subissent une maturation cytoplasmique (formation des granules et autres
organelles plaquettaires, réorganisation des membranes internes). Les cellules matures vont
migrer a I’entrée des sinusoides, et vont sous I’influence du flux sanguin, émettre de longs
prolongements cytoplasmiques, les proplaquettes, qui seront libérées dans la lumiere du
vaisseau (Italiano and Shivdasani 2003). Les 2/3 de la masse plaquettaire circulent dans le
sang a une concentration physiologique variant de 150 000 a 400 000 plaquettes/ul et le 1/3
restant est séquestré dans la rate. La durée de vie normale des plaquettes humaines est de 8 a

10 jours (Boneu and Cazenave 1997).

1.2. Structure des plaquettes

Les plaquettes sont les plus petits éléments figurés du sang circulant. A 1’état non active,
elles ont une forme discoide avec un diamétre moyen de 2 pm et un volume de 7 a 12 pum’.
L’analyse en microscopie électronique permet de distinguer 3 régions principales: la
membrane plasmique, le cytosquelette et les organelles. L’ultrastructure de la plaquette au

repos est représentée dans la Figure 3.
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Figure 3: Morphologie et ultrastructure des plaquettes
A. Résumé des principales caractéristiques ultrastructurales observées sur une coupe longitudinale d’une plaquette discoide. B. En
regard une coupe de plaquette discoide au repos examinée en microscopie électronique a transmission.

La membrane présente des invaginations ouvertes sur 1’extérieur formant le systéme
canaliculaire ouvert (SCO). Le SCO permet I’endocytose de substances plasmatiques et suite
a ’activation plaquettaire favorise la libération du contenu des granules. Le SCO représente
une source de membranes utilisable lors du changement de forme des plaquettes. Le systéme
tubulaire dense est un réseau analogue au réticulum endoplasmique qui séquestre le calcium et

les enzymes de la voie de synthése des prostaglandines (Boneu and Cazenave 1997).

Le cytosquelette de la plaquette est principalement composé de microtubules
(majoritairement la tubuline 1), de polymeéres d’actine et de protéines qui leurs sont
associ¢ées. Les microtubules assurent la forme discoide des plaquettes au repos. Lors de
I’activation plaquettaire, le réseau d’actine est complétement remodelé ce qui permet le
changement de forme des plaquettes, 1’émission de filopodes et, lors de 1’adhésion,

I’étalement sur une surface (Hartwig 2006).

Les plaquettes renferment dans leur cytoplasme des mitochondries, des grains de
glycogéne et plusieurs types de granules (les granules denses, alpha et les lysosomes). Lors
d’une activation forte, les granules sécrétent leur contenu par un mécanisme d’exocytose. Les
granules alpha sont les plus abondants et contiennent de nombreuses protéines dont le facteur
plaquettaire 4 (PF4), la B-thromboglobuline, la P-sélectine, des facteurs de coagulation (FV,
FXI, FXIII), des protéines adhésives (Fg, FW) et des facteurs de croissance (PDGF, TGF-p,
EGF...). Les granules denses contiennent les nucléotides, de I’ADP (~650 mM) et de I’ATP
(~450 mM), du pyrophosphate (~300 mM), du calcium (~2 M) et de la sérotonine (~65 mM).
Enfin les lysosomes contiennent des hydrolases acides ainsi que des protéases (Boneu and

Cazenave 1997).
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1.3. Fonctions des plaquettes

Dans un vaisseau sain, le sang circule au contact de I’endothélium non thrombogene.
Lors d’une breche, les plaquettes vont adhérer au sous endothélium exposé en liant des
constituants de la matrice comme le collagéne et le FW. Sur cette surface, les plaquettes vont
s’activer : i) en passant d’une forme discoide a ronde avec émission de filopodes suite au
remaniement de leur cytosquelette; i) en produisant du TXA, a partir de lipides
membranaires; iii) en sécrétant le contenu de leurs granules, notamment de I’ADP, ce qui va
permettre ’amplification de I’activation et le recrutement des plaquettes avoisinantes.
L’ensemble de ces éveénements concourt a I’activation des intégrines plaquettaires,
particulierement 1’intégrine allbfs;, nécessaire a 1’adhésion stable, I’étalement et 1’agrégation
des plaquettes permettant la formation d’un clou hémostatique. Par ailleurs, les plaquettes
activées exposent une surface procoagulante aboutissant a la formation de thrombine, qui va
aboutir a la production d’un réseau de fibrine consolidant le clou plaquettaire. L’ensemble des

fonctions de la plaquette est schématisé dans la Figure 4.

Thrombine ACTIVATION

Thrombine TxA2 ADP (Gi)
TxA2 ADP Adrénaline (Gz)
\ Sérotonine (5HT)
N YV
Ca2* 0 "\‘___ L L L i L R o T

AGREGATION

+
FW
Fibrinogéne

PF4
B-TG
PDGF

SECRETION

ACTIVITE
FcyRIIA
PROCOAGULANTE 7 GPV

Fc,196 /" GPIb-V-IX a4

OBs

Collagéne ' " Fibrinogéne
9 FW Collagéne W

Figure 4: Principales fonctions et voies d’activation plaquettaire. AA: acide arachidonique; AC: adénylate cyclase; DAG: diacyl
glycérol; G: protéine G hétérotrimérique; FW: facteur Willebrand; IP3: inositol 1,4,5-triphosphate; PDGF: Platelet-derived growth
factor; PF4: facteur plaquettaire 4; PL: Phospholipides; PLA,: phospholipase A2; MLCK: myosin light chain kinase; TxA2:
thromboxane A2; a: granules a; B-TG: B-thromboglobuline; &: granules denses; 5-HT: sérotonine;. (Adaptée d’aprés Boneu et
Cazenave, 1997)
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2. Les récepteurs d’adhésion

La plaquette posséde des récepteurs pour de nombreuses protéines adhésives (tableau
I). Les interactions impliquant la fibronectine, la thrombospondine, la vitronectine et la
laminine ont été démontrées in vitro mais ne semblent pas jouer un role clef dans I’hémostase
primaire. Cependant, des résultats récents semblent impliquer un role de la fibronectine dans
la thrombose (Matuskova et al. 2006). Le FW et le collagene sont indispensables au
recrutement des plaquettes au niveau de la bréche vasculaire. Dans les vaisseaux de petit
calibre ou 1’on observe des forces de cisaillement élevées, 1’attachement des plaquettes
nécessite le FW déja présent dans la matrice sous-endothéliale ou capturé a partir du plasma
par le domaine A3 du collagéne sous-endothélial. L’adhésion plaquettaire est assurée par le
complexe GPIb-V-IX en liant le domaine A1 du FW. Cette interaction présente une constante
de dissociation élevée ne permettant qu'un attachement transitoire des plaquettes. Une fois
ralenties, les plaquettes vont pouvoir lier le FW via I’intégrine a3 et s’associer au collagéne
grace a la glycoprotéine GPVI et a I’intégrine a,f;. Ces liaisons vont assurer I’adhésion stable
ainsi que la pleine activation des plaquettes et permettre leur agrégation (Moroi et al. 1996;

Savage et al. 1998; Tsuji et al. 1999).

Récepteur plaquettaire Ligand
Complexe GPIb-V-IX FW, Thrombine,P-Selectine, FXII, KH, Mac-1
Intégrine allbp3 Fibrinogéne, FW, Fibronectine, Vitronectine
Intégrine a2f1 Collagéne
Intégrine a5p1 Fibronectine
Intégrine avf3 Vitronectine, FW
Intégrine o631 Laminine
PECAM-1 Collagéne, PECAM-1, Glycosaminoglycanes
ICAM-2 LFA-1
FcyRIIA IgG
P-Selectine PSGL-1, GPilx
GPVI Collagéne, Thrombospondine

Tableau I: Principaux récepteurs d’adhésion présents a la surface de la plaquette

et leur(s) ligand(s) respectif(s). FXII: facteur Xll de la coagulation, KH: kininogéne de haut poids
moléculaire; FW: Facteur de Willebrand, LFA-1: lymphocyte function-associated antigen-1; PSGL-
1: P-Selectin Glycoprotein Ligand-1.
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L’interaction  plaquette-plaquette, ou agrégation plaquettaire, est permise
essentiellement par I'intégrine oyP; qui va lier le Fg et le FW. L’étude de ’agrégation en
suspension dans un agrégometre a mis en évidence un role exclusif de 1’ oypPs. L’activation
par un agoniste entraine un changement de conformation de cette intégrine qui la rend apte a
lier le Fg, qui par sa structure dimérique va former des ponts interplaquettaires entre deux
anpPs (Xiao et al. 2004). En présence de forces de cisaillement extrémes dans un viscosimetre
ou un systeme de perfusion ce processus est dépendant de ’interaction entre le FW et GPIb,
qui initie les contacts plaquette-plaquette. Puis 1’agrégation stable est assurée par 1’intégrine
amPs (Goto et al. 1998; Kulkarni et al. 2000; Ruggeri et al. 1999). A la surface des
plaquettes d’autres récepteurs peuvent étre trouvés comme le récepteur ICAM-2 qui lie
I’intégrine aP, a la surface des leucocytes ou DC-SIGN sur les cellules dendritiques. La
plaquette activée va exposer la P-sélectine, qui a comme contre récepteur PSGL-1 exprimé a

la surface des neutrophiles. Le role de ces protéines dans I’hémostase est encore mal défini.

3. Les récepteurs impliqués dans ’activation plaquettaire

L’adhésion au niveau de la lésion ou la mise en contact d’agonistes solubles va
déclencher une signalisation intracytoplasmique véhiculée par différentes voies d’activation
(Figure 4). Elles se distinguent tout d’abord par le type de récepteur et les premiers effecteurs
moléculaires qui leur sont associés. In fine, ces différentes voies vont converger. Les voies de
signalisation peuvent étre subdivisées en réponse a quatre grands groupes de récepteurs : les
récepteurs couplés aux protéines G héterotrimériques, les récepteurs associés a une activité

tyrosine kinase, les intégrines et les récepteurs canaux.

3.1. Les récepteurs couplés aux protéines G héterotrimeriques

(RCPG)

Plusieurs récepteurs aux agonistes solubles font partie de la famille a sept domaines

transmembranaires couplés aux protéines G hétérotrimériques (RCPG) (tableau II). Certains
RCPG possédent une fonction inhibitrice (Chapitre 4). La voie de signalisation empruntée, et
donc I’'impact sur les fonctions plaquettaires, dépend de la protéine G qui est associée au
récepteur. Cette protéine est composée de trois sous-unités : Go, GB et Gy. La sous-unité Ga
lie le guanosine-diphosphate (GDP) ou le guanosine-triphosphate (GTP) et porte une activité

GTPasique (Kristiansen 2004). Apreés fixation du ligand, le récepteur subit un changement de
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conformation qui va permettre 1’association de la sous-unit¢ Go au GTP provoquant la
libération de la protéine Ga et du complexe GPy qui vont pouvoir activer ou inhiber des
effecteurs intracellulaires, le type de signalisation engagé dépend essentiellement de la nature
de la sous-unit¢ Ga (Cordeaux and Hill 2002; Hur and Kim 2002). Le cycle de
signalisation se termine lorsque Ga hydrolyse le GTP en GDP permettant la reformation de
I’héterotrimere (a,P,y). Parmi les protéines G connues, les plaquettes expriment les sous-

unités Gas, Gag, Gai2, Gays, Goz, Gaiz et Gais,

Ligand Récepteur Couplage
ACTIVATION
Thrombine PAR1, PAR4 Gq, Gyz.13,

ADP P2Y1 Gq
P2Y12 Gi
Sérotonine 5-HT,5 Gq
Adrénaline Oop Gz

TxA2 Tpo, TPP Gq, G243
Vasopressine Via Gq
PGE, EP; Gi

INHIBITION

Adénosine Aon Gs
PGI,/PGE, IP Gs
PGD, DP Gs

Tableau llI: Principaux récepteurs couplés aux proteines G (RCPG) exprimés a la surface des
plaguettes impliqués dans I'activation ou l'inhibition des fonctions plaquettaires.

Les récepteurs a I’ADP P2Y,, a la sérotonine 5-HT,5, au TXA, TPa et TPB, a la
thrombine PAR1 et PAR4 sont couplés a la protéine Gaq. On pourra noter que la thrombine
active ses récepteurs (PAR : Protease Activated Receptor) selon un mode d'action particulier :
elle hydrolyse la partie N-terminale du récepteur et libére un petit peptide activant le
récepteur. La protéine Goq active la Phospholipase Cp (PLCP), qui en retour va cliver le

phosphatidylinositol 4-5-bisphosphate (PI(4,5)P;). L’inositol triphosphate (IP;) et le
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diacylglycerol (DAG) produits vont permettre la libération de calcium des stocks internes et

I’activation de la protéine kinase C (PKC) (Rebecchi and Pentyala 2000).

Le récepteur a ’ADP P2Y);, est couplé a la protéine Gai. Cette derniére va inhiber
I’activité de 1’adénylate cyclase, empéchant ainsi une accumulation d’AMP cyclique, ce qui
va potentialiser 1’activation plaquettaire. Dans la plaquette, le récepteur P2Y, est responsable
de I’amplification de I’activation et de 1’agrégation des plaquettes déclenchées par 1’ADP
(Hechler et al. 2005). Le récepteur aps est quant a lui couplé a la protéine Gaz qui inhibe

aussi I’adénylate cyclase.

Les récepteurs PAR a la thrombine sont également associés aux protéines de la famille
Giz13. Ces protéines régulent 1’activité de la Rho guanine-exchange-factor (RhoGEF)
déclenchant une cascade de signalisation qui inclut la petite GTPase RhoA et la Rho kinase.
Celle-ci va inhiber la phosphatase de la chaine légere de la myosine (MLC phosphatase)
(Riobo and Manning 2005) entrainant une augmentation de la quantité de chaine 1égére de la
myosine phosphorylée et un remaniement du cytosquelette de la plaquette (changement de

forme) (Daniel et al. 1984).

Enfin les récepteurs impliqués dans le contrdle négatif de 1’activation plaquettaire
comme le récepteur a la PGI, (IP), le récepteur a 1’adénosine A2, ou le récepteur au PGD;
(DP) sont couplés a la protéine Gas. L’activation de Gas stimule 1’adénylate cyclase, qui
augmente le taux d’AMP cyclique menant a I’inhibition des fonctions plaquettaires par

activation de la protéine kinase A (PKA).

Apres activation du RCPG, le complexe Py peut aussi lier de nombreuses protéines et
réguler leur activité. Parmi ces protéines, on peut trouver : des GPCR, des G-protein-coupled-
receptor kinases (GRK), les adénylates cyclases, la PLCP, des GTPases, des canaux calciques
voltage-dépendants, les Phosphoinositide 3-kinases (PI3kinases) et les Mitogen Activated
Protein Kinases (MAPK) (Morris and Malbon 1999; Schwindinger and Robishaw 2001).
Dans le cas du récepteur P2Y,, indépendamment de la diminution du taux d’AMPc par Gai,
le complexe GPy, qui aprés activation a I’ADP s’est dissoci¢ de Gaip, pourrait controler
I’activité des PI3kinases y ou B décrites en aval de P2Y, (Hirsch et al. 2001; Jackson et al.
2005). Ces enzymes régulent respectivement la protéine kinaseB/Akt (PKB/Akt) et la petite
GTPase Raplb (Jackson et al. 2005; Kim et al. 2004; Lova et al. 2003; Woulfe et al. 2002),
ces dernieéres ont ét¢ montrées comme pouvant €tre importantes pour |’activation de

I’intégrine omwP; (Bertoni et al. 2002; Kirk et al. 2000).
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L’activit¢ des RCPG est finement régulée. Un des mécanismes le plus fréquemment
retrouvé est la désensibilisation. Un exemple dans la plaquette est le récepteur a I’ADP P2Y],
aprés une premicre activation ce dernier ne peux plus étre restimulé pendant un certain laps de
temps, du fait d’une rapide désensibilisation-internalisation (Baurand et al. 2000; Baurand
et al. 2005). L’activité des RCPG peut aussi étre contrdlée par diverses protéines comme les
Guanidyl Exchange Factor (GEF) qui vont favoriser la liaison de GTP ou les Regulators of G-
protein Signalling (RGS) qui accélérent I’hydrolyse du GTP associé a la sous-unité Go en
GDP (Berman and Gilman 1998). Enfin, 1’activation déclenchée par un RCPG peut étre
atténuée par le recaptage ou la dégradation de son ligand. Les cellules endothéliales du
vaisseau présentent a leur surface et sécrétent un large panel d’enzymes, dont le CD39,
capable d’hydrolyser ou inversement de rephosphoryler les nucléotides relargués par les

globules rouges endommaggés et les plaquettes activées (Zimmermann 2000).

3.2. Les récepteurs activant une cascade de tvyrosine kinases

RTK).

Ces récepteurs RTK agissent principalement en activant une cascade de phosphorylation
sur des tyrosines qui converge vers une phospholipase C de type y. On peut en distinguer
deux types: i) ceux portant l’activité tyrosine kinase comme FcyRIIA, le récepteur a la
thrombopoiétine (C-MPL), Tie-1 et le récepteur a I’insuline ; ii) ceux associés a une/des
tyrosines kinase(s) intracellulaire(s) ou qui déclenchent une cascade de phosphorylation sur
tyrosine. Cette classe de récepteurs comprend la GPVI, le complexe GPIb-V-IX, FcyRIIA,
CD47, CD226, JAM-1, ICAM-2.

La GPVI est probablement le RTK le plus étudi¢ dans la plaquette. Il permet
I’activation des plaquettes en réponse au collagéne. Ce récepteur fait partie de la super famille
des immunoglobulines (Ig) et comprend deux domaines Ig extracellulaires. Son domaine
intracellulaire est associé a un dimeére de chaine gamma des récepteurs Fc (yYRFc) (Clemetson
and Clemetson 2001). Chaque yRFc contient un motif Immune Tyrosine-containing
Activation Motif (ITAM) qui va participer a la signalisation déclenchée par la GPVI. La
liaison du collagéne a la GPVI va provoquer la multimérisation du récepteur et la
phosphorylation de motifs ITAM intracellulaires par les src kinases Fyn et Lyn
constitutivement associées au domaine intracellulaire riche en proline (Briddon and Watson
1999; Ezumi et al. 1998; Quek et al. 2000; Suzuki-Inoue et al. 2002). La phosphorylation
des motifs ITAM permet I’autophosphorylation de la tyrosine kinase Syk (Asselin et al.
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1997) qui va promouvoir la formation d’un complexe multi-protéique de signalisation
comprenant : LAT (Linker for Activation of T-cells), SLP76 et Gad, toutes des protéines
adaptatrices qui vont permettre 1’association de différentes protéines (Btk et Vav) entrainant
I’activation de la phospholipase Cy, (PLCy,) (Pasquet et al. 1999b; Pearce et al. 2004;
Quek et al. 1998). La PLCy; activée va produire de I’'IP; et du DAG pour aboutir au
changement de forme, a la sécrétion et a I’agrégation des plaquettes. L’utilisation de deux
inhibiteurs de structures distinctes (wortmannin et LY294002) a permis de démontrer que la
PI3kinase est également nécessaire pour une pleine activation au collagene (Pasquet et al.
1999a). Les produits de la PI3kinase comme le PI(3,4,5)P; permettront le recrutement a la
membrane de protéines de signalisation qui portent un motif pleckstryn homologue (PH),
comme par exemple la PLCy,. La Figure 5 reprend les principales étapes de la cascade de

signalisation déclenchée par I’activation de la GPVI.

GPVI

0

|
I( 3,4,5)P; PI(3,4)P,

o\

&3&

Figure 5: Signalisation déclenchée par la GPVI aprés liaison au collagéne fibrillaire. SH2 : src homology domain; PH :
pleckstrin homology domain; Yp : tyrosine phosphorylée; yRFc : chaine gamma des récepteurs Fc; ITAM : Immune Tyrosine-
containing Activation Motifs; LAT : linker of T-cell activation; SLP-76 : SH2 domain-containing leukocytes protein of 76kDa; PLC :
phospholipase C; Btk : Bruton’s tyrosine kinase; PI3K : phosphoinositide 3-kinase ; PI: phosphoinositide;IP; : inositol (1,4,5)-
triphosphate; DAG : diacyl glycérol; PKC : protein kinase C (d’aprés Watson et al, 2005).
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Le récepteur FcyRIIA est un autre RTK de 40 kDa appartenant a la famille des IgG. La
liaison d’anticorps par leur partie Fc agrégés ou de complexes immuns, déclenche l'activation

des plaquettes par un mécanisme comparable a celui de la GPVI, qui se traduit par un
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changement de forme, une sécrétion des granules et 'agrégation plaquettaire (Anderson et

al. 1995).

Le complexe GPIb-V-IX pourrait s’apparenter aux récepteurs a activité tyrosine kinase.
La signalisation déclenchée par ce récepteur est encore mal caractérisée mais elle présente de
nombreuses similitudes avec la voie d’activation controlée par la GPVI. La liaison du FW a la
GPIb active une src kinase et aboutit a I’activation de PLCy,, qui en produisant de I’'IP3 va
permettre la libération de calcium des stocks intracellulaires. Le calcium libéré va permettre le
remaniement du cytosquelette d’actine responsable du changement de forme des plaquettes.
La signalisation controlée par le complexe GPIb-V-IX sera abordée plus en détail dans la

section 6.5.

3.3. Signalisation « outside-in » des intégrines.

La majorit¢ des voies d’activation plaquettaires convergent vers [’activation des
intégrines, qualifiée de signalisation « inside-out » (Shattil and Newman 2004). En retour,
les intégrines activées sont capables apres interaction avec leur ligand de transmettre une
signalisation intracellulaire qualifiée d’«outside-in ». Les intégrines sont des récepteurs
hétérodimériques (af). Dans la plaquette, on trouve les intégrines B3, 021, osPi, oyPs et
aeP1. Lintégrine amP3, ou complexe GPIIb-111a, est la plus abondante (entre 50 000 et 80 000
copies) et lie le récepteur du Fg, le FW et la vitronectine. Elle est impliquée dans I’adhésion et
I’étalement sur ces matrices et est nécessaire a I’agrégation des plaquettes, permettant la
croissance et la stabilisation du thrombus. L’importance de 'ap,P; est soulignée par
I’existence d’une maladie hémorragique grave, la thrombasthénie de Glanzmann, qui est due a

un défaut d’expression ou fonctionnel de I’ oypP3 (Nurden 2005).

La signalisation « outside-in » possede des similitudes avec celle déclenchée par les
récepteurs a tyrosine kinase. La liaison du Fg a ’amf3 va entrainer la phosphorylation de
nombreuses protéines (Haimovich et al. 1993), la libération de calcium intracellulaire
(Pelletier et al. 1992), la réorganisation du cytosquelette d’actine menant a la formation de
lamellipodes (Haimovich et al. 1993; Savage and Ruggeri 1991). La liaison du Fg par les
intégrines va promouvoir leur regroupement ou « clustering », pour former des fibres de stress
et des plaques d’adhérence focale regroupant des protéines de signalisation et des composants
du cytosquelette (Giancotti and Ruoslahti 1999; Hato et al. 1998; Romer et al. 2006).
L’ensemble de ces événements contribuent a renforcer les fonctions adhésives des plaquettes,

amplifier leur activation et permettre leur agrégation.

28



3.3.1. Cascade de phosphoryvlation qui implique les src kinases.

La signalisation « outside-in » déclenche une cascade de phosphorylation sur tyrosines
menant a ’activation de la PLCy,, qui est trés similaire a celle observée pour la GPVI
(Watson et al. 2005). L’utilisation d’inhibiteurs et de souris déficientes a permis d’établir le
role des src kinases en amont de PLCy, (Obergfell et al. 2002). p60“™ est constitutivement
associée au domaine intracellulaire de la sous-unité B; via son domaine SH3 (src homology
domain-3). Lors de I’activation et de la multimérisation de I’intégrine a3, cette enzyme est
autophosphorylée, ce qui permet le recrutement et 1’activation de Syk qui en retour régulera
positivement SLP-76, les GEF de la famille Vav et SLAP-130 (Gao et al. 1997; Obergfell et
al. 2002; Obergfell et al. 2001).

3.3.2. Role de la PLCy; pour la formation de lamellipodes.

Une des conséquences de I’activation de 1’intégrine oypf3 sur une surface recouverte de
Fg ou de FW est la formation d’un lamellipode circulaire (Haimovich et al. 1996; Yuan et
al. 1999). Deux travaux ont montré que la PLCy,, sous le contrdle d’une src kinase, est
nécessaire a la voie d’activation permettant la formation de lamellipodes sur une surface

recouverte de Fg (Goncalves et al. 2003; Wonerow et al. 2003).

3.3.3. Role des PI3kinases

Enfin les PI3kinases et leurs produits jouent un role essentiel dans I’initiation et
I’amplification de I’activation provenant de I’intégrine am,fB3. Les PI3Kinases sont des lipides
kinases qui catalysent la phosphorylation de phosphoinositides en position D3 pour générer
notamment du PI(3,4)P, et du PI(3,4,5)P;. Dans la plaquette, quatre sous types appartenant
aux classes I et I ont été identifiées (classe IA : PI3Kinase a, f et © ; classe IB : PI3Kinase vy ;
une PI3Kinase de type II) (Selheim et al. 2000). Le PI(3,4)P; est le substrat de la PLCy; et le
P1(3,4,5)P; permet le recrutement et la concentration a la membrane de protéines de
signalisation contenant des motifs PH, SH2 ou FYVE comme la PLCy,, les GEF Vav ou les

Tec kinases.

Des plaquettes stimulées a la thrombine ou avec un peptide activateur du récepteur
PAR1 montrent une production progressive de PI(3,4)P, L’utilisation du peptide RGDS ou de
plaquettes de patients ayant une thrombasténie de Glanzmann montre que I’activation de cette

intégrine est requise pour la production de PI(3,4)P; (Sorisky et al. 1992; Sultan et al. 1991).
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Ces enzymes interviennent également en réponse a I’ADP, et dans la signalisation déclenchée

par la GPVL.

3.3.4. Controle par les protéines associées a I’intégrine allbf3.

La signalisation « outside-in » peut €tre contrélée par des protéines intracellulaires qui
s’associent aux intégrines (van der Flier and Sonnenberg 2001a) qui peuvent étre classées
en trois groupes : 1) les protéines associées au cytosquelette d’actine comme [’a-actinine
(Lyman et al. 1997), la taline (Knezevic et al. 1996) et la filamine (Pfaff et al. 1998),
permettant I’ancrage des intégrines et la focalisation de protéines de signalisation, 2) les
tyrosines kinases comme 1’integrin-linked kinase (ILK) (Hannigan et al. 1996) ou la focal
adhesion kinase (FAK) (Schaller et al. 1995), 3) les protéines CIB (Calcium and Integrin
Binding protein) et Bs;-endonexine dont les fonctions sont encore mal définies (Naik et al.
1997). Une étude récente a montré que CIB pourrait réguler I’activité¢ de la tyrosine kinase
FAK permettant la formation d’adhérences focales et 1’étalement des cellules sur une surface

recouverte de Fg (Naik and Naik 2003).

3.3.5. Signalisation par les autres intégrines

L’intégrine apP; lie plus efficacement le collagene fibrillaire a la suite d’une
signalisation « inside-out» (Jung and Moroi 2000). Une notion plus récente est que ce
récepteur pourrait également assurer une signalisation « outside-in» car des plaquettes
auxquelles manque le 2° récepteur au collagéne, la GPVI, adhérent et s’étalent sur une surface
recouverte du motif GFOGER du collagéne de type I qui lie a,f3; (Inoue et al. 2003) a la suite
de phosphorylations des protéines Syk, SLP76 et PLCy,. Une activation « outside-in » des
intégrines osP; (le récepteur a la fibronectine) et agP; (le récepteur a la laminine) a été

¢galement rapportée (Chang et al. 2005; McCarty et al. 2004).

3.4. Les récepteurs canaux

Un récepteur comme P2X; activé par I’ATP a la propriété d’assurer une entrée directe
de Ca*" (Hechler et al. 2005). La stimulation de P2X, par un agoniste spécifique (afMeATP)
déclenche la phosphorylation de la chaine 1égére de la myosine et stimule la MAPK ERK1/2
(Toth-Zsamboki et al. 2003), provoque un changement de forme transitoire des plaquettes

(Rolf et al. 2001) et la centralisation des granules (Toth-Zsamboki et al. 2003). Ce récepteur
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peut agir en synergie avec le récepteur P2Y; pour générer un signal calcique plus rapide et
plus intense (Vial et al. 2002). Le récepteur P2X; a été¢ décrit comme participant a 1’activation
au collagéne ou a I’agrégation déclenchée par des forces de cisaillement élevées (Oury et al.

2004; Oury et al. 2001).

4. Régulations négatives

Ce chapitre abordera le role des voies dépendant de la prostacycline (PGI;) et du
monoxyde d’azote (NO), qui menent a la production des nucléotides cycliques AMPc et
GMPc. Le monoxyde d’azote (NO) et la prostacycline (PGI,) produits par les cellules
endothéliales participent au maintien des plaquettes dans un état dit de « repos ». Un role du
récepteur PECAM-1 (couplé aux tyrosines phosphatases SHP1 et SHP2) et des protéines de la

famille Cbl sera également évoqué.

4.1.1. Les nucléotides cycliques.

L’¢lévation du taux intracellulaire de nucléotides cycliques, plus particulierement
I’augmentation du taux d’AMPc, est le plus puissant mécanisme d’inhibition des fonctions

plaquettaires.

L’AMPc et le GMPc sont synthétisés respectivement par 1’adénylate cyclase et la
guanylate cyclase. L’adénylate cyclase est une glycoprotéine membranaire qui catalyse la
production d’AMPc a partir d’ATP. Cette protéine est stimulée par la sous-unit¢ Goyg de la
protéine G hétérotrimérique couplée aux récepteurs EP des prostaglandines (PGE; et PGE,),
au récepteur IP de la PGI; et aux récepteurs de 1’adénosine (Offermanns 2000). La guanylate
cyclase existe dans la plaquette sous forme cytosolique. Elle est activée par le NO produit par
les cellules endothéliales. Le taux de ces nucléotides cycliques peut étre régulé négativement
par les phosphodiestérases (PDE) qui vont hydrolyser la liaison 3’-phosphoester de I’AMPc
ou du GMPc, les convertissant en métabolites inactifs. Il existe dans la plaquette 3 types de
PDE : les PDE2, PDE3 et PDES qui différent par leur affinité pour I’AMPc ou le GMPc et

par leur mode de régulation (Haslam et al. 1999).

Les effecteurs moléculaires se trouvant en aval de I’AMPc et du GMPc sont
principalement la PKA et la PKG, dont les fonctions sont de phosphoryler sur sérine ou
thréonine un grand nombre de protéines et ainsi de réguler négativement diverses fonctions

plaquettaires (Schwarz et al. 2001) (Figure 6).
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Figure 6: Régulation du taux de nucléotides cycliques dans la plaquette et effecteurs de la
protéine kinase A et de la protéine kinase G. EDRF : endothelium relaxing factor; GC :
guanylate cyclase; AC : adénylate cyclase; PDE : phosphodiesterase; cGMP-PK : protéine kinase
G; cAMP-PK : protéine kinase A, IP; : inositol triphosphate (d’aprés Schwartz et al. 2001).

Un taux augmenté en nucléotides cycliques est capable d’inhiber I’élévation du taux de
calcium intracellulaire a partir des stocks internes, d’une part en empéchant la resynthése du
substrat des PLC, le PI(3,4)P, (Ryningen et al. 1998) et d’autre part en permettant la
phosphorylation des récepteurs a 1’IP; inhibant la libération de calcium a partir du systéme

tubulaire dense (Cavallini et al. 1996).

La protéine Vasodilator-Stimulated Phosphoprotein (VASP) est I’'un des principaux
substrats de la PKA et de la PKG. En fonction de son état de phosphorylation et du systéme
cellulaire étudié, cette protéine est décrite comme associée au cytosquelette d’actine ou elle
participe a son remodelage (Bachmann et al. 1999; Huttelmaier et al. 1999; Kwiatkowski
et al. 2003; Mejillano et al. 2004; Walders-Harbeck et al. 2002).Les plaquettes de souris
déficientes pour VASP sont décrites comme plus réactives en réponse a différents agonistes
(Hauser et al. 1999). Ces travaux suggerent que VASP phosphorylée pourrait contribuer a
I’inhibition de I’ ay,P; par les nucléotides cycliques (Horstrup et al. 1994).

La FLNA et la caldesmon sont également des substrats de la PKA, leur phosphorylation
empéche un remodelage du cytosquelette de la plaquette en stabilisant le réseau de filaments
d’actine (Chen and Stracher 1989; Hettasch and Sellers 1991). Les nucléotides cycliques

sont ¢galement capables de moduler I’activité de la myosine par phosphorylation de la MLCK
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(Nishikawa et al. 1984). La voie des nucléotides cycliques est donc un moyen de contrdler

I’activité contractile et le changement de forme des plaquettes.

La GPIbp, une des sous-unités du complexe GPIb-V-IX, est également phosphorylée
par la PKA sur la sérine en position 166 (Wardell et al. 1989). L importance fonctionnelle de
cette phosphorylation n’est pas clairement établie. Cette sérine phosphorylée semble
impliquée dans une liaison avec la protéine adaptatrice 14-3-3( (Calverley et al. 1998) et
dans le contrdle des propriétés adhésives du complexe GPIb-V-IX mais avec des conclusions

opposées selon les études (Bodnar et al. 2002; Perrault et al. 2003) (voir chapitre 6.4.6).

Les nucléotides cycliques agissent donc a de nombreux niveaux, en inhibant la
libération ou la formation de seconds messagers, en affectant le cytosquelette de la plaquette

empéchant son changement de forme et en modulant 1’état d’activation de I’intégrine o,f3.

4.1.2. PECAM-1 : un récepteur a motifs ITIM

PECAM-1 (ou CD31) est présent a la surface des monocytes, des granulocytes, des
plaquettes et des cellules endothéliales. Cette glycoprotéine, de la famille des
immunoglobulines, porte au niveau de son domaine intracellulaire deux immunoreceptor
tyrosine-based inhibition motifs (ITIM) qui régulent négativement la signalisation provenant
des récepteurs a des motifs ITAM (Newman and Newman 2003). PECAM-1 est activé a la
suite d’interactions homophiliques, mais également aprés liaison d’a,f3 et CD38 (Buckley et
al. 1996; Horenstein et al. 1998). L activation des plaquettes au collagéne et a la thrombine
ou le pontage de PECAM-1 provoque la phosphorylation des domaines ITIM, qui permet le
recrutement des tyrosines phosphatases SHP-2 et SHP-1 (Cicmil et al. 2000; Edmead et al.
1999; Hua et al. 1998; Jackson et al. 1997). Les substrats de SHP-1 et SHP-2 ne sont pas
clairement déterminés mais le pontage de PECAM-1 inhibe le profil global de
phosphorylation sur tyrosines. On observe également une inhibition des signaux calciques, de
la sécrétion, de 1’agrégation et de la formation de thrombus pour des plaquettes activées au
collagene. Inversement, des plaquettes de souris déficientes pour PECAM-1 montrent une
agrégation et une sécrétion augmentées (Cicmil et al. 2002; Jones et al. 2001). Rathore et al/
ont montré une adhésion et une activation augmentées au FW dans ces mémes souris

(Rathore et al. 2003).
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4.1.3. Les protéines de la famille Cbl

Un second systeme de controle négatif de la signalisation des récepteurs a tyrosine
kinase est représenté par les protéines adaptatrices cytoplasmiques de la famille Cbl (Thien
and Langdon 2005) qui est composé de c-Cbl, Cbl-b et Cbl-3. Ces protéines participent a
I’ubiquitination des RTK, avec comme conséquences 1’internalisation et la dégradation des
RTK dans les lysosomes ou le protéasome. Dans la plaquette, c-Cbl est phosphorylée sur
tyrosines apres activation via la GPVI, FcyRIIA ou I'intégrine o3 (Auger et al. 2003; Saci
et al. 1999; Saci et al. 2000). Des plaquettes de souris KO pour ¢-Cbl montrent une activation
GPVI-dépendante exacerbée avec une phosphorylation augmentée des principaux effecteurs
de cette voie d’activation (Syk et PLCy») et une agrégation accrue en réponse au CRP (Auger

et al. 2003).

5. Conséquences de Dactivation sur le changement de forme

des plaquettes et ’activation des intégrines

5.1. Reéorganisation du cvtosquelette: « le changement de forme

des plaquettes»

Dans un état non stimulé les plaquettes circulent dans le sang sous la forme de disques.
Leur activation entraine d’importants remaniements du cytosquelette leur permettant de
changer de forme. Selon le mode de stimulation, les plaquettes subissent des modifications
morphologiques différentes. Des plaquettes en suspension stimulées par un agoniste vont
contracter leur corps cellulaire et émettre de longs prolongements cytoplasmiques appelés
filopodes (Figure 7A). Des plaquettes mises a adhérer sur une surface comme le FW ou le Fg
vont subir un changement de forme quelque peu différent. Apres leur adhésion, elles vont
¢galement prendre une forme ronde et émettre des filopodes, puis les plaquettes vont étendre
un large feuillet membranaire circulaire appelé¢ lamellipode et s’étaler sur la surface (Figure

7B).
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Figure 7: Différents changements de formes subis par la plaquette au cours de son activation.

Des plaquettes en suspension stimulées a I’'ADP en présence de fibrinogéne vont contracter leur corps cellulaire et émettre de
longs prolongements cytoplasmiques appelés filopodes (A). Des plaquettes mises a adhérer sur une surface recouverte de FW
vont subir un changement de forme différent. Apres leur adhésion, elles vont également prendre une forme ronde et émettre
des filopodes, puis les plaquettes vont étendre un large feuillet membranaire circulaire appelé lamellipode et s’étaler sur la
surface (B).

L’objet de ce chapitre est de décrire les différentes protéines qui structurent et
organisent la forme des plaquettes, puis de présenter les effecteurs moléculaires impliqués
dans la production de ces extensions membranaires, pour enfin aborder leur réle potentiel

dans les fonctions plaquettaires.

5.1.1. Le cytosquelette des plaquettes au repos

Le maintien de la forme des plaquettes est sous le controle du réseau de microtubules

et des filaments d’actine.

5.1.1.1. Le réseau de microtubules

Par rapport au cytosquelette d’actine, le réle des microtubules (MT) pour les fonctions
des plaquettes est beaucoup moins connu. Il est établi que la forme discoide dépend de ce
réseau circulaire de MT sous-membranaire formant de 8 a 12 tours sur lui-méme (Figure 8A).
Un filament de MT est formé par 1’assemblage de sous-unités de tubuline o et
(principalement I’isoforme ;) en protofilaments qui eux-mémes s’associent en filament

(Figure 8B). Ce filament est orienté, il dispose d’une extrémité positive de polymérisation et
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une extrémité négative de dépolymérisation. Dans la plaquette, la tubuline se trouve a une
concentration de 70 uM et plus de 60% de cette tubuline est sous forme polymérisée. Le role
de ces filaments a pu étre déterminé en étudiant les plaquettes de souris invalidées pour le
géne de la tubuline B, ou d’individus présentant le polymorphisme Q* en P sur la tubuline 1.
Les plaquettes de ces souris ou de ces patients ont au repos une forme sphérique (Freson et

al. 2005; Italiano et al. 2003).

Figure 8A: Les anneaux de microtubules d’une plaquette « au repos ». Des plaquettes non
stimulées sont fixées en suspension. Elles sont perméabilisées et les microtubules sont observés
par ombrage de surface en microscopie électronique a transmission (d’aprés Hartwig et al.2006).

Tubuline o
Tubuline B1

Protofilament

Figure 8B: Représentation schématique d’un filament de microtubule. Un filament de
microtubule est formé par I'assemblage de sous unités de tubuline o et B, en protofilaments qui
eux-mémes s’associent en filament.

Les microtubules peuvent s’associer a des protéines qui vont les stabiliser comme
MAP2 (Tablin et al. 1988) ou a des protéines « moteurs » comme la dynéine et la kinésine.
Ces protéines se déplacent le long des filaments de MT par un mécanisme ATP-dépendant. La
dynéine se déplace vers les extrémités négatives et fait glisser un second MT dans la direction

opposée. Dans le mégacaryocyte, la dynéine est utilisée pour allonger les extensions
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cytoplasmiques appelées proplaquettes et contribue a la formation des futures plaquettes
(Patel et al. 2005). La kinésine se déplace vers les extrémités positives des MT et dans le
mégacaryocyte elle est utilisée pour transporter les organelles et les granules plaquettaires aux
extrémités des proplaquettes (Richardson et al. 2005). Les roles de la dynéine et de la

kinésine pour les fonctions plaquettaires ne sont pas établis.

5.1.1.2. Les réseaux de filaments d actine

Au-dela du rdle des microtubules pour la forme discoide des plaquettes, c’est
I’organisation du cytosquelette d’actine qui va déterminer les contours de la cellule. Les
filaments d’actine sont les produits de la polymérisation d’actine monomérique (ou actine G)
en protofilaments, qui eux-mémes s’associent deux a deux pour former un filament appelé
actine F. L’actine F posseéde une extrémité présentant une activité nette de polymérisation
(I’extrémité barbée) et a son autre extrémité une activité nette de dépolymérisation
(I’extrémité pointue). L actine est présente dans la plaquette a une concentration de 550 uM et

dans la plaquette au repos plus 60% de cette protéine est sous forme d’actine G.

On distingue deux types de cytosquelettes d’actine : le réseau d’actine intracellulaire et
le cytosquelette sous membranaire (Figure 9). Le réseau d’actine intracellulaire est constitué
de longs filaments qui traversent de part en part la cellule. Différentes protéines sont associées
a ces structures comme 1’a-Actinine, la tropomyosine ou la caldesmone. Ces derniéres vont
controler 1’association des filaments d’actine entre eux ou de 1’actine F a d’autres protéines
(Fox 2001). Le réseau d’actine sous membranaire est une structure dense correspondant a un
maillage de filaments d’actine courts qui tapissent la face interne de la membrane plasmique
et du systéme canaliculaire ouvert. Sont associées a ce maillage d’actine F des protéines
organisant I’embranchement de 1’actine F (la spectrine, la Dystrophin-related protein, la
skelemine ou la filamine), des protéines qui coiffent les extrémités des filaments (adducine,
CapZ) et des protéines qui ancrent des récepteurs comme les intégrines ou le complexe GPIb-
V-IX au cytosquelette sous membranaire (filamine, taline, moesine) (Fox 2001). La Figure
10 donne une représentation schématique de la composition et de 1’organisation du

cytosquelette d’actine sous membranaire.
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Figure 9: Image de microscopie électronique montrant la dépolymérisation du réseau
d’actine intracellulaire par la cytochalasine B. Des plaquettes « au repos » ont été incubées en
absence (A) ou présence (B) de cytochalasine B. Les cellules sont ensuite fixées et lysées, la
fraction détergent insoluble est préparée pour une observation en microscopie électronique a
transmission. Dans le panneau A, le réseau d’actine intracellulaire est préservé, dans I'image B il a
été dépolymérisé sous I'action de la cytochalasine B et seul le cytosquelette sous membranaire est
intact (d’aprés Fox et al. 1996).

Figure 10: Représentation schématique du cytosquelette sous-membranaire de la plaquette.
DRP : Dystrophin-related protein (Extrait de Fox. 2001).
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5.1.2. Le cvtosquelette des plaquettes activées

5.1.2.1. Le réseau de microtubules

Suite a I’activation des plaquettes, le réseau de MT est complétement remanié. Les
plaquettes prennent une forme sphérique et présentent dans leur cytoplasme soit de courts
filaments de MT rayonnants du centre de la cellule, soit ’anneau se retrouve contracté au
centre de la plaquette. Ce remaniement du réseau de MT ne semble pas essentiel pour les
fonctions plaquettaires. Des plaquettes traitées avec des agents stabilisant (le taxol) ou
dépolymérisant (la vinblastine) des MT ont un changement de forme et une activité sécrétrice
normale (Hartwig 2006). Les plaquettes de souris KO pour la tubuline 1 ont une agrégation
normale en réponse a ’ADP ou la thrombine et montrent une thrombose comparable a celle
de souris sauvages dans un mod¢le de thrombose in vivo au chlorure de fer (Italiano et al.

2003).

5.1.2.2. Le cytosquelette d’actine

C’est un complet réarrangement du cytosquelette d’actine qui est a 1’origine du
changement de forme des plaquettes activées. Ce mécanisme complexe se déroule en trois
étapes. 1) Le cytosquelette sous membranaire doit étre désassemblé. 2) Des sites de nucléation
et de polymérisation sont formés. 3) Les filaments d’actine formés sont assemblés et

organisés pour donner naissance soit aux filopodes soit aux lamellipodes (Figure 11).
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fibres orthogonales (D’aprés Molecular Biology of the Cell, fourth edition).
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5.1.2.3. Désassemblage du cytosquelette d’actine

La désorganisation des filaments d’actine F préexistants dans la plaquette au repos est
une étape nécessaire, car elle va mettre a disposition un grand nombre d’extrémités libres
(« barbed ends ») disponibles pour le réarrangement et I’élongation. L’augmentation du
calcium intracytoplasmique (de 0,1 jusqu’a 2 uM) via les des stocks internes ou par influx est
un signal essentiel pour cette désorganisation (Ohlmann et al. 2004). Le calcium libéré
provoque un changement de conformation de la gelsoline (90 kDa) nécessaire a son activité
de coiffage et de clivage des filaments d’actine (McGough et al. 2003). La gelsoline reste
associée aux fragments d’actine F générés et sera déplacée par des polyphosphoinositides
produits lors de 1’activation plaquettaire. Des plaquettes de souris déficientes pour le géne de
la gelsoline montrent une polymérisation d’actine inhibée d’environ 80% en réponse a divers
agonistes (Hartwig 2006). La cofiline (15 kDa) est régulée par déphosphorylation, par les
phosphoinositides et le pH (Paavilainen et al. 2004). Aprés son activation, la cofiline se lie a
I’actine F et applique une contrainte qui va favoriser la libération de monomeéres d’actine et la

cassure du filament.

5.1.2.4. Formation des sites de nucléation et élongation des filaments

d’actine.

Les extrémités libres générées par la gelsoline vont servir d’amorce pour la
polymérisation de nouveaux filaments. Les Rho GTPases comme Rac ou Cdc42 en
combinaison avec le PI(4,5)P, vont activer les protéines de la famille Wiskott-Aldrich
Syndrome protein (N-WASP, WASp et Scar/WAVE 1-3) qui elles mémes régulent I’activité
du complexe de nucléation Arp2/3. Le complexe Arp2/3 va s’associer aux extrémités libres
des filaments d’actine, pour amplifier la polymérisation de 1’actine en filaments (Hartwig
2006). Cette cascade d’activation a longtemps été¢ proposée comme la voie principale
permettant la formation d’actine F. Récemment, les contributions du complexe Arp2/3 et des
protéines de la famille WASp ont été réévalués et d’autres mécanismes indépendants
d’Arp2/3 ont été proposés (Schirenbeck et al. 2006; Schirenbeck et al. 2005).

Les RhoGTPases Cdc42 et Rac ont été¢ décrites dans d’autres systémes cellulaires
comme ¢étant requises pour, respectivement, la formation de filopodes et de lamellipodes
(Kozma et al. 1995; Nobes and Hall 1995; Ridley et al. 1992). Ces GTPases se comportent
comme des interrupteurs moléculaires, en passant de la forme active associée au GTP a une

forme inactive li¢ au GDP. Leur activité est régulée par différents types de protéines comme
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les GEF (comme les protéines de la famille Vav), les GTPase activating-protein (GAP) et les
GDI (GDP dissociation inhibitor) favorisant ou inhibant le passage a la forme active. Une fois
activées, ces GTPases sont capables de cibler plus d’une cinquantaine d’effecteurs.
L’activation de Rac induit la polymérisation d’actine pour former des lamellipodes et des

protrusions membranaires, tandis que Cdc42 permet la production de filopodes.

Dans la plaquette, Rac et Cdc42 sont activées en réponse a différents agonistes : le
peptide TRAP activateur de PAR1 (Azim et al. 2000), la convulxine un agoniste de la GPVI
(Vidal et al. 2002) et ’ADP (Soulet et al. 2005). Les plaquettes de souris déficientes pour
Rac sont incapables de former des lamellipodes sur diverses matrices (McCarty et al. 2005).
Il n’existe pas de données établissant le role d’un type de GTPase pour la production de
filopodes ou de lamellipodes dans la plaquette. A signaler, la contribution possible d’autres
GTPases comme RalA qui pourrait &tre impliquée dans la formation de filopodes (Ohta et al.

1999) ou de lamellipodes (Takaya et al. 2004).

Les principaux effecteurs des Rho GTPases pour le remodelage du cytosquelette sont
les protéines WASp dont I’absence est responsable du syndrome de Wiskott-Aldrich
caractérisé par une thrombocytopénie et des plaquettes de petites tailles. Ces protéines en
combinaison avec le PI(4,5)P, sont recrutées par les Rho GTPases pour activer le complexe
de nucléation Arp2/3 (Stradal et al. 2004). La contribution de WASp dans le changement de
forme des plaquettes n’est pas clairement établie. En effet, les plaquettes de patients Wiskott-
Aldrich ou de souris invalidées pour WASp sont capables d’émettre des filopodes et de

produire des lamellipodes (Falet et al. 2002a; Gross et al. 1999).

Le complexe Arp2/3 s’associe aux extrémités libres des filaments d’actine ou il forme
un complexe de nucléation avec ces 7 sous-unités pour permettre 1’élongation d’un second
filament (Falet et al. 2002b). Différents arguments placent Arp2/3 au centre du processus de
polymérisation d’actine. Arp2/3 est capable de catalyser in vitro la polymérisation d’actine G
en un réseau de fibres avec des branchements a 70° (Amann and Pollard 2001). Il est utilisé
par différents pathogénes intracellulaires (Listeria monocytones, Shigella ou le virus de la
vaccine) pour leur incorporation et leur déplacement au sein de la cellule, des mécanismes
dépendants de la polymérisation d’actine (Frischknecht and Way 2001). Par lui-méme ce
complexe n’a qu’une faible capacité a induire la polymérisation d’actine (Falet et al. 2002b),
qui nécessite la fragmentation des filaments d’actine par la gelsoline. Ni la protéine WASp ni
le complexe Arp2/3 n’ont pu étre visualisés dans les filopodes de fibroblastes murins

(Snapper et al. 2001). Une déplétion par siRNA d’Arp2/3 a montré que des fibroblastes
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¢taient cependant capables de produire des lamellipodes en réponse a des facteurs de
croissance (Di Nardo et al. 2005).

Il est possible que d’autres effecteurs des petites GTPases interviennent comme les
formines, qui associées a VASP seraient responsables de la production de filopodes
(Schirenbeck et al. 2006; Schirenbeck et al. 2005). La Figure 12 reprend les voies de

signalisation impliquées dans la formation de complexe de nucléation et dans I’¢longation de

filaments d’actine.
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Figure 12: Signaux et partenaires identifiés dans la plaquette, menant a la formation de sites de nucléation et a I’élongation

de filaments d’actine. GEF: Guanidyl Exchange Factor; GTP:guanosine-triphosphate; WASp: Wiskott-Aldrich syndrome protein;
VASP: Vasodilatator-Stimulated Phosphoprotein; P1(3,4)P, : phosphoinositide (4,5)-biphosphate.
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5.1.2.5. Organisation des filaments d’actine : formation de filopodes et de

lamellipodes.

Les filopodes sont des extensions membranaires composées par des filaments d’actine
organisés en faisceaux (Figure 13 d,e). La plaquette produit des filopodes en réponse a de
nombreux agonistes, tout particulierement lors de la phase précoce de son activation. Les
mécanismes impliqués dans la formation des filopodes dans la plaquette sont trés peu connus.
Des études de cellules de mélanome ou des fibroblastes murins, ont suggéré que les filopodes
se forment a partir de lamellipodes préexistants. Sous 1’action des protéines de la famille
Ena/VASP, les protéines de coiffe (comme CapZ) se dissocient des extrémités barbées des
filaments d’actine et permettent 1’assemblage en faisceaux de I’actine F (Mejillano et al.
2004). Les protéines qui composent et structurent le filopode dans la plaquette ne sont pas
connues mais 1’a-actinine, la fascine et la fimbrine sont communément décrites dans de telles

structures dans d’autres types cellulaires (Small et al. 2002).

Le lamellipode est une extension membranaire relativement plate présentant un réseau
de filaments courts d’actine branchés entre eux a 70-90°, formés sous 1’action du complexe
Arp2/3 (Figure 13abc). Ces larges feuillets membranaires d’actine qui peuvent s’étendre sur
plusieurs pm? sont utilisés par les cellules pour s’étaler et se mouvoir. Les plaquettes ne
disposent pas d’activité motrice, mais une fois activées, elles s’étalent en formant un grand
lamellipode circulaire. Ici encore, la composition en protéines des lamellipodes est mal
connue dans la plaquette. Arp2/3 a été localisé dans ces structures (Falet et al. 2002b) ainsi
que la FLNA qui organise ’actine F en filaments orthogonaux (Dyson et al. 2003) et des
protéines de coiffe, comme CapZ, qui s’associent aux extrémités barbées de l’actine F

empéchant ainsi toute polymérisation d’actine supplémentaire (Barkalow et al. 1996).
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Figure 13: Organisation du cytosquelette d’actine dans les lamellipodes et les filopodes. a)
aux extrémités du lamellipode; b) au sein du maillage d’actine; c) aux site de désassemblage de

l'actine; d) au sommet des filopodes; e) au cceur du faisceau de filaments d’actine. (Small et
al.2002)
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5.1.2.6. Role du changement de forme pour les fonctions plaquettaires.

Il n’existe pas vraiment de bon modéle qui permettrait d’étudier uniquement I’impact du
changement de forme pour les fonctions plaquettaire. On ne peut donc formuler que quelques
hypothéses quant a son role: i) I’émission de filopodes pourrait intervenir dans le
ralentissement des plaquettes au niveau de la Iésion; ii) les filopodes ou les lamellipodes
pourraient aussi renforcer les contacts entre plaquettes ou avec la surface thrombogene,
participant ainsi a la formation et la stabilisation des agrégats plaquettaires ; iii) par analogie
avec la synapse immunologique qui se forme dans les lymphocytes T (Grakoui et al. 1999),
le changement de forme pourrait assurer une présentation optimale des récepteurs d’adhésion
et d’activation plaquettaires tels que les intégrines ; iv) enfin, I’étalement des plaquettes sur la
surface activatrice, permettrait d’augmenter la surface recouverte par la plaquette, optimisant

ainsi le processus d’occlusion de la Iésion.

5.2. Activation « inside out » des intégrines plaquettaires

Une conséquence majeure de I’activation des plaquettes est ’engagement de I’intégrine
amP3 qui est nécessaire a I’agrégation des plaquettes et participe a 1’amplification de la
réponse plaquettaire et au renforcement de leurs propriétés adhésives. L’intégrine aypP; est
dans un état constitutivement inactif a la surface de la plaquette au repos et présente une faible
affinité pour le Fg. L’activation « inside-out » entraine des changements conformationnels qui
vont conférer a l’intégrine auPs un état de haute affinité pour le Fg (Liddington and
Ginsberg 2002) (Figure 8A). Par contre, la liaison de petits peptides comme le tripeptide
RGD ou l’interaction avec du fibrinogene immobilisé sur une surface ne nécessite pas

d’activation « inside-out » de I’intégrine o[-

Les mécanismes menant a I’activation de 1’intégrine oy,3 sont encore incomplétement
¢lucidés. Les seconds messagers générés par les différentes voies d’activation plaquettaires
(calcium, produits des phospholipases, cascades de phosphorylation sur tyrosine) vont activer
divers effecteurs moléculaires qui vont contribuer a I’activation des intégrines. Les protéines
kinases PKB et PKC, les PI3kinases, et Raplb sont décrites comme étant importantes pour
I’activation de 1’ aynP3 (Bertoni et al. 2002; Kirk et al. 2000; Yap et al. 2002), cependant

leur mode d’action n’est pas encore déterminé.
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Au cours de son activation I’intégrine allbB3 va subir toute une série de changements de
conformation qui vont aussi bien affecter sa partie cytoplasmique, transmembranaire

qu’extracellulaire.

Les domaines intracellulaires jouent un réle important dans le maintien du récepteur dans
un état de faible affinité pour son ligand. En effet, la délétion du domaine intracellulaire de la

995

., . , . 23 . .,
sous-unité B3, ou la mutation des résidus R™ sur la oy, et D'® de B3 (deux acides aminés

impliqués dans un pont salin) conduisent a I’activation de 1’intégrine o3

La mutagénése a également révélé que les domaines transmembranaires participent au
processus d’activation. La mutation de résidus de la 3 (693,701 et 708) ou de I’oyp, (972, 976,
980 et 981) a pour effet de rompre 1’association entre les deux sous-unités et provoque une
fixation spontanée du Fg (Li et al. 2004a; Li et al. 2003a; Li et al. 2005; Luo et al. 2005).
De plus, la séparation des domaines transmembranaires va favoriser le processus de

multimérisation (Li et al. 2001; Li et al. 2005).

C’est au niveau extracellulaire que surviennent les principaux changements de
conformation conduisant au passage a un état de haute affinité. Les techniques de microscopie
¢lectronique, de RMN et 1’analyse des données cristallographiques ont permis de déterminer
que I’intégrine ollbB3 prenait une forme repliée au repos et que 1’activation entraine un
dépliement du récepteur (Beglova et al. 2002; Takagi et al. 2002; Xiong et al. 2001) (Figure
14).

Les protéines associées aux domaines intracellulaires de 1’an,P; interviennent dans ces
mécanismes d’activation. Tout particulicrement la taline, une protéine de 270 kDa associée au
cytosquelette (Calderwood et al. 1999; Knezevic et al. 1996). L association via son domaine
globulaire aux domaines intracellulaires de 1’intégrine provoque la séparation des parties
cytoplasmiques du complexe oypP3 déclenchant I’activation de I’intégrine o3 (Kim et al.
2003; Vinogradova et al. 2002). Les protéines CIB et fBs-endonexine, qui s’associent
respectivement aux sous-unités oy et 3, semblent également impliquées dans 1’activation de
IopPs. Une surexpression de Ps-endonexine dans des cellules CHO exprimant 1’ o3
provoque une augmentation de la fixation du fibrinogéne et une agrégation plus importante
(Eigenthaler et al. 1997; Kashiwagi et al. 1997), alors que I’association de CIB au domaine
cytoplasmique de I’oyp augmente la liaison de Fg et qu’un peptide palmitoylé bloquant

I’interaction CIB-ayy, inhibe 1’activation de 1’ oyp,B3 (Tsuboi 2002).
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Figure 14: A. Mécanisme bidirectionnel de signalisation médié par I'intégrine a,,p;. (Adaptée
de Shattil et al, 2004). B. Représentation par diagramme en rubans de la structure
tridimensionnelle au repos et dépliée adoptée par I'intégrine a B, (D’aprés Takagi et al, 2002).



6. L’axe GPIb-V-IX-FW

En présence de forces de cisaillement élevées, les étapes initiales d’adhésion des
plaquettes au niveau d’un vaisseau 1ésé sont assurées par l’interaction entre le complexe
GPIb-V-IX plaquettaire et le FW. Cette fonction d’adhésion fait de ce récepteur un acteur
majeur de I’hémostase primaire. Un role supplémentaire, mis en évidence plus récemment, est
sa capacité a transmettre une signalisation intracellulaire. L’étude de cette voie d’activation a
été l’objet central de ce travail de thése. Au cours de ce chapitre seront abordés
successivement la structure moléculaire et génomique du complexe, sa biosynthése, ses

propriétés adhésives et enfin I’état des connaissances sur son mode de signalisation.

6.1. Structure du complexe GPIb-V-IX

Le complexe GPIb-V-IX est constitué de 4 glycoprotéines transmembranaires de type I :
la GPIba (135 kDa) et la GPIbB (26 kDa) qui sont liées par un pont disulfure, la GPV (82
kDa) et la GPIX (20 kDa) qui sont associées de manieére non covalente. A la surface de la
plaquette, on dénombre environ 25 000 copies du complexe GPIb-IX et 12 000 copies de
GPV (Berndt et al. 2001) (Figure 15). Ces 4 glycoprotéines appartiennent a la famille des
protéines riches en leucine (LR) qui comprend des protéines aux fonctions diverses
intervenant dans 1’adhésion cellulaire, la signalisation ou le développement (Kobe and
Deisenhofer 1994). Chaque domaine LR est composé de 20 a 29 acides aminés qui forment
un court feuillet B relié par une boucle a une hélice a. L assemblage des ces modules LR crée
une structure concave de type fer a cheval. Chaque sous-unité¢ du complexe porte un nombre
variable de LR (la GPIba 8, la GPV 15, la GPIb et la GPIX 1) qui sont flanquées a leur
extrémités N et C terminales d’une ou deux boucles formées par I’appariement de cystéines
(Hickey et al. 1989; Lanza et al. 1993; Lopez et al. 1988; Uff et al. 2002). Les domaines
LR et les régions flanquantes de la GPIba sont impliqués dans la liaison du FW (6.4.4).
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Figure 15: Représentation schématique du complexe GPIb-V-IX. C: cystéine palmytoylée ou myristoylée; € : domaine riche
en leucine; ® : tyrosine sulfatée; © : O-glycosylation; © : N-glycosylation; -P: phosphorylation

6.1.1. La GPlba

Elle peut étre divisée en 4 grands domaines : i) la partie N-terminale extracellulaire de
42 kDa, d’aspect globulaire en microscopie électronique, contenant les 8 domaines LR et
leurs régions flanquantes, ii) une région de 19 acides aminés fortement chargée négativement
portant 3 tyrosines sulfatées, iii) une région hautement glycosylée, le macroglycopeptide, iv)
un domaine transmembranaire et un segment intracellulaire de 96 résidus de long.

La cristallisation de la partie N-terminale (i+ii) seule ou associée au domaine A1 du FW
a permis d’en établir la structure 3D. Schématiquement ce domaine prend 1’aspect d’une main
vue de profil qui saisirait le FW en le pingant avec la partie C-terminale flanquant le domaine
LR composée d’une double-boucle cystéine (Dumas et al. 2004; Huizinga et al. 2002; Uff et
al. 2002) (Figure 16). La portion N-terminale de 45 kDa porte également les sites de liaison
pour I’a-thrombine, Mac-1, la P-sélectine, les facteur XI et XII de la coagulation et le
kininogene de haut poids moléculaire (Berndt et al. 2001). La structure 3D de la GPIba
associée a la thrombine a également été établie, montrant une interaction avec la boucle

cystéine et la région chargée négativement (Dumas et al. 2003). Cette derni¢re région est
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¢galement impliquée via les tyrosines sulfatées dans 1’interaction avec la P-sélectine alors que
Mac-1 requiert le domaine LR. Le macroglycopeptide constitue une région fortement O-
glycosylée et peu flexible, facilitant 1’accés aux sites de liaison N-terminaux en éloignant la
téte globulaire d’environ 45 nm par rapport a la membrane plasmique. Le macroglycopeptide
présente un polymorphisme faisant varier sa taille en multiples de 13 acides aminés (de 1 a 4
répétitions). Le domaine intracellulaire de la GPIba porte les sites de liaison pour la FLNA
(Cranmer et al. 2005; Nakamura et al. 2006; Williamson et al. 2002) et des motifs
phospho-sérines impliqués dans 1’association a la protéine adaptatrice 14-3-3C (Bodnar et al.
1999; Mangin et al. 2004) (Figure 17). Ces deux protéines cytoplasmiques sont impliquées
respectivement dans la régulation des fonctions adhésives et d’activation de 1’intégrine o33

(voir chapitre 6.5.4).
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Figure 16: Structure tridimensionnelle du site N-terminal de 45 kDa de la GPIba seul (A) ou
lié (B) au domaine A1 du FW. A) Représentation «en ruban » de la GPlba vue sur le coté (a
gauche) et de la surface concave (a droite) formée par les domaine LR (selon Uff et al. 2002). B)
Représentation du complexe entre la GPlba et le domaine A1 du FW (a droite) comparé a un
domaine A1 non associé (a gauche). En vert la GPlba, en jaune le domaine A1, en gris les régions
du domaine A1 qui ne différent pas lors de I'association a la GPIba et en rouge les régions qui ont
changé de conformation (selon Dumas et al. 2004).
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6.1.2. La GPIbp

La GPIbp est lice a la GPIba par un pont disulfure juste au dessus de la membrane
plasmique. Elle dispose d’un seul domaine LR contenant une N-glycosylation. Le domaine
intracellulaire de cette sous-unité fait 34 acides aminés (C'*’-S'®") et porte en position 147 une
cystéine palmitoylée qui pourrait intervenir dans 1’ancrage de cette sous-unité dans la
membrane plasmique (Muszbek and Laposata 1989) et dans la relocalisation du complexe
dans les radeaux lipidiques lors d’une activation (Lopez et al. 2005). La GPIbp joue un rdle
essentiel lors de la biosynthése du complexe et facilite I’expression des sous-unités GPIba et
GPIX a la surface des plaquettes. Sa région cytoplasmique comprend également une sérine en
position 166 phosphorylable par la PKA, qui interviendrait dans I’interaction avec la protéine
14-3-3C (Bodnar et al. 2002; Feng et al. 2000; Wardell et al. 1989) et dans la régulation des
propriétés adhésives du complexe (Dai et al. 2005; Perrault et al. 2003). RAM.1, un
anticorps monoclonal de rat dirigé contre la partie extracellulaire des la GPIbp, réduit de 50%
I’adhésion de plaquettes et de cellules transfectées au FW en présence de flux et inhibe la

phosphorylation PKA-dépendante de la GPIbp (Perrault et al. 2003; Perrault et al. 2001).
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Ces résultats sont des arguments indirects pour un role de la GPIbB dans les fonctions
adhésives du complexe. La GPIbp a été également décrite comme étant liée a la calmoduline
(Andrews et al. 2001). Le rdle de la calmoduline pour le complexe n’est pas encore établi.

(Figure 17).

6.1.3. La GPIX.

La GPIX possede 60% d’identité de séquence avec la GPIbB. De maniére identique, elle
dispose d’un domaine LR, de régions flanquantes et d’un site de N-glycosylation. La GPIX
est associée a la GPIb de maniére non covalente mais le mode d’interaction n’est pas
clairement établi. Fonctionnellement, aucun rdle n’a été attribué a cette unité a 1’exception
d’un réle possible de la cystéine de son court domaine cytoplasmique (6 acides aminés). Ce
résidu myristoylé pourrait intervenir dans I’adressage du complexe GPIb-V-IX dans les

radeaux lipidiques (Muszbek and Laposata 1989; Schick and Walker 1996).

6.1.4. La GPV

Par comparaison a la GPIX, la sous-unit¢ GPV est associée au complexe GPIb-IX de
manicre plus lache et son interaction peut €tre rompue lorsque les plaquettes sont lysées avec
un détergent comme le Triton X-100. La partie extracellulaire de la GPV comprend 15 LR et
8 sites de N-glycosylation. Cette partie extracellulaire est sensible au clivage par la thrombine,
qui libére un fragment f1 soluble de 69 kDa dans la circulation. La signification physiologique
de ce clivage reste a établir (Lanza et al. 1993) mais la libération du fragment f1 en fait un
bon marqueur d’activation plaquettaire. Cette propriété a été exploitée pour développer un kit
de diagnostic actuellement utilis¢ en clinique (Aleil et al. 2003; Morel et al. 2004a; Morel et
al. 2004b; Wolff et al. 2005). La GPV peut également étre clivée par la calpaine et par
ADAM-17 (TACE) apres activation des plaquettes par d’autres agonistes forts (Fox 1994;
Rabie et al. 2005). La GPV pourrait moduler la réponse des plaquettes au collagene et a la
thrombine, puisque des plaquettes de souris KO montrent une agrégation diminuée au
collagéne et une activation augmentée aux faibles doses de thrombine (Moog et al. 2001;
Ramakrishnan et al. 2001), Le domaine cytoplasmique de la GPV comporte 15 acides
aminés décrits comme liant la calmoduline (Andrews et al. 2001) et la 14-3-3( (Andrews et

al. 1998) (Figure 17).
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6.2. Geénes, biosynthese et expression du complexe GPIb-V-IX

Chaque sous-unité est codée par un géne distinct. Le géne codant pour la GPIba est
localisé sur le bras court du chromosome 17 (Wenger et al. 1989), le géne de la GPIbp sur le
bras long du chromosome 22 (Kelly et al. 1994) et les génes de la GPIX et de la GPV sur le
bras long du chromosome 3 (Hickey et al. 1989; Lanza et al. 1993; Yagi et al. 1994). La
séquence codante des sous-unités GPIba, GPIX et GPV est contenue dans un seul exon, alors
que celle de la GPIbP est contenue dans deux exons. Les promoteurs de ces quatre genes
présentent des similitudes. Ils contiennent des sites de reconnaissance pour les facteur de
transcription GATA et ETS qui sont retrouvés dans d’autres genes exprimés dans les lignées
mégacaryocytaire et érythroide (Deveaux et al. 1996; Lemarchandel et al. 1993; Roth et al.
1996). La grande majorité des études ont montré que le complexe GPIb-V-IX ne s’exprime
que dans le mégacaryocyte et la plaquette. Toutefois, certains ont montré une expression dans
la cellule endothéliale, notamment dans des conditions d’inflammation (Perrault et al. 1997;

Sprandio et al. 1988; Wu et al. 1997).

Des cellules transfectées par différentes combinaisons des sous-unités du complexe ont
démontr¢ la nécessité de GPIba, GPIbP et GPIX pour une expression optimale a la surface des
cellules (Lopez et al. 1992). Ceci est confirmé par I’étude de patients Bernard-Soulier qui
montrent qu’un défaut d’une des trois sous-unités entraine une diminution sévére de
I’expression du complexe dans la plaquette (Lopez et al. 1998). La GPIbf semble jouer un
role central, par sa capacité a interagir et a stabiliser ses deux partenaires. (Lopez et al. 1994).
Le travail récent de Mo et a/ a mis en évidence I’importance des domaines transmembranaires
de la GPIba et de la GPIbB pour une bonne expression du complexe (Mo et al. 2006). Une
biosynthese efficace du complexe GPIb-IX a lieu en 1’absence de GPV (Kahn et al. 1999; Li
et al. 1995). A I’inverse, I’expression de la GPV a la surface de la cellule nécessite la

présence des trois sous-unités (Strassel et al. 2004).

Le complexe est assemblé des le compartiment du réticulum endoplasmique ou débute
le processus de N-glycosylation. Puis, lors du transit au travers des compartiments du Golgi
d’autres modifications post-traductionnelles ont lieu telles que les O-glycosylations, la
sulfatation des tyrosines, la palmitoylation ou la myristoylation des cystéines (Dong et al.

1998; Ulsemer et al. 2001).
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6.3. Les différents modéles d’études in vitro des fonctions du

complexe GPIb-V-IX

Le complexe GPIb-V-IX porte a la fois une fonction d’adhésion (liaison au FW) et une
fonction d’activation (signalisation intracellulaire déclenchée par I’interaction GPIb-FW).
Plusieurs systemes d’étude in vitro existent, qui permettent d’évaluer a divers degrés ces

différentes propriétés fonctionnelles du complexe.

L’agrégométrie est une méthode utilisée permettant d’évaluer de manieére simple
I’interaction avec le FW. Une suspension plaquettaire est placée sous agitation (1100 tours/min)
en présence de FW humain et d’un inducteur comme la botrocétine ou la ristocétine (voire
chapitre 2.6.4.2), et I’agglutination des plaquettes est appréciée par I’augmentation de la
transmission lumineuse au travers de la suspension. Ce processus est passif puisqu’il est observé
avec des plaquettes métaboliquement inactives, fixées ou traitées par ’EDTA. En absence de
blocage de l'oupPs (EDTA, antagonistes), 1’agglutination se poursuit par 1’agrégation
plaquettaire, qui fait intervenir 1’activation de I’intégrine et la liaison de fibrinogene. Le terme
d’agglutination correspond donc aux interactions plaquette-plaquette strictement sous le controle
de la GPIba (Figure 18A). L agglutination peut également étre observée en absence d’inducteurs

en utilisant du FW bovin ou de porc, ou du FW humain dépourvu d’acide sialique.

L’interaction plaquette-plaquette dépendant de la GPIb peut également étre étudiée avec un
viscosimetre ou une suspension plaquettaire est soumise a des taux de cisaillement ¢€levés (de
2600 a plus de 10.000 s™) qui pourraient se rencontrer dans un vaisseau sténosé. Dans ces
conditions, une agrégation des plaquettes induite par le flux (ou Shear Induced Platelet
Aggregation : SIPA) est observée qui ne nécessite pas I’addition d’un inducteur. Cependant,
nous n’avons pas affaire ici a une agglutination mais a une véritable agrégation ou I’interaction
GPIb-FW s’accompagne d’une activation soutenue par les nucléotides sécrétés (ADP, ATP) et le
TxA2 aboutissant a la mobilisation de I’intégrine oypP; (Goto et al. 1998; Oury et al. 2004;
Resendiz et al. 2003) (Figure 18B).

D’autres systémes se rapprochant plus des conditions du vaisseau permettent d’étudier les
fonctions adhésives et de signalisation dans un systeme ou le FW est immobilisé sur une surface.
L’interaction avec le FW peut étre observée dans des conditions statiques, mais nécessite pour
étre efficace des inducteurs ou des FW modifiés. Un attachement plus efficace est obtenu dans
des conditions de flux qui permettent de reproduire les grandes étapes de I’adhésion observées au
niveau du sous endothélium (adhésion, activation et changement de forme) (Maxwell et al.

20065 Yuan et al. 1999) (Figure 18C).
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Plusieurs systémes d’adhésion en flux ont été développés. Tout d’abord, la chambre dite de
Baumgartner ou les plaquettes ou le sang sont perfusés dans un tube de verre contenant un
vaisseau sanguin ou I’endothélium a ét¢ dénudé (Baumgartner et al. 1976). Un autre modele a
été développé par Cazenave et al., constitué¢ d’une tige rotatoire mise au contact avec du sang ou
des plaquettes lavées, et recouverte d’un segment de vaisseau ou de protéines adhésives
(Cazenave et al. 1975). Une évolution de la chambre de perfusion développée par Sakariassen et
al., comprend une lame de verre plane recouverte de protéines adhésives, adaptée sur une
chambre rectangulaire dans laquelle le sang ou les plaquettes sont perfusées (Sakariassen et al.
1983). Enfin, I’adhésion des plaquettes peut également étre étudiée par perfusion au travers d’un

capillaire cylindrique ou rectangulaire (Cranmer et al. 1999; Mulvihill et al. 1987).

L’ensemble de ces systémes permet de faire varier le flux et de passer de conditions
veineuses a celles trouvées dans les arteres sténosées. Les systémes de type chambre Sakariassen
ou microcapillaire rectangulaire permettent 1’observation au microscope. L’analyse par caméra
couplée a I’ordinateur, permet la quantification de 1’adhésion ainsi qu’une étude morphométrique
des plaquettes et des agrégats. Des améliorations ont été apportées grace aux nouvelles
techniques d’imagerie, permettant la mesure en temps réel des signaux calciques générés par les

plaquettes lors de 1’adhésion (Mazzucato et al. 2002; Nesbitt et al. 2002).

La présence de globules rouges est un paramétre important, en plus de 1I’immobilisation du
FW sur une surface et du flux, élevé pour une adhésion efficace et pour la dépendance vis-a-vis
de GPIb. Tout comme ’agrégation ou la « SIPA », il est nécessaire de contrdler les mécanismes
d’amplification par ’ADP, TxA2 et a3 pour établir une réponse strictement dépendante de
GPIb. La mise en évidence d’une signalisation GPIb a clairement ét¢ démontrée dans ce type de
chambres, de perfusion ou de capillaires (Mazzucato et al. 2002; Nesbitt et al. 2002). Par
comparaison, l’activation observée dans les systémes en suspension est classiquement la

composante de signaux GPIb relayés par une activation impliquent a divers degrés I’ADP, TxA2

et oumbs.
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A) Agglutination B) Shear Induced Platelet C) Adhésion en flux
Aggregation

FW soluble FW soluble FW immobilisé

1500 - 6000 s

Botrocétine @5 —
Ristocétine GPIb-V-IX —
2600 - 10 000 s —

S
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tours/min

Figure 18: Différents modéles d’étude in vitro des fonctions du complexe GPIb-V-IX. SIPA : Shear induced platelet
aggregation; TxA2: thromboxane A2. Le taux de cisaillement est exprimé en s

6.4. Fonctions adhésives du complexe GP1b-V-IX

Le FW est le ligand principal du complexe GPIb-V-IX. En s’associant au collagéne du
sous endothélium mis & nu lors de la Iésion, il va permettre le recrutement des plaquettes et

I’initiation de leur activation.

6.4.1. Le FW

Le FW est une glycoprotéine adhésive multimérique qui circule a une concentration de
10 pg/ml dans le plasma et dont le poids moléculaire varie de 500 a 20 000 kDa pour les
multimeres de haut poids moléculaires. Le FW est également localisé¢ dans les granules a des
plaquettes et dans les corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales, d’ou il ne sera
secrété dans le plasma qu’apres activation. Le FW est également déposé de maniére passive
dans le sous endothélium, mais apres 1ésion vasculaire, il est principalement accumulé par la
liaison du FW plasmatique aux fibres de collageéne. Il circule dans le plasma associ¢ au
facteur VIII de la coagulation. Le FW contient plusieurs domaines fonctionnels : un domaine

Al qui permet son association a la GPIba, un domaine A3 permettant son association au
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collageéne et enfin un module C1 contenant le motif RGD responsable de la liaison aux
intégrines oypPs et o,P3 (Ruggeri 1999). L’ importance physiologique du FW est souligné par
I’existence de deux maladies : la maladie de Willebrand, un syndrome hémorragique da a un
déficit qualitatif ou quantitatif de FW (Keeney and Cumming 2001), et le purpura
thrombotique thrombocytopénique qui résulte de l'accumulation plasmatique de multimeres
de facteur Willebrand (FW) de trés haut poids moléculaire due a un défaut de protéase
ADAMTSI13 (A Disintegrin AND Metalloproteinase with Thrombospondin type 1 repeat).
Cette maladie entraine I’apparition d’une thrombopénie et d’événements thrombotiques dans
la microcirculation (Galbusera et al. 2006). Il existe une forme particuliére de maladie de
FW (type IIb) qui est due a une affinité augmentée pour le GPIba entrainant une déplétion des

stocks plasmatiques.

6.4.2. Régulations de ’interaction GPlbo-FW

Dans des conditions physiologiques, les plaquettes n’interagissent ni avec le FW
plasmatique circulant, ni avec les cellules endothéliales non activées qui n’exposent pas de
FW a leur surface. Par contre, I’immobilisation du FW a la surface du collagéne aprés 1ésion

vasculaire va permettre le recrutement des plaquettes via le GPIb.

L’immobilisation du FW sur une surface est un parameétre important, qui pourrait
modifier directement 1’affinit¢ du FW pour la GPIb, ou en multipliant la périodicité des sites
de liaison, augmenter 1’avidité du FW pour la GPIb. Néanmoins, I’efficacité des plaquettes a
lier du FW immobilisé sur une surface en condition statique indique que I’immobilisation ne

peut a elle seule assurer I’interaction entre la GPIba et le FW.

Dans des conditions de flux élevées, les globules rouges occupent le centre du vaisseau
et poussent les plaquettes contre les parois offrant ainsi des conditions optimales pour
I’interaction GPIb-FW. Le flux élevé entraine d’autres conséquences favorables a 1’interaction
en transformant le FW d’une forme globulaire a une chaine allongée exposant des domaines
intramoléculaires qui étaient jusque 1a masqués (Siedlecki et al. 1996). Miyata et a/ ont mis
en ¢évidence la nécessité du déploiement du FW pour augmenter ses propriétés adhésives

(Miyata et al. 1996).

Les multiméres de FW de trés haut poids moléculaires sont les formes les plus efficaces
pour permettre 1’adhésion des plaquettes. Ces derniers sont libérés par les granules de Weibel-
Palade et par les plaquettes, et dans des conditions normales ils ne sont pas présents dans le

plasma. Ceci est di a leur clivage par la métalloprotéinase ADAMTS13, qui fait défaut lors
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du purpura thrombotique thrombocytopénique (Galbusera et al. 2006). Ce clivage prévient la
formation de longs filaments de FW auxquels les plaquettes pourraient s’associer

spontanément pour former des microagrégats rapidement éliminés de la circulation.

In vitro, sous faible agitation dans un agrégometre, la liaison du FW au complexe GPIb-
V-IX ne peut étre observée qu’en présence de médiateurs comme la ristocétine, la botrocétine
ou en présence de FW modifiés. L’ajout des médiateurs a un mélange de FW et d’une
suspension plaquettaire, provoque I’agglutination des plaquettes, qui est un mécanisme
indépendant du calcium extracellulaire et de 1’activation plaquettaire. La ristocétine est un
antibiotique isolé de I’actinomycete Nocardia lurida, elle catalyse la liaison entre le FW et la
GPIba en reconnaissant la GPIba et le FW (De Luca et al. 2000; Girma et al. 1990; Vicente
et al. 1990). La botrocétine est une protéine extraite du venin de serpent Bothrops jararaca,
elle lie uniquement le FW en utilisant un site distinct de celui de la ristocétine (Sugimoto et
al. 1991). Certains FW sont capables de lier la GPIba humaine en absence de médiateur, le
FW bovin, le FW porcin, le FW désialilé et le FW provenant de patients souffrant de la
maladie de Willebrand de type 2B (Altieri et al. 1986; De Marco et al. 1987; Pareti et al.
1992; Vermylen et al. 1973).

6.4.3. Les sites du FW impliqués dans la liaison a la GPIba.

Le domaine A1 du FW représente le site d’interaction avec la GPIba (Clemetson 1983).
L’utilisation de peptides du domaine A1 a permis d’identifier plusieurs résidus impliqués dans
cette interaction. Les motifs (539-553, 569-583 et 629-643) inhibent la liaison induite par la
botrocétine (Sugimoto et al. 1991) alors que le peptide 514-542 inhibe la liaison en présence
de botrocétine ou de ristocétine (Berndt et al. 1992). Des mutations de type 2B couvrant la
zone 543-578 montrent une capacité augmentée a lier la GPIb (Emsley et al. 1998; Sugimoto

et al. 1991).

L’analyse cristallographique du domaine Al 1i¢é a la GPIba a permis d’affiner la
cartographie fonctionnelle (Dumas et al. 2004; Huizinga et al. 2002). Le domaine Al
posséde une structure de type o/P fold avec un domaine hydrophobe constitué¢ de 5 feuillets 3
paralleles encadrés par 3 hélices o (Figure 16B), qui présente des similitudes avec les
domaines I des sous-unités ay, oy et ap, des intégrines et avec le domaine A3 du FW (Emsley
et al. 1997). Une modélisation du complexe GPIba-domaine Al, ainsi que des expériences de
liaison de la GPIba associée a un domaine Al normal, contenant des mutations rencontrées

dans la de maladie de Willebrand, ou présentant une inversion de charge ont mis en évidence
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I’importance des régions 559-566, 594-603 et tout particulierement de la lysine en position
599 pour I’association au complexe (Matsushita et al. 2000; Vasudevan et al. 2000). On
pourra noter que ces résultats sont différents de ceux obtenus pour certains peptides bloquant

P’interaction GIPb-FW.

6.4.4. Les sites de liaison sur la GPIba

Le site de liaison du FW sur la GPIba est situé sur le domaine N-terminal de 45 kDa qui
comprend les 282 premiers acides aminés, dont la séquence flanquante N-terminale, les 8
domaines LRs, la région flanquante C-terminale et la région anionique comprenant trois

tyrosines sulfatées.

La région anionique constitue un premier site de liaison. L’utilisation de fragments
protéolytiques de la GPIba, a montré un role de ce domaine pour 1’agglutination médiée par la
botrocétine (Ward et al. 1996). L’inhibition de la sulfatation des tyrosines (Tyr 276, 278 et
279) ou la mutation des résidus anioniques (Asp 272, 274 et 277) empéchent la liaison de
GPIba au FW en présence de botrocétine et la diminuent en présence de ristocétine (Dong et

al. 1995; Marchese et al. 1995).

La double boucle cystéine C-terminale, entre les cystéines 209 et 248, joue un rdle clef.
Des patients atteints de maladie de FW de type plaquettaire présentent des mutations de type
gain de fonction sur cette boucle (Gly233 en Val et Met™ en Val) (Andrews et al. 1999). La
reproduction de ces complexes GPIb-IX mutés dans des cellules CHO, ainsi que la mutation

235

des résidus Asp™ et Lys™’ en Val, leur conférent une capacité accrue a lier le FW (Dong et

al. 2000).

Les domaines LRs constituent le troisiéme site de liaison au FW. Des expériences de
liaison a des GPIba chiméres ou la séquence humaine est progressivement remplacée par celle
du chien, suggerent que les LR 2, 3 et 4 sont impliqués (Shen et al. 2000). L’existence de
mutations dans ces domaines entrainant une perte de fonction chez certains patients BS ayant
une forme variante du syndrome, conforte leur role pour la liaison du FW (de la Salle et al.

1995a; De Marco et al. 1990; Miller 1996).

L’utilisation d’un anticorps liant la partie flanquante N-terminale a permis d’établir que

ce domaine est également impliqué dans I’interaction GPIb-FW (Wu et al. 2002).

Les études cristallographiques du complexe domaine A1-GPIba ont permis de définir 3

zones de contact (Dumas et al. 2004; Huizinga et al. 2002). i) au niveau de la double boucle
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cystéine N-terminale (Ser“, His", Glu', Asnm); ii) dans les LRs (His37, Glu'?, Lyslsz,
Asp'”, Thr'’®, Phe'®) ; iii) sur la double boucle cystéine C-terminale (Glu®*’, Asn**°, Tyr*®,

241
Ser

). Dans la face concave négativement chargée formée par les LRs (59-128), seul le
résidu Glu'?® est en contact avec le FW. Cela suggére des interactions a longue distance avec
une zone positivement chargée du FW. Sur la base de deux co-cristallisations de FW avec la
GPIba, un modele dynamique d’association a été proposé. Ces deux protéines pourraient subir
des changements de conformation en fonction du flux. La GPIba agirait comme une pince
agrippant la boucle Al par I’extrémité comprenant les doubles boucles cystéines (appelée
Bswitch ou P hairpin). L’ouverture et la fermeture de la pince seraient contrdlées par le flux

(Sadler 2002).

6.4.5. Les autres lisands extracellulaires du complexe GPIb-V-IX

6.4.5.1. L a-thrombine

La thrombine est une enzyme clef de I’hémostase qui clive le fibrinogeéne en fibrine
insoluble qui permet de consolider le clou plaquettaire formé. Elle est également un puissant
agoniste plaquettaire en activant des récepteurs de la famille PAR (PAR-1 et PAR-4 chez
I’homme) (Coughlin 2005).

La réponse plaquettaire a la thrombine dépend également de son interaction avec la
GPIba. En effet, I’absence de complexe dans les patients Bernard-Soulier (Lopez et al. 1998),
le clivage du domaine N-terminal (Ramakrishnan et al. 2001; Soslau et al. 2001) ou son
blocage par des anticorps (Mazzucato et al. 1998; Yamamoto et al. 1985) entrainent une
réponse diminuée a la thrombine. De plus, plusieurs études ont montré une activation
plaquettaire en réponse a la thrombine dépourvue d’activité enzymatique et donc incapable
d’activer les PAR et qui dépendrait de la GPIba (Adam et al. 2003; Dubois et al. 2004;
Soslau et al. 2001).

La structure cristallographique du complexe GPIba-thrombine a été résolue, permettant
I’indentification des sites d’interaction (Celikel et al. 2003; Dumas et al. 2003). L’analyse
des cristaux montre qu’une méme GPIba peut a la fois interagir avec I’exocyte I via son 6™
motif LR et avec la double boucle cystéine qui lui fait suite, et interagir avec 1’exocyte II

d’une seconde molécule de thrombine grace a son domaine anionique sulfaté.
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6.4.5.2. Mac-1

L’intégrine apmpP, (Mac-1,CD11b/CD18,CR3) des monocytes dispose d’un domaine I
ayant des similitudes avec le domaine A1 du FW (Emsley et al. 1997). Cette intégrine a été
impliquée dans 1’adhésion stable, puis la migration, des leucocytes aux plaquettes recrutées au
niveau d’une lésion vasculaire (Wang et al. 2005). Cette adhésion est assurée par I’interaction
entre la partie globulaire N-terminale de la GPIba et le domaine I de Mac-1 (Simon et al.
2000). Cette méme association intervient dans le processus d’élimination des plaquettes
exposées au froid par les macrophages du foie (Hoffmeister et al. 2003; Josefsson et al.

2005).

6.4.5.3. La P-Sélectine

La P-sélectine est une protéine transmembranaire de 140 kDa présente dans les corps de
Weibel-Palade des cellules endothéliales ou dans les granules o des plaquettes. Elle est exposée
a la surface de ces cellules activées par un processus d’exocytose. La P-sélectine se lie a un
contre-récepteur, la PSGL-1 (P-Selectin Glycoprotein Ligand-1), qui est exprimé a la surface des
neutrophiles. Cette association permet le roulement et le ralentissement des leucocytes au niveau
d’un site inflammatoire (Springer 1995). PSGL-1 et la GPIba disposent de motifs similaires
comme un domaine sialomucine et une zone contenant des tyrosines sulfatées. Il a ét¢ montré
que la GPIba peut lier la P-sélectine via la zone sulfatée (Romo et al. 1999). Cette liaison va
permettre aux plaquettes, tout comme les leucocytes, de rouler a la surface des cellules
endothéliales activées (Frenette et al, 1995). Le role de cette interaction pourrait étre de faciliter

le recrutement des leucocytes au niveau d’une zone thrombotique.

6.4.5.4. Le kininogene de haut poids moléculaire (HMWK)

Le kininogeéne, une a-globuline de 110 kDa présente dans le plasma, participe en tant
que co-activateur a la phase contact de la coagulation. Cette protéine a comme autre propriété
d’inhiber ’activation plaquettaire déclenchée par la thrombine (Puri et al. 1991). Cet effet
inhibiteur est quasi absent pour des patients Bernard-Soulier, suggérant une liaison avec le
complexe GPIb-V-IX (Bradford et al. 1997). Cette méme étude a montré que des peptides du
kininogene et des anticorps dirigés contre la GPIba inhibent la liaison du kininogéne aux
plaquettes et que la GPIb est retenue sur une colonne d’affinité couplée au kininogéne de haut
poids moléculaire. Cette liaison dépendante du Zn*', fait intervenir le domaine C3 du

kininogene et la région N-terminale de la GPIba (Bradford et al. 1997; Joseph et al. 1999).
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6.4.5.5. Le facteur XII de la coagulation

Le facteur XII est une glycoprotéine plasmatique de 80 kDa, qui elle aussi intervient
dans le processus de phase contact de la coagulation. Cette pro-enzyme (ou zymogeéne) est
activée par clivage pour donner le facteur XIla. Il va en association avec d’autres cofacteurs
(comme le kininogene) cliver/activer le Facteur XI impliqué dans 1’activation de la voie
intrinséque de la coagulation. De fagon similaire au kininogene, le facteur XlIla inhibe
I’aggrégation a la thrombine. Une interaction directe entre la GPIba et le facteur XII activé ou
non a ¢t¢ mise en évidence. Des expériences de compétitions montrent que le facteur XII et le

kininogene partagent le méme site de liaison a la GPIba (Bradford et al. 2000).

6.4.6. Roles des domaines intracellulaires

Les domaines intracellulaires du complexe GPIb-V-IX assurent son ancrage au
cytosquelette d’actine en interagissant avec la FLNA et lient des protéines adaptatrices
comme la 14-3-3( et la calmoduline qui pourraient réguler les fonctions d’adhésion et de
signalisation du complexe. Il existe des arguments en faveur d’une régulation des propriétés
adhésives du complexe par sa partie cytoplasmique. Ceux-ci proviennent essentiellement de
modeles cellulaires transfectés par un complexe GPIb-IX contenant des mutations
intracellulaires. La transfection du complexe GPIb-IX dans les cellules CHO permet de

reproduire en grande partie les propriétés d’adhésion des plaquettes au FW.

Des réponses divergentes ont été obtenues dans un modele CHO contenant une GPIba
progressivement tronquée de son domaine cytoplasmique puisque deux études ont montré une
capacité réduite a lier le FW (Dong et al. 1997; Schade et al. 2003), alors qu’une troisiéme a
montré une liaison normale aprés délétion des 2/3 de la partie cytoplasmique (délétion de 545

a 610) (Cunningham et al. 1996).

Des délétions plus limitées ont permis de localiser le site d’interaction avec la FLNA
(régions 557-568 et 569-579) (Williamson et al. 2002) et d’évaluer plus précisément les
répercussions sur 1’adhésion. Deux types de réponses ont été observés en fonction du modéle
utilisé. La dé¢létion de ce domaine entraine une agglutination augmentée des cellules CHO
exprimant GPIb-IX, qui rejoignent les observations d’une augmentation de 1’agglutination
apres traitement par la cytochalasine D dans des plaquettes ou des cellules exprimant un
complexe normal (Englund et al. 2001; Mistry et al. 2000; Williamson et al. 2002). Ces
résultats indiquent que 1’interaction avec le cytosquelette d’actine en limitant la mobilité du

récepteur dans la membrane plasmique exerce un contrdle négatif sur I’adhésion. Dans un
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deuxieme modele ou les cellules adhérent au FW immobilisé en conditions de flux, la perte
d’interaction avec la FLNA se traduit par une interaction moins efficace et instable. La perte
d’interaction avec le cytosquelette d’actine entraine un arrachement du complexe GPIb-IX par
la matrice, aboutissant a la perte progressive d’adhésion et le détachement des cellules
(Cranmer et al. 1999; Williamson et al. 2002). Selon les conditions expérimentales le
domaine intracellulaire de GPIba peut donc moduler I’adhésion au FW de manicre négative
ou permettre une adhésion plus stable. Une étude dans la plaquette basée sur I’internalisation
d’un peptide de la GPIba (557-575) grace a un peptide cargo (PEP1) a montré une inhibition
de I’aggrégation des plaquettes au FW induite par la ristocétine ou la SIPA (Feng et al. 2003).
Ces données suggerent un role de la partie cytoplasmique de la GPIba dans la régulation des

propriétés adhésives du complexe.

Un role du domaine intracellulaire de la sous-unit¢ GPIbB a également ét¢ mis en
évidence mais avec également des résultats contradictoires. Le domaine cytoplasmique de la
GPIbp porte en position 166 une sérine qui peut etre phosphorylée par la PKA (Wardell et al.

1989). Les études dans les cellules transfectées ont surtout porté sur le role de cette sérine.

Une mutation de ce résidu en glycine, qui prévient sa phosphorylation, a montré dans
les CHO, mais également les K562, un modele cellulaire plus proche de la plaquette, une
adhésion inhibée sur une surface de FW en présence de flux (Perrault et al. 2003). Dans une
étude du groupe de Du ef al., la mutation de la Ser'® en alanine ou la délétion de la zone 165-
181 du domaine cytoplasmique de la GPIbp dans des CHO a au contraire pour effet
d’augmenter la liaison de FW et de permettre une adhésion efficace au FW (Bodnar et al.
2002). Le mécanisme proposé par cette équipe est que la GPIbp via sa Ser'® phosphorylée
séquestrerait la 14-3-3 dans un état inactif. Une fois la Ser'®® déphosphorylée, la 14-3-3(
pourrait se dissocier de la GPIbp et activer les fonctions d’adhésion du complexe GPIb-V-1X
(Dai et al. 2005). 11 est difficile d’expliquer ces différentes réponses qui pourraient étre liées
aux modeles cellulaires. Les cellules CHO transfectées avec le complexe GPIb-IX sauvage
utilisées par Du et al., montrent en effet une adhésion au FW peu efficace voire quasi nulle,
un comportement compleétement différent de ce qui a été rapporté par d’autres groupes

(Cranmer et al. 1999; Cunningham et al. 1996; Schade et al. 2003).

Le role de la Ser'®

et de sa phosphorylation a également été évalué dans la plaquette en
utilisant soit un inhibiteur de PKA (PKI) ou en stimulant la production d’AMPc par la PGE;
ou la forskoline. A nouveau les résultats divergent selon les équipes avec une inhibition de la

liaison de FW par la forskoline et une augmentation avec PKI (Bodnar et al. 2002) ou au
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contraire une augmentation de 1’adhésion des plaquettes sur du FW en flux aprés traitement a

la PGE; (Perrault et al. 2003).

6.5. La fonction de signalisation du complexe GPIb-V-IX

6.5.1. Mise en évidence

L’existence et la nature d’une signalisation dépendante du complexe GPIb-V-IX sont
I’objet de débats. Ce récepteur est longtemps resté cantonné dans un role d’adhésion
permettant le recrutement des plaquettes au niveau de la bréche vasculaire. L’agglutination
efficace de plaquettes fixées renforgait encore cette idée d’un rdle passif (Allain et al. 1975).
Les premicres indications d’une signalisation déclenchée par le complexe ont été la mesure de
signaux calciques, la production de TXA; et I’activation de la PKC lors d’agrégations
déclenchées en présence de FW et de ristocétine, ou de FW de type IIB, ou en SIPA
(Francesconi et al. 1993; Kroll et al. 1991). D’autres indications provenaient d’études en
systemes d’adhésion en flux ou I’attachement des plaquettes au FW déclenchait une activation
menant a I’engagement de I’intégrine aypPs (Savage et al. 1996). La démonstration claire
d’une signalisation GPIb-dépendante a ¢ét¢ montrée dans des expériences d’adhésion de
plaquettes ou de cellules transfectées par le complexe GPIb-IX en absence de co-activation
par d’autres récepteurs d’adhésion ou par les agonistes plaquettaires (Mangin et al. 2003;
Yuan et al. 1999). Dans ces systémes, on observe une activation des cellules, au cours de
laquelle le cytosquelette est remodel¢ menant au changement de forme des cellules avec

notamment 1’émission de filopodes (Yuan et al. 1999).

6.5.2. La cascade d’activation dépendante de ’interaction GPI1b-FW

L’agglutination des plaquettes ou leur agrégation dans un viscosimétre induit la

phosphorylation sur tyrosine de diverses protéines, dont une protéine de 64 kDa non identifi¢e

(Ozaki et al. 1995), de p125™* (Mekrache et al. 2003), p72%* (Asazuma et al. 1997; Yanabu

et al. 1997), et des protéines de la famille des src kinases comme p60°™ (Jackson et al. 1994) et

p54/58"™ (Asazuma et al. 1997; Satoh et al. 2000). Au cours de I’activation, plusieurs protéines

comme la PI3kinase, p60“™ et lyn s’associent et se relocalisent au niveau du cytosquelette

d’actine (Asazuma et al. 1997; Jackson et al. 1994; Satoh et al. 2000).
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6.5.2.1. Signalisation déclenchée par une src kinase.

La signalisation dépendante de I’interaction GPIb-FW présente de nombreuses similitudes
avec celle déclenchée par la GPVI. Des expériences d’immunoprécipitation dirigée contre la
GPIba ont mis en évidence 1’association de GPIb et d’une tyrosine kinase non identifiée qui
ferait partie de la famille des src kinases (Asazuma et al. 1997). Une étude de Wu et a/ a montré,
lors de I’agglutination de plaquettes au FW induite par la botrocétine, la phosphorylation sur
tyrosine de yRFc, de Syk, LAT et de la PLCy, (Wu et al. 2001b). Une phosphorylation du
récepteur FCyRIIA en réponse au FW et a la ristocétine a également été rapportée (Torti et al.
1999). L’utilisation d’un inhibiteur sélectif des src kinases (PP1) place ces enzymes en amont de
cette voie de signalisation, puisque PP1 inhibe complétement cette cascade de phosphorylation
(Wu et al. 2001b). Tout comme dans la signalisation du récepteur GPVI, Syk activée par les src
kinases pourrait promouvoir la formation d’un complexe de signalisation menant a I’activation

de la PLCys.

6.5.2.2. Role de yRfc et FcyRIIA.

Lors de I’agrégation de plaquettes au FW induite par la ristocétine ou la botrocétine, la
phosphorylation sur tyrosine de yRfc et FcyRIIA, deux protéines contenant des motifs de
signalisation ITAM, a été rapportée (Canobbio et al. 2001; Wu et al. 2001b). Wu et a/ montrent
une coprécipitation de yRfc avec le complexe GPIb-V-IX pour des plaquettes lysées avec le Brij
35, suggérant un couplage fonctionnel entre ces deux protéines (Wu et al. 2001b). Des
expériences de transfert d’énergie de fluorescence (FRET), une approche de double hybride,
ainsi que ’inhibition de liaison de FW a la GPIb par I’anticorps IV.3, ont également suggéré une
association physique et fonctionnelle avec le récepteur FcyRIIA, un récepteur au fragments Fc
des IgG (Moore et al. 1978; Sullam et al. 1998; Sun et al. 1999). La présence d’un changement
de forme normal lors de I’adhésion des cellules CHO GPIb-IX, qui sont dépourvues de FcyRIIA,
ou de plaquettes traitées par I’anticorps I'V.3 remettent en cause un role de cette association dans
la signalisation. D’autre part, une signalisation calcique et un changement de forme normaux ont
été observés pour des plaquettes de souris KO pour yRfc mises a adhérer sur une surface
recouverte par du FW ou sur du domaine A1l (Kasirer-Friede et al. 2004; Mangin et al. 2003).
Ces résultats indiquent que yRfc et FcyRIIA ne sont pas essentiels a la transduction du signal

déclenché par la GPIb.
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6.5.2.3. Implication de la PLCy2.

Une implication de la PLCy, est suggérée par sa phosphorylation dans des conditions
d’agglutination en réponse au FW (Canobbio et al. 2001; Mangin et al. 2003; Wu et al.
2001b). Par comparaison a la phosphorylation en réponse a GPVI, I’intensité est nettement plus
faible et concerne d’autres résidus tyrosine de PLCy, (Suzuki-Inoue et al. 2004). Le rdle de la
PLCy, a été plus fermement établi par I’étude de plaquettes ou de cellules transfectées par le
complexe GPIb-IX, traitées par un antagoniste spécifique des PLC (U73122) et de plaquettes de
souris KO pour PLCy,. Dans toutes ces conditions, la signalisation calcique et le changement de
forme sont nettement réduits lors de 1’adhésion sur une matrice de FW (Mangin et al. 2003).
Toutefois, cette inhibition n’est pas compléte, suggérant la contribution d’une autre PLCy,
comme PLCy; qui est également exprimée dans la plaquette. Une fois activée les PLCy,;; vont
cliver les phospholipides membranaires et générer de 1’'IP; et du DAG permettant respectivement

la libération de calcium a partir des stocks internes et I’activation de la PKC.

6.5.2.4. Signaux calciques générés.

Des signaux calciques générés par I’interaction GPIb-FW peuvent étre mesurés dans des
systémes d’adhésion en conditions statiques ou en présence de flux dans des conditions
indépendantes des agonistes sécrétés ou de I’oypP3 (Mangin et al. 2003; Yuan et al. 1999). Cette
signalisation est mesurée a 1’aide de sondes calciques (Oregon Green 488 BAPTA-AM-1, Fura
Red ou Fluo-3) par microscopie confocale a fluorescence. Les pics calciques sont transitoires et
de faible amplitude mais permettent d’activer localement des intégrines ouP3. (Mazzucato et al.
2002; Nesbitt et al. 2002; Yap et al. 2000). Ces signaux de faible intensité (appelés signaux a,f3)
peuvent étre observés en absence de calcium extracellulaire. Des signaux plus intenses et
prolongés sont dus a un influx de calcium extracellulaire et sont sous le contrdle de I’intégrine

agpPs et de I’ADP sécrété (Mazzucato et al. 2002; Nesbitt et al. 2002).

6.5.2.5. La Pl3kinase

Plusieurs travaux suggerent ¢galement un role des Pl3kinases dans la signalisation
déclenchée par le complexe : i) la PI3kinase se relocalise dans le cytosquelette d’actine apres
activation au FW dans I’agrégométre en présence de ristocétine en compagnie de p60“™°, Lyn et
du complexe GPIb-V-IX (Jackson et al. 1994; Munday et al. 2000) ; /i) dans ces mémes
conditions un complexe de signalisation a été observé comprenant la GPIb, la 14-3-3(, la

PI3kinase et p60“* (Munday et al. 2000; Wu et al. 2003). Cependant, des inhibiteurs de
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PI3Kinase (Ly294002, wortmannin) n’empéchent pas la signalisation lors de 1’adhésion au FW
ou au domaine Al (signaux calciques, émission de filopodes) (Kasirer-Friede et al. 2004;
Nesbitt et al. 2002; Yap et al. 2002; Yuan et al. 1999). La PI3K serait donc plutdt impliquée
dans ’activation et la signalisation « outside-in » de I’intégrine a3 qui suit I’activation par la

GPIb (Kasirer-Friede et al. 2004; Nesbitt et al. 2002; Yap et al. 2002).

6.5.2.6. Role de la PKG ?

Une ¢lévation des taux de GMPc est classiquement décrite comme un mécanisme
inhibiteur de 1’activation plaquettaire. De manicre surprenante, Li et a/ ont décrit une liaison de
FW augmentée pour des cellules CHO exprimant le complexe GPIb-V-IX transfectées par une
PKG recombinante, un étalement inhibé sur une surface de FW pour des souris KO pour la PKG
et un effet potentialisateur d’analogue stable du GMPc sur 1’agrégation au FW (Li et al. 2003b).
Cette étude a été étendue a d’autres voies de signalisation (thrombine, TxA;) et a montré une
potentialisation de la sécrétion par le GMPc (Li et al. 2004b). Toutefois, une autre étude utilisant
une approche similaire n’a pu confirmer le rdle activateur du GMPc pour la signalisation du

complexe GPIb-V-IX (Marshall et al. 2004).

6.5.2.7. Oligomeérisation du complexe GPIb-1V-1X et radeaux lipidiques.

Les multimeres de FW permettent un recrutement plus efficace des plaquettes et une
meilleure activation que les formes monomériques. Ces résultats suggérent qu’une
oligomérisation ou « clustering » du complexe GPIb-V-IX pourrait intervenir et faciliter la
signalisation (Andrews et al. 1989). Un argument dans ce sens a été fourni avec des lignées
CHO exprimant o33 et un complexe GPIb-IX portant un motif de dimérisation FKBP au niveau
du domaine intracellulaire de GPIX. L’oligomérisation de GPIb-IX confére aux cellules une
capacit¢ d’adhésion au FW augmentée en conditions statique et de flux, ainsi qu’une
signalisation qui va phosphoryler Syk et activer I’intégrine a3 (Kasirer-Friede et al. 2002).
Ce mécanisme de multimérisation est utilisé par d’autres récepteurs plaquettaires pour des
ligands macromoléculaires, comme la GPVI ou D'intégrine oumBs, qui une fois rassemblés
déclenchent une signalisation. De maniére similaire, le « clustering » du complexe GPIb-V-IX

pourrait permettre de recruter les effecteurs moléculaires nécessaires a la transduction du signal.

Les radeaux lipidiques ou rafts sont des domaines membranaires enrichis en sphingolipides
et saturés en phospholipides et en cholestérol. Ils sont présents dans les membranes de nombreux

types cellulaires dont les plaquettes. Les GEMs (« glycolipids enriched microdomains »)
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constituent une plateforme de signalisation d’ou peuvent étre sélectivement inclus ou exclus des
effecteurs de signalisation (He et al. 2005). Les rafts sont impliqués dans 1’activation des
plaquettes au collagéne. La GPVI et yRFc sont colocalisés dans les rafts et leur destruction
diminue 1’activation GPVI-dépendante (Ezumi et al. 2002). Le complexe GPIb-V-IX a été
identifié¢ au sein de radeaux lipidiques, dans lesquels il pourrait étre ciblé par les acylations de la
GPIDbB et de la GPIX. L’agglutination des plaquettes au FW induite par la ristocétine augmente la
proportion de complexe GPIb-V-IX présent dans les radeaux lipidiques (de 8% a 50%)
(Shrimpton et al. 2002). Cette relocalisation pourrait jouer un réle dans I’adhésion plaquettaire

au FW et dans la signalisation.

6.5.2.8. Variation des réponses en fonction des conditions expérimentales

Les réponses et les mécanismes décrits dans la littérature comme étant contrdlés par le
complexe GPIb-V-IX sont nombreux et de natures variées. Certains travaux rapportent une
forte activation déclenchée par ce récepteur (Canobbio et al. 2001; Falati et al. 1999; Torti
et al. 1999), d’autres n’ont pas pu observer de signaux détectables (Kuwahara et al. 1999) et
d’autres études concluent a I’existence de signaux faibles (Jackson et al. 1994; Kroll et al.

1991; Mazzucato et al. 2002; Nesbitt et al. 2002; Yuan et al. 1999).

Ces observations différentes découlent de l’utilisation de conditions expérimentales
différentes qui compliquent la comparaison des résultats publiés et leur interprétation. Une
premiére source de difficulté est la grande variété de ligands de la GPIba utilisés pour étudier
cette signalisation (FW humain, bovin, porcin, FW désialilé, FW recombinant ou de type IIb,
protéines issues de venins de serpent (alboaggregin A)), ainsi que I’addition ou non
d’inducteurs (botrocétine ou ristocétine). Deuxieémement, les différentes méthodes de
préparation des plaquettes et leur origine (humaines et de souris) ou 1’utilisation de différents
systemes cellulaires transfectées par le complexe (CHO et K562) peut étre a 1’origine de
réponses contradictoires. Troisitmement, les différents systemes utilisés in vitro
(agrégométrie, SIPA, adhésion sur une surface en présence ou absence de flux) compliquent
la comparaison des données (voir section 6.3). Quatriémement, I’identification de signaux
provenant directement du complexe GPIb-V-IX est compliquée par 1’existence des boucles
d’amplification de I’activation plaquettaire, dues aux agonistes sécrétés (ADP) et TXA; et a
I’intervention d’autres récepteurs plaquettaires capables de lier le FW, notamment les
intégrines aypP; et ayPs. Enfin, ’absence ou les taux faibles de calcium extracellulaire sont

connus pour modifier la réactivité plaquettaire et potentialiser la sécrétion et la production de
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TxA;. Or, un nombre important d’études ont été réalisées dans ces conditions et font état de
signalisation calcique ou d’activation de plaquettes via le complexe GPIb-V-IX, bloquées par
des antagonistes des récepteurs a I’ADP, au TxA2, ou de I’intégrine oinP3 (Francesconi et al.
1995; Francesconi et al. 1993; Garcia et al. 2005; Kroll et al. 1991; Liu et al. 2006). Les
¢tudes de la signalisation GPIb-dépendante devraient donc veiller & maintenir des niveaux
physiologiques de calcium extracellulaire et a contréler les différentes voies d’auto-

amplification de ’activation plaquettaire.

6.5.2.9. Synthese sur la signalisation du complexe GPIb-V-IX

Ces réponses contradictoires compliquent 1’établissement d’un modéle consensus de la
signalisation déclenchée par le complexe GPIb-V-IX. Toutefois, une séquence qui semble
maintenant admise est que ’interaction entre le GPIb-V-IX et FW mobilise une src kinase, la
PLCy,, IP; et aboutit a la libération de calcium a partir des stocks intracellulaires. Cette
signalisation va contribuer, par des mécanismes mal connus qui pourraient impliquer une
PI3kinase, a D’activation de D’intégrine am,P; (Figure 19). De nombreuses zones d’ombre
persistent: i) comment les signaux provenant de la liaison au FW sont-ils répercutés aux
domaines intracellulaires du complexe ? ii) quels sont les effecteurs moléculaires proximaux qui
vont permettre d’activer les src kinases ? iii) quelles sont les molécules impliquées dans
I’activation de la PLCy,? iv) les signalisations GPVI et GPIb-dépendantes sont elles
superposables ? v) quelle est la nature de la signalisation « inside-out» déclenchée par le

complexe menant a I’activation de 1’ o3 ?
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Figure 19: Mécanismes possibles de signalisation déclenchée par le complexe GPIb-V-IX. SH2 : src homology domain; PH :
pleckstrin homology domain; Yp : tyrosine phosphorylée; yRFc : chaine gamma des récepteurs Fc; ITAM : Immune Tyrosine-
containing Activation Motif; PLC : phospholipase C; PI3K : phosphoinositide 3-kinase; PIP; : phosphoinositide (3,4,5)-triphosphate;
PIP, : phosphoinositide (3,4)-biphosphate; IP; : inositol (1,4,5)-triphosphate; DAG : diacyl glycérol; PKC : protein kinase C; GEM :
glycosphingolipid-enriched microdomains. Les croix rouges indiquent que la signalisation du complexe GPIb-V-IX n'implique pas ces
voies d’activation

6.5.3. Role des domaines intracellulaires du complexe GPIb-V-IX

Le complexe GPIb-V-IX n’est pas couplé aux protéines G hétérotrimériques, ne porte
pas de motif de signalisation connu et on ne lui a pas trouvé d’activité enzymatique. La
signalisation doit donc étre relayée par des protéines capables d’interagir avec son domaine
intracellulaire. A ce jour 6 protéines ont été décrites comme interagissant directement ou
indirectement avec les portions cytoplasmiques du complexe GPIb-V-IX : la FLNA, la 14-3-
3(, la calmoduline, la sous-unité régulatrice p85 de la PI3kinase, SHIP-2 et 1’a-actinine. Le
mode d’association ainsi que les roles respectifs de ces différentes protéines pour les fonctions

du complexe seront abordés plus loin (chapitre 6.5.4).

Les ¢études fonctionnelles des domaines intracellulaires du complexe reposent
essentiellement sur I’utilisation de cellules transfectées (CHO ou K562), qui expriment un
complexe portant des délétions ou des mutations au niveau de ses domaines intracellulaires.
Un complexe GPIb-IX normal reconstitué dans ces cellules assure une adhésion efficace au
FW en absence ou présence de flux (Yuan et al. 1999). 11 déclenche une signalisation

similaire a celle observée dans la plaquette menant au changement de forme avec émission de
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filopodes et étalement sur le FW (Mangin et al. 2004; Yuan et al. 1999). Enfin, les
interactions avec les partenaires intracellulaires connus (FLNA et 14-3-3) sont retrouvées

dans ce modele cellulaire (Cranmer et al. 2005; Mangin et al. 2004).

6.5.3.1. Role du domaine intracellulaire de la GPIbao,

L’association du complexe avec la FLNA et donc au cytosquelette d’actine est
probablement clef pour maintenir la forme des plaquettes (Lopez et al. 1998) et a été
¢galement impliquée dans les fonctions adhésives (voir chapitre 6.4.6). Une lignée CHO
exprimant une GPIba incapable d’interagir avec la FLNA (délétion de la zone 570-610)
montre une adhésion et une émission de filopodes normales sur une matrice de FW (Mistry
et al. 2000). D’autres études ou la région 560-610 a été délétée décrivent un étalement
augmenté des cellules sur le FW (Cunningham et al. 1996), suggérant un role dans la
signalisation menant a I’activation des intégrines. Enfin, un peptide de la GPIba comprenant
le site de liaison a la FLNA associ¢ a un peptide cargo perméant (PEP-1) a montré dans la
plaquette intacte une agglutination a la ristocétine, une SIPA et une phosphorylation de
différentes protéines de signalisation significativement diminuées (Feng et al. 2003). Ces
résultats sont en faveur d’un role d’une association GPIba avec la FLNA dans la signalisation
du complexe GPIb-V-IX. Les conclusions sont a tempérer dans la mesure ou les expériences
sont réalisées dans des conditions ou la sécrétion d’ADP ou la production de TXA, peuvent
intervenir. Il est donc difficile de conclure a un effet spécifique sur la signalisation GPIb-

dépendante.

La partie C-terminale de la GPIba porte des motifs phosphorylés sur sérine (580-590 et
605-610) impliqués dans I’association a la 14-3-3C (Bodnar et al. 1999; Du et al. 1996; Mangin
et al. 2004). La délétion de ces sites dans des lignées cellulaires entraine une perte de capacité a
s’étaler sur une matrice de FW (Gu et al. 1999; Mangin et al. 2004), suggérant un role de ces
domaines et des sérines qu’ils contiennent dans la signalisation tardive menant a 1’activation des
intégrines. L’analyse par microscopie a fluorescence a montré que ces sérines sont
déphosphorylées aprés adhésion des plaquettes au FW, cette déphosphorylation pourrait
entrainer une libération de la 14-3-3C (Bodnar et al. 1999; Mangin et al. 2004). Cette
dissociation a pu étre visualisée aprés agrégation des plaquettes en présence de FW dans un
viscosimetre (Feng et al. 2000). Une fois libérée, la 14-3-3( participerait a la signalisation
menant a ’activation des intégrines par un processus impliquant la PI3kinase (Munday et al.

2000). Une autre étude utilisant une approche comparable montre au contraire qu’une lignée

71



exprimant une GPIba tronquée de la région 591-610 présente un étalement augmenté sur une
surface recouverte de FW (Bialkowska et al. 2003). Ces auteurs suggerent donc un mode¢le
inverse ou la portion C-terminale de la GPIba exerce une régulation négative sur 1’activation des
intégrines par séquestration de la 14-3-3C. Une des explications possibles pour ces observations

différentes serait I’utilisation de lignées cellulaires différentes.

6.5.3.2. Role du domaine intracellulaire de la GPIbf

La sous-unit¢ GPIbP porte une sérine en position 166, qui est phosphorylée par la PKA
(Wardell et al. 1989). Cette Ser'®® phosphorylée contribue a la liaison efficace de la 14-3-3(
mais qui n’est pas indispensable (Andrews et al. 1998; Calverley et al. 1998; Feng et al. 2000).
Son rdle pour les fonctions adhésives du complexe a été abordé dans la section 2.6.4.6. Un site
de liaison a la calmoduline a également ét¢ identifié¢ dans la partie juxtamembranaire de la GPIbJ
mais son implication pour les fonctions du complexe demeure inconnue (Andrews et al. 2001).
A Texception de I’association a la 14-3-3C et a la calmoduline, il n’existe pas d’argument
fonctionnel en faveur d’un role de la GPIbB dans ’activation déclenchée par le complexe GPIb-
V-IX. Une exception est I’effet d’un peptide palmitoylé comprenant la portion 151-161 du
domaine intracellulaire de la GPIbp montrant une inhibition de ’agrégation des plaquettes au
FW, de leur adhésion sur une surface recouverte de FW, ou en présence de flux il augmente la
vitesse de roulement des plaquettes. Toutefois les effets de ce peptide ne sont pas restreints au
FW, puisqu’il inhibe la réponse des plaquettes a divers agonistes (faibles doses de thrombine,
collageéne et a un analogue structural du TXA,) (Martin et al. 2003). Il est donc difficile de

conclure a un effet spécifique sur la voie GPIb-V-IX.

6.5.3.3. Role des domaines intracellulaires de la GPIX et de la GPV

Le role du trés court domaine intracellulaire de la GPIX (6 acides aminés) n’est pour
I’instant pas connu. De méme le rdle des cystéines acylées de la GPIX et de la GPIbP n’a pas été

étudié. Elles pourraient permettre la localisation du complexe dans les radeaux lipidiques.

Le domaine intracellulaire de la GPV, tout comme celui de la GPIbp, pourrait, interagir
avec la 14-3-3C et la calmoduline (Andrews et al. 1998; Andrews et al. 2001). Les souris
déficientes en GPV ne présentent pas de syndrome de Bernard-Soulier et leurs plaquettes
adheérent et s’activent normalement sur une matrice de FW, suggérant que la GPV et son
domaine intracellulaire n’ont que peu ou pas d’influence dans la fonction de signalisation du

complexe GPIb-IX (Moog et al. 2001).
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6.5.4. Les partenaires intracellulaires du complexe GPIb-V-IX

6.5.4.1. La Filamine A (FLNA)

Les filamines sont des composants majeurs du cytosquelette d’actine. Cette famille de
protéines est composée de trois membres : la FLNA et la FLNB sont distribuées dans tous les
tissus, la FLNC se trouve uniquement dans les cellules musculaires striées squelettiques et
cardiaques. Ces protéines sont organisées en homodimeres associé€s par I’extrémité C-terminale.
Chaque sous-unité (entre 240-280 kDa) contient au niveau de son extrémité N-terminale un
motif de liaison a I’actine (ABD : actin binding domain) (Lebart et al. 1994). Pour la FLNA, ce
domaine est suivi par 24 répétitions d’un motif de 96 acides aminés qui vont s’organiser en 7
feuillets B se recouvrant suivis d’une boucle. Entre les répétitions 15-16 et 23-24 se place une
boucle contenant un site de clivage par la calpaine et cette boucle confére de la flexibilité a la
protéine (Gorlin et al. 1990) (Figure 20A). Les filamines se lient a 1’actine et organisent le
cytosquelette membranaire des plaquettes en branchant les filaments de manicre orthogonale. En
plus de leur association au réseau d’actine, ces protéines lient des récepteurs transmembranaires
tels que les intégrines (Calderwood et al. 2000) ou le complexe GPIb-V-IX ainsi que des
protéines de signalisation comme les Rho GTPases et RalA (Ohta et al. 1999). Ainsi elles sont
responsables du bon ancrage des récepteurs au cytosquelette d’actine et servent de point de
rencontre pour des protéines de signalisation. La FLNA peut étre phosphorylée par diverses
kinases comme la PKA, la PKC ou la calcium/calmodulin-dependent kinase II. Sa
phosphorylation pourrait moduler son affinité pour I’actine ou protéger la protéine contre un
clivage par la calpaine (van der Flier and Sonnenberg 2001b). La mutation chez I’homme du
gene codant pour la FLNA est a I’origine de 1’hétérotopie nodulaire périventriculaire, qui est une
malformation cérébrale. Un KO pour la FLNA a récemment été développé dans la lignée

plaquettaire mais les résultats n’ont pas encore été publiés (Falet et al, non publié).

L’utilisation de peptides synthétiques du domaine intracellulaire de la GPIba et de lignées
cellulaires exprimant des délétions progressives de la GPIba ont initialement identifié un site
d’interaction pour la FLNA dans la zone 536-570 (Andrews and Fox 1992; Cunningham et al.
1996). Des lignées présentant des délétions plus courtes ont permis d’affiner la localisation du
site de liaison dans les régions 557-568 et 569-579 (Williamson et al. 2002). Finalement, des
expériences de liaison a la FLNA avec des peptides GPIba mutés ainsi que la cristallisation du
complexe FLNA-peptide GPIba (557-577) ont identifié¢ la zone 560-573 de la GPIba et tout

568

particuliérement les acides aminés Phe’® et Trp®"® comme essentiels pour la liaison a la FLNA

(Cranmer et al. 2005; Nakamura et al. 2006). L’¢étude cristallographique a également montré
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que les résidus G'™7 et C"'? des feuillets p C et D de I’élément répété 17 de la FLNA sont
importants pour la liaison a la GPIba (Nakamura et al. 2006) (Figures 20B et 22).

Une perte d’association du complexe GPIb-V-IX a la FLNA a un impact sur les fonctions
adhésives du complexe. Premi¢rement, cette protéine assure une adhésion efficace des cellules
en présence de forces de cisaillement élevées (Williamson et al. 2002) (chapitre 6.4.6). Au
contraire, une perte d’association a la FLNA n’empéche pas 1’émission de filopodes sur une
surface de FW (Mistry et al. 2000) et aurait méme pour conséquence un étalement augmenté sur
(Cunningham et al. 1996) (chapitre 6.5.3.1). Une autre fonction attribuée a cette interaction est
le maintien de la forme des plaquettes. Les plaquettes de taille augmentée et de forme anormale
des patients BS sont des arguments en faveur de ce réle (Lopez et al. 1998). Cette hypothése
semble confirmée par I’étude de souris déficientes en GPIba, dans lesquelles la réintroduction du

domaine intracellulaire entraine la récupération d’une taille quasi normale des plaquettes

(Kanaji et al. 2002; Ware et al. 2000).

________ Actine

¥

Calpaine

Calpaine

Figure 20: Représentation de la structure de la filamine A et de son interaction avec la GPlba

(A) Structure schématique de la Filamine A. ABD: Actin Binding Domain; P: phosphorylation; Hinge: articulation

(B) Représentation détaillée de I'interaction entre le peptide 557-577 de la GPlba et le feuillet C de la répétition 17 de la filamine A
(D’aprés Nakamura et al, 2006)
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6.5.4.2. La 14-3-3¢

La 14-3-3C appartient a la famille des protéines 14-3-3 qui est exprimée dans toutes les
cellules eucaryotes. Ces protéines ont une masse comprise entre 29 et 32 kDa et la plaquette
exprime fortement les isoformes (, B, y ainsi que des faibles niveaux d’isoforme ¢ et 1 (Wheeler-
Jones et al. 1996). La structure cristallographique de la 14-3-3 a été résolue, et a permis d’établir
que la 14-3-3 est constituée par un homo ou un hétérodimere. Chaque monomere est composé de
9 hélices a antiparalléles formant une large poche négativement chargée permettant son
association au ligand (Liu et al. 1995) (Figure 21). Les 14-3-3 interagissent avec un grand
nombre de protéines de signalisation cytoplasmiques et nucléaires comme c-Raf, la PKC,
p130“*, BAD, la PI3kinase, Cdc25 et Weel (Aitken 2006). La majorité des protéines qui
s’associent a la 14-3-3 portent les motifs consensus (Arg-Ser-X-,Ser-X-Pro, Arg-X-(Tyr/Phe)-X-
pSer-X-Pro ou Arg-X-Ser-X-,Ser/,Thr-X-Pro) initialement trouvés dans la séquence de c-Raf

(Muslin et al. 1996).

La copurification par chromatographie d’affinité a révélé 1’association de la GPIba a la 14-
3-3( (Du et al. 1996). L utilisation de CHO transfectées par une GPIba comportant des délétions
progressives de son domaine intracellulaire a permis de délimiter un site d’interaction dans la
région 605-610. Cette séquence (°”’Ser-Gly-His-Ser-Leu®'’) présente des analogies avec les
motifs consensus décrits plus haut. La GPIba est majoritairement phosphorylée au niveau de la
Ser® dans les plaquettes au repos et cette phosphorylation est requise pour I’interaction avec la
14-3-3C (Bodnar et al. 1999). Ultérieurement, 1’étude de formes mutées a permis d’identifier un

second site d’interaction dans la zone 580-590 et montré I’importance de la Ser””"

(Mangin et al.
2004). Une interaction de la 14-3-3C avec la GPIbp et la GPV, a également été proposée sur la
base d’une liaison de peptides synthétiques (Andrews et al. 1998), observations confortées par
des expériences en systeme double-hybride. Lors de cette étude, un renforcement de
I’association de la GPIba & la 14-3-3( par la Ser'®® phosphorylable par la PKA a été mis en
évidence (Calverley et al. 1998; Wardell et al. 1989) (Figure 22). Un site de liaison sur la 14-
3-3C pour GPIba été localisé au niveau de I’hélice I C-terminale (résidus 202 a 231). Ce site est

distinct de ceux impliqués dans la liaison d’autres partenaires comme c-Raf qui est situé¢ dans

I’hélice G (Gu and Du 1998) (Figure 21).

Une perte d’association entre la GPIba et la 14-3-3C dans des cellules CHO transfectées
inhibe fortement 1’étalement sur une surface de FW (Gu et al. 1999; Mangin et al. 2004) (voir
section 6.5.3.1). Ces résultats suggerent donc un role de cette zone et de la 14-3-3( dans

I’activation des intégrines par un mécanisme de libération de la 14-3-3( suite a la
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déphosphorylation de GPIba (Bodnar et al. 1999; Feng et al. 2000; Mangin et al. 2004).
L’activation via la 14-3-3( pourrait faire intervenir la PI3Kinase, qui formerait un complexe
ternaire avec la 14-3-3C et le GPIb (Munday et al. 2000). Cependant une autre étude a rapporté
une observation contraire, ou les cellules avec un GPIb incapable d’interagir avec 14-3-3(
montrent un étalement augmenté (Bialkowska et al. 2003) (voir section 6.5.3.1). Le role de la

14-3-3( dans la fonction d’adhésion du complexe GPIb-V-IX a été discuté dans le chapitre 6.4.6.

Monomére 14-3-3¢ Région de dimérisation

_ 7

14-3-37

\

Site de liaison Site de liaison
a la GPlba a c-Raf

Figure 21: Schéma de la structure cristallographique de la 14-3-3. Les cylindres marqués par
des lettres de A a | représentent les 9 hélices a antiparalléles qui constituent la structure d'un
monomeére de 14-3-3C (29 kDa). L’homodimérisation se fait par la région N-terminale, et laisse
apparaitre un large canal amphipatique qui contient des sites de liaison. Le site de liaison a la
GPlba se trouve au niveau de I'hélice |. Le site de liaison a Raf-1 se trouve au niveau de I'hélice G.
(Selon Liu et al, 1995)

6.5.4.3. La calmoduline

La calmoduline est une calciprotéine de 18 kDa trés conservée et présente dans tous les
organismes eucaryotes. Elle controle de nombreux processus biologiques comme la
croissance, la prolifération ou la migration cellulaire. Elle est constituée de quatre domaines
structuraux « EF-Hand », capables de lier le calcium entralnant un changement de
conformation lui permettant d’assurer le relai vers une réponse cellulaire (Chin and Means
2000). Dans les plaquettes, la calmoduline joue un réle important dans le changement de

forme en réponse aux agonistes, en activant la MLCK, apres liaison du calcium libéré par les
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stocks internes (Dandona et al. 1996; Paul et al. 1999). Une association entre le complexe
GPIb-V-IX et la calmoduline a été rapportée (Andrews et al. 2001). Une analyse des
séquences primaires des domaines intracellulaires de la GPIbp et de la GPV a révélé la
présence de sites consensus d’association a la calmoduline. Ces observations ont été validées
par des expériences d’immunoprécipitation en présence de peptides synthétiques qui

_Leu'"” de la GPIbP et toute la partie cytoplasmique de la GPV

impliquent la zone Arg
(Lys"®-Gly>*") (Figure 22). A ce jour il n’existe pas de données expérimentales fiables

impliquant la calmoduline dans les fonctions du complexe GPIb-V-IX.

GPIba 556
515 SWVGHVKPQALDSGQGAALTTATQTTHLELQRGRQVTVPRAWLLFL-
557 570 580 590 605 609
14-3-3¢ l l
——— ®
- RGSLPTFRSSLFLWVRPNGRVGPLVAGRRPSALSQGRG QDLLSTVSIRY SGHS!, 610
— NG J
~" '
Filamine A 14-3-3C 14-3-3C
GPIbp
160 175
i i 14;?»;3(; i
148 C&LRRLRARARARAAARLSIBTDPLVAERAGTDES 181
'
calmoduline
166
GPIX
114 CATTEALD 121
GPV
calmoduline
Il A N
529 KIGQLFRKLIRERALG 544
Y
14-3-3¢

@ Site de phosphorylation
l Site d’acylation

} Site d’interaction

Figure 22: Séquences peptidiques des domaines intracellulaires du complexe GPIb-V-IX et
sites de liaison aux partenaires intracellulaires
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6.5.4.4. La PI3Kinase

Le role d’une PI3Kinase pour I’activation dépendante du complexe GPIb-V-IX a été
décrit dans le chapitre 2.6.5.2.5. Une étude a montré la co-migration dans le cytosquelette
d’actine de la GPIb, de la 14-3-3( et de la PI3kinase apres activation des plaquettes a la
thrombine ou au FW. Des expériences de co-immunoprécipitation ont montré que la sous-
unité p85 de la PI3Kinase était liée indirectement au complexe GPIb-V-IX via la 14-3-3C. Ce
complexe se dissocie apres activation des plaquettes a la thrombine ou au FW (Munday et al.
2000). Une analyse de la séquence peptidique de la sous-unité p85 a montré la présence du
motif consensus d’association a la 14-3-3C (Arg-Ser-X-,Ser-X-Pro). Ces résultats indiquent
que la 14-3-3C pourrait séquestrer la PI3Kinase dans la plaquette au repos. Apres activation,
ce complexe co-migre vers le cytosquelette d’actine et s’y dissocie. La PI3kinase relocalisée
et libérée va pouvoir participer a 1’activation de I’intégrine ay,Ps et a sa signalisation

« outside-in » (Kasirer-Friede et al. 2004; Nesbitt et al. 2002; Yap et al. 2002).

6.5.4.5. SHIP-2

La SH2 domain-containing inostol 5-phosphatase (SHIP-2) hydrolyse en position 5 le
groupement phosphate du PI(3,4,5)P; pour former du PI(3,4)P,. Cette enzyme de 148 kDa se
localise aux bords des cellules ou elle controlerait négativement les mécanismes de
réarrangement du cytosquelette d’actine et la formation de lamellipodes (Dyson et al. 2001).
Cette protéine ubiquitaire contient un domaine SH2 (pour Src homology domain 2), un
domaine central portant 1’activité phosphatase et un domaine riche en proline en position C-
terminale (Ishihara et al. 1999). Dans les cellules COS-7, SHIP-2 se localise a la membrane

grace a son interaction avec la FLNA (Dyson et al. 2001).

SHIP-2 est indirectement associé¢e au complexe GPIb-V-IX via son interaction avec la
FLNA. Aprés activation a la thrombine ou au FW, le complexe FLNA-SHIP-2 se relocalise
au niveau du cytosquelette d’actine et se redistribue dans des compartiments cellulaires
différents de ceux ou se trouve le complexe GPIb-V-IX (Dyson et al. 2003). Cette étude ne
présente pas de données montrant un rdle de cette enzyme pour les fonctions du complexe,
mais avance 1’hypothése d’une régulation de I’activation plaquettaire par SHIP-2 en dégradant

les produits de la PI3kinase qui est elle-méme associée au complexe GPIb-V-IX via la 14-3-

3¢,
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6.5.4.6. L a-actinine.

L’a-actinine est une protéine de 100 kDa qui intervient dans le branchement des
filaments d’actine du cytosquelette sous membranaire. Cette protéine forme des homodiméres
s’associant a l’actine F et vient renforcer le réseau d’actine. Des expériences de co-
immunoprécipitation ont mis en évidence une association de I’a-actinine au complexe GPIb-
V-IX dans des plaquettes mises a agréger dans un viscosimetre. Cette association est
dépendante des forces appliquées et augmente au cours du temps. La co-précipitation de 1’a-
actinine nécessite sa phosphorylation par une voie d’activation contrdlée par la tyrosine
kinase Syk. Un role proposé pour 1’a-actinine serait de servir au cours de I’activation GPIb-
dépendante de protéine adaptatrice qui recruterait des protéines de signalisation comme la

PI3Kinase et la protéine kinase N (Feng et al. 2002).

6.5.5. Les récepteurs associés au complexe GPIb-V-IX.

Les associations entre GPIb-V-IX et le récepteur aux immunoglobulines FcyRIIA et la
chaine y des récepteurs Fc yRfc ont été abordées dans la section 6.5.2.2. D’autre part, il a été
rapporté qu’un traitement par SZ2 un anticorps dirigé contre la GPIba ou le clivage de la
GPIba par la mocarhagine inhibent 1’agrégation des plaquettes en réponse au peptide CRP.
Ces observations suggerent un couplage physique ou fonctionnel entre la GPVI et le
complexe GPIb-V-IX. Une association a ¢été montrée par des expériences de co-
immunoprécipitation, une interaction insensible aux agents dépolymérisant de 1’actine F ou
désorganisant les radeaux lipidiques et qui interviendrait via les domaines extracellulaires de
GPVI et de GPIba (Arthur et al. 2005). Les auteurs proposent que ces deux récepteurs
agissent en synergie expliquant que ces deux récepteurs empruntent des voies de signalisation

similaires.

6.6. Importance du complexe GPIb-V-IX dans I’hémostase et la

thrombose

6.6.1. Maladie de Willebrand et Syndrome de Bernard-Soulier

Deux pathologies hémorragiques illustrent I’importance de 1’interaction entre le complexe

GPIb-V-IX et le FW sous endothélial pour I’hémostase. La maladie de Willebrand qui est le
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désordre hémorragique le plus fréquemment rencontré, est la conséquence d’un défaut qualitatif
ou quantitatif de FW. Les patients atteints par la forme sévére (type 3), présentent des
saignements graves dus a 1’absence combinée du FW et du facteur VIII, entrainant un double
défaut de I’hémostase primaire et de la coagulation (Sadler 1998). Le syndrome de Bernard-
Soulier, est du a ’anomalie ou a 1’absence du complexe GPIb-V-IX. Cette maladie héréditaire
rare se traduit par une augmentation du temps de saignement, des plaquettes géantes et une
thrombopénie, qui entrainent I’apparition spontanée d’hémorragies nasales, gingivales et gastro-

intestinales (Lopez et al. 1998).

6.6.2. Réle dans la thrombose

L’utilisation d’anticorps, de peptides synthétiques ou le clivage de la GPIba ont mis en
évidence un role essentiel de I’axe GPIb-FW pour 1’adhésion des plaquettes et la formation de

thrombi (Deckmyn et al. 2005).

Les premiers arguments in vivo pour un role du complexe dans la thrombose viennent de
I’étude de porcs présentant une maladie de Willebrand de type 3. Ces derniers présentent un
défaut d’adhésion et d’activation des plaquettes dans un modele de 1ésion d’une artére coronaire
(Reddick et al. 1982). La méme observation a été effectuée plus récemment dans un modele de
thrombose artérielle dans des souris génétiquement manipulées déficientes en FW (Denis et al.

1998).

L’étude de modéles murins reproduisant le syndrome de Bernard et Soulier a également
permis d’impliquer le complexe GPIb-V-IX dans le développement d’une thrombose. Des souris
invalidées pour le géne de la GPIba et exprimant un transgéne humain incapable de lier le FW
ont ¢té¢ étudiées dans un modele de thrombose carotidienne induite par du chlorure de fer. Dans
ce systéme, ces souris montrent une thrombose nettement diminuée par rapport aux souris
normales mais aussi aux souris KO pour la GPVI. Ces résultats indiquent que le ciblage de I’axe
GPIb-V-IX pourrait avoir un effet antithrombotique supérieur a I’inhibition de la voie GPVI
(Konstantinides et al. 2006). Des résultats similaires ont été obtenus avec des souris KO pour le
gene de la GPIbP. Ces souris présentent dans un systeéme d’adhésion en flux sur collagéne une
formation de thrombus abolie & 3000 s et fortement inhibée a 1500 s'. Dans un modéle de
thrombose artérielle induite par un laser ou induite au chlorure de fer, ces souris présentent une

thrombose fortement diminuée (Strassel et al, 2006, soumis a ATVB).
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6.6.3. Ciblage pharmacologique de la voie GPIbo/FW

Les médicaments anti-plaquettaires (anti amPs, clopidogrel, aspirine) prennent une place
croissante dans le traitement et la prévention des thromboses artérielles. Pour I’instant, il n’existe
pas de médicament ciblant spécifiquement la voie GPIb-V-IX. La complexit¢ du mode
d’interaction entre le FW et la GPIba et de I’analyse des réponses plaquettaires (chapitre 6.4) ont
probablement retardé la mise en place de programmes de criblage pharmacologique. De plus,
contrairement aux travaux sur 1’intégrine aybPs, les quelques recherches basées sur les peptides
dérivés du FW ou de venins de serpent, n’ont pas permis d’identifier de molécule de petite taille
pouvant servir de point de départ pour un programme de synthése chimique. Finalement, 1’effet
profondément thrombopéniant apres injection a 1’animal d’anticorps dirigés contre la GPIba a
probablement constitu¢ un frein au développement de ces médicaments. Un certain nombre
d’inhibiteurs dirigés contre I’axe GPIb/FW ont cependant été évalués in vitro et dans les modeles

animaux (Bonnefoy et al. 2003).

6.6.3.1. Les antagonistes de la GPIba

Des fragments du FW (domaine Al, VCL) ont été évalués dans plusieurs modeles
animaux, montrant une efficacité antithrombotique sans que le temps de saignement soit affecté
(Azzam et al. 1996; McGhie et al. 1994; Yao et al. 1994). Ce fragment de haut poids
moléculaire présente une faible stabilité et un cott ¢levé de production. L’utilisation chez le
babouin, de Fab de I’anticorps bloquant 6B4 dirigé contre la GPIba présente des propriétés anti-
thrombotiques sans affecter le temps de saignement ni induire de thrombopénie (Cauwenberghs
et al. 2000). La crotaline, une protéase extraite d’un venin de serpent, clive la GPIba et possede
des propriétés anti-thrombotiques dans un modele de thrombose mésentérique dans la souris

mais entraine une augmentation du temps de saignement (Chang et al. 1998; Wu et al. 2001a).

6.6.3.2. Les antagonistes du FW

L’acide aurintricarboxylique montre des propriétés anti-thrombotiques chez le cochon
d’inde et augmente le temps de saignement (Azzam et al. 1996; Ito et al. 1999; Yamamoto et
al. 1998). Cependant cette molécule n’affecte pas que la voie GPIbo/FW et peut entrainer une
potentialisation de 1’agrégation des plaquettes, notamment au collagéne et a 1’ionophore A23187
(Kinlough-Rathbone and Packham 1992). L’anticorps AJvW-2 dirigé contre le FW et qui
bloque la liaison de la GPIba, a montré des propriétés antithrombotiques sans augmentation du

temps de saignement dans différents modeles animaux (Kageyama et al. 1997; Poletti et al.
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1997; Yamamoto et al. 1998). Enfin, un effet antithrombotique de I’anticorps monoclonal
82D6A3 dirigé contre le site de liaison du FW au collagéne a pu étre observé dans un modele de

thrombose de Folts chez le babouin sans effet sur le temps de saignement et le compte

plaquettaire (Wu et al. 2002).
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Introduction

Lors d’une bréche vasculaire et en conditions de flux élevé, la liaison du FW au
complexe GPIb-V-IX assure 1’adhésion des plaquettes aux sous-endothélium exposé.
L’interaction GPIb-FW déclenche une signalisation encore mal caractérisée, qui implique une
src kinase et la PLCy,. Cette derniére en produisant de I’IP; conduit a la libération de calcium
des stocks internes, menant au remaniement du cytosquelette d’actine nécessaire au
changement de forme des cellules. Les plaquettes passent d’une forme discoide a ronde et
émettent des filopodes. Cette signalisation va également contribuer a [D’activation de
I’intégrine oypPs nécessaire a 1’adhésion stable et I’agrégation des plaquettes. Plusieurs
travaux basés sur I’étude de cellules transfectées exprimant un complexe GPIb-IX muté au
niveau de ses domaines intracellulaires ont montré une régulation des proprétés adhésives et
de signalisation du complexe par ses parties cytoplasmiques (voir chapitres 2.6.4.5 et 2.6.5.3).
Ces observations n’ont pu étre directement transposées a la plaquette. Ces cellules sont
anucléées et ne présentent qu'une trés faible activité transcriptionnelle, les plaquettes
s’averent donc difficiles a manipuler génétiquement. De plus, la petite taille des plaquettes
(~2 pm de diamétre) et leur promptitude a s’activer lorsqu’elles sont manipulées font de la
microinjection ou de la perméabilisation par des détergents des options difficilement
envisageables.

Notre objectif a été d’¢tudier les roles du domaine intracellulaire de la sous unit¢ GPIba
pour les fonctions du complexe dans la plaquette intacte. Pour cela 4 portions de ce domaine
correspondant aux sites d’interaction pour deux des partenaires connus, la FLNA et la 14-3-
3(, ont été couplées a un motif peptidique leur permettant de traverser la membrane
plasmique.

Des approches similaires ont été utilisées précédemment pour étudier les fonctions des
domaines intracellulaires de différents récepteurs plaquettaires comme les intégrines o33 et
a1, les récepteurs PAR1 et PAR4, et également le complexe GPIb-V-IX (Covic et al. 2002;
Dai et al. 2005; Feng et al. 2003; Martin et al. 2003; Stephens et al. 1998; Wang et al.
2003). Un peptide de la GPIba comprenant le site de liaison a la FLNA (557-575) associé a
un peptide cargo perméant (PEP-1) a montré dans la plaquette intacte une agglutination a la
ristocétine et une SIPA significativement diminuées, et une phosphorylation diminuée de
différentes protéines de signalisation (Feng et al. 2003). Ce travail désigne la région 557-575

comme un nouveau domaine fonctionnel impliqué dans les fonctions d’adhésion et
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d’activation du complexe GPIb-V-IX. Dans une seconde étude, le domaine 602-610 de la
GPIba correspondant a un des sites d’interaction pour la 14-3-3( a ¢été couplé a un
groupement palmitoylé. Ce peptide inhibe 1’agglutination des plaquettes au FW et la liaison
de FW aux plaquettes et cellules transfectée par le complexe GPIb-IX (Dai et al. 2005). Cette
¢tude indique un role de la 14-3-3( dans la régulation des fonctions adhésives du complexe.
Dans un dernier travail, un peptide palmitoylé comprenant la portion 151-161 du domaine
intracellulaire de la GPIbB a montré une inhibition de I’agglutination des plaquettes au FW,
de leur adhésion sur une surface recouverte de FW, ou en présence de flux il augmente la
vitesse de roulement des plaquettes. Toutefois les effets de ce peptide ne sont pas restreints au
FW, puisqu’il inhibe également 1’activation en réponse a plusieurs agonistes (faibles doses de
thrombine, collagéne et analogue du TXA;) (Martin et al. 2003), mettant en doute un effet
spécifique sur la voie GPIb-V-IX. Pour ce travail, nous avons opté pour un motif perméant
composé de neuf arginines et dérivé du domaine basique de la protéine Tat du virus HIV-1,
directement couplé aux peptides GPIba (Mann and Frankel 1991; Wender et al. 2000). Le
mécanisme d’action de ce motif perméant reste encore mal déterminé. Il a été proposé que
I’entrée des peptides fait intervenir une liaison aux héparans sulfates (glycosaminoglycannes)
présents a la surface des cellules (Suzuki et al. 2002). Puis I’internalisation pourrait se faire
par un processus actif d’endocytose (Richard et al. 2003).

Les conséquences de I’entrée de ces peptides dans la plaquette ont été analysées sur les
propriétés d’adhésion et d’activation dépendantes du complexe GPIb-V-IX. Des expériences
d’agglutination induite par le FW bovin ont été conduites en présence de ces différents
peptides. Puis I’effet des peptides a été étudié sur 1’adhésion des plaquettes sur une surface
recouverte de FW. Ce systéme, plus proche des conditions trouvées dans un vaisseau, permet
d’apprécier a la fois I’interaction au FW et ’activation déclenchée par cette interaction
(émission de filopodes). Ce travail a permis d’identifier un domaine fonctionnel potentiel au

sein de la GPIba (557-569) contrdlant a la fois les propriétés adhésives et de signalisation.
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Conclusion

Le principal résultat de cette étude est 1’identification d’un domaine fonctionnel au sein
de la GPIba (R™-L°®) impliqué dans la régulation des propriétés adhésives et de
signalisation du complexe GPIb-V-IX. Des plaquettes traitées par le peptide R9a557, qui
comprend ce domaine, montrent une adhésion et une émission de filopodes significativement
diminuées sur une matrice de FW. De la méme fagon, des cellules CHO transfectées par le
complexe GPIb-IX, incubées avec R90557, ont une adhésion diminuée et une émission de
filopodes complétement abolie sur une matrice de FW.

Une majorité d’études sur le role des domaines intracellulaires du complexe GPIb-V-1X
s’est appuyé sur [’utilisation de cellules transfectées comprenant un récepteur muté. Ces
travaux ont permis d’ identifier dans la GPIba des zones contrdlant les propriétés adhésives
du complexe (voir section 2.6.4.5) ou des régions permettant I’association a la 14-3-3C, qui est
impliquée dans la signalisation tardive du complexe menant a 1’activation des intégrines (voir
section 2.6.5.3.1). L’aspect novateur de ce travail est d’avoir permis I’identification d’un
domaine fonctionnel dans la plaquette intacte.

Le peptide identifié se situe dans la zone et comprend des résidus impliqués dans
I’interaction de la GPIba avec la FLNA (Williamson et al. 2002). Ces résultats suggéraient
donc un role de la FLNA dans 1’adhésion et I’activation GPIb-dépendante. Toutefois, un des

>7%) est absent de ce peptide (Cranmer et

résidus important pour la liaison de la FLNA (Trp
al. 2005; Nakamura et al. 2006). De plus, le peptide R9a569 qui suit directement R9a557 et
qui contient la Trp’”° n’a aucun effet sur I’adhésion et I’activation au FW. Enfin, des
expériences d’immunoprécipitation de la GPIba a partir de lysat plaquettaires en présence
d’un exces de peptide R9a557 montrent une coprécipitation normale de la FLNA. L’ensemble
de ces données indiquent que le peptide agit vraisemblablement en interagissant/interferant
avec une autre protéine que la FLNA, qui reste a identifier.

Parmi les mécanismes d’action envisageables, le peptide pourrait donc interagir avec
une protéine effectrice contrdlant les propriétés d’adhésion et de signalisation, mais une
seconde possibilté serait une action directe ou indirecte avec une des autres sous unités du
complexe comme la GPIbp ou la GPIX.

L’analyse par cytométrie en flux et par microscopie confocale a fluorescence ont permis
d’établir une internalisation efficace des peptides dans la plaquette par 1’addition du motif
poly-arginine. Cependant, ce travail a également mis & jour une des limitations d’une telle

approche car ce type de peptides peut par lui-méme modifier 1’état d’activation des plaquettes.
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En effet, I’ajout du peptide R9a557 a une suspension plaquettaire a montré une légere
activation des plaquettes, se traduisant par un changement de forme dans et des réponses
diminuées a I’ADP ou au collagene, vraisemblablement liées a une désensibilisation a I’ADP.
Cette activation par pourrait contribuer a I’inhibition de I’agglutination des plaquettes en
présence de FW. Malgré tout, I’effet inhibiteur du peptide R9a557 sur I’adhésion et
I’activation des plaquettes au FW immobilisé est indépendant de I’ADP produit puisqu’il est
observé en présence d’apyrase ou d’antagonistes des récepteurs a I’ADP. Cependant, ce
travail indique que les études utilisant des motifs perméants doivent toujours prendre en
considération leur potentiel activateur.

En conclusion, ce travail a mis en évidence 1I’importance du domaine 557-569 pour
’activation dépendante du complexe GPIb-V-IX. Toutefois le mode d’action exact du peptide
R90557 dans la plaquette n’est pas déterminé. Ce travail a écarté un role de la FLNA mais il

reste a identifier la cible de ce domaine.
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Role du domaine intracellulaire de la sous-unité GPIbp dans les

fonctions d’adhésion et de signalisation du complexe GPIb-V-IX.
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“Role of the GPIbf intracellular domain for von Willebrand Factor induced-GPIb

signalling leading to platelet filopodia emission.”
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Introduction

Le travail précédent a mis en évidence, dans la plaquette intacte, un réle du domaine
intracellulaire de la GPIba pour la signalisation du complexe GPIb-V-IX menant a 1’émission
de filopodes. Cette étude s’est appuyée sur une approche de couplage de portions
intracellulaires de la GPIba a un peptide perméant. Une alternative a cette stratégie est
I’utilisation de cellules CHO transfectées par un complexe GPIb-IX contenant une mutation
ou une délétion au niveau de ses domaines intracellulaires. Les cellules transfectées
constituent un outil adapté a I’étude des fonctions d’adhésion et d’activation de ce récepteur.
En effet, ’introduction du complexe GPIb-IX assure une adhésion efficace au FW en absence
ou présence de flux (Yuan et al. 1999) et permet une signalisation similaire a celle observée
dans la plaquette menant & 1’émission de filopodes puis a I’étalement qui dépend de
I’intégrine amPs (Mangin et al. 2004; Yuan et al. 1999). Enfin, les interactions avec les
partenaires intracellulaires connus du complexe (FLNA et 14-3-3() ont été retrouvées dans
ces modeles cellulaires (Cranmer et al. 2005; Gu et al. 1999; Mangin et al. 2004).

Les travaux précédents se sont essentiellement intéressés au role de la portion
cytoplasmique de la GPIba pour les fonctions d’adhésion ou pour la signalisation « inside-
out » menant a 1’activation de I’intégrine. Un rdle de la portion cytoplasmique de la GPIbJ

contenant la Ser'®

dans la régulation des fonctions adhésives a également été rapporté, mais
avec des résultats contradictoires (Bodnar et al. 2002; Perrault et al. 2003). Au début de ce
travail, a I’exception de ’association de la GPIbp a la 14-3-3C et a la calmoduline (Andrews
et al. 1998; Andrews et al. 2001; Calverley et al. 1998; Dai et al. 2005; Feng et al. 2000), il
n’existait pas d’argument en faveur d’un role de la region intracellulaire de la GPIbB dans la
signalisation déclenchée par le complexe GPIb-V-IX. D’autre part, il n’existe pas d’étude
fonctionnelle systématique du domaine intracellulaire de la GPIbp, contrairement aux études
plus complétes portant sur la GPIba.

L’objectif de ce travail a ¢ét¢ d’établir une cartographie fonctionnelle des domaines
intracellulaires de la GPIba et de la GPIbp focalisée sur 1’activation précoce menant a
I’émission de filopodes. Des cellules CHO GPIb-IX tranfectées par une GPIba tronquée soit
de tout son domaine intracellulaire (96 résidus aAIC), soit des sites d’interaction pour la
FLNA (aA557-568) ou la 14-3-3C (aAS80-590 et aA605-610) ont été utilisées. Deuxieémement
de nouvelles lignées ont été développées exprimant soit une GPIbf entiérement privée de son
domaine intracellulaire de 34 résidus (BAIC), soit des délétions de dix acides aminés de la

partie proximale (BA150-160), centrale (BA159-170) ou distale (BA172-181) . La capacité de
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ces clones a adhérer et a s’activer sur une matrice de FW a été évaluée. Une mutagénése
systématique par « alanine scanning » de la région 150-179 identifiée par délétion a ensuite
été réalisée pour identifier plus précisément les domaines fonctionnels. Enfin, 1’étude a été
étendue aux plaquettes de souris exprimant une GPIbp tronquée de la totalité de sa portion

cytoplasmique.
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Abstract:

Circulating platelets are initially recruited at the site of vessel injury by interacting with von
Willebrand factor immobilized onto collagen fibers. This adhesion is mediated by the GPIb-V-I1X
complex which transmits a specific intracellular signalling leading to the reorganization of the platelet
actin cytoskeleton and extension of filopodia. The early events of this activation and the contribution
of the intracellular domains of the GPIb-V-IX complex remain to be identified. GPIb-IX transfected
CHO cells expressing mutant forms of the GPIba and GPIbp were studied for their ability to adhere
and change shape on a von Willebrand factor matrix. Deletion of the entire GPIba intracellular
domain and shorter deletions eliminating the filamin A or the 14-3-3C binding sites did not prevent

cells from extending filopodia. On the contrary, intracellular deletions of GPIbf in the membrane
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proximal (Leu' to Arg'®) and central segments (Ala'*’to Pro'™) reduced the capacity to extend

filopodia without affecting adhesion efficiency or GPIb-IX association with filamin A and 14-3-3C.

% to Pro'” region identified a cluster of residues

Single alanine scanning mutagenesis of the Leu
(Arg'®, Leu'®, Leu'”, Thr'® and Pro'”) required for efficient filopodia formation. Interestingly,
mutation of the PKA-dependent phosphorylation Ser'® site had no consequence on adhesion or shape
change. Importance of the GPIbP subunit was also documented in murine platelets with an
intracellular deletion of GPIbB which exhibited a decreased capacity to extend filopodia upon
adhesion on von Willebrand factor. These results point to the GPIbf intracellular region as being an

important element in GPIb-dependent platelet activation.



Introduction:

The glycoprotein GPIb-V-IX complex is a receptor for von Willebrand factor which plays a
crucial role in primary hemostasis by mediating platelet adhesion to the extracellular matrix of injured
blood vessels (1,2). In addition, there is now increasing evidence for a role of GPIb-V-IX in
generating intracellular signals following its interaction with immobilized von Willebrand factor (3).
Identification of a restricted GPIb-V-IX can be obscured by the ability of platelets to amplify their
own responses by agonists secreted from their granules (ADP) or generated de novo (TxA2). Another
difficulty in studying GPIb-V-IX—dependent signalling is the presence of a second platelet receptor for
von Willebrand factor, the integrin o3, which can trigger outside-in activation (4). Analysis of
platelet adhesion under stringent conditions to avoid these costimulatory signals has revealed a GPIb-
V-IX specific activation leading to platelet shape change with emission of filopodia (5,6). Under the
same stringent conditions, specific GPIb activation has also been demonstrated in response to a
dimeric Al domain of von Willebrand factor, a GPIb-V-IX selective ligand, leading to ollbp3
mobilization (4).

The signalling cascade leading to filopodia extension is incompletely characterized but
appears to require activation of a src-kinase, phospholipase C gamma?2, and the mobilization of Ca2+
from intracellular stores. PI3 kinase (PI3K) (4,6), PKC (4), MAP kinase or cGMP-dependent kinase
(7) do not seem to be involved in the early stages of GPIb-V-IX dependent activation. However, GPIb-
dependant mobilization of allbf3 is dependent on PI3K and PKC dependent-activation (4). Among
unresolved issues on GPIb-dependent activation, the identity and mode of interaction of proximal
effectors are unknown as well as the domains of the receptor involved in triggering the initial signals.

GPIb-IX cell transfectants represent useful tools to dissect these early events as they
recapitulate GPIb-signalling functions observed in platelets. Transfection of the normal complex
renders these cells competent to adhere to a von Willebrand factor matrix, to extend filopodia (5) and
to activate allbB3 integrin and induce cell spreading (8). CHO cells containing intracellular deletions
and mutations have been described in the literature mostly focused on GPIba. Progressively larger
deletions starting at the COOH-terminal , short deletions covering the 535-610 portion and alanine
mutagenesis have allowed to map the binding sites for the actin branching protein filamin and the
adaptor protein 14-3-3C (9-14). Signalling functions were mostly analyzed for the ability to mobilize
allbB3 adhere under flow conditions and aggregate but not for early signals leading to filopodia
formation. Studies on GPIbf have been limited to Ala and Gly substitutions of phosphorylation site at
Ser'® whith led to opposing observations of increased or decreased adhesion on immobilized von
Willebrand factor and no evaluation of shape change responses (15,16).

In this study, GPIb-IX expressing CHO cells with short deletions and point mutations of the

intracellular segments of the GPIba, and GPIbf subunits were evaluated for their capacity to adhere



and shape change in response to von Willebrand factor. The results point to a role of the intracellular
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portion of the GPIbB subunit and identify critical residues within its central Arg'®*-Pro'™ domain.

Experimental procedures

Reagents. Apyrase was purified from potatoes as previously described (17). Human VWF (hVWF)
was purified from plasma cryoprecipitates by gel filtration according to a published procedure (18).
Botrocetin and WM23 a monoclonal antibody (moAb) directed against the GPIba subunit were kindly
provided by Dr SP. Jackson (Melbourne, Australia). Eptifibatide was from GlaxoSmithKline
(Middlesex, United Kingdom). Human serum albumin (HSA) was from EFS-Alsace (Strasbourg,
France). MAb ALMA.12 against human GPIba was produced in our laboratory. Bovine serum
albumin (BSA), MOPC-31 a mouse IgGl « isotype control, 1,10-Phenantrolin monohydrate and
TRITC-phalloidin were from Sigma (St. Louis, MO, USA). Paraformaldehyde (PFA) was from EMS
(Washington, PA, USA). Goat anti mouse antibody (GAM), horseradish peroxidase-conjugated goat
anti-mouse IgG and goat anti-rabbit (GAM-HRP and GAR-HRP) and FITC conjugated GAM and
GAR were provided by Jackson Immunoresearch (West Grove, PA, USA). MAB1678 a mAb directed
against Filamin A was provided by Chemicon (Temecula, CA, USA). £ (C-16) a rabbit polyclonal
antibody directed against the 14-3-3C was from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).
Calpeptin was purchased from Calbiochem (San Diego, CA, USA). ECL reagents, Hyper-film-ECL
and protein G-Sepharose were from Amersham Bioscience (Uppsala, Sweden). Complete protease
inhibitor cocktail was provided by Roche Molecular Biochemicals (Mannheim, Germany). Laemmli
buffer, Tween 20, Ready gels (4-15%) were purchased from Bio-rad SA (Ivry sur Seine, France).
Immunoblotting PVDF membranes were from Millipore (Billerica, MA, USA).

Expression of GPIb-IX in CHO cells. CHO cell lines stably expressing the wild type GPIb-IX
complex or GPIba deleted forms of GPIb-IX have been described previously (12,15,19). Stable cell
lines with deletion or Alanine mutation of the intracellular domain of the GPIb were obtained
following transfection of the GPIbp cDNA into GPIbalX expressing cells (20). Oligonucleotide
directed mutagenesis was performed by PCR amplification of PDXGPIbf vector (kindly provided by J
Lopez, Houston, USA) with Pfu DNA polymerase (Stratagene, La Jolla, CA, USA), digestion with
Dpn I (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) and transformation in TOP10 bacteria
(Invitrogen, San Diego, CA, USA). Plasmids purified with Plasmid Endofree (Qiagen, Valencia, CA,
USA) were transfected at a fixed amount (0.5 pg) with 0.05 pg of pDR2 (Clontech, San Jose, CA,
USA) using FUGENEG6 (Roche-diagnostics, Mannheim, Germany) according to the manufacturer's
instructions. Positive cells were selected in the presence of Hygromycin (200 ug/mL) (Boehringer-

Mannheim, Germany) two days after transfection.
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Mouse platelet preparation. Mouse washed platelets were prepared from ACD-anticoagulated blood
by Ficoll separation from PRP and sequential centrifugation as described (17). The cells were
resuspended at a density of 3 x 10°/uL in Tyrode-Hepes buffer (137 mM NaCl, 2 mM KCI, 12 mM
NaHCO3, 0.3 mM NaH>PO4, 2 mM CaCl,, 1 mM MgClyp, 5.5 mM glucose, 5 mM Hepes, pH 7.3)

containing 0.35% HSA and apyrase 0.02 U/mL.

Cell adhesion and morphology. Adhesion of CHO GPIb-IX cells on a von Willebrand factor matrix
was studied as previously described (5). Briefly, cells (10%mL) in PBS were treated with 5 mM EDTA
and allowed to adhere to cover slips precoated with hVWF (20 pg/mL) for 30 min at 37°C in the
presence of 5 pg/mL botrocetin. Non-adherent cells were gently washed away and adherent cells were
fixed with 4% PFA for 15 min, washed and stained with 2 pg/mL TRITC-phalloidin for 30 min. After
3 washes in PBS and a last wash in water, the adherent cells were covered with 13 pL of Mowiol 4-88
solution (France Biochem, Meudon, France) and the cover slips were mounted on microscope slides.
Fluorescence was visualized by UV illumination at 570 nm under a Leica DMDL microscope (Leica
Microsystems SA, Wetzlar, Germany) using a Planfluotar oil-immersion lens (40x, numerical aperture
1.00). Image acquisition and analysis were performed with Metamorph software (Molecular Devices,
Downingtown, PA, USA). The number of adherent cells was determined on 8 random fields
corresponding to a total surface of 9.7 x 10> pm? and the number of cells which had extended filopodia
was determined in the same fields.

Mouse platelets (3 x 10’/ mL) were allowed to adhere on a surface coated with 20 pg/mL VWF in the
presence of Eptifibatide for B3 integrin blockade and 10 pg/mL of botrocetin for 30 min at 37°C.
Adherent cells were gently washed away with PBS and then samples were processed for Scanning
electron microscopy analysis (SEM) as previously described (21). Briefly, adherent platelets were
fixed for 45 min with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.3, 305 mOsm/Kg)
containing 2% sucrose. The fixed cells were washed 3 times in 0.9% saline buffer and dehydrated
sequentially in increasing concentrations of ethanol solutions. Samples were air-dried with
hexadimethyldisilazane, sputtered with gold and examined under a scanning electron microscope (Fei
Sirion, Eindhoven, The Nederlands) (5kV). The number of adherent cells was determined on 5
different fields corresponding to a total surface of 14,375 pm?, and on the same fields the percentage

of platelets which had changed shape was quantified.

Quantification of the GPIba. sites on the surface of transfected CHO cells. The number of GPIba sites
was quantified with the QIFIKIT® kit (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) according to the
manufacturer recommendations. Briefly, cells (2 x 10°) in PBS-BSA (0.1%)-sodium azide (0.02%)
were incubated with 20 pg/mL ALMA.12 or non immune MOPC.31 for 20 min at 4°C. Cells were
washed, and incubated with a goat anti-mouse antibody (GAM) from the kit at a final dilution of 1/50.
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In parallel, calibration beads coated with determined increasing amounts of mouse IgG were labelled
with GAM for 20 min at 4°C. Cells and beads were washed again and samples were analyzed on a
FACSCalibur flow cytometer. The number of GPIba sites was calculated with the Mean Fluorescence

Intensity (MFI) and the calibration curve obtained with the calibration beads.

GPIba. cleavage on the surface of CHO cells. CHO cells adjusted at 2 x 10/uL were treated with 50
ug/ml O-sialoglycoprotein endopeptidase (OSGE; Cedarlane Laboratories) at 37°C for 30 min.
Reaction was stopped by adding 5 ml Tyrode’s buffer. CHO were centrifuged to eliminate cleaved

GPIba and resuspend in Tyrode’s buffer.

VWF binding to CHO cells. Cells (2 x 10°) resuspended in PBS were incubated with hVWF (0.5, 4 and
8 ug/mL) in the presence or absence of ristocetin (1.5 mg/mL) for 30 min at room temperature. Cells
were then washed with 0.1 M sodium acetate/0.5 x PBS and labelled with a rabbit polyclonal antibody
directed against human VWF (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) for 10 min at 4°C. A FITC
coupled goat anti rabbit antibody was added (10 pg/mL) for 10 min at 4°C. Finally, cells were fixed
with 1% formaldehyde and 0.1% NaNj; until the analysis of the samples on a FACSCalibur flow
cytometer. To account for differences in GPIba levels between the cell lines, VWF binding was
normalized as a ratio to GPIba levels. For that, cells were incubated with WM23 (10 pg/mL) for 20
min at 4°C and revealed with GAM-FITC (10 pg/mL) for 20 min at 4°C.

Immunoprecipitation and immunoblotting of CHO cell lysates. Cells (5 x 10° cells/point for the wild
type clone or adjusted to GPIba expression for the mutants) were washed twice in PBS and then lysed
for 1 h at 4°C in ice-cold 10 mM Tris, pH 7.5 buffer containing 1%, Triton X-100 1 mM EDTA, 1
mM EGTA, 2.5 mM Naz;VO,, 150 mM NaCl, 100 mM NaF, 2 uM calpeptin, 300 nM 1,10-
Phenantrolin monohydrate and 1X protease inhibitor cocktail. Following centrifugation at 14,000 g for
30 min at 4°C, supernatant was cleared once for 2 h at 4°C with 50 uL of protein G-Sepharose beads,
irrelevant mouse serum (1 pul./100 uL of lysate) and GAM IgG (1 pg/100 uL of lysate) and a second
time for 1 h at 4°C with 50 pL of protein G-Sepharose beads. Lysates were incubated with MOPC.31
or ALMA.12 (5 pg) for 1 h at 4°C and 50 pL of protein G-Sepharose beads were then added for 1
hour at 4°C. Immunoprecipitated proteins were separated on 4-15% SDS-PAGE gels under reducing
conditions and transferred to PVDF membranes. After saturation with 5% (wt/vol) milk blocking
solution in PBS containing 0.05% (wt/vol) Tween-20, the membranes were blotted with either WM23
(1 pg/mL), MAB1678 (1 pg/mL) or { (C-16) (400 ng/mL). Membranes were washed and revealed
with GAM-HRP or GAR-HRP and ECL western blotting detection kit. Intensities of the GPIba, 14-3-
3 and filamin A bands were quantified by densitometry using a Umax Powerlook 1120 scanner and the

ImageQuant TL software (Amersham Bioscience, Upsala, Sweden).



Statistical analyses. The statistical significance of differences between means was evaluated using a
one-way Anova test followed by a Tukey’s multiple comparison post test and p values of less than
0.05 were considered to be significant. For the filopodia emission assays Fisher’s exact tests were
performed, p values of less than 0.05 were considered to be significant. The variation of means was

calculated as the standard deviation.

RESULTS

Effect of GPIba cytoplasmic deletions on filopodia formation.

Previous studies have established CHO that cells transfected with the normal GPIb-IX
complex reproduced the platelets capacity to adhere to a von Willebrand factor matrix and extend
filopodia (5). This shape change is independent of ; integrins as it is observed in the presence of
EDTA.

The role of the 96 amino acid intracellular segment of GPIba was evaluated on cells deleted
of the entire domain (A516-610, aAIC) or deleted of binding sites for filamin A (A557-568) or 14-3-3(
(A580-590 and A605-610) (Figure 1). These cells have been previously reported to express GPIb-IX
levels comparable to wild-type transfectants with the exception of A605-610 which displayed a 60%
reduced GPIba surface level. Deletion of the entire cytoplasmic region resulted in a 55% reduced
adhesion on VWF but adherent cells had a normal capacity to extend filopodia (Figure 2). Cells
lacking containing deletions of the filamin A or 14-3-3( binding sites adhered as efficiently as aWT
cells and displayed normal shape changes (Figure 2A). As previously reported, absence of the 14-3-3C
binding sites resulted in inefficient spreading in the absence of B; blockade, while cells lacking the
filamin A domain spread normally (data not shown).

These results indicated that the GPlba intracellular domain was not essential for GPIb-

triggered to filopodia formation despite playing a role in downstream integrin activation via 14-3-3C.

Effect of GPIbp cytoplasmic deletions on filopodia formation.

The role of the 33 amino acid intracellular segment of GPIb} was then evaluated by truncating
the entire domain (BAIC), or by introducing sequential shorter (10-11 residues) deletions (BA150-160,
BA159-170, BA172-181). With the exception of fA172-181, which expressed normal levels of GPIb-
IX, the other deletions resulted in reduced expression representing 20% (BAIC), 36% (BA150-160) and
62% (PA159-170) of levels in BWT expressing the normal complex (Figure 4A). Despite the lower
receptor density the cells adhered at normal or only slightly decreased levels on VWF. However,
BAIC, BA150-160p, and A159-170 cells had a decreased capacity to shape change with on average a

~35% decrease in the number of adherent cells able to extend filopodia when compared to PWT



(Figure 3). These results suggested that the intracellular region of the GPIbp, between Leu' and
Pro'”, played a role in signalling leading to production of filopodia.

One possible cause for reduced filopodia production in BAIC, BA150-160 and BA159-170 cells
is their diminished GPIba surface density with values ranging from 20 to 62% of BWT cells (Figure
4A). To try to appreciate the influence of GPIba levels on shape change, BWT cells were subjected to
O-sialo-glyco-endopeptidase treatment which cleaves the NH2-terminal von Willebrand factor binding
domain of GPIba. Under cleavage conditions retaining ~30% GPIba binding sites equivalent to the
receptor density in BAIC, adhesion was decreased by 25% as compared to untreated, but an equivalent
percentage of adherent platelets changed shape (Figure 4B). These results suggested that a lower
density of GPIba binding sites is not sufficient by itself to explain the decreased filopodia emission in
BAIC, BA150-160 and pA159-170 clones.

Reduced filopodia emission in GPIbP deleted cells could be due to an intrinsic decreased
ability of GPIba to bind von Willebrand factor. When VWF binding was measured by FACS in the
presence of ristocetin and normalized for GPIba levels, all the clones with GPIbf intracellular deletion
bound VWF as efficiently as wild type cells (Figure 5). These data demonstrate that abnormal
filopodia production of the GPIbP mutants is not due to an intrinsic VWF binding deficiency of the

mutant receptors.

Association of filamin A and 14-3-3( with GPIb-IX following GPIbp cytoplasmic
deletions.

Three partners have been identified as interacting directly with the intracellular domains of
GPIba and GPIbp i.e. filamin with GPIba, 14-3-3C with GPIba and GPIbf, and calmodulin with
GPIbp (8,14,22,23). Consequences of GPIbP deletion mutagenesis on the association with filamin A
and 14-3-3C were evaluated in cell lysates following immunoprecipitation of the complex with mAb
ALMA.12. Analysis was not performed for calmodulin as we did not observe its co
immunoprecipitation in transfected CHO cells. Efficient co immunoprecipitation of filamin A and 14-
3-3{ with GPIb-IX was observed in all the GPIbP deleted mutants (Figure 6), including the BAIC and
BA159-170 which eliminate Ser'®. These results together with deletions of Iba presented earlier do not
suggest an involvement of filamin A or 14-3-3( in GPIb dependent signalling leading to the emission

of filopodia.

Analysis of the GPIbp 150-170 region by alanine scanning mutagenesis.

Deletion mutagenesis suggested a role of the Leu'”-Pro'” region of GPIbB in filopodia
formation. These deletions resulted in most cases in reduced expression and could alter the function by
producing conformational alterations. To avoid these drawbacks and to better map the functional

domains, we performed progressive single alanine substitutions within this region. Contrary to the



BA159-170 deletion mutant, all the alanine mutants expressed levels of GPIb-IX in the same range as
wild type (Figure 7B). Additionally, all had normal von Willebrand factor binding capacities (data not
shown) and adhered as efficiently as wild type cells (Figure 7C). Normal filopodia formation was

164 1 .
% _Pro' domain.

observed for the mutants with the exception of a cluster of residues in the Arg
Alanine substitution of Arg164, Leu'®”, Leu'®”, Thr'®® and Pro'” resulted in a 55 to 17 % decrease in the
number of cells extending filopodia as compared to BWT (Figure 7D). Interestingly, mutation within

this cluster of the phosphorylation site at position 166 had no effect on filopodia formation.

Filopodia formation of mouse platelets deleted of the GPIbp intracellular domain

To evaluate the importance of the GPIbf intracellular domain in platelets we studied knock-in
mice expressing GPIbP deleted of its intracellular domain (GPIbBAIC) (Strassel et al, 2006, ATVB,
under review). These mice exhibit a Bernard-Soulier like phenotype with 20% surface expression of
the GPIb-V-IX complex. GPIbBAIC platelets were able to adhere at levels representing 75% of wild
type control on a von Willebrand factor matrix as analyzed by scanning electron microscopy. Adherent
platelets displayed a shape change defect with only 42% of them being able to produce filopodia as
compared to 97% in wild type animals. For those which extended filopodia, a decreased number of

filopodia per platelet was observed (Figure 8).

Discussion

The main finding of this study was the uncovering of a role of the GPIb subunit of the GPIb-
V-IX complex in platelet activation after adhesion to von Willebrand factor. This function is carried
by its intracellular domain with an important role of residues in a Arg'®-Pro'’segment.

The study focused on the GPIb entity of the GPIb-V-IX complex (GPIba disulfide-linked to
GPIbpB) by performing deletion and Alanine mutagenesis of its intracellular domains in transfected
CHO cells. We specifically selected the early stages of activation following adhesion to von
Willebrand factor. This approach extends previous studies of the intracellular domains which analyzed
von Willebrand factor binding, adhesion and integrin activation responses (8-10,15,16,24). Here,
extension of filopodia following adhesion to von Willebrand factor was taken as an indicator of an
early GPIb-dependent activation. An unexpected observation was that this shape change can take place
in the absence of the GPIba intracellular domain. By contrast, the GPIbf intracellular domain was
required for a full response. A discrete functional motif was identified between Argl64 and Pro170.

This region includes a known phosphorylation site at Ser'®

but interestingly, its mutation to alanine
did not affect GPIb-induced activation. Deletion of a second potential functional domain, an arginine-
rich motif between residues 150-163 previously identified as a calmodulin-binding region (25), also

allowed normal filopodia formation.



GPIb-IX transfected cells are a useful model to study GPIb-von Willebrand factor dependent
activation. These cells become competent to adhere to von Willebrand factor independently of other
receptors such as beta3 integrins and exhibit the characteristic filopodia shape change observed in
platelets. Additionally, the cytoskeletal reorganization is similarly inhibited by antagonists preventing
platelet filopodia formation, such as src-kinases and PLC inhibitors, and intracellular Ca*" chelators.
This model has in fact been instrumental in establishing the existence of a GPIb-direct signalling (5,6).
All the transfectants used in this study displayed normal biosynthesis of GPIb-IX as analyzed by
immunoprecipitation and Western blotting, with normal size and glycosylation profiles (data not
shown). Contrary to the GPba subunit, several deletions in the GPIb intracellular domain decreased
expression indicating a role in assembly or trafficking to the membrane. Strikingly, all these mutants
displayed efficient adhesion on von Willebrand factor even those with decreased surface expression.
This observation contrasts with reports of CHO transfectants expressing the normal complex but
lacking efficient adhesion to von Willebrand factor (9,16,24). In our hands, several CHO GPIb-IX
clones generated in different backgrounds (CHO DHFR and CHO K1), and obtained from different
laboratories similarly displayed efficient adhesion (26,27). Possible causes for theses differences could
be due to a phenotypic drift in different CHO cell lines which could for example modify post-
translational sulfation or phosphorylation of GPIb.

Deletion studies have previously identified a role of GPIba intracellular domain in resisting to
high shear and in integrin activation. Cells lacking the filamin A binding motif (557-579) were less
resistant to detachment, and those lacking the 14-3-3( binding sites (580-590 and 605-610) spread less
efficiently (8,9,12). A role of these domains in filopodia formation was however not observed in the
present study despite the use of the same clones (8,12). We also did not observe defects in static
adhesion efficiency despite some reports that deletions of GPIba, and especially deletion of the
COOH-terminal 605-610 region, decreased adhesion properties (9,24).

In a different approach, we reported that introduction of a peptide corresponding to the GPIba
557-569 sequence inhibited platelet and GPIb-IX cell adhesion and filopodia emission (David et al,
2006, JTH, accepted). These results would appear to contradict the present results on cells lacking the
557-579 motif. A possible way to explain these differences would be to assume a central role of GPIb
in initiating activation, with GPIba only acting as a regulator through its linkage with GPIbP. The
GPIba 557-569 permeant peptide could by interacting with the GPIb intracellular domain interfere
with its signalling function. On the other hand, deletion of the same motif in the CHO model would
not prevent GPIbp-dependent activation.

This study provides the first comprehensive mutagenesis analysis of the GPIbf intracellular
domain. Previous studies have mainly focused on the Ser'®® residue, with the exception of a deletion of
the 166-181 domain (15,16). Bodnar et al reported that Ser'® to Ala mutation or 166-181 deletion

increased von Willebrand factor-binding and cell adhesion compared to wild type cells which, as
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mentioned earlier, display weak adhesion properties (16). These results differ from the present ones.

166 to Ala mutation

Firstly, CHO-expressing the normal complex adhered efficiently. Secondly, a Ser
had no consequence on GPIb-dependent adhesion and, in addition, did not prevent GPIb-dependent
activation. These differences make it difficult to conclude on the exact role of Ser'®® (15). A possible
role of GPIbB Ser'® was however suggested from shear induced platelet aggregation studies wich
might be more relevant to integrin-dependent responses than to direct GPIb-activation (13).

Deletion and Ala mutagenesis helped identify the GPIbp Arg'®-Pro'” segment as being
important for filopodia formation. A potential role of a second domain, between 150-160, suggested
by the deletion results was not confirmed by alanine scanning. The 150-160 region being rich in Ala in
the native sequence will require an alternative mutagenesis approach to fully eliminate its role. This
region has been previously proposed as a calmodulin-binding site and as a putative transducting
element (25). This role could not be evaluated in this study as we did not observe coprecipitation of
calmodulin in CHO-GPIb-IX cell lysates. A role of this region was also suggested by the inhibition of
von Willebrand factor-mediated platelet agglutination and adhesion with a Arg'”'-Ala'®" palmytated
peptide. However, this peptide also inhibited aggregation to low thrombin concentrations, to collagen,
and to a TxA2 analog, raising questions about a GPIb specific effect (28).

Deletion in the COOH-terminal side, downstream of Prol72, did not affect filopodia
formation suggesting that it was not involved in signalling, despite the presence of putative
phosphorylation sites at Thr'” and Ser'®'.

Three adjacent residues, Leu'®’, Thr'® and Pro'”, were uncovered in the Arg'-Pro'™ region
as potentially implicated in signalling. Interestingly, they are conserved in the mouse sequence and
could represent a phosphorylation site for a Ser/Thr kinase. To date only one partner has been
identified for the 160-170 region, the 14-3-3C adaptor protein (29). As mentioned earlier, this

interaction requires phosphorylation of Ser'®

(23) and does not appear to participate in filopodia
formation. In fact, none of the Ala mutants which affected filopodia formation prevented GPIb-14-3-
3¢ binding while on the opposite, normal filopodia formation occurred despite loss of GPIb-14-3-3C
association in GPIba mutants.

Residues Arg'® and Leu'® in the Arg'®-Pro'™ region also appear important for activation.
They are replaced in the mouse sequence by Glu and Phe respectively, two non conservative
substitutions, raising questions about their exact implication.

160

None of the Ala mutations in the Arg'®-Pro'™ domain was able by itself to completely prevent

filopodia formation. One possibility is that the Ala scanning approach failed to detect additional sites

1%_pro'"™ region

outside of this domain. Another possibility is that double or triple mutants in the Arg
might be required for a more complete inhibition. It is also possible that GPIX, which has not been

explored here, might also play a role in signalling.
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Obviously, this work needs to be validated in the more relevant platelet system. A first indication of
the role of GPIbp intracellular domain in platelets was provided in mice where it had been deleted by a
knockin strategy. One limitation to interpret these results is that these mice have an 80% decreased
expression of the complex and a phenotype similar to Bernard-Soulier patients, i.e. platelets with
increased size and a decreased number. Nonetheless, these platelets adhered efficiently to a von
Willebrand factor matrix but exhibited a profound defect in filopodia extension.

In conclusion, this work has provided evidence in support of a role of the GPIbJ subunit in
initiating GPIb-dependent activation leading to platelet shape change. This could open the way to
possible targeting of the GPIbP intracellular domain to prevent platelet activation following their

adhesion to damaged vessels and control thrombus progression.
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Legends to the figures

Figure 1: Schematic representation of the GPIba and GPIbf cytoplasmic tails deletion
mutants. The cDNAs coding for the GPIba and GPIb subunits in the pDX expression vector were
submitted to PCR mutagenesis targeting their intracellular domains. A. The intracellular domain of
GPIba spanning residues 515-610 was entirely deleted by introduction of a stop codon at position 515
(aAIC), or deleted of the 557-568 filamin A binding region (A557-568) or the 580-590 and 605-610
14-3-3¢ binding domains (A580-590 and A605-610). B. The intracellular domain of GPIb spanning
residues 149-181 was entirely deleted by introduction of a stop codon at position 149 (BAIC) or
contained progressive 10 to 12 residue deletions of the membrane proximal (A150-160), central

(A159-170), and C-terminal (A172-181) portions.

Figure 2: Effect of GPIba cytoplasmic tail deletions on CHO GPIb-IX cell adhesion and
filopodia extension on a von Willebrand factor matrix. CHO cells expressing the GPIbp and GPIX
subunits were stably transfected with normal GPIba (aWT) or with GPIba deletion mutant as
described in Fig.1A. Cells in suspension were allowed to adhere for 30 min to cover slips precoated
with hVWF in the presence of 5 mM EDTA and 5 pg/mL botrocetin followed by washing and
fixation A. Representative micrographs of adherent cells fluorescently labelled by TRITC-phalloidin
showing extension of numerous filopodia in adherent cells expressing normal GPIba (aWT) or GPIba
deletion mutants. Scale bar represents 25 um. B. Cell adhesion was quantified in 8 random fields and
expressed as the number of adherent cells per field. Adhesion was decreased in cells deleted of the
entire cytoplasmic domain. Shape change was evaluated in the same fields by counting the number of

cells which had extended filopodia. Results are mean values (+/- SEM) from 3 separate experiments.

Figure 3: Effect of GPIbp cytoplasmic tail deletions on CHO GPIb-IX cell adhesion and
filopodia extension on a von Willebrand factor matrix. CHO cells expressing the GPIba and GPIX
subunits were stably transfected with normal GPIbB (aWT) or with mutant GPIbp deletion mutant as
described in Fig.1B. Adhesion on von Willebrand factor was analyzed as described in Figure 2. A.
Representative micrographs showing decreased extension of filopodia in adherent cells deleted of the
entire intracellular domain (BAIC), and expressing the A150-160 and A159-170 mutations. B. Cell
adhesion was quantified in 8 random fields and expressed as the number of adherent cells per field.
Adhesion was normal or slightly decreased in cells with cytoplasmic deletions. Shape change was
evaluated in the same fields by counting the number of cells which had extended filopodia. The
number of adherent cells able to extend filopodia was significantly decreased in cells expressing the
BAIC, A150-160 and A159-170 mutations. Results are mean values (+/- SEM) from 3 separate

experiments. ***p<0.001
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Figure 4: Effect of GPIbp cytoplasmic tail deletions on GPIba expression and influence
of GPIba density on adhesion and filopodia extension. A. The number of GPIba sites on the
surface of CHO GPIb-IX cells was quantified by FACS with mAb ALMA.12 using the Qifikit® kit
based on the Mean Fluorescence Intensity (MFI) and a calibration curve. 6.9 x 10° sites were
measured in BWT cells and comparable numbers were measured for the BA172-181. The number of
sites was decreased in the BAIC, A150-160 and A159-170 cells. Results are the mean values (+/- SEM)
from 4 separate measurements. B. The effects of decreased GPIba density on adhesion and shape
change was evaluated by cleaving the GPIa N-terminal domain in BWT cells with O-sialo-glyco-
endopeptidase (15pg/ml). This treatment decreased ALMA.12 binding by 80%. O-sialoglyco-
endopeptidase treated cells adhered with a slightly lower efficiency to von Willebrand factor but
emitted filopodia in a proportion equal to untreated BWT. Results are the mean values (+/- SEM) from

3 separate measurements.

Figure 5: Effect of GPIbf cytoplasmic tail deletions on von Willebrand factor binding.
VWF binding to CHO cells was measured by FACS in the presence and absence of ristocetin (1.5
mg/mL). VWF binding was normalized as a ratio to the number of GPIba evaluated on the same cells
with mAb WM23. The level of VWF binding in the deleted mutants was comparable to BWT. Results

are the mean values (+/- SEM) from 3 separate measurements.

Figure 6: Effect of GPIbp cytoplasmic tail deletions on the association of GPIb-IX to
filamin A and 14-3-3(. CHO cells were lysed in 1% Triton X-100 and GPIb-IX complexes were
immunoprecipitated with mAb ALMA.12, separated by reduced 4-15% SDS-PAGE and transferred to
PVDF membranes. Co-immunoprecipitated 14-3-3¢ was detected using polyclonal antibody C-16 and
filamin A by mAb MAB1678 and were revealed by ECL. A non specific band in the 14-3-3C gel was
observed at a higher molecular weight across the lanes including the non immune IgG control.
Immunoprecipitated GPIba was detected by mAb WM23. The coprecipitated filamin A and 14-3-3C
bands were quantified with Imagequant TL software (Amsersham Bioscience, Upsala, Sweden) in 2
separate experiments and results were expressed as mean arbitrary units (£ SEM). Filamin A and 14-3-

3¢ were coprecipitated in the deleted mutants at levels comparable to WT.

Figure 7: Effect of Alanine scanning mutagenesis of the GPIbf 150-170 region on
adhesion and filopodia formation on a von Willebrand factor matrix. A. Sequence of the GPIbj3
intracellular domain covering residues 150 to 181. Underlined residues were changed individually to
Ala by mutagenesis and the cDNA transfected in CHO cells expressing the GPIba and GPIX subunits.
B. The mutant cell lines were analysed by FACS with mAb ALMA.12 to quantitate GPIba surface
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expression. Results are expressed as MFI. C. Adhesion to a von Willebrand factor matrix was
analyzed as described in Figure 2 and the number of adherent cells per field was quantified. Results
are mean values + SEM from 3 separate experiments. D. Shape change was evaluated in the same
fields. The number of adherent cells able to extend filopodia was significantly decreased in cells with
Alanine substitution of Arg“’4, Leu'®, Leu'”, Thr'® and Pro'™ residues. Results are mean values (+/-

SEM) from 3 separate experiments. ***p<0.001

Figure 8: Adhesion and filopodia formation on a von Willebrand factor matrix of mouse
platelets with a GPIbP intracellular domain deletion. Washed platelets from wild type mice
(GPIbB WT) or from mice expressing an intracellular deleted form of GPIbP (GPIbBAIC) (Strassel et
al, 2006, ATVP, under revision) were prepared from ACD-anticoagulated blood by Ficoll separation
from PRP and sequential centrifugation. Washed GPIbp WT and GPIbBAIC platelets (3 x 107/mL)
were allowed to adhere for 30 min to a HvW{-matrix in the presence of 5 ug/mL botrocetin and 40
pg/mL Eptifibatide. Adherent cells were fixed and examined by scanning electron microscopy. A.
Representative GPIbB WT and GPIbBAIC platelet scanning electron microscopy images B. The
number of adherent platelets was determined on 5 different fields corresponding to a total surface of
14,375 pm® and on the same fields the percentage of platelets which had changed shape was
quantified. A non significant decrease in the number of adherent platelets and a significant defect in
filopodia extension were observed in GPIbBAIC. The results are the mean + SEM from 3 separate

experiments. *** p<0.001.
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Figure 4.
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Figure 6.
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Figure 8.
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Conclusion

Le résultat principal de cette étude a ét¢ 1’identification d’une région fonctionnelle dans
le domaine intracellulaire de la GPIbp, impliquée dans la signalisation du complexe GPIb-V-
IX menant a I’émission de filopodes. Les cellules exprimant une GPIbP tronquée des zones
150-160 et 159-70 montrent une capacité nettement diminuée a émettre des filopodes sur une
matrice de FW. Une mutagénese systématique de la région 150-170 par « alanine scanning »
a de plus permis d’identifier des résidus importants pour cette réponse (Arg'®, Leu'®, Leu'®’,
Thr'®® et Pro'”). Le role fonctionnel de la GPIbp a été par ailleurs conforté par 1’étude de
plaquettes de souris exprimant une GPIbP tronquée du domaine cytoplasmique qui montrent
une adhésion normale mais une production de filopodes réduite.

De maniére étonnante, la délétion de la totalité du domaine intracellulaire de la GPIba
ou des sites d’interaction pour la FLNA et la 14-3-3(, n’a pas d’impact sur cette signalisation
précoce. Ces données semblent contredire les résultats obtenus avec les peptides perméants de
la GPIba, qui suggéraient un role du domaine 557-569. Un mode¢le possible pour réconcilier
ces deux observations serait de considérer une association fonctionnelle entre la GPIba et la
GPIbp ou la GPIbp serait impliquée dans la transmission du signal et la GPIba exercerait un
controle négatif. Le peptide R9a557 pourrait en s’associant directement ou indirectement a la
GPIba prévenir le déclenchement de la signalisation GPIbB-dépendante. La délétion du
domaine GPIbB et du motif de signalisation (164-170) empécherait elle directement
I’initiation de I’activation. Il n’existe pas pour I’instant d’indication d’une association de ces
deux sous unités pour étayer cette hypothése.

Les délétions de la partie cytoplasmique de la GPIbP entrainent a des degrés divers une
baisse d’expression du complexe a la surface des cellules. L hypothése d’une diminution de la
signalisation liée a une faible expression du recepteur semble contredite par [’activation
normale de cellules ou la GPIba a été clivée par 1’O-sialoglycoproteine endopeptidase. De
plus, des expériences de liaison de FW ont pu déterminer que les complexes GPIb-V-1X
mutés au niveau intracellulaire avaient une capacité équivalente a lier le FW. Ces éléments
indiquent que les délétions affectent vraisemblablement la cascade d’activation GPIb-
dépendante.

Ce travail constitue la seule étude systématique du domaine intracellulaire de la GPIbp.
Les travaux précédents se sont essentiellement attachés a étudier le role de la sérine en
position 166, qui est phosphorylée par la PKA (Wardell et al. 1989). Cette phosphorylation

contribue a 1’association de la 14-3-3( au complexe GPIb-IX (mais de mani¢re moindre que la
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partie intracellulaire de la GPIba) (Calverley et al. 1998) et contréle positivement ou
négativement (selon les laboratoires) les fonctions adhésives du complexe GPIb-V-1X
(Bodnar et al. 2002; Perrault et al. 2003). Ce travail montre que la mutation en alanine de
cette sérine n’a pas d’effet sur la production de filopodes en réponse au FW, ce qui exclut un
role dans la signalisation précoce du complexe GPIb-V-IX.

Des expériences de co-immunoprécipitation montrent une association normale de la 14-
3-3C et de la FLNA au complexe GPIb-IX pour les différents clones exprimant une GPIb
modifiée. Ces résultats ¢liminent un réle de ces deux partenaires dans la signalisation. La
zone 150-170 contiendrai d’aprés Andrews et al., un site d’interaction pour la calmoduline
(149-167) (Andrews et al. 2001). Il est donc envisageable que I’absence de liaison de
calmoduline puisse contribuer au défaut de signalisation observé dans les clones BA150-160
et BA159-170. Malheureusement, cette hypothése n’a pas pu étre évaluée car nous n’avons
pas pu observer de coprécipitation entre GPIb-IX et la calmoduline dans les lignées exprimant
le complexe GPIb-IX normal.

Bien que la zone 164-170 de la GPIbp, soit clairement impliquée dans ’activation du
complexe GPIb-V-IX, elle semble n’avoir qu’un réle incomplet. En effet, aucune des
mutations dans cette région n’empéche complétement I’émission de filopodes sur une matrice
de FW. Des doubles ou des triples mutagénéses de ce domaine pourraient avoir des
répercussions plus importantes sur la fonction Une autre possibilité¢ serait que le domaine
intracellulaire de la GPIX puisse également contribuer a cette activation. Enfin, les domaines
N- et C-terminaux de la GPIbP pourraient également étre impliqués bien que leur délétions ne
révelent pas de conséquence.

En conclusion, ce travail a permis d’identifier dans la partie cytoplasmique de la GPIb
une courte région fonctionnelle (164-170) impliquée dans 1’activation dépendant du complexe
GPIb-V-IX menant a I’émission de filopodes. Il reste a identifier quel est 1’effecteur

moléculaire associé a ce domaine permettant la transduction de ce signal
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Introduction

La liaison du FW au complexe GPIb-V-IX déclenche une signalisation encore mal
caractérisée qui implique une src kinase, la PLCy,, la libération de calcium intracellulaire et le
remaniement du cytosquelette d’actine. Cette signalisation va également contribuer a
I’activation de I’intégrine oypPs. Les données existantes et les deux travaux précédents
impliquent les domaines intracellulaires de la GPIba et de la GPIbf dans cette activation. On
ignore encore comment ces domaines transmettent I’information et quels sont les effecteurs
directs. Le complexe ne porte pas de motif de signalisation connu et ne présente pas d’activité
enzymatique suggérant un relais par des protéines interagissant avec les domaines
intracellulaires. A ce jour, 3 protéines ont été décrites capables d’interagir directement: la
FLNA (Cranmer et al. 2005; Nakamura et al. 2006; Williamson et al. 2002), la 14-3-3(
(Bodnar et al. 1999; Feng et al. 2000; Mangin et al. 2004) et la calmoduline (Andrews et
al. 2001). Le travail précédent basé sur 1’étude de lignées CHO exprimant des formes
tronquées incapables de lier la 14-3-3C ou la FLNA a permis d’écarter la contribution de ces
deux protéines. L’intervention de la calmoduline dans cette activation est encore
indéterminée.

L’objectif de ce travail a été d’identifier de nouvelles protéines cytoplasmiques
associ¢ées au complexe GPIb-V-IX, qui pourraient étre impliquées dans la voie de
signalisation dépendante de ce récepteur. Notre approche a été d’immunoprécipiter le
complexe GPIb-V-IX a partir de lysats plaquettaires, et d’identifier les protéines associées
apres séparation sur gel SDS-PAGE en une dimension, digestion tryptique et analyse par
spectrométric de masse de type Liquid Chromatography-Mass Spectrometry/Mass
Spectrometry (LC-MS/MS). Parmi les protéines identifiées, la cyclophiline A (CypA) a été
particulicrement étudi¢e. Cette protéine de 18 kDa fait partie de la famille des
immunophilines. Elle est le ligand d’un agent immunosuppresseur, la cyclosporine A (CsA),
et porte une activité peptidyl-prolyl-isomérase favorisant le repliement de protéines présentant
un motif riche en proline (Yao et al. 2005). Ses capacités a réguler ’activité de 1I’IL-2-
inducible-T-cell kinase (ITK) dans le lymphocyte T (Colgan et al. 2004) ou de la calcineurine
(Fruman et al. 1992; Liu et al. 1991), une calcium/calmoduline-dépendante serine/thréonine
phosphatase, font de la CypA un candidat comme partenaire de signalisation dans la
plaquette.

Apres vérification de I’association entre GPIb-IX et CypA et de sa spécificité par des

techniques immunochimiques, 1’étude du mode d’interaction a été entreprise dans des lignées
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CHO-GPIb-IX contenant des mutations des domaines intracellulaires de la GPIba et de la
GPIbB. Une interaction possible via la 14-3-3( a été révélée et confirmée en utilisant des
protéines recombinantes. Enfin, le role fonctionnel a été évalué¢ dans la plaquette apres

traitement par la CsA et dans les plaquettes de souris déficientes en CypA.
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ABSTRACT

Under high shear rate conditions, the binding of the platelet GPIb-V-IX complex to the von
Willebrand Factor (vVWF) ensures platelet adhesion at sites of vascular lesion. This interaction
initiates a partially characterized signalling leading to platelet shape change and integrin o3
activation. In this study, GPIb immunoprecipitation followed by mass spectrometry analysis
of coprecipitated proteins identified cyclophilin A (CypA) as a possible intracellular effector.
Western blot analysis of GPIb immunoprecipitates confirmed CypA association in platelets
and CHO GPIb-IX transfectants. CypA was not precipitated with integrin oypp; and GPVI.
CHO GPIb-IX cells expressing GPIba and GPIbB deleted in their intracellular domains
established a requirement of these two regions for CypA coprecipitation and pointed to an
important role of the 14-3-3( binding sites in GPIba. Interaction between purified CypA and
14-3-3C was demonstrated in pulldown and Biacore assays. Fluorescent confocal microscopy
showed a colocalization at the plasma membrane/cytosolic interface of GPIb-CypA in resting
platelets. Cyclosporin A, a CypA inhibitor, did not affect vVWF-induced adhesion and shape
change responses but enhanced platelet aggregation induced by ADP and collagen. Platelets
from CypA knock-out mice displayed normal adhesion but defective filopodia formation on a
vWF matrix. Defective spreading was observed on collagen or fibrinogen coated surface.
These results suggested that CypA is an intracellular regulator of GPIb-vWF dependent
activation but also suggest a more general role in shape change responses following platelets

adhesion.



Introduction

Following vascular injury platelets adhere, become activated and form aggregates on
the exposed subendothelial matrix, thus allowing cessation of bleeding. An exaggerated
activation of platelets participates in the development of pathological thrombotic events,
leading to stroke and myocardial infarction. Under high shear rate conditions, platelet
adhesion to the subendothelium is highly dependent on the interaction between the platelet
GPIb-V-IX complex and von Willebrand Factor (vWF) (Berndt et al. 2001).

The GPIb-V-IX complex is formed by the association of four transmembrane
glycoproteins, GPIba disulphide-linked to GPIbp itself non-covalently associated to GPV and
GPIX. Besides allowing platelet adhesion, vWF binding to GPIba triggers an intracellular
signal which is still incompletely characterized, but requires as an early effector a src kinase
which leads to Phospholipase Cy, activation and the release of calcium from internal stores
(Mangin et al. 2003; Suzuki-Inoue et al. 2004; Wu et al. 2001). As a result, the platelet
actin cytoskeleton is remodelled with a characteristic shape change from a disc to a sphere
extending filopodia (Mangin et al. 2003; Yuan et al. 1999). This signalling also contributes
to the activation of the aypPs integrin necessary for establishing stable adhesion, spreading on
the vVWF coated surface and for recruiting additional platelets to form an aggregate (Kasirer-
Friede et al. 2004).

Several lines of evidence indicate that the intracellular domains of the GPIb-V-IX
complex are involved in regulating its adhesive and signalling functions. Intracytoplasmic
portions of the GPIba or GPIbp coupled to cell-penetrating-peptides or to palmytoyl groups
induced inhibition of adhesion and shape change of intact platelets mediated by vWF (David
et al. 2006, accepted, JTH)(Dai et al. 2005; Feng et al. 2003; Martin et al. 2003). CHO
cells transfected with a GPIb-(V)-IX complex containing intracellular mutations of GPIba or
GPIDbp intracellular domains also demonstrated defects in cell adhesion and/or spreading on a
VvWF coated surface (Bodnar et al. 1999; Mangin et al. 2004; Perrault et al. 2003;
Williamson et al. 2002).

Since the intracellular domains of the GPIb-V-IX complex are devoid of known
signalling motifs or enzymatic activity, it is likely that the intracellular functions of the
receptor require interaction with adaptator proteins. Several proteins have been described to

associate with the cytoplasmic part of the complex. Filamin A (FInA), an actin binding



protein, interacts with the GPIba subunit in a region comprising residues 557 to 579
(Cranmer et al. 2005; Nakamura et al. 2006; Williamson et al. 2002). FInA is thought to
maintain resting platelets in a discoid shape (Lopez et al. 1998) and to anchor the receptor to
the membrane actin cytoskeleton, thus allowing resistance to platelet detachment under high
shear conditions (Williamson et al. 2002). A second partner is the adaptator protein 14-3-3(
which has three phosphoserine-containing binding sites on the GPIba and GPIbpB subunits
(Bodnar et al. 1999; Bodnar et al. 2002; Du et al. 1996; Feng et al. 2000; Mangin et al.
2004). 14-3-3C has been implicated in regulating the adhesive functions mediated by the
GPIb-V-IX complex (Dai et al. 2005) and in the activation leading to the ayP; integrin
mobilization (Bialkowska et al. 2003; Bodnar et al. 1999; Mangin et al. 2004). A third
protein, calmodulin, has been found to associate with the GPIbp and GPV subunits, but its
contribution to the GPIb-V-IX complex function is still unknown (Andrews et al. 2001).
Additional intracellular proteins such as the p85 subunit of PI 3-kinase, a-actinin and SHIP-2
have been proposed to interact with the complex but likely through indirect mechanisms of
association to direct partners such as 14.3.3(/PI3K or via the actin cytoskeleton (Dyson et al.
2003; Feng et al. 2002; Munday et al. 2000)

None of the direct partners of the complex (FInA, 14.3.3(, calmodulin) appears to
satisfy the requirements taking part in the initial activation leading to platelet shape change
and ultimately to o3 integrin mobilization. Therefore, the objective of this study was to
explore for novel intracellular partners of the GPIb-V-IX complex in order to identify relevant
intracellular effectors. Several proteins were identified associated with the GPIb-V-IX
following immunoprecipitation of platelet lysates, single dimension SDS-PAGE, in gel
separation and trypsin digestion, and liquid chromatography tandem mass spectrometry
analysis. Among these candidates, cyclophilinA (CypA) was studied further as it has been
implicated in cell activation in T-cells. CypA is a 18 kDa ubiquitous protein which belongs to
the immunophilins family, recognizes prolin rich motifs, has a prolyl-isomerase activity and is
the target of immunosuppressive agent Cyclosporin A (CsA) (Yao et al. 2005). CypA
expression in platelets and its specific association with the GPIb-V-IX receptor were
confirmed by immunoblotting. Association likely occurs through an indirect interaction with
the 14-3-3( protein. CypA was observed in the cytosol and the membrane where it colocalized
with the GPIb-V-IX complex in resting platelets and CHO GPIb-IX transfected cells. Platelets
from CypA knock-out mice displayed a decreased shape change when adhering to vWF, but
also on fibrinogen and collagen, suggesting a more general role of CypA in intracellular

signalling in response to platelet adhesion.



Material and methods

Reagents. Apyrase was purified from potatoes as previously described (Cazenave et al.
2004). Human vWF (hvWF) was purified from plasma cryoprecipitates by gel filtration
according to a published procedure (Toti et al. 1992). Botrocetin and bovine vVWF were
kindly provided by Dr SP. Jackson (Melbourne, Australia). WM23 a monoclonal antibody
(mAb) directed against the GPIba subunit was a generous gift from Dr MC. Berndt.
Eptifibatide was from GlaxoSmithKline (Middlesex, United Kingdom). mAb 3J24 directed
against human GPVI was kindly provided by Dr M. Jandrot-Perrus (Paris, France). Anti-
GPVI human serum was obtained from patient plasma (gift of Prof M. Okuma, Kyoto, Japan).
Human serum albumin (HSA) was from EFS-Alsace (Strasbourg, France). mAbs ALMA.12
(against human GPIba), ALMA.16 (against human GPIX), ALMA.17 (against human oy,f33),
SDF.3 (against human ;) and RAM.1 (against GPIbp) were produced in our laboratory.
Bovine serum albumin (BSA), MOPC-31 a mouse IgG1 « isotype control, 1,10-Phenantrolin
monohydrate, saponin, human purified fibrinogen and ADP were purchased from Sigma (St.
Louis, MO). Paraformaldehyde (PFA) was from EMS (Washington). Goat anti mouse
antibody (GAM), goat anti rat antibody (GARRat), horseradish peroxidase-conjugated GAM
and goat anti-rabbit (GAM-HRP and GAR-HRP), biotin-conjugated goat anti-human IgG and
FITC conjugated GAM and GAR were provided by Jackson Immunoresearch (West Grove,
PA). A polyclonal antibody directed against CypA was from ABR Affinity Bioreagents
(Golden, CO). £ (C-16) a rabbit polyclonal antibody directed against 14-3-3( was from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Calpeptin, N-ethylmaleimide (NEM) and Cytochalasin
D were purchased from Calbiochem (San Diego, CA). ECL reagents, Hyper-film-ECL,
DNase I and protein G-Sepharose were from Amersham Bioscience (Upsala, Sweden).
Complete protease inhibitor cocktail was provided by Roche Molecular Biochemicals
(Mannheim, Germany). Laemmli buffer, Tween 20, Ready gels (4-15%) were purchased from
Bio-rad SA (Ivry sur Seine, France). Inmunoblotting PVDF membranes were from Millipore
(Billerica, MA). Equine tendon collagen (a mixture of types I and III) were obtained from
Nycomed (Miinster, Germany), and human fibrinogen was obtained from Kabi (Stockholm,
Sweden). Cyclosporin A was purchased from LC laboratories (Woburn, MA) and Abciximab
from Lilly Corporate Center (Indianapolis, IN).



Platelet preparation. Washed human platelets were prepared from acid citrate dextrose
(ACD) anticoagulated blood obtained from aspirin-free healthy volunteers by sequential
centrifugation as previously described (Cazenave et al. 2004). Platelets were kept at 37°C in

Tyrode’s Hepes buffer (137 mM NaCl, 2 mM KCl, 12 mM NaHCO3, 0.3 mM NaH2PO4, 2
mM CaCl,, 1 mM MgClp, 5.5 mM glucose, 5 mM Hepes, pH 7.3) containing 0.35% HSA and

apyrase throughout all experiments. Washed mouse platelets were prepared according to a
previously described method (Moog et al. 2001). Mouse blood was taken from the abdominal

aorta of anesthetized animal and collected on ACD.

Cell lines. CHO cell lines stably expressing the wild type GPIb-IX complex or GPIba deleted
forms of GPIb-IX have been described previously (Cranmer et al. 1999; Perrault et al.
2003; Williamson et al. 2002). Stable cell lines with deletion or Alanine mutation of the
intracellular domain of the GPIbp were obtained following transfection of the GPIb cDNA
into GPIbalX expressing cells (Strassel et al. 2006). Oligonucleotide directed mutagenesis
was performed by PCR amplification of PDXGPIbp vector (kindly provided by J Lopez,
Houston, USA) with Pfu DNA polymerase (Stratagene, La Jolla, CA, USA), digestion with
Dpn I (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) and transformation in TOP10
bacteria (Invitrogen, San Diego, CA, USA). Plasmids purified with Plasmid Endofree
(Qiagen, Valencia, CA, USA) were transfected at a fixed amount (0.5 pg) with 0.05 pg of
pDR2 (Clontech, San Jose, CA, USA) using FUGENEG6 (Roche-diagnostics, Mannheim,
Germany) according to the manufacturer's instructions. Positive cells were selected in the
presence of Hygromycin (200 pg/mL) (Boehringer-Mannheim, Germany) two days after

transfection.

Immunoprecipitation and immunoblotting of platelet and CHO cell lysates. Platelets (1.5 x
108 platelets/point) or cells (5 x 10° cells/point) were washed twice in PBS and then lysed for
1 hour in ice-cold cell lysis buffer containing 10 mM Tris, pH 7.5, 1% Triton X-100, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 2.5 mM Na3VO4, 150 mM NaCl, 100 mM NaF, 2 uM calpeptin, 10
mM 1,10-Phenantrolin monohydrate and 1X protease inhibitor cocktail. In some experiments
platelets were pretreated with DNase I (3 mg/ml) in the presence of 1 mM Ca®*, cytochalasin
D (10 uM) or NEM (10 mM) for 10 min at 37°C. Following centrifugation at 14,000 g for 30
min at 4°C, the supernatant was cleared once for 2 hours at 4°C by incubating with a mixture

of protein G-Sepharose beads (50 pl slurry), non immune mouse serum (1 pl/100 pl of lysate)



and GAM IgG (1 pg/100 pl of lysate) and a second time for 1 hour at 4°C with 50 pl of
protein G-Sepharose beads. Lysates (250 ug of protein) were incubated with MOPC.31, Rat
IgGl, ALMA.12, ALMA.16, ALMA.17, or RAM.1 (5§ pg) for 1 hour at 4°C and 50 pl of
protein G-Sepharose beads were then added for 1 hour at 4°C. Immunoprecipitated proteins
were separated on a 4-15% SDS-PAGE gel (under 10 mM DTT reducing conditions) and
transferred to PVDF membranes. For GPVI immunoprecipitation, 500 pg of platelet proteins
were used with 10 pg of 3J24 and immunoprecipitated proteins were solubilised in laemmli
buffer under non reducing conditions. After saturation with 5% (wt/vol) milk blocking
solution in PBS containing 0.05% (wt/vol) Tween-20, the membranes were blotted with either
WM23 (1 pg/ml), SDF3 (1 pg/ml) or anti-CypA (1/1000). Membranes were washed and
revealed with GAM-HRP or GAR-HRP and ECL western blotting detection kit. For anti
GPVI western blots, membranes were incubated with an human anti-GPVI serum (1/100),
then washed and primary antibodies recognized by biotin-coupled goat anti human IgG
(1/20,000) were revealed by HRP-labelled streptavidin (1/20,000) and ECL western blotting
detection kit. Intensities of the GPIba and CypA bands were quantified by densitometry using

an Umax Powerlook 1120 scanner and the ImageQuant TL software (Amersham Bioscience)

GST fusion protein expression and pull down assay. Full-length human CypA (GenBank
P62937), 14-3-3( (NCBI NM003406) or the first extracellular loop of PARI receptor (R**-
S*) fused to glutathione-S-transferase (GST) were cloned in pGEX-3T BamHI and Xhol sites
(Pharmacia) and transformed into BL21 DE3 Escherichia coli. Fusion proteins were produced
by incubation under agitation for 4 hours at 30°C following induction with 0.2 mmol/l
isopropyl b-D-thiogalactopyranoside. Proteins were purified after bacterial lysis using
freezing/thawing in Bacterial buffer (PIERCE), centrifugation at 11000 rpm for 30 min at 4°C
and chromatography on glutathione Sepharose 4B beads (Amersham Pharmacia Biotech). The
untagged protein was released by incubating the beads with Prescission Protease overnight at
4°C. Pull-down of CypA or 14-3-3C (2.5 nmol) with GST, CypA-GST, 14-3-3(-GST or
PARI1-GST (0.5 nmol) were performed by incubating for 1 hour at 4°C in cell lysis buffer.
Protein complexes were captured with 40 pl of glutathione Sepharose 4B beads, washed 5
times for one hour with lysis buffer and analyzed by western blots with { (C-16) (400 ng/ml)
or anti CypA (1/1000).

Surface Plasmon Resonance experiments. Assays were performed on a Biacore 2000
instrument equilibrated at 25°C with HBS-EP at a flow rate of 20 pl/min. The anti-GST



antibody was covalently immobilized, using the Amine Coupling Kit (Biacore International
AB, Upsala, Sweden), on the carboxymethylated surface of flow cells of a CMS5 sensor chip.
Two negative controls (GST and PAR.1-GST) and 14.3.3-GST and CypA-GST were captured
respectively on flow cell 1 to 4 at different concentrations (5pg/ml for negative controls and
50 pg/ml for interest proteins). CypA or 14.3.3 was then injected on flow channels for 3 min.
The dissociation of the complexes was followed for 200 s. Between binding cycles, the coated
surfaces were regenerated by two injections of 10 mM HCI. The association and dissociation
profiles were analysed with a nonlinear least-squares algorithm implemented in the

Biaevaluation 3.0 software (Biacore International AB).

Mouse strains. CypA ™~ (Colgan et al. 2004) and CypA™* mouse colonies were established
at the animal facilities of the Etablissement Francais du Sang-Alsace by breeding the CypA
heterozygotes provided by the Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA).

Cell adhesion assays. Adhesion of platelets or CHO GPIb-IX cells on a von Willebrand factor
matrix was studied as previously described (Yuan et al. 1999). Briefly, platelets (3 x 10"/ml)
in Tyrode’s albumin buffer were treated with 40 pg/ml Abciximab and allowed to adhere to
cover slips coated with hvWF (10 pg/ml) for 15 min in the presence of 5 pg/ml botrocetin.
For platelet spreading studies, adhesion time was increased to 30 min in the absence of
Abciximab. CHO GPIb-IX cells (10° cells/ml in PBS) were allowed to adhere on vWF for 30
min in the presence of 5 mM EDTA for integrin blockade and for cell spreading, adhesion
was performed for 60 min in the presence of Ca2+ (1 mM) and Mg2+ (1mM). Non-adherent
cells were gently washed away and adherent cells were fixed with 4% PFA for 15 min. To
visualize unstimulated platelets and CHO cells, cells were fixed in suspension and captured

on 0.01% poly-L-lysine coated coverslips for 30 min at room temperature

Confocal microscopy. Cell adhesion was performed as described above and fixed cells were
washed in PBS and incubated twice with 100 mM PBS-glycine pH7 for 10 min at room
temperature. After 3 additional washes, cells were permeabilized for 20 min at room
temperature in PBS-0.05% saponin-0.2% BSA and incubated with anti-CypA (1/100) for 20
min. The cells were then washed 3 times with PBS, incubated with FITC coupled GAR. After
3 additional washes cells were incubated with 1 pg/ml of Cy3 coupled RAM.1, washed 3

times then subjected to fluorescence confocal microscopy using a Leica TCS SP5 laser



scanning microscope (Leica Microsystems SA, Wetzlar, Germany) equipped with a Planapo
oil-immersion lens (63x, numerical aperture 1.4). FITC emission was excited with the 488 nm
Ar laser line and signals were filtered with a band-pass 490-535 nm filter, while Cy3 emission
was excited with the 543 nm He/Ne laser line and signals were filtered with a band pass 588-
675 nm filter. Images were acquired and analysed with LAS AF software (Leica

Microsystems SA)

Platelet aggregation. Platelet aggregation was studied in a dual-channel Payton aggregometer
(Payton Associates, Scarborough, Ontario, Canada). A 450-ul aliquot of platelet suspension
(3 x 10° /ml), pretreated with CsA (1 or 5pg/ml) or with an equal volume of ethanol for 10
min at 37°C, was stirred at 1,100 rpm and activated by the addition of different agonists in
the presence of human fibrinogen (0.8 mg/ml) in a final volume of 500 pl. The extent of
aggregation was estimated from the curve by measuring the maximal curve height above
baseline. Platelet agglutination was studied in the presence of bovine vVWF (1.25 pg/ml) and

with 40 pg/ml Abciximab.

Analysis of platelet adhesion and shape change by cytofluorescence and scanning electron
microscopy. Human platelet adhesion assays on vVWF were carried out as described above.
The fixed adherent platelets were stained with 2 pg/ml TRITC-phalloidin for 30 min. After 3
washes in PBS and a last wash in water, the adherent cells were covered with 13 pl of Mowiol
4-88 solution (France Biochem, Meudon, France) and the cover slips were mounted on
microscope slides. Fluorescence was visualized by UV illumination at 570 nm under a Leica
DMDL microscope (Leica Microsystems SA) using a Planapo oil-immersion lens (63x,
numerical aperture 1.32). Image acquisition and analysis were performed with Metamorph
software (Molecular Devices, Downingtown, PA, USA). The number of adherent platelets
was determined in 5 random fields corresponding to a total surface of 11 x 10> pm?® and the
number of filopodia was counted on each tethered platelet. Shape change was scored as 1 to 8
according to the number of filopodia per platelet, as 10 for more than 8 filopodia and as 11 for
spread platelets.

Washed mouse platelets (3 x 10’/ ml) were allowed to adhere for 30 min at 37°C on a surface
coated with 20 pg/ml vWF in the presence of 40 pg/ml Eptifibatide and 10 pg/ml botrocetin,
on collagen (2.5 mg/ml) or on purified mouse fibrinogen (200 pg/ml). For fibrinogen, prior

stimulation of platelets with 10 uM ADP for 2 min at 37°C was performed. Adherent cells



were gently washed away with PBS and then samples were processed for Scanning electron
microscopy analysis (SEM) (Ohlmann et al. 2000). Platelets were fixed for 45 min with
2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.3, 305 mOsm/Kg) containing
2% sucrose. Fixed cells were washed, dehydrated in ethanol solutions, air-dried with
hexadimethyldisilazane, sputtered with gold and examined under a scanning electron
microscope (Fei Sirion, Eindhoven, The Nederlands) (5kV). The number of adherent cells
was determined on 5 different fields corresponding to a total surface of 14,375 pm?, and on
the same fields filopodia were counted on each tethered platelet. Shape change was scored

similar as described above.

Statistical analyses. The statistical significance of differences between means was evaluated
using a one-way Anova test followed by a Tukey’s multiple comparison post test and p values
of less than 0.05 were considered to be significant. The variation of means was calculated as

the standard deviation.

Results

CypA specifically associates with the GPIb-V-IX complex

Analysis of platelet proteins co-immunoprecipitated by mAb ALMA.12 by in gel
trypsin digestion followed by mass spectrometry identified 6 potential partners among which
known partners as FInA and 14.3.3( but not calmodulin, PI3K, a-actinin, GPVI or SHIP-2
(see supplementary material). Among the novel candidates we focused our attention on
cyclophilin A on the basis of a known role in signalling in other cells, such as T-cells,
neutrophils or smooth muscle cells (Colgan et al. 2004; Jin et al. 2000; Konttinen et al.
2000). To confirm the results of mass spectrometry, Western blot analysis was performed on
platelet lysates with a CypA polyclonal antibody following immunoprecipitation with several
mAbs against the GPIb-V-IX complex. As depicted in Figure 1A, CypA was co-
immunoprecipitated with the complex with ALMA.12, SZ2, WM23 against GPlba,
ALMA.16 (GPIX) and RAM.1 (GPIbB). When mAb against GPV was used no precipitation
of CypA was observed. Lysis in Triton X-100 is known to dissociate GPV from the rest of the
complex, suggesting that CypA interaction could occur through GPIba, GPIbp or GPIX. Co-
immunoprecipitation appeared to be specific for GPIb-IX as it was not observed with
irrelevant Ig, with mAb ALMA.17 against integrin oypP3 and with a mAb against the GPVI
collagen receptor (figure 1B).
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To evaluate the possibility of an interaction mediated by the actin cytoskeleton,
platelets were treated with the F actin depolymerising agent cytochalasin D with DNase I or
with NEM to disrupt the interaction with filamin A (Berndt et al. 1985). CypA
coprecipitation was not affected by treatments with cytochalasin D or DNase I, but was
abolished by NEM. In control experiments, cytochalasin D and DNase I did not perturb the
14-3-3C or filamin A interaction with the complex (data not shown). Results with cytochalasin
D and DNase I are consistent with linkage of CypA independently of the actin cytoskeleton,
while the effects observed of NEM are difficult to interpret as this treatment did not, in our

hands; disrupt filamin A interaction with GPIb-IX.

Role of the GPIba and GPIbp intracellular domains for CypA interaction.

To identify the intracellular domains of GPIb-IX required for CypA interaction, CHO
GPIb-IX cells were employed, containing deletions in the GPIba and GPIbf intracellular
segments. CypA co-immunoprecipitation was quantified in the different mutants by
densitometry of the blots and corrected for the amount of GPIba to account for differences in
immunoprecipitation efficiencies (Figure 2). Deletion of the entire intracellular domain of
GPIba or truncations in its C-terminal portion (A580-590 and A591-610) completely inhibited
CypA association, while deletion of the 557-568 region decreased it by 60%. On the other
hand, removal of the entire GPIbJ cytoplasmic domain or deletion of its membrane proximal
region (A150-160) led to about 61% reduction of CypA coprecipitation. More C-terminal
deletions (A159-170 and A172-181) had minor consequences. These data suggested a
requirement for the GPIba and to a lower extent GPIbf intracytoplasmic domains in CypA
association. They also pointed to a possible involvement of 14.3.3C as the 580-590 and 605-
610 regions are known to interact with 14-3-3C (Bodnar et al. 1999; Du et al. 1996; Mangin
et al. 2004)

Evaluation of the binding of CypA to 14-3-3(.

A possible interaction between 14-3-3( and CypA was evaluated in pull-down
experiments with CypA and 14-3-3( expressed as recombinant proteins, with or without a
GST tag (Figure 3A). CypA was precipitated by 14-3-3(-GST but not by PAR1-GST or GST
used as negative controls. In the inverse experiment, 14-3-3( was pulled-down by CypA-GST
but not by PARI-GST or GST. In a second approach, the same proteins were assayed for
interaction by using Biacore. Similarly, a CypA-GST coated chip was able to capture 14-3-3C
and inversely CypA bound to a 14-3-3(-GST chip (Figure 3B). CypA and 14-3-3( are
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therefore able to interact, providing a possible link for GPIb-V-IX—CypA co-

immunoprecipitation.

Visualisation of CyPA and GPIb in platelets and GPIb-IX transfected CHO cells by
confocal microscopy.

To examine whether CypA and the GPIb-V-IX colocalized in intact cells, platelets and
GPIb-IX transfected CHO cells were examined by double labelling immunofluorescence
confocal microscopy. In resting platelets captured on poly Lysine, CypA labelled in green was
observed with a diffuse distribution in the cytoplasm and also at the plasma membrane. When
the signal was merged with that of GPIb, labelled in red, a discrete yellow rim was visualized
just below the plasma membrane (Figure 4A) consistent with a membrane CypA pool in close
proximity with GPIb-V-IX. A similar observation was made in CHO GPIb-IX cells where
CypA and GPIb labelling clearly colocalized in the membrane region (Figure 4B). When
platelets were plated on VWF in the presence of botrocetin and a allbB3 blocker, they
extended filopodia. Under these conditions, GPIb was found along the membrane in the
cellular body and also in the filopodia extensions. CypA retained a cytoplasmic and
membrane labelling but did not relocalize along the filopodia, as shown by a red labelling of
these structures in merged images (Figure 4A). A similar observation was made in CHO cells
following vWF adhesion in the presence of EDTA (Figure 4B). Platelets and cell were about
to spread in the absence of a allbB3 blocker. CypA labelling was weak and dispersed within
the cytosol and was not visible along the membrane regions. GPIb showed a diffuse and

homogenous staining with some protein localized at the leading edge.

Effect of Cyclosporin A on platelet adhesion on vWF and platelet aggregation

To evaluate a role of CypA in vWF-dependent adhesion and activation, platelets were
treated with cyclosporine A (CsA). CsA associates to CypA and blocks its peptidyl-prolyl-
isomerase activity. In addition, a CsA-CypA complex abolishes the activity of calcineurin
which is required for T lymphocyte activation (Fruman et al. 1992; Liu et al. 1991). CsA
treated platelets adhered normally on a vWF matrix and displayed efficient filopodia
extension and platelet spreading (Figure 5A). On the other hand, a modest augmentation
(+19%) of vWF induced platelet agglutination was observed in CsA treated platelets (1
ug/ml). In response to other agonists, CsA increased by ~40% platelet aggregation induced by
ADP and by collagen (Figure 5B). These results indicated that CsA-inhibited functions of
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CypA are not involved in adhesive and signalling in response to vVWF. CypA could however

control other pathways, since CsA increased the responses to ADP and collagen.

Platelet functions of CypA-deficient platelets.

To more directly evaluate the role of CypA in platelet adhesion and activation
responses, we studied CypA " mice. These mice have no overt developpemental defect but
are produced at a lower ratio than expected when crossing heterozygotes (~16%). They do not
display spontaneous bleeding or thrombotic episodes. Bleeding times, performed with 4
animals were not significantly different from their wild type littermate controls (data not
shown). The number and size of circulating platelets are normal (data not shown).

Washed platelet from CypA deficient mice were analyzed for adhesion on vWF,
fibrinogen and collagen coated surfaces. Normal adhesion was observed on vWF but a
defective ability to extend filopodia was observed with a ~50% decrease in the score when
compared to CypA positive cells (Figure 6A). Defective activation was not restricted to GPIb-
vWF dependent responses as abnormal spreading was observed in CypA 7/ platelets adhering
to fibrinogen and to collagen matrices (Figure 6B and C). Influence on spreading cannot be

assessed in mice platelets in response to human vWF.

Discussion

This study reports the identification of a new intracellular partner of the GPIb-V-IX
complex. An association with cyclophilin A (CypA) has been revealed by GPIb
immunoprecipitation of platelet lysates, followed by mass spectrometry and western blotting
analyses of the coprecipitated material. The specificity of this interaction was indicated by a
lack of CypA coprecipitation with two other platelet receptors, GPVI and the allbp3 integrin,
and by coprecipitation with GPIb in heterologous cells transfected with the GPIb-IX complex.
Colocalization of GPIb and CypA at the plasma membrane in confocal microscopy studies
indicated that this association also occurs in the intact cell. The interaction between GPIb and
CypA could be indirect and take place via 14-3-3C as it was lost in GPIb-IX cells lacking the
14-3-3¢ binding sites on GPIba. Functional studies in CypA deficient mice suggested that
CypA is involved in GPIb-dependent activation leading to shape change in response to von
Willebrand factor. Additional roles of CypA outside of GPIb are also suggested by an

increased platelet aggregation in response to several agonists in the presence of cyclosporine
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A and by a decreased platelet shape change in response to collagen and fibrinogen in the

CypA KO mice.

CypA is a 18 kDa ubiquitous cytosolic protein which belongs to the immunophilins
family, recognizes proline rich motifs, has a prolyl-isomerase activity and is the target of
immunosuppressive agent cyclosporin A (CsA) (Yao et al. 2005). The function of CypA has
been extensively studied in T lymphocytes. CypA was discovered through its strong
interaction with CsA, the immunosuppressant which revolutionized organ transplantation
(Handschumacher et al. 1984). CypA PPlase’s activity appears irrelevant for the
immunosuppressant effect (Bierer et al. 1990). Rather, the CypA- CsA complex binds and
inhibits calcineurin, a calcium dependent serine-threonine phosphatase required for cytokine
induction in response to TCR stimulation (Fruman et al. 1992; Liu et al. 1991). CypA
appears to regulate TCR signalling by interacting with Itk, a tyrosine kinase required for Th2
function (Colgan et al. 2004).

The presence of CypA in platelets has been reported previously in a systematic mass
spectrometry analysis of the platelet secretome (Coppinger et al. 2004). Cyp A was identified
in platelet releasates following thrombin activation and was identified in vascular
atherosclerotic lesions. A granular pool of CypA was visualized by immunofluorescence
microscopy in the same study. In the present work we could not visualize CypA in platelet
granules by confocal analysis. Additional immunolabelling studies with other CypA
antibodies and with specific markers of the granular pool such as P-selectin or CD63 could
help resolve this difference. Our work mainly revealed a cytosolic distribution of CypA and
also identified a fraction located at the plasma membrane in close proximity with GPIb. A
similar intracellular distribution was found in CHO cells transfected with GPIb-IX. In T cells
CypA mainly distributes within the cytosol and the nucleus. CypA has been reported to
interact with integral membrane proteins, such as the widely expressed CD147, also known as
EMMPRIN, but this occurred through an extracellular pool of CypA released upon
inflammation (Yurchenko et al. 2002).

The only indication to date of a role of CypA in platelets is indirect and came from
studies examining the effect of CsA on platelet aggregation and secretion responses
(Fernandes et al. 1993; Fox et al. 2002; Naik et al. 1993; Suehiro et al. 2002). These
studies were prompted by the increased incidence of thrombotic events in grafted patients
under CsA treatment (Moien-Afshari et al. 2003; Vanrenterghem et al. 1985). Increased

platelet reactivity in response to ADP and to high shear were observed following incubation
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with CsA. They were accompanied by increased calcium mobilization and protein
phosphorylation of pleckstrin and myosin light chain. A similar activation was observed with
immunosuppressants having different modes of action, such as Tacrolimus (Fernandes et al.
1993; Suehiro et al. 2002).

The association of CypA with the GPIb-V-IX complex was observed in unstimulated
platelets and did not appear to occur through an interaction with the actin cytoskeleton. Our
results did not however support a direct interaction between CypA and the GPIb-V-IX
complex, contrary to what has been observed with partners such as filaminA, 14-3-3C, and
calmodulin. A first indication came from studies of CHO GPIb-IX cells expressing deleted
forms of GPIba and GPIbp. Strikingly, CypA coprecipitation was abolished in two clones
with GPIba deletions lacking 14-3-3C association. Previous studies having established a
direct interaction between 14-3-3C and GPIba (Andrews et al. 1998; Du et al. 1996; Mangin
et al. 2004), these results suggest either a competition between CypA and 14-3-3C for the
same sites on GPIba or that CypA requires 14-3-3( for its association with GPIb. The later
mechanism appears plausible based on the interaction of recombinant forms of CypA and 14-
3-3C observed in pull-down and Biacore assays.

A putative mode of interaction between these two proteins is still difficult to envision.
Consensus Ser-containing motifs required for 14-3-3( interaction were not identified in the
CypA sequence and, inversely, a recently identified Gly-Pro-X-Leu-Pro motif found in known
CypA interactants (Piotukh et al. 2005) was absent on 14-3-3C. The association of CypA
through 14-3-3C could indicate a role of this protein in the activation of allbB3 integrin.
Indeed, mutations in CHO GPIb-IX cells and platelets which prevent 14-3-3C binding, and as
shown here CypA binding, have resulted in altered activation of allbB3 integrin, although
with opposing results depending on the studies (Bialkowska et al. 2003; Gu et al. 1999;
Mangin et al. 2004).

A functional role of CypA in GPIb-dependent responses was only revealed in platelets
from CypA knockout mice. Treatment with the CypA inhibitor, CsA, resulted as reported
previously in increased platelet responses to several agonists, indicating a general but still
unknown intracellular effect but CsA did not affect von Willebrand factor-induced platelet
agglutination. Studies of CypA knockout platelets in adhesion assays on von Willebrand
factor revealed a potential role for this partner in GPIb-dependent activation. Previous studies
have shown that filopodia emission of platelets following adhesion on this matrix is an early

and specific manifestation of GPIb signalling (Yuan et al. 1999). A clear defect in filopodia
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formation was observed in CypA knock out mice suggesting an effector function of CypA
possibly at an early stage in GPIb-signalling.

Confocal microscopy analysis of normal platelets adhering to von Willebrand factor
indicated a dissociation of CypA from the GPIb-V-IX complex in filopodia structures. This
suggested the existence of an uncoupling mechanism of the GPIb/14-3-3(/CypA association
during adhesion. A different localization of 14-3-3C and GPIb during filopodia formation still
needs to be evaluated but dissociation of the two proteins has been documented in sheared
platelets (Feng et al. 2000). Also, a dissociation has been reported for PI3K during von
Willebrand factor induced activation. PI3K, similarly to CypA, was found to interact with
GPIb through an association with 14-3-3C (Munday et al. 2000).

The role of CypA appears to be more general and to affect other adhesive responses in
addition to GPIb-von Willebrand factor signalling. Platelets from CypA knockout mice had a
lower capacity to spread on fibrinogen and collagen. Spreading on these matrices results from
PLCy2 and PI3K-dependent activation leading to integrin engagement (Watson et al. 2005).
An interesting possibility is that the absence of CypA would affect 14-3-3C availability for its
functions in integrin-induced cytoskeletal reorganizations (Bialkowska et al. 2003). CypA
deficiency does not affect shape change of platelets in response to soluble agonists as
measured in the aggregometer, suggesting some specificity towards adhesive responses.

As mentioned earlier, CypA associates with calcineurin to control T lymphocyte
function. To our knowledge, calcineurin has not been identified in platelets. However,
calcium- and integrin-binding protein (CIB), which bears homology to the regulatory subunit
of calcineurin, is present in platelets (Naik et al. 1997). Interestingly, CIB appears to regulate
focal adhesion kinase activity during platelet spreading on immobilized fibrinogen (Naik and
Naik 2003). Another property of CypA documented in T lymphocytes is inhibition of ITK, a
member of the Tec kinase family (Colgan et al. 2004). Members of this family are also found
in platelets (Tec, Btk) where they contribute to the activation in response to collagen and to
the “outside in “ signalling downstream of integrin alIbB3 (Atkinson et al. 2003; Quek et
al. 1998). CypA could similarly modulate these platelet kinases and affect responses
downstream of GPIb, GPVI and allbB3.

In conclusion, this study has identified CypA as a new intracellular partner of the
GPIb-V-IX complex. The role of this protein in platelet responses is starting to emerge from
initial studies of CypA deficient mice. CypA appears to facilitate signalling in response to von

Willebrand factor, but also to other adhesive ligands such as collagen and fibrinogen. The
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exact place and importance of CypA in the GPIb-von Willebrand factor dependent signalling
pathway and the molecular dissection of its interaction with a GPIb signalosome are

interesting scopes for future research.

Legend to the figures

Figure 1: Specific coimmunoprecipitation of Cyclophilin A with the GPIb-IX complex.
A. Platelets lysed in 1% Triton X-100 were immunoprecipitated with monoclonal antibodies
ALMA.12 (anti GPIba), SZ2 (anti GPIba), WM23 (anti GPIba), ALMA.16 (anti GPIX) and
RAM.1 (anti GPIbB). GPIba and CypA were revealed by Western blotting with WM23 and
anti cyclophilin A antibodies, respectively. The whole lysate and immunoprecipitation with
non immune MOPC and rat IgG1 are also shown in lanes 1, 2 and7. The gel is representative
of 3 separate experiments.

B. Platelet lysates were immunoprecipitated with ALMA.12, ALMA.17 (anti ayP3) and 3J24
(anti GPVI). GPIba , CypA, amPs and GPVI were revealed by Western blotting with WM23,
anti cyclophilin A, SZ22 antibodies and an anti-GPVI human serum, respectively. The gel is
representative of 2 separate experiments.

C. Prior to solubilisation, platelets were left untreated or treated with NEM (10 mM),
cytochalasin D (5uM) or DNase I (3 mg/ml) with or without the presence of calcium. The
GPIb-V-IX complex was immunoprecipitated with ALMA.12 (lane A) GPIba and CypA were
revealed by Western blotting as described in panel A (L: platelet lysate; M: MOPC). The gel

is representative of 3 separate experiments.

Figure 2: Effect of GPIba and GPIbp cytoplasmic tail deletions on CypA association to
GPIb-IX.

CHO GPIb-IX cells containing deletions of the GPIba (left panel) or GPIbp (right panel)
intracellular domain were lysed in 1% Triton X-100 and GPIb-IX complexes were
immunoprecipitated with mAb ALMA.12, separated by reduced 4-15% SDS-PAGE and
transferred to PVDF membranes. aWT and BWT are control cells expressing the normal
complex. GPIba and the co-immunoprecipitated CypA were detected using WM23 and a
polyclonal anti cyclophilin A antibody. The coprecipitated CypA band was quantified by
densitometry using an Umax Powerlook 1120 scanner and the Imagequant TL software

(Amsersham Bioscience, Upsala, Sweden). Amount of coprecipitated CypA was corrected for

17



the amount of GPIba to account for differences in immunoprecipitation efficiencies. Results
are representative of 3 separate experiments and were expressed as the mean values (= SEM)

in arbitrary units. *p<0.05; ***p<0.001.

Figure 3: CypA binds the 14-3-3C protein.

CypA and 14-3-3C were expressed as recombinant proteins with or without a GST tag.

A. Pull down assay. CypA was incubated with 14-3-3(-GST or PAR1-GST and GST used as
a negative control in lysis buffer. The inverse pull-down experiment was performed where 14-
3-3( was incubated with CypA-GST or PAR1-GST and GST. Coprecipitated CypA and 14-3-
3( were revealed by Western blotting with anti cyclophilin A antibody and { (C-16) a rabbit
polyclonal antibody against 14-3-3(, respectively. The gel is representative of 2 separate
experiments.

B. Biacore assay. An anti-GST antibody was covalently immobilized a sensor chip. Two
negative controls (GST and PAR.1-GST) and 14.3.3-GST and CypA-GST were captured
respectively at different concentrations (5Spg/ml for negative controls and 50 pg/ml for
interest proteins). CypA or 14.3.3 was then injected on flow channels for 3 min. The
dissociation of the complexes was followed for 200 s. Between binding cycles, the coated
surfaces were regenerated by two injections of 10 mM HCI. The association and dissociation
profiles were analysed with a nonlinear least-squares algorithm implemented in the

Biaevaluation 3.0 software. Results are representative of 2 to 4 separate experiments.

Figure 4: Localization of GPIb and CypA in platelets or GPIb-IX transfected CHO cells
under resting conditions or following adhesion on a vWF matrix.

For resting conditions, platelets (A) or CHO GPIb-IX cells were fixed in suspension and
captured on a poly-lysine coated coverslip. For vVWF adhesion, cells were allowed to adhere
on the matrix in the presence of botrocetin with (Abciximab, EDTA) or without integrin
blockade. Cells were fixed and double labelled with CypA (in green) and GPIbB (in red)
antibodies. The right panel represents merged images of red and green fluorescence. Samples
were subjected to fluorescent confocal microscopy analysis. Bars correspond to a 10pum

distance.

Figure 5: Effect of cyclosporin A on platelet adhesion and aggregation responses.
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A. Washed platelets were preincubated with vehicle or cyclosporine A (1 pg/ml) for 30 min at
37°C. Cells were then allowed to adhere to cover slips coated with human vWF in the
presence of botrocetin with or without Abciximab (40 pg/ml). Platelets were fixed, labelled
with TRITC-phalloidin and examined by fluorescence microscopy. The number of adherent
platelets was counted on 5 random fields and expressed as the number of adherent platelets
per field. On the same fields, filopodia emission and spreading were scored as described in
Material and methods. Values are the mean +/- SEM from 2 separate experiments.

B. Washed platelets were preincubated with vehicle or cyclosporine A (1 pg/ml or 5 pg/ml)
for 30 min. Platelet agglutination was triggered in the presence of 1 pg/ml bovine vWF and
Abciximab (40 pg/ml). Platelet aggregation was induced by addition of 5 uM ADP or 2.5
ng/ml collagen in the presence of 0.8 mg/ml of fibrinogen and Values are expressed as a
mean ratio of the responses of CsA versus vehicle value of maximal percentage of

aggregation +/- SEM from 3 separate experiments.

Figure 6: Platelet adhesion and activation of CypA-deficient platelets on VWF,
fibrinogen and collagen coated surfaces.

CypA -/- and +/+ platelets were allowed to adhere on a vVWF coated surface (20 pg/ml) in the
presence of botrocetin (10 pg/ml) and 40 pg/ml Eptifibatide (A), on a collagen coated surface
(2.5 mg/ml) (B), or after a prior stimulation with ADP (10uM) on a fibrinogen coated surface
(200 pg/ml) (C). Adherent cells were fixed and processed for scanning electron microscopy
analysis. The number of adherent platelets was counted on 5 random fields and expressed as
the number of adherent platelets per field. On the same fields, shape change was scored as
described in Material and methods. For platelet adhesion on collagen, the number of spread

platelets per field was evaluated. Values are the results from 1 experiment.
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 5.
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Figure 5.
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Figure 6.
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Supplementary material

Immunoprecipitation and protein separation by SDS PAGE. Starting from 750 pg of platelet
proteins, the GPIb-V-IX complex was immunoprecipitated with mAb ALMA.12 or irrelevant
IgG MOPC (15 pg per sample). Precipitated proteins were separated on a 4-15% SDS-PAGE
gel under reduction conditions with 10 mM DTT. The gels were stained according to the

Silver Blue protocol (Candiano et al. 2004) (Figure A).

In-situ digestion. Each SDS-PAGE 1D gel lane from the gel was cut in 2,mm slices

representing distinct molecular mass ranges. The gel slices were washed twice with 50 ul of
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25 mM NH4HCOj; and 50 pl of acetonitrile. Cysteine bonds were reduced by 50 ul of 10 mM
DTT at 57°C and alklyated by 50 pl of 55 mM iodoacetamide. After dehydration with
acetonitrile, the proteins were cleaved in gel with 40 pl of 12.5 ng/ul of modified porcine
trypsin (Promega, Madison,WI, USA) in 25 mM NH4HCOj3 at room temperature for 14 hours.
The resulting tryptic peptides were extracted with 60 % acetonitrile in 5 % formic acid. The

peptide extracts were used for LC-MS/MS.

LC-MS/MS. Samples containing the tryptic peptides were injected into a CapLC (Waters,
Milford, MA, USA) system equipped with an autosampler, gradient pump, and auxiliary
pump. 6.4 ul was injected via "microliter pickup" mode and desalted on-line through a 300
pum x 5 mm CI18 trapping cartridge (LC Packings, San Francisco, CA, USA). The samples
were desalted at high flow (30 ul/min) for 3 min. The peptides were separated on a 75 pm X
15 cm x 3 pm C18 100 A PepMap™ column (LC Packings, CA, USA) prior to introduction
into the mass spectrometer. A typical reversed phase gradient was used from low to high
organic over 35 min. Mobile phase A was water 0.1% formic acid and B was 95 %
acetronitrile/5 % water/0.1 % formic acid. The system utilized a split flow resulting in a
column flow rate of approximately 200 nL/min.

Mass data acquisitions were piloted by MassLynx software (Micromass) using automatic
switching between MS and MS/MS modes. The internal parameters of QTOF II were set as
follows. The electrospray capillary voltage was set to 3.5 kV, the cone voltage set to 30 V,
and the source temperature set to 80°C. The MS survey scan was m/z 300-1500 with a scan
time of 1 sec and an inter scan time of 0.1 sec. When the intensity of a peak rose above a
threshold of 10 counts, tandem mass spectra were acquired. Normalized collision energies for
peptide fragmentation were set using the charge-state recognition files for +2 and +3 peptide
ions. The scan range for MS/MS acquisition was from m/z 50 to 1500 with a scan time of 1
sec and an inter scan time of 0.1sec. Fragmentation was performed using argon as the
collision gas and with a collision energy profile optimized for various mass ranges of
precursor ions. Mass data collected during a LC-MS/MS analysis were processed and
converted into a .PKL file to be submitted to the search software MASCOT (Matrix Science,
London, UK). Searches were done with a tolerance on mass measurement of 0.25 Da in MS
mode and 0.25Da in MS/MS mode. MS/MS searches were conducted using the NCBI
(National Center for Biotechnology) database. Results obtained for MOPC
immunoprecipitation are presented in Table IA and for ALMA.12 immunoprecipitation in

Table IB. These results are representative from 4 separate experiments.

33



Figure A.

™ B Moo gw 3 m"
o FRIT NG |
on YA

(ead) MmN

34



Table IA. Proteins from MOPC immunoprecipitation identified by nanoLC-MS/MS after
1D electrophoresis.

1D Sequence Number of
fraction Protein Accession MW coverage  peptides
1 Filamin A P21333 283289 29% 60
Filamin C Q14315 290778 2% 5
2 Talin 1 Q9Y490 269550 14% 26
Myosin heavy chain, nonmuscle type A P35579 226392 16% 28
Filamin A P21333 283289 3% 15
3 Myosin heavy chain, nonmuscle type A P35579 226392 39% 95
5 Thrombospondin 1 P07996 133321 6% 20
Multimerin 1 Q13201 139183 5% 1
Myosin heavy chain, nonmuscle type A P35579 227276 3% 9
7 Platelet glycoprotein Ib alpha chain P07359 69425 8% 4
Ig gamma-1 chain C - MOUSE P01868 36252 28% 9
8 Vinculin P18206 124161 12% 1
Ig gamma-1 chain C - MOUSE P01868 36252 33% 11
Integrin alpha-lib precursor P08514 114460 14% 12
9 Ig gamma-1 chain C - MOUSE P01868 36252 28% 9
Alpha-actinin 1 P12814 103563 15% 14
10
Gelsolin P06396 86043 31% 18
13 Serum albumin precursor -MOUSE- P07724 70700 2% 1
Fibrinogen alpha chain P02671 94914 7% 3
15  Fibrinogen alpha chain P02671 94914 7% 7
Serum albumin precursor -MOUSE- P07724 70700 24% 13
Tubulin beta-1 chain Q9H4B7 50865 24% 10
Ig gamma-1 chain C - MOUSE P01868 36252 14% 10
Fibrinogen beta chain P02675 56577 4% 2
16  Actin, cytoplasmic 2 P02571 42108 64% 37
19  Tropomyosin alpha 4 chain P07226 28619 28% 5
20  14-3-3 protein zeta/delta P63103 27899 35% 8
Ig kappa chain C region P01837 11942 12% 4
21 Ig kappa chain C region P01837 11942 88% 10
22  Ig kappa chain C region P01837 11942 33% 3
23 Myosin light polypeptide 6 P60660-00- 16959 30% 5
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Table IB. Proteins from ALMA.12 immunoprecipitation identified by nanoLC-MS/MS
after 1D electrophoresis.

1D Sequence  Number of
fraction Protein Accession MW coverage peptides
1 Filamin A P21333 283289 46% 90
Filamin C Q14315 290778 4% 13
Myosin heavy chain, nonmuscle type A P35579 226392 1% 2
2 Filamin A P21333 283289 21% 46
Talin 1 Q9Y490 269550 12% 25
Myosin heavy chain, nonmuscle type A P35579 226392 10% 20
3 Myosin heavy chain, nonmuscle type A P35579 226392 40% 93
Filamin A P21333 283289 5% 12
5 Thrombospondin 1 P07996 133321 17% 20
Filamin A P21333 283289 17% 9
Platelet glycoprotein Ib alpha chain P07359 69425 8% 5
Multimerin 1 Q13201 139183 5% 6
Myosin heavy chain, nonmuscle type A P35579 227276 5% 7
7 Platelet glycoprotein Ib alpha chain P07359 69425 25% 22
|g gamma-1 chain C - MOUSE P01868 36252 19%
8 Vinculin P18206 124161 10% 10
Platelet glycoprotein Ib alpha chain P07359 69425 11%
Integrin alpha-llb P08514 114460 5% 5
9 Filamin A (Cter + Nter) P21333 283289 12% 20
Alpha-actinin 1 P12814 103563 11%
10  Filamin A (Cter + Nter) P21333 283289 9% 18
Gelsolin P06396 86043 18%
Myosin heavy chain, nonmuscle type A P35579 227276 4% 6
Talin 1 ( Cterm) Q9Y490 271717 2% 6
13 Serum albumin -MOUSE- P07724 70700 37% 25
Fibrinogen alpha chain P02671 94914 25%
15  Fibrinogen beta chain P02675 56577 24% 10
Ig gamma-1 chain C - MOUSE P01868 36252 23%
Tubulin alpha-4 chain P05215 50634 15% 4
16 Ig gamma-1 chain C - MOUSE P01868 36252 35% 11
Tubulin alpha-4 chain P05215 50634 8% 3
Tubulin alpha-6 chain Q9BQE3 50548 6% 3
Fibrinogen gamma chain P02679 52106 15% 1
17  Actin, cytoplasmic 2 P02571 42108 55% 27
20  Tropomyosin alpha 4 chain P07226 28619 21% 5
Tropomyosin alpha 3 chain P06753 29243 20% 4
21 14-3-3 protein zeta/delta P63103 27899 49% 12
Ig kappa chain C region P01837 11942 70% 10
14-3-3 protein epsilon P62258 29326 30% 8
14-3-3 protein eta Q04917 28070 21% 5
14-3-3 protein gamma P35214 28154 24% 6
22 Ig kappa chain C region P01837 11942 70% 7
14-3-3 protein zeta/delta P63103 27899 29% 6
Platelet glycoprotein Ib beta chain P13224 22274 18% 4
Multimerin 1 (Cterm) Q13201 139183 2% 3
23 Myosin regulatory light chain 2 P19105 19707 51% 6
Platelet glycoprotein IX P14770 19547 35% 7
Ras-related protein Rap-1b P61224 21040 20% 3
24 Myosin light polypeptide 6 P60660 16959 46% 7
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A P62937 18098 38% 8
Platelet glycoprotein Ib alpha chain (Cterm) P07359 69425 3% 2
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Conclusion

Cette étude a permis d’identifier un nouveau partenaire intracellulaire du complexe
GPIb-V-IX. L’utilisation d’agents dépolymérisants de I’actine F a écarté une coprécipitation
non spécifique par une association au cytosquelette d’actine. L’étude de cellules CHO
exprimant un complexe GPIb-IX avec une GPIba ou une GPIbB délétée au niveau de son
domaine intracellulaire a permis d’établir la nécessité de la GPIba et la contribution de la
GPIbp dans cette association. Des expériences de « pull-down » et de résonance plasmonique
de surface avec des protéines recombinantes suggerent une association indirecte entre la
CypA et la GPIb via la 14-3-3(. Des expériences de double marquage en microscopie
confocale a fluorescence montrent une colocalisation du complexe GPIb-V-IX et de la CypA
au niveau membranaire dans les plaquettes et les CHO GPIb-IX et une relocalisation distincte
lors de I’émission de filopodes. Le traitement des plaquettes par un inhibiteur de la CypA, la
CsA, n’a pas d’effet sur I’adhésion et 1’activation des plaquettes au FW. Par contre, la CsA
augmente 1’agrégation des plaquettes en réponse a I’ADP et au collagéne. Enfin, 1’é¢tude de
I’adhésion de plaquettes de souris KO pour la CypA sur des matrices de FW montre un rdle
de la CypA dans I’émission de filopodes. Un défaut similaire en réponse au collagéne et au
fibrinogéne suggere une fonction plus générale dans le changement de forme en réponse a
I’adhésion plaquettaire.

Le mode d’association entre CypA et 14-3-3C suggéré par les expériences de « pull-
down » et de résonance plasmonique de surface reste a préciser. Les séquences consensus
d’association a la 14-3-3(, initialement identifiées dans c-Raf, ne sont pas retrouvées dans la
CypA. Inversement, le motif de liaison des partenaires de la CypA (Gly-Pro-X-Leu-Pro),
publié récemment (Piotukh et al. 2005), n’a pu étre retrouvé dans la séquence de la 14-3-3C.
Ces deux protéines s’associent donc selon un mode, qui est a déterminer. Cette association
pourrait suggére un réle de la CypA dans I’activation de 1’intégrine aypPs;. En effet les CHO
transfectées par un complexe incapable de lier la 14-3-3( présentent un étalement, et donc une
activation des intégrines, diminué sur une surface recouverte de FW (Gu et al. 1999; Mangin
et al. 2004).

Les expériences de microscopie confocale lors de 1’adhésion des plaquettes au FW
montrent qu’alors que le complexe se relocalise le long des filopodes, la CypA est exclue de
ces structures. Ces résultats suggerent un possible mécanisme de découplage de la CyPA du

complexe GPIb-V-IX, équivalent a celui proposé pour la 14-3-3C en réponse aux forces de
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cisaillement élevées (Feng et al. 2000) ou pour la PI3Kinase lors de I’activation au FW
(Munday et al. 2000).

Le role fonctionnel de la CypA a tout d’abord été étudié a 1’aide de la CsA. Un
traitement par la CsA n’a pas d’effet sur ’adhésion et ’activation des plaquettes au FW mais
augmente 1’agrégation en réponse a I’ADP et au collagéne. Ces derniers résultats sont en
accord avec les données de la littérature qui décrivent une réponse a I’ADP augmentée en
présence de CsA ou d’autres agents immunosupresseurs (Fernandes et al. 1993; Fox et al.
2002). Ces observations semblent exclure un role de la CypA pour I’activation au FW et
proposent un contrdle négatif de I’activation plaquettaire.

L’obtention des souris KO pour la CypA permet d’étudier de maniére plus adéquate le
role de la CypA pour les fonctions plaquettaires mais le nombre encore limité de souris n’a
pas encore permis une étude approfondie. Une étude rapide ne suggere pas d’altération
importante des fonctions hémostatisques. L’étude de 1’adhésion plaquettaire a montré un
changement de forme diminué sur le FW mais aussi sur une surface recouverte de collagéne
ou de fibrinogene. Ces résultats indiquent un rdle facilitateur de la CypA pour I’activation des
plaquettes en réponse a 1’adhésion sur différents types de matrices.

Les résultats divergents observés apres traitement a la CsA et dans les souris CypA -/-
pour la réponse au FW pourraient s’expliquer par le fait que la CsA ne cible qu’une partie des
fonctions de la CypA.

Dans le lymphocyte T, le complexe formé par la CsA et la CypA inhibe I’activité de la
calcineurine, une sérine/thréonine phosphatase (Fruman et al. 1992; Liu et al. 1991). A notre
connaissance, cette enzyme n’a pas ¢été identifiée dans la plaquette. Une protéine
potentiellement ciblée par CsA est la calcium binding protein (CIB) qui présente une
homologie avec la sous unité régulatrice de la calcineurine. CIB associée au domaine
intracellulaire de la sous unité oy, de 1’intégrine oypPs (Naik et al. 1997) serait importante
pour I’activation de I’intégrine (Naik and Naik 2003; Tsuboi 2002).

Parmi les fonctions de CypA non modifiées par la CsA figure la régulation de 1’activité
des Tec kinases. Dans le lymphocyte T, la CypA inhibe I’activité d’ITK une enzyme de cette
famille (Colgan et al. 2004). Ces enzymes sont également présentes dans les plaquettes (Tec
et Btk) ou elles participent a 1’activation en réponse au collagéne et a la signalisation
« outside-in » de ’intégrine oypP3 (Watson et al. 2005). En s’associant au signalosome formé
par LAT et SLP-76, elles vont contribuer a I’activation de PLCy, (Atkinson et al. 2003;

Quek et al. 1998). CypA pourrait de maniére similaire contribuer a ’activation plaquettaire
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en controlant les Tec kinases aboutissant dans les souris CypA -/- a un défaut de changement
de forme en réponse au FW et au collagene des signaux qui convergent vers PLC,,.

En conclusion, ce travail a identifi¢ la cyclophiline A comme une nouvelle protéine
cytoplasmique indirectement associé¢e au complexe GPIb-V-IX. Le rdle de cette protéine pour
I’activation plaquettaire n’est pas clairement défini. L’effet de la CsA indique un contrdle
négatif de CypA sur la réponse aux agonistes, tandis que les premiéres données sur les souris

CypA -/- indiquent un role facilitateur de CypA en réponse aux protéines adhésives
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En cas de bréche vasculaire, les plaquettes vont adhérer au sous endothélium vasculaire
expos¢ grace a leurs récepteurs d’adhésion, puis elles vont s’activer sur cette surface pour
agréger et former un clou plaquettaire mettant fin au saignement. En présence de forces de
cisaillement ¢élevées, l’interaction entre le FW et le complexe GPIb-V-IX assure
exclusivement le recrutement des plaquettes au niveau de la 1ésion vasculaire (Berndt et al.
2001). En plus de son rdle dans 1’adhésion des plaquettes sur la surface thrombogene,
I’interaction GPIb-FW déclenche un processus de signalisation intracellulaire. Une activation
GPIb-spécifique est observable lors de I’adhésion de plaquettes sur une surface recouverte de
FW. Dans des conditions indépendantes des boucles d’amplification de 1’activation (sécrétion
d’ADP ou production de TXA;) et de I'intégrine a3, les plaquettes passent d’une forme
discoide a ronde et émettent des filopodes (McCarty et al. 2006; Yuan et al. 1999). Dans un
second temps, et de manicre intégrine dépendante les cellules produisent un large lamellipode

circulaire et s’aplatissent sur la surface (Yap et al. 2002).

Ce changement de forme des plaquettes sur une surface de FW est le résultat d’une
signalisation encore mal caractérisée qui implique une src kinase, dont on ignore 1’identité, et
la PLCy, (Mangin et al. 2003; Suzuki-Inoue et al. 2004; Wu et al. 2001b). La production
d’IP; par la PLCy, activée méne a la libération de calcium a partir des stocks intracellulaires,
ce dernier est nécessaire au remodelage du cytosquelette d’actine, qui est le support de la
forme de la plaquette. Cette signalisation va également contribuer a I’activation de 1’intégrine
anbPs nécessaire a 1’adhésion stable, 1’étalement et 1’agrégation des plaquettes (Kasirer-

Friede et al. 2004).

La question posée dans ce travail de thése concernait le mode transmission de la
signalisation par le complexe GPIb-V-IX apres son interaction avec le FW. Le complexe
GPIb-V-IX n’est pas couplé a une protéine G héterotrimérique, il est dépourvu de motif de
signalisation connu et aucune activité enzymatique ne lui a été attribuée. Il semblait évident
d’envisager une transmission du signal par I’intermédiaire des domaines intracellulaires du
complexe GPIb-V-IX vers des effecteurs cytoplasmiques. Une premiére indication en faveur
de cette hypothese était I’identification de trois protéines (FLNA, 14-3-3( et calmoduline)
associées aux régions cytoplasmiques du complexe GPIb-V-IX (Andrews et al. 2001;
Cranmer et al. 2005; Du et al. 1996; Mangin et al. 2004; Nakamura et al. 2006;
Williamson et al. 2002). Ces 3 protéines pouvaient potentiellement étre impliquées dans la

signalisation du complexe GPIb-V-IX.
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Un premier objectif a été d’identifier les zones fonctionnelles dans les domaines
intracellulaires du complexe impliquées dans la signalisation menant a 1’émission de
filopodes. Parmi les 4 sous unités du complexe, nous nous sommes particuliérement focalisés
sur la GPIba et la GPIbP. Ce choix était motivé par : i) les données de la littérature qui avait
identifi¢ sur la GPIba et de la GPIbP des sites d’interaction pour les trois partenaires du
complexe cités plus haut ; ii) le fait que ’absence de GPV dans des lignées transfectées ou
dans souris KO n’empéche pas I’adhésion ni la signalisation sur une surface de FW (Moog et
al. 2001); iii) la présence d’un trés court domaine intracellulaire de seulement 6 résidus sur la
GPIX qui réduit les possibilités d’association.

Un deuxieme axe de recherche a ¢été 1’identification de nouveaux partenaires
intracellulaires du complexe GPIb-V-IX. L’objectif était d’identifier des protéines
potentiellement impliquées dans la cascade d’activation déclenchée par la liaison de FW et
menant a I’émission de filopodes. La nécessité de cette approche était motivée par les
premiers résultats obtenus dans les lignées CHO qui suggéraient I’absence d’un role de la
FLNA et de la 14-3-3{ dans la signalisation précoce du complexe GPIb-V-IX menant a
I’émission de filopodes (Gu et al. 1999; Mistry et al. 2000).

Cartographie fonctionnelles des domaines intracellulaires du complexe GPIb-V-IX

La majorité des travaux publiés portant sur les domaines intracellulaires se sont
focalisés sur la sous-unité¢ GPIba. Ces études ont permis d’établir un réle de cette sous-unité
dans le controle de 1’adhésion au FW et dans une signalisation menant a I’engagement de
I’intégrine oypP; (Bialkowska et al. 2003; Dai et al. 2005; Gu et al. 1999; Mangin et al.
2004; Williamson et al. 2002). Pour ce qui concerne la GPIbp, un rdle dans le contrdle de
fonctions adhésives du complexe a été attribué a la sérine 166 intracellulaire (Bodnar et al.
2002; Perrault et al. 2003). A I’exception de ses interactions avec la 14-3-3( et avec la
calmoduline (Andrews et al. 1998; Andrews et al. 2001; Calverley et al. 1998; Feng et al.
2000), il n’existait pas d’indication en faveur d’une implication de la GPIbp dans la
signalisation du complexe.

Une technique nouvellement mise au point de couplage de motifs perméants (Wender
et al. 2000) a permis 'identification dans la plaquette intacte, d’un motif fonctionnel de la
GPIba, (557-569) impliqué dans I’activation. Des plaquettes traitées avec le peptide R9a557
présentent une émission de filopodes significativement diminuée sur une surface de FW.

L’effet de ce peptide a été confirmé dans le modéle cellulaire CHO GPIb-IX fournissant un
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argument supplémentaire en faveur d’un effet spécifique sur la voie d’activation GPIb-
dépendante.

L’étude de cellules transfectées par un complexe GPIb-IX délété ou muté au niveau
intracellulaire ont constitué une approche complémentaire pour étudier le role des domaines
intracellulaires. De maniere surprenante la délétion du domaine intracellulaire de la GPIba
n’empéche pas ’adhésion ni P’activation des cellules sur la surface de FW. Ces résultats
semblent en contradiction avec ceux obtenus avec le peptide perméant de la GPIba. Un
moyen de concilier ces observations opposées serait de considérer un réle central de la sous-
unité GPIb dans la fonction de signalisation du complexe, qui est suggérée par les résultats
de mutagénese portant sur cette sous-unité.

Effectivement, I’étude systématique par mutagénése du domaine intracellulaire de la
GPIbp a mis en évidence un domaine fonctionnel (150-170) impliqué dans 1’activation GPIb-
dépendante menant a 1’émission de filopodes. Une stratégie de mutagénese par « alanine
scanning » a permis de délimiter plus précisément ce domaine au niveau de la région R'®*-
P'"°. Des plaquettes de souris exprimant une GPIbB tronquée de sa partie cytoplasmique ont
permis de confirmer I’importance du domaine intracellulaire de la GPIb pour la signalisation
du complexe GPIb-V-IX.

L’hypothése d’un rdéle central de la GPIbB dans la signalisation permet d’expliquer
I’absence d’effet des délétions de la sous-unit¢ GPIba. Pour expliquer I’effet du peptide
perméant R90557 on peut imaginer que ce peptide puisse interagir (directement ou
indirectement) avec la GPIbp et inhiber sa fonction. Dans cette hypothéese la région 557-569
pourrait dans le contexte du récepteur natif prévenir 1’activation dans la cellule au repos. Il
n’existe pas de données en faveur d’une association directe entre les sous-unités GPIba et
GPIbp. L hypothese d’une association a été avancée par Dai et a/ faisant intervenir la 14-3-3,
mais n’a pas encore été formellement démontrée (Dai et al. 2005). Une approche pour évaluer
I’interaction des domaines intracellulaires de la GPIba et de la GPIbp serait de produire ces
protéines sous forme recombinante et d’effectuer des analyses de type pull-down ou Biacore.
In fine, des études par résonance magnétique nucléaire (RMN) ou la cristallographie
permettraient de préciser le mode d’interaction & I’image de 1’étude récente de I’interaction
entre la GPIba et la filamine A (Nakamura et al. 2006). Une difficulté que nous rencontrons
dans cette optique est le trés faible rendement de production du domaine intracellulaire de la
GPIba lorsqu’il est exprimé dans un systéme bactérien.

Une deuxiéme vérification du modele proposé serait de reproduire dans la lignée CHO

GPIb-IX les mutations introduites dans le peptide perméant R9a557A3. En effet, ce peptide

177



calqué sur le peptide R9a557 a perdu sa capacité d’inhibition et pourrait dans le récepteur se
comporter comme un modulateur des fonctions de signalisation.

La mutagénése du domaine intracellulaire de la GPIbp a donc permis I’identification
d’une zone fonctionnelle sur la portion intracellulaire de la GPIbp (164-170). Toutefois, cette
cartographie fonctionnelle n’est pas compléte. La séquence native de cette sous unité contient
cing alanines dans la région L'*°-P'™® dont la contribution n’a pas été évaluée dans I’approche
par « Alanine scanning ». Leur role devra étre évalué par d’autres mutations par exemple en
glycine. Enfin, on ne peut complétement exclure une contribution des régions N et C-
terminales du domaine cytoplasmique de la GPIbP. Une mutagénése plus systématique par
groupe de deux ou 3 résidus serait 8 méme de mieux préserver la conformation du domaine
que les délétions et pourrait identifier d’autres domaines fonctionnels.

La délétion de la région 150-170 de la GPIb entraine une diminution de I’émission de
filopodes mais ne 1’abolit pas complétement. Ces résultats suggérent la possible contribution
d’autres sous-unités. Des questions restent posées quant au role de la GPIba qui nécessiteront
une mutagénese plus ciblée. Le role de la GPV semble exclu sur la base des études des souris
KO. Reste le role de la GPIX qui, bien que possédant un domaine intracellulaire trés court, ne
peut étre exclu et pourra étre évalué dans les lignées CHO GPIb-1X.

Un inconvénient, cependant, du modele CHO est qu’il est trés éloigné de la lignée
plaquettaire. Un grand nombre de réactifs et d’anticorps ne sont pas utilisables dans cette
lignée et la biologie de la cellule CHO est mal connue (contenu en intégrine endogénes, voies
de signalisation,...). Au laboratoire nous avons également utilisé la lignée érythroleucémique
K562 qui est d’origine humaine et provient d’une lignée tumorale d’origine hématopoiétique.
Ces cellules transfectées par le complexe GPIb-V-IX reproduisent également les fonctions
d’adhésion et de signalisation (Cranmer et al. 1999; Yuan et al. 1999). Une difficulté de ce
modele vient de la difficulté a transfecter de manicre reproductible le complexe GPIb-IX par
des techniques classiques, 1’utilisation de vecteurs viraux pourrait résoudre ce probléme.

Malgré I’utilité des systémes cellulaires hétérologues de type CHO, il sera nécessaire de
pouvoir transposer les données dans le modele plaquettaire. Une approche actuellement
engagée afin de manipuler le complexe GPIb-V-IX dans la plaquette fera appel a la
transduction virale de mégacaryocytes. Les roles des résidus de la zone 164-170 seront
étudiés par transduction virale a partir de souris invalidées pour le géne de la GPIbP. Pour
cela, des progéniteurs hématopoiétiques seront isolés a partir de moelle ou de foies feetaux
d’embryon GPIbp -/-. Ces cellules seront transduites par des particules lentivirales contenant

un gene codant pour la GPIbB humaine contenant les mutations d’intérét. Puis les cellules
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transduites seront réimplantées dans des souris GPIbB-/- 1étalement irradiées. Les plaquettes
de ces souris transduites pourront étre ensuite étudiées pour leur capacité a adhérer et s’activer
sur une surface de FW. De plus, ces souris permettront d’évaluer I’importance des domaines
intracellulaire de la GPIbP dans I’hémostase et dans des mod¢les de thrombose évoquées plus

loin.

Identification de nouveaux partenaires intracellulaires du complexe GPIb-V-IX

Une approche basée sur I’immunoprécipitation du complexe GPIb-V-IX associée a une
analyse des protéines coprécipitées par spectrométric de masse de type Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-MS/MS) a permis d’identifier
la cyclophiline A (CypA) comme un nouveau partenaire. L’utilisation de CHO exprimant un
complexe GPIb-IX muté, des expériences de pull-down et de résonance plasmonique de
surface ont établi que la CypA s’associait probablement de maniére indirecte au complexe via
la 14-3-3(. Le traitement de plaquettes avec la cyclosporine (CsA) et 1I’étude des plaquettes de
souris CypA-/- ont permis d’entamer 1’étude du rdle de la CypA dans les fonctions d’adhésion
et de signalisation du complexe GPIb-V-IX.

Dans d’autres cellules la CypA a été impliquée dans la régulation de diverses voies de
signalisation. Dans le lymphocyte T, par exemple, elle controle 1’activité de la tyrosine kinase
ITK de la famille des Tec kinases (Colgan et al. 2004), cette enzyme étant impliquée dans
I’activation du lymphocyte. Ces propriétés font de la CypA un bon candidat pour la
signalisation GPIb-dépendante. Dans la plaquette, deux Tec kinases (Btk et Tec) ont été
décrites comme importantes pour les voies de signalisation qui convergent vers la PLCy;,
comme la signalisation GPVI (Atkinson et al. 2003; Quek et al. 1998). La présence d’Itk
dans la plaquette sera déterminée. L’importance des autres Tec kinases pour ’activation
GPIb-dépendante pourra étre étudiée en étudiant 1’adhésion et 1’activation des plaquettes de
souris KO pour Tec, Btk et le double KO (Atkinson et al. 2003). Un défaut d’activation de la
PLCy, dans les plaquettes de KO CypA pourrait expliquer le changement de forme inhibé en
réponse au FW et au collagéne, mais également en réponse au fibrinogene.

Une autre protéine régulée dans le lymphocyte T par la CypA est la calcineurine. La
CypA en association avec la cyclosporine A contréle [’activit¢ de cette phosphatase.
L’expression de cette phosphatase dans la plaquette sera vérifiée. La protéine Calcium
Integrin Binding protein (CIB), qui possede une homologie avec la calcineurine, pourrait étre

une cible potentielle de la CypA dans la plaquette. CIB est associée au domaine intracellulaire
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de la sous-unité oy (Naik et al. 1997) et intervient dans ’activation et la signalisation de
I’intégrine oypP3 (Naik and Naik 2003; Tsuboi 2002).

L’association de la CypA a la 14-3-3C suggére son implication dans le processus
d’activation de I’intégrine oypP3, qui demande a étre évaluée. Les premiere données dans les
souris CypA-/- montrent une inhibition nette de I’émission de filopodes indiquant un role dans
des étapes précoces de signalisation. Les résultats obtenus avec la CsA indiquent quant a eux
un rdle plus général de la CypA dans des mécanismes d’activation plaquettaire en réponse
aux agonistes solubles. L’étude du réle de la CypA pourra en plus des études dans la souris
CypA-/- étre réalisée dans les cellules CHO GPIb-IX permettant une manipulation plus fine
par mutagénese. Une stratégie d’extinction génétique par siRNAs permettra d’évaluer le role
de cette protéine pour les fonctions du récepteur dans les lignées transfectées par le complexe
et dans les lignées mégacaryocytaires (DAMI, Meg01).

L’étude de nouveaux partenaires intracellulaires ne sera pas limitée a la CypA mais
portera également sur trois autres protéines identifiées par 1’analyse par spectrométrie en
masse. Des approches similaires a celles employées pour la CypA seront utilisées pour
évaluer leur importance pour le complexe GPIb-V-IX.

L’identification de partenaires spécifiquement associés a la sous-unit¢ GPIbB a
¢galement été engagée sur la base de données de mutagénése dans le modele CHO. Une
stratégie de « pull-down» avec des peptides synthétiques ou avec des protéines
recombinantes est en cours. Le domaine 164-170 de la GPIbB contient la sérine 166
phosphorylable par la PKA (Wardell et al. 1989). Les protéines potentiellement liées a ce
domaine phosphorylé seront identifiées en utilisant un peptide de la GPIbJ phosphorylé. Les
protéines précipitées séparées en gel SDS PAGE seront analysées par LC/MS/MS.

Compréhension du mécanisme du changement de forme lors de [P’activation

plaquettaire.

Lors de leur activation les plaquettes subissent divers changement de forme comme la
contraction du corps cellulaire, 1’émission de filopodes et sur une surface la production d’un
lamellipode. L’ensemble de ces événements repose sur la réorganisation des cytosquelettes de
microtubules et d’actine. Pour la plaquette, la compréhension de ces différents mécanismes
est encore loin d’étre aboutie. L’activation des plaquettes au FW constitue un modéle de choix

pour étudier les mécanismes de formation de filopodes ou de lamellipodes, puisqu’en
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fonctions des conditions expérimentales on peut orienter la plaquette vers la formation de
I’une ou I’autre de ces extensions membranaires.

Les protéines qui composent et organisent les différentes structures formées ne sont
pas toutes identifiées. Une étude systématique des protéines composant les filopodes ou les
lamellipodes fait aujourd’hui défaut dans la plaquette. L organisation des filaments d’actine
dans les filopodes et les lamellipodes pourra étre étudiée en microscopie électronique sur des
plaquettes mises a adhérer sur une surface de FW. Sur ces mémes échantillons la présence de
protéines d’orientation (Filamine, a-actinine, fimbrine, fascine), de protéines de nucléation et
de coiffe (gelsoline, adducine, capZ, et Arp2/3) et enfin de protéines d’¢longation
(VASP/MENA, formines) pourra étre ¢valuée par immunomarquage.

Les signaux menant a la formation de 1’'une ou ’autre structure sont encore trés mal
connus. La nécessité de signaux calciques, de la production de PI(3,4)P, et le clivage des
filaments d’actine par la gelsoline pour amorcer le processus de réarrangement du
cytosquelette d’actine est clairement établie (Falet et al. 2002b; Hartwig et al. 1995). La
voie d’activation incluant les RhoGTPases, les protéines de la famille WASP et le complexe
de nucléation Arp2/3 a longtemps été considérée comme une voie principale permettant la
polymérisation d’actine F. Récemment les roles de ces différentes protéines ont été réévalués
et des signalisations indépendantes de WASP ou du complexe Arp2/3, impliquant VASP et
les formines ou VASP et les protéines de capping, ont été¢ proposées dans d’autres modeles
cellulaires (Faix and Rottner 2006; Mejillano et al. 2004; Schirenbeck et al. 2006;
Schirenbeck et al. 2005). Les cellules CHO GPIb-IX représentent un moyen pour étudier ces
processus de réarrangement du cytosquelette d’actine. La simple introduction du complexe
GPIb-IX dans cette lignée la rend capable de former des lamellipodes et des filopodes sur une
matrice de FW, indiquant que ces cellules disposent de la machinerie intracellulaire nécessaire
a ces remaniements (Yuan et al. 1999). La transfection de formes dominantes négatives ou
des approches d’extinction génique par siRNA dans les cellules CHO GPIb-IX permettront
d’étudier les roles des différents effecteurs évoqués plus haut.

Dans la cellule les forces contractiles sont générées par I’interaction de la myosine,
une protéine « moteur », avec les filaments d’actine. La myosine dispose d’une chaine légere
de ~20 kDa et d’une chaine lourde de ~200 kDa qui contient une activité¢ ATPasique et le site
de liaison a I’actine. La plaquette exprime essentiellement la myosine non musculaire de type
ITA. Plusieurs arguments suggerent que la myosine intervient dans des mécanismes de menant
au changement de forme. Au cours de I’activation plaquettaire la chaine légere de la myosine

est phosphorylée par la MLCK activant ainsi 1’activité motrice de la protéine (Daniel et al.
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1984). L’¢état de phosphorylation de la myosine est contrdlé par des voies de signalisations
faisant intervenir soit le calcium et la calmoduline ou la GTPase RhoA et la RhoKinase. La
myosine est également décrite comme un des composants des adhérences focales et des fibres
de stress qui se forment apres activation des intégrines. Enfin, la présence dans les extrémités
des filopodes de myosines non conventionnelles comme la myosine X suggere un role de ces
protéines dans la formation de ces extensions (Berg and Cheney 2002). L’étude du role de la
myosine dans les fonctions plaquettaires a été entamée au laboratoire par la production de de
souris invalidées pour I’exon 1 du gene MYH9 codant pour la chaine lourde de la myosine I1A
non musculaire. Des résultats préliminaires suggerent un role clef de la myosine dans le
controle de la forme de la plaquette. D’une part les plaquettes au repos de ces souris ont une
ultrastrucure anormale avec une forme ovoide, des invaginations de membrane dans la cellule
et une distribution des granules anormale. D’autre part, ces plaquettes ont un changement de
forme complétement inhibé en réponse a des faibles doses d’agonistes (Leon et al, manuscrit

en préparation).

Importance de la signalisation précoce du complexe GPIb-V-IX pour I’hémostase et la

thrombose.

Le role de la signalisation déclenchée par le complexe GPIb-V-IX dans I’hémostase et
la thrombose reste 2 démontrer. Dans le modele habituellement avancé, le réle du complexe
GPIb-V-IX est limité a la capture et au ralentissement des plaquettes au niveau de 1ésion. Les
plaquettes en contact avec le sous endothélium vont ensuite pouvoir engager une activation
via notamment les récepteurs au collagéne et aux agonistes solubles générés (ADP, TXA,,
thrombine) générés localement. La signalisation transmise par le complexe est de faible
intensité (faibles signaux calciques transitoires et de faible amplitude) et pourrait &tre
considérée comme mineure au regard d’agonistes puissant comme I’ADP ou la thrombine.
Cependant, son réle ne peut €tre exclu. Premi¢rement, elle survient a une étape clef et a un
stade précoce dans la séquence d’éveénements conduisant a la croissance du thrombus. Par
ailleurs, I’argument d’une faible signalisation n’exclut pas un rdle in vivo. D’autres récepteurs
plaquettaires considérés comme mineurs ou entrainant des signalisations de faible intensité,
comme le récepteur o, adrénergique, le récepteur a la sérotonine ou le récepteur P2X; ont
montré leur importance fonctionnelle dans un modéle de souris KO (Hechler et al. 2003;

Pozgajova et al. 2006; Walther et al. 2003).
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Une étape indispensable pour établir le role de cette signalisation dans 1’hémostase
sera de pouvoir dissocier les fonctions d’adhésion et de signalisation du complexe GPIb-V-
IX. Les résultats obtenus dans ce travail permettent d’envisager ce découplage puisqu’une
inactivation de la signalisation du complexe GPIb-V-IX a été obtenue en ciblant le domaine
intracellulaire de la GPIbB sans modifier 1’adhésion au FW. Une premicre approche pour
transférer ces données dans la plaquette a été entreprise en produisant une lignée de souris
knockin exprimant une GPIbP délétée de son domaine intracellulaire. Malheureusement, les
plaquettes de ces souris ont un taux d’expression du complexe GPIb-V-IX abaissé,
reproduisent le phénotype d’un patient Bernard-Soulier avec un temps de saignement allongg,
une numération plaquettaire réduite, et des plaquettes de grandes tailles. Ces caractéristiques
empéchent de faire la distinction nette entre un effet di a la signalisation diminuée et les taux
abaissés de GPIb. Malgré tout on observe une certaine adhésion au FW mais une signalisation
diminuée. De maniére intéressante, on note une protection dans un modele de thrombose
induite au laser affectant peu I’hémostase (Strassel et al, 2006, soumis a ATVB).

Une stratégie basée sur la réintroduction de la GPIbf humaine contenant les mutations
A150-170 dans les souris KO GPIbp par transduction virale mentionnée plus haut, devrait
permettre d’obtenir un modele ou les fonctions d’adhésion et de signalisation seront plus

nettement dissociées.

Le rdle du changement de forme déclenché par la signalisation du complexe GPIb-V-
IX est une question encore en suspens. L’émission de filopodes pourrait contribuer au
ralentissement des plaquettes lors de la capture sur le FW. La P-selectine est exposée a la
surface des cellules endothéliales activées et va engager une interaction avec son contre
récepteur PSGL-1 présent a la surface des leucocytes. Cette association va permettre le
ralentissement et le roulement des leucocytes au niveau du site d’inflammation (Springer
1995). Elle va également induire 1’activation de 1’intégrine anmP, des leucocytes, nécessaire
pour établir des adhésions plus stables. Une séquence similaire d’éveénements est envisageable
pour la plaquette. En présence de forces de cisaillement élevées, le complexe GPIb-V-IX
permet le ralentissement des plaquettes au niveau du sous endothélium exposé et il initie une
activation nécessaire a 1’engagement des intégrines plaquettaires nécessaires a 1’adhésion
stable des plaquettes et leur agrégation. La production de filopodes pourrait participer au
processus de ralentissement en établissant des points de contact transitoires qui vont assurer le
ralentissement progressif de la cellule. Cette hypothése pourra étre testée dans des expériences

de perfusion sur une surface de FW avec des cellules CHO GPIb-IX. Les répercussions d’un
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défaut d’émission de filopodes sur la vitesse de roulement des cellules a la surface de la
matrice seront mesurées. Pour ces expériences d’adhésion en flux, les cellules CHO GPIb-1X
présentent le défaut majeur de ne pas supporter des forces de cisaillement élevées, empéchant
ainsi de se placer dans les conditions d’étude optimum des fonctions du complexe GPIb-V-
[X. L’obtention de plaquettes exprimant des formes mutées du domaine intracellulaire de la
GPIbp permettront d’évaluer les conséquences du changement de forme sur les propriétés

cohésives en conditions de flux artérielles.

184



ANNEXES

185



Cartographie fonctionnelle des domaines intracellulaires de la GPIba et de

la GPIbB.

Annexe 1 : Publication n°4 :

“ Identification of a novel 14-3-3( binding site within the cytoplasmic tail of platelet
glycoprotein Iba.” — 2003

Annexe 2: Publication n°5

“Synthesis of GPIbf with novel transmembrane and cytoplasmic sequences in a
Bernard-Soulier patient resulting in GPIb-defective signalling in CHO cells”- 2006
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Annexe 1 : Publication n°4 :

“ Identification of a novel 14-3-3 binding site within the cytoplasmic tail of platelet
glycoprotein Iba.” — 2003

P. Mangin, T. David, V. Lavaud, SL. Cranmer, I. Pikovski, SP. Jackson, MC. Berndt, JP.

Cazenave, C. Gachet, F. Lanza.

Blood, 2004 Jul 15 ; 104(2) :420-7

L’interaction entre le complexe plaquettaire GPIb-V-IX et le complexe GPIb-V-IX
déclenche une signalisation menant au changement de forme des plaquettes (passage d’une
forme discoide a ronde et émission de filopodes). Une seconde signalisation se manifeste par une
signalisation calcique plus forte et se traduit par 1’activation de I’intégrine oypf3, cette derniere
étant responsable de I’adhésion irréversible et a 1’étalement des plaquettes sur une surface
recouverte de FW. Le mécanisme exact impliqué dans 1’activation d’ a3 n’est pas connu, mais
un partenaire probable est la protéine adaptatrice 14-3-3(. Des cellules transfectées par des
complexes GPIb-IX incapables d’interagir avec la 14-3-3( montrent un processus d’étalement
sur le FW modifi¢, impliquant la 14-3-3{ dans 1’activation des intégrines (Bialkowska et al.
2003; Gu et al. 1999). Un site d’interaction a la 14-3-3(, contenant une sérine phosphorylée, a
¢été identifié dans la partie C-terminale de la GPIba (606-610) (Du et al. 1996). La sérine en
position 609 est phosphorylée dans les plaquettes au repos et semble particulierement importante
pour la liaison de la 14-3-3C (Bodnar et al. 1999). Les domaines intracellulaires de la GPIbf et
de la GPV possedent également des sites de liaison pour la 14-3-3C (Andrews et al. 1998).

L’objectif de ce travail a ét¢ d’étudier finement I’interaction entre la GPIba et la 14-3-3(
grace a des cellules CHO transfectées par des complexes GPIb-IX dont la GPIba contient des
délétions successives d’environ 11 acides aminés de son domaine intracellulaire. Des
expériences de co-immunoprécipitation du complexe GPIb-IX a partir de lysats de ces cellules
ont montré une perte d’interaction pour la 14-3-3C pour une délétion comprise entre les acides
aminés 580 et 590 du domaine intracellulaire de la GPIba. Ce domaine contient deux sérine
(Ser’® et Ser’”®) qui sont phosphorylées dans la plaquette non stimulée et déphosphorylée aprés
adhésion des cellules sur une surface de FW. Des CHO GPIb-IX exprimant une mutation
Ser’”—Ala ou une double mutation Ser’® —Ala, Ser’’*— Ala montrent une perte d’association a

la 14-3-3C et une diminution de 1’étalement des cellules sur une surface de FW. Ces résultats
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montrent I’importance de la région 580-590, et notamment le résidu Ser’”” phosphorylé, pour
I’association a 14-3-3( et confortent 1’hypothése d’un rdle de la 14-3-3( dans une signalisation

qui mene a I’activation des intégrines.
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HEMOSTASIS, THROMBOSIS, AND VASCULAR BIOLOGY

Identification of anoved 14-3-3{ binding ste within the cytoplasmic tail of

platelet glycoprotein |ba

Pierre Mangin, Tovo David, Vincent Lavaud, Susan L. Cranmer, Inna Pikovski, Shaun P. Jackson, Michael C. Berndt, Jean-Pierre Cazenave,

Christian Gachet, and Francois Lanza

The glycoprotein Ib-V-IX (GPIb-V-IX) com-
plex interacts with subendothelial von
Willebrand factor (VWF) to ensure recruit-
ment of platelets at sites of vascular
injury, a process that culminates in inte-
grin oypB3-dependent stable adhesion and
spreading. Interaction of the 14-3-3{ adap-
tor protein with the C-terminal 606-610
phosphoserine motif of the GPlba sub-
unit has been implicated in the control of
opBs activation and cell spreading. In
this study, we have examined potentially
novel 14-3-3¢ binding sites by expressing
mutant forms of GPIba in Chinese-ham-

ster-ovary (CHO) cells. Analysis of a se-
ries of neighboring 11-12 residue dele-
tions identified a critical role for the
580-LVAGRRPSALS-590 sequence in pro-
moting GPIba—14-3-3¢ interaction. Devel-
opment of a phosphospecific antibody
demonstrated high levels of phosphoryla-
tion of the Ser587 and Ser590 residues in
resting platelets (which became dephos-
phorylated during platelet spreading on
VWF), and peptides containing these
phosphorylated residues effectively dis-
placed 14-3-3¢ from GPlbe. Analysis of
single and double alanine substitutions

of Ser587 and Ser590 demonstrated a
major role for these residues in promot-
ing GPlba—14-3-3¢ binding. Moreover,
these cell lines exhibited a defect in cell
spreading on immobilized VWF. These
studies demonstrate the existence of a
second major 14-3-3¢ binding site within
the cytoplasmic tail of GPlbe that has an
important functional role in regulating
integrin-dependent cell spreading. (Blood.
2004;104:420-427)

© 2004 by The American Society of Hematology

Introduction

The 14-3-3 protein family consists of ubiquitous homodimeric or
heterodimeric intracellular adaptor proteins that take part in the
signaling pathways of numerous biologic responses.! There have
been 5 isoforms identified in human platelets, the e and v isoforms
being weakly expressed relative to the more abundant v, ¢, and B
isoforms.2 The crystal structure of 14-3-3( revealed the association
of 2 monomers, each composed of a bundle of 9 antiparallel
helices, to form a large negatively charged groove that could be
implicated in interactions with other proteins.® The 14-3-3 proteins
bind to specific phosphoserine-containing motifs,* and their
dimeric nature alows them to act as intramolecular and
intermolecular phosphorylation-dependent bridges.> The func-
tions of the different isoforms in platelets are, however, still
poorly understood.

In aseminal study, it was reported that 14-3-3¢ interacted with
the platelet von Willebrand factor (VWF) receptor, the glycopro-
tein Ib-V-1X (GPIb-V-1X) complex.8 A binding sitefor 14-3-3¢ was
found at the C-terminus of GPIba within aserine-rich 606-SGHSL -
610 seguence bearing similarities to phosphoserine containing
14-3-3¢ binding motifs.%:” Further work showed that the serine at
position 609 was predominantly phosphorylated in resting platel ets
and that phosphorylation was required for 14-3-3¢ binding.®
Glutathione S-transferase (GST)—14-3-3¢ pull-down and immuno-

precipitation studies of GPIb-I1X-transfected cells pointed to the
existence of a separate binding or regulatory site in the GPlba
570-590 domain.® Experiments using synthetic GPIbB and GPV
intracellular peptides suggested that these subunits could dso interact
with 14-3-3{.19 Phosphorylation of the GPIbg serineat position 166 by a
protein kinase A (PKA)—dependent mechanism has been proposed to
play arolein regulating 14-3-3( interactions.*1

Recent studies have demonstrated that the GPlIb—14-3-3( inter-
action is dynamically regulated, such that shear-induced activation
of platelets leads to dissociation of 14-3-3¢ from GPIb. While the
precise mechanisms regulating this have not been defined, changes
in the phosphorylation status of Ser609 may play an important role.
A functional correlation between 14-3-3( release from GPlb and
integrin activation has been suggested from studies in Chinese-
hamster-ovary (CHO) cells transfected with the GPIb-1X complex
following deletion of the Glu591-Leu610 GPIba C-terminal do-
main.89 This deletion prevented 14-3-3(—GPlb interactions, lead-
ing to defective integrin dependent spreading.’? However, 2 further
studies, examining integrin activation using CHO cells transfected
with the same constructs, have demonstrated either normal or
increased cell spreading.13.14

To establish a precise functional map of the 14-3-3{ binding
regions in the GPlba cytoplasmic tail, CHO cells were transfected
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with constructs of the GPIb-IX complex containing short 11-12
residue deletions and single mutations of the GPIba intracellular
domain. The effects of these mutations on GPIb—14-3-3( associa-
tion and cell spreading on VWF were examined. In addition to the
known 605-610 region, a new binding site was identified between
residues 580 and 590 that resembled other 14-3-3{ ligands and
required Ser residues at positions 587 and 590. Phosphorylation of
the di Ser587/590 motif was demonstrated in resting platelets using
a specific antibody, while its dephosphorylation and that of Ser609
were observed during platelet adhesion and activation on a VWF
matrix. Following phosphatase treatment, dephosphorylation led to
14-3-3¢ release from GPlb-IX. Furthermore, lack of 14-3-3(
association with GPIba in cells expressing the GPlba 580-590
deletion mutant, Ser587/590 to Ala substitution, or deletion of
the 605-610 sequence resulted in a reduced ability of the
VWF-GPlba interaction to activate endogenous integrins and
induce cell spreading.

Materials and methods

Materials

Human VWF (HVWF) was purified according to a published procedure.’®
Botrocetin and monoclonal antibodies (mAbs) ALMA.12 against GPlba
and RAM.1 against GPIbB were developed in our laboratories. The
polyclonal antibody C-16 against 14-3-3( was from Santa Cruz Biotechnol-
ogy (Santa Cruz, CA), while the polyclonal antibody K3584 against the
GPIb-IX complex was a gift from Dr B. Steiner (Hoffmann-La Roche,
Basel, Switzerland). There were 4 peptides representing different phosphor-
ylation states of the 580-590 sequence of human GPlba (LVAGRRPSALS,
LVAGRRPpSALS, LVAGRRPSALpPS, and LVAGRRPpSALPS) synthe-
sized by Eurogentec (Seraing, Belgium), who also raised rabbit polyclonal
antiserum pSGPIbl against peptide LVAGRRPpPSALPS. GPIba peptides
YSGHpSL and YSGHSL containing an N-terminal cysteine were synthe-
sized by Chiron Mimotopes (Melbourne, Australia). Horseradish peroxidase—
conjugated goat anti—rabbit immunoglobulin G (1gG [GAR-HRP]) was
from Jackson Laboratories (West Grove, PA). Prostaglandin 1, (PGly),
bovine serum abumin (BSA), fatty-acid—free human serum abumin
(HSA), TRITC (tetramethylrhodamine isothiocyanate)—phalloidin, dithio-
threitol (DTT), and protein G—Sepharose CL4B were from Sigma Chemi-
cals (St Louis, MO). Apyrase was purified from potatoes as previously
described.’® Cover glasses and coverslips were purchased from VWR
(Strasbourg, France) and enhanced chemiluminescence (ECL ) reagents and
Hyper-film-ECL, from Amersham (Bucks, United Kingdom). ReoPro was
from Lilly Corporate Center (Indianapolis, IN), complete protease inhibitor
cocktail and calpain inhibitor 1 were from Roche Molecular Biochemicals
(Mannheim, Germany), and 1-paraformaldehyde (PFA) was from Electron
Microscopy Sciences (Washington, PA). Laemmli buffer, Tween 20, Ready
gels (4%-15%), and immunoblotting polyvinylidene fluoride (PVDF)
membranes were purchased from Bio-Rad (lvry sur Seine, France) and
NHS-Biotin, Sulfo-NHS-Biotin, and Restore Western blot stripping buffer,
from Pierce (Rockford, IL).

Antibody production

The anti—phospho-GPlba (pSer609) antibody was raised by immunizing
New Zealand White rabbits with the phosphorylated CY SGHpSL peptide
conjugated to keyhole limpet hemocyanin. The antipeptide antibody was
affinity purified with the immunizing peptide conjugated to BSA and
coupled on a 1:1 column of Affi-Gel 10/15. The antibody was then
absorbed with the nonphosphorylated CYSGHSL peptide conjugated
to BSA, aso coupled on a 1:1 column of Affi-Gel 10/15. The specificity of
the anti-pS609 antibody was verified by dot immunoblots against the
CY SGH(pS)L and CY SGHSL peptides conjugated to albumin (1:10 wt/wt),
versus antibody that bound to both columns, anti-Iba+/—P, thereactivity of
which was phosphorylation nonspecific.
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Cell lines

CHO céll lines stably expressing the wild-type GPIb-1X complex or GPlba
deleted forms of GPIb-1X have been described previously.t”-19 Stable cell
lines with Ser to Alamutations at positions 587, 590, and a double 587/590
mutation were obtained following transfection of the GPIba cDNA into
GPIbBIX expressing cells as previously described.’® Oligonucleotide-
directed mutagenesis was performed by polymerase chain reaction amplifi-
cation of PDXGPlba vector with Pflu DNA polymerase (Stratagene, La
Jolla, CA), digestion with Dpnl (Roche Molecular Biochemicals), and
transformation in TOP10 bacteria (Invitrogen, San Diego, CA).

Platelet preparation

Washed human platelets were prepared from acid citrate dextrose (ACD)
anticoagulated blood obtained from aspirin-free healthy volunteers by
sequential centrifugation as previously described.

Biotinylation

Cell biotinylation has been described in detail elsewhere.1® Briefly, platelets
were washed twice in phosphate-buffered saline (PBS), centrifuged at
1900g for 8 minutes, and incubated for 30 minutes at room temperature
(RT) in PBS containing 100 wg/mL NHS-Biotin at afinal concentration of
106 platelets/pLL.

Lysate preparation

Adherent CHO cells were detached with PBS EDTA (ethylenediaminetet-
raacetic acid; 5 mM), and washed 3 times in PBS. The lysates were
prepared by resuspending washed platelets (10° platelets/uL) or washed
cells (20 x 10% cells/mL) inice-cold 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA (ethylene glycol tetraacetic acid), 2.5 mM NagVO,4, 150 mM NaCl,
100 mM NaF, 10 mM Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethane), pH 7.5, 17
pag/mL calpain inhibitor 1, and 1X protease inhibitor cocktail. After 20
minutes, the lysates were centrifuged at 14 000g for 15 minutes to remove
insoluble material. Lysates pretreated with potato alkaline phosphatase
(PAP) were prepared under the same conditions but without added NagVV O,
or NaF.

Immunoprecipitation and immunodepletion

Cell lysates were cleared twice by incubation for 60 minutes at 4°C with 50
L protein G-Sepharose CL4B (50% wt/vol suspension in lysis buffer).
Proteins were immunoprecipitated from 50 p.L cleared lysate by addition of
5 ng mAb and 80 pL protein G-Sepharose CL4B (50% wt/vol suspension)
and rotation for 2 hours at 4°C. The beads were washed 3 times in PBS
containing 1% Triton X-100 before addition of 45 L of 1X Laemmli buffer
(62.5 mM Tris, pH 6.8, 0.2% sodium dodecy! sulfate (SDS), 25% glycerol,
0.01% bromophenoal blue) containing 10 mM DTT. Sampleswere boiled for
5 minutes and proteins were separated by SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) on 4% to 15% gels and transferred to PVDF
membranes. Biotinylated proteins were revealed with streptavidin-HRP as
previously described,'® while nonbiotinylated proteins were identified by
Western blotting as previously described.?

In immunodepletion experiments, a first immunoprecipitation was
performed using a2-p.L aliquot of cleared platel et lysate to ensure an excess
of anti—-phospho-GPIb IgG (pSGPIbl or pSer609) and 80 pL protein
G—Sepharose CL4B (50% wt/vol suspension). The remaining supernatant
was reprecipitated with amAb against GPIb (RAM.1).

Enzyme immunoassays

Synthetic peptides corresponding to the GPlba 580-590 domain were
coated from 5 pg/mL solutionsin 50 mM carbonate buffer (pH 9.5) onto the
wells of 96-well microtiter plates (Maxi-Sorb; Nunc, Rochester, NY) for 2
hours at RT. After 3 washesin PBS-T, the wells were blocked by incubation
for 30 minutes at 37°C with 200 pL of 1% BSA in PBS. All subseguent
incubations were carried out for one hour at RT, and each was followed by
washing 3 times with PBS-Tween 0.05% (PBS-T). The wells were treated
first with 100 pL diluted pSGPIb1 antiserum and then with GAR-HRP
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(1:1000 dilution). The secondary antibody was detected by addition of a
chromogenic substrate (OPD: o-phenylenediamine dihydrochloride; Pierce)
and measurement of optical densities at 490 nm in a THERMO-max
microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

Cell adhesion to VWF

Glass coverslips were coated with HVWF (10 pg/mL) in a humid chamber
for 90 minutes at RT and then blocked for 60 minutes with PBS containing
1% BSA. CHO cellsin PBS were incubated with the coverslipsin the wells
of microtiter plates (10° cells'well) at 37°C for 20 minutes. The coverslips
were then washed 3 times in PBS, fixed for 20 minutes with 4% PFA in
PBS, washed 3 timesin PBS, and labeled for 30 minutes in the dark with 2
pg/mL TRITC-phalloidin. After 3 more washes in PBS and alast wash in
water, the adherent cells were covered with 8 L Mowiol 4-88 solution
(France Biochem, Meudon, France), and the coverslips were mounted on
microscope slides. Fluorescence was visualized by ultraviolet (UV) illumi-
nation at 570 nm under a Leica DMDL microscope (Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany). The cell count and morphology of the adherent cells
were scored in 8 random fields (2.3 X 10° pm?/field).

Analysis of platelet adhesion by confocal microscopy

Glass coverdlips were coated with HVWF as before, or coated with 0.01%
polylysine for 5 minutes at RT and dried for one hour at 60°C. Washed
plateletsin Tyrode buffer were incubated with the coverslipsin the wells of
microtiter plates (3 X 10° platelets/well) for different times at 37°C. When
indicated, 5mM EDTA and 10 p.g/mL ReoPro were added to block integrin
activation. The coverslips were then washed 3 times in PBS, fixed for 15
minutes with 4% PFA in PBS, washed 3 times in PBS, and blocked with
PBS containing 0.2% BSA and 1% normal goat serum (NGS) for one hour
at RT. All subsequent incubations were followed by 3washesin PBS-T. The
samples were labeled for 45 minutes in the dark with 1 wg/mL ALMA.12—
cyanin 3 (Cy3); permeabilized for one hour in PBS containing 0.2% BSA,
0.05% saponin, and 1% NGS; labeled for 45 minutes in the dark with
PSGPIb1 or pSer609 antiserum diluted 1:10 000 in the blocking buffer; and
finally counterstained with GAR-Cy5 (1:2000 dilution). The coverslips
were then washed in PBS, rinsed with water, and mounted in Mowiol 4-88.
The labeled platelets were examined under a Zeiss laser scanning micro-
scope (LSM 510 invert; Carl Zeiss, Le Pecq, France) equipped with a
Planapo oil-immersion lens (X 63, numerical aperture 1.4), and the Zeiss
CLSM instrument software 2.8. Cy3 emission was excited with the 543-nm
He/Nelaser line and signals were filtered with along-pass 595-nm filter.

Shape change of CHO cells adhering to VWF

CHO cells (1 X 108/mL) suspended in PBS containing 2 mM Ca*, 2 mM
Mg?+, and 5 wg/mL botrocetin were allowed to adhere to an HVWF matrix
(deposited from a 10 pg/mL solution) for 30 minutes at 37°C. After
fixation, the adherent cells were stained with 2 pg/mL TRITC-phalloidin
for 30 minutes, and the coverslips were mounted in Mowiol 4-88 solution
on microscope slides. The cell morphology was examined by fluorescence
microscopy (UV illumination at 570 nm, Leica DMDL microscope, PL
Fluotar 40X/1.00-0.5 oil immersion objective) and visualized using a
Micromax 1300Y digital camera (Princeton Instruments, Tucson, AZ) and
Metamorph 4.5 software (Princeton Instruments), and numbers of adherent
cells and spreading cells were scored in 5 random fields.

Statistical analyses

The statistical significance of differences between means was evauated
using Student t test for paired samples or Fisher exact test, and P values of
less than .05 were considered significant.

Results

The GPlba 580-590 intracytoplasmic sequence is required for
the interaction between the GPIb-IX complex and 14-3-3¢

Interaction of 14-3-3¢ with the GPIb-1X complex was studied in
human platelets and transfected CHO cells, following biotinyla-
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tion and immunoprecipitation with an antibody against GPlba
or GPIbB. Asshownin Figure 1A, coimmunoprecipitation of the
2 proteins was confirmed in human platelet lysates. To identify
potentially novel 14-3-3¢ binding sites on GPlba, this subunit
was subjected to a series of truncations covering the 535-610
intracellular region and stably transfected into GPIbp-IX CHO
cells. The GPIb-1X-14-3-3¢ binding capacity was then evalu-
ated by coimmunoprecipitation with an anti-GPIb mAb. Dele-
tion of the known 605-610 binding site (A605-610) and larger
truncations eliminating this domain (A518-610, A569-610,
A576-610, and A595-610) prevented GPIb-1X—-14-3-3( coprecipi-
tation (Figure 1B). Conversely, deletion of the more central
535-569 region led to wild-type behavior and allowed efficient
association of GPIb-1X with 14-3-3¢ (Figure 1B). To examine
additional sites upstream of the 605-610 region, cells with
shorter deletions spanning the 535-590 domain were evaluated
(Figure 1C). All the deletions allowed for efficient GPIb-1X-14-
3-3¢ binding with the exception of A580-590, which prevented
association with 14-3-3¢. These results suggested the existence
of a second 14-3-3¢ binding site in addition to the previously
identified 605-610 sequence.?

Deletion of the GPlba 580-590 sequence does not prevent
phosphorylation of Ser609

Phosphorylation of Ser609 in the 605-610 sequence has been
reported to be critical for the interaction of GPlba with 14-3-3(.8
Therefore, the possibility that the 580-590 deletion could indirectly
block 14-3-3( interactions by interfering with Ser609 phosphoryla-
tion was explored. An antibody (pSer609) was raised and immuno-
purified against the Y SGHpSL peptide. This antibody was specific
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Figure 1. GPIb-IX-14-3-3¢ association in platelets and in GPIb-IX CHO cells with
intracellular GPIba deletions. Platelets (A) or CHO cells (B-C) were incubated with
membrane-permeable EZ-link—-NHS-Biotin and lysed in 1% Triton X-100. GPIb-IX
complexes were immunoprecipitated with an anti-GPIb monoclonal antibody, sepa-
rated by reduced 4% to 15% SDS-PAGE, and transferred to PVDF membranes.
Coimmunoprecipitated 14-3-3( was detected using the anti—14-3-3(-specific poly-
clonal antibody C-16 and revealed by ECL. Membranes were then stripped and
reprobed with streptavidin-HRP to reveal biotinylated GPlba. The upper panels
correspond to the region of the gel containing the approximately 29 kDa 14-3-3(
band, and the lower panels correspond to the region containing the approximately
135 kDa GPIba band. (A) In human platelets, 14-3-3¢ was coimmunoprecipitated with
the GPIb-IX complex by an antibody against GPIba or GPIbg (for simplicity only the
GPIba band is shown). (B) In transfected CHO cells, 14-3-3( was coprecipitated with
the wild-type (WT) GPIb-IX complex and with a complex containing a central
(A535-569) deletion. Complete deletion of the intracellular domain of GPlba (A518-
610) or progressive truncations from the C-terminal end (A605-610, A595-610,
A576-610, and A569-610) prevented GPlb-1X-14-3-3{ association. (C) In cells
containing a series of shorter deletions of the GPlba 535-590 region, GPlb-1X-14-
3-3( interaction was absent only for the A580-590 mutant receptor. Results are
representative of 4 separate experiments.
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for the phosphorylated form of the peptide in dot blot experiments
(Figure 2A) and recognized GPlba from lysates of resting platel ets
(Figure 2B) and CHO cells transfected with normal GPIb-1X
(Figure 2C). pSer609 also recognized the 580-590 deleted form of
GPlba in CHO cell lysates, indicating normal phosphorylation at
Ser609, whereas the 518-610 deleted form of GPlba was not
revealed by the antibody (Figure 2C).

A GPlba 580-590 peptide competes with GPIb-IX for
association with 14-3-3¢

The GPlba 580-590 sequence is well conserved between the
human, mouse, and dog species, and its structure with the serines at
positions 587 and 590 conformed to a consensus phosphorylation-
dependent 14-3-3¢ binding domain, RX1.(S;) X 2.5S (Figure 3C).2122
To evaluate the ability of this sequence to bind 14-3-3¢ and the
importance of Ser587 and Ser590, phosphorylated and nonphospho-
rylated peptides were synthesized: LVAGRRPpSALpS (P;P,) and
LVAGRRPSALS (@P). Addition of these peptides to platelet
lysates demonstrated that the diphosphorylated peptide (PiPy)
efficiently displaced 14-3-3¢ from GPIb-1X, relativeto the nonphos-
phorylated peptide (9dP), irrelevant peptide sequence, and no
peptide control (Figure 3B).

The 580-590 domain of GPIba is phosphorylated
in resting platelets

To further analyze the role of the phosphoserines of the GPlba
580-590 sequence in 14-3-3¢ hinding, antibodies were raised
against the P,P, peptide. The pSGPIbl antiserum specificaly
bound to P;P, as detected by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) but did not recognize the nonphosphorylated peptide @P

A Dot blot of peptides B WB: pSer609 Ab
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Figure 2. Deletion of the GPlba 580-590 sequence does not interfere with
Ser609 phosphorylation. (A) Dot blots of BSA-CYSGHSL or BSA-CYSGH(pS)L
(peptides corresponding to the nonphosphorylated and phosphorylated C-terminus
of GPlba) with IgG against either the phosphorylation-independent (anti-lba.+/—P) or
phosphorylated (pSer609) C-terminal peptide of GPlba. Blots were visualized using
standard ECL substrates. (B) Western blots (WB) of whole platelet lysates analyzed
by SDS-PAGE under reducing (R) or nonreducing (NR) conditions and probed with
anti-pS609 (pSer609). The major band at 135 kDa corresponds to GPIba (disulfide-
linked to GPIbB, nonreduced); the band at approximately 20 kDa reduced or
approximately 50 kDa nonreduced represents the membrane-associated calpain
digestion fragment of GPlba (minus the soluble extracellular glycocalicin fragment),
which is linked to GPIbB when nonreduced. (C) Triton X-100 lysates of GPIb-IX CHO
cells were separated by 4% to 15% SDS-PAGE and immunoblotted with the pSer609
polyclonal antibody. Phosphorylated GPlba was detected in cells expressing the
wild-type complex or a complex containing the A580-590 deletion but not in cells
lacking the entire GPlba intracellular domain.
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Figure 3. A phosphoserine GPIba 580-590 peptide inhibits GPIb-IX-14-3-3(
association. (A) Triton X-100 lysates of resting human platelets were immunoprecipi-
tated with the mAb RAM.1 in the presence or absence of the nonphosphorylated @P
(LVAGRRPSALS) or diphosphorylated P;P, (LVAGRRPpSALpS) GPIba 580-590
synthetic peptide. Ctrl represents incubation with an unrelated peptide (TNRQPRD-
KNVKK) from the P2Y, receptor sequence. RAM.1 coprecipitation of 14-3-3; was
reduced in the presence of P;P, and to a lesser extent in the presence of @P,
compared with incubation with no peptide or the Ctrl peptide. NI indicates nonimmune
serum. (B) The coprecipitated 14-3-3( band was quantified with Quantity One
Software (Bio-Rad, Hercules, CA) in 3 separate experiments, and results were
expressed as the mean percentage (+ SEM) of the band obtained in the absence of
peptide (*P < .05). (C) Alignment of the amino acid sequences of the GPlba 580-610
region in the human, mouse, and dog species. Ser residues are in boldface. The
580-590 domain (underlined) contains fully conserved serine residues with a spacing
that corresponds to a consensus 14-3-3 binding motif.22 X indicates any amino acid;
S, serine; pS, phosphorylated serine; R, arginine; and *, the pS609 residue. (GPIba
human, GPlba mouse, and GPlba canis have the GenBank accession numbers
PO7359, AAC53320, and AAC14361, respectively.)

(Figure 4A). pSGPIb1 also recognized the monophosphorylated Py
(LVAGRRPpSALS) and P, (LVAGRRPSALPS) peptides. pSG-
PIbl revedled a band corresponding to GPlba in lysates from
resting platelets, suggesting phosphorylation of this domain in the
native protein (Figure 4B). The pSer609 antibody also recognized
GPlba, confirming previous findings that Ser609 is phosphorylated
in resting platelets.? The specificity of pSGPIb1 for the phosphory-
lated motif in the native sequence was demonstrated by a drop in
reactivity in platelet lysates treated with alkaline phosphatase
(Figure 4C). Similarly pSer609 labeling decreased following
phosphatase treatment. Hence in the resting state, GPlba appeared
to be doubly phosphorylated at the 580-590 and 609 sites. The
degree of phosphorylation at these 2 positions was then evaluated
in resting platelets by immunodepletion of lysates with the
pSGPI b1 antiserum or pSer609 antibody. After pSGPIb1 or pSer609
depletion, reprecipitation with a GPIbB antibody yielded signifi-
cantly less GPlba than following nonimmune (Figure 4D), suggest-
ing that GPIba is similarly phosphorylated at high levels in the
580-590 and 609 domains. To confirm the importance of GPlba
phosphorylation for 14-3-3¢ binding, GST-14-3-3{ pull-down
experiments were performed using phosphatase-treated platelet
lysates. The results demonstrate that dephosphorylation prevented
GPlba association with 14-3-3( (Figure 4E), an effect that
correlated with the decrease in pSGPIb1 and pSer609 |abeling.

Phosphorylation status of the GPlb« 580-590 and 609 domains
in resting and adherent platelets

To evaluate phosphorylation of GPlba in intact platel ets, dual-label
confocal analysis was performed using either pSGPIb1 or pSer609
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Figure 4. Serine phosphorylation of the GPIba 580-590 sequence in resting platelets and requirement for 14-3-3¢ binding. (A) The rabbit antiserum pSGPIbl was
obtained by immunization with the P, P, phosphopeptide (LVAGRRPpSALpS) and its reactivity was analyzed by ELISA. Dilutions of the serum were incubated with immobilized
GPIba peptides and revealed with GAR-HRP. pSGPIb1 recognized P;P, and the monophosphorylated P; (LVAGRRPpSALS) and P, (LVAGRRPSALPpS) peptides but not the
nonphosphorylated @P (LVAGRRPSALS) peptide. Results are the mean (= SEM) of 3 separate experiments, and NI represents nonimmune serum from the same animal. (B)
Triton X-100 lysates of resting platelets were separated by 4% to 15% SDS-PAGE and immunoblotted with pSGPIb1, pSer609, or an antibody against the 3 GPIb-IX subunits.
GPIba was heavily labeled by pSGPIb1, suggesting Ser phosphorylation of the 580-590 domain. In accordance with previous reports, labeling with pSer609 showed that
GPlba was also phosphorylated at Ser609. (C) Triton X-100 lysates of resting platelets were treated or not with 0.3 U/mL PAP for 30 minutes at 37°C. Proteins were separated
by 4% to 15% SDS-PAGE, transferred to PVDF membranes, and probed with pSer609 and pSGPIb1. Reactivity to the antibodies was lost in samples treated with PAP,
confirming phosphorylation at both sites. (D) The proportion of phosphorylated GPlba was estimated by immunodepleting the cell lysates with an excess of the phosphospecific
antibody pSGPIb1 (middle panel) or pSer609 (right panel) and performing a second immunoprecipitation with an anti-GPIbp antibody. Products of the first and second
immunoprecipitations were revealed with a polyclonal anti-GPIb-IX antibody. In both cases, a similar small proportion of GPIb-IX was revealed following the second
immunoprecipitation, indicating that most GPIba subunits were phosphorylated at both sites. The left panel corresponds to a control where the first depletion was performed in
the presence of a nonimmune serum, and results are from 1 experiment representative of 4 independent assays. (E) In GST-14-3-3{ pull-down experiments, proteins were
precipitated from the same lysates as in panel C and probed with an antibody against the GPIb-IX complex. GST-14-3-3( precipitated GPIba in the absence of PAP treatment
but not after its dephosphorylation by PAP. A negative control using GST alone is shown in the left lane. Results in panels B-E are from 1 experiment representative of 3.

(detected with fluorescein isothiocyanate [FITC]) and the pan-anti-
GPlba mAb ALMA.12 (coupled to Cy3). Platelets fixed in a
resting discoid state and allowed to adhere to a polylysine surface
were predominantly doublelabeled (yellow), indicating the colocal -
ization of pSGPIb1 or pSer609 with ALMA.12 (Figure 5A,D). This
confirmed that most of the GPlba molecules were phosphorylated
at the 580-590 and Ser609 sites in the resting state, in agreement
with the biochemical data.

In previous studies it has been demonstrated that when platelets
adhere to VWEF in the presence of «;,,33 inhibitors, they become
activated, change shape, and extend filopodia. The cell body of
platelets adhering to a VWF matrix under these conditions
remained double labeled (yellow). However, al the filopodia
appeared in red (Figure 5B,E), indicating a lack of pSGPIbl or
pSer609 labeling and hence a significant dephosphorylation of
Ser587/590 and Ser609. In the absence of integrin blockade,
platelets can spread on aVWF surface and such conditions resulted
in amixture of red and yellow labeling over the entire cell surface
(Figure 5C,F). These results show that a significant proportion of
GPIba molecules become dephosphorylated during the processes
leading to integrin activation.

Critical role of Ser590 in the 589-590 domain for 14-3-3¢ binding
and integrin activation

To more precisely define the role of the serine residues in the
580-590 region in promoting GPlba association with 14-3-3(,
Ser587 and Ser590 were substituted to Ala either individually or
together and GPlba was introduced into CHO cells containing
GPIbB-1X. Coimmunoprecipitation studies demonstrated a de-
creased 14-3-3( association for all the mutants that was almost
completely abolished for the 2 cell lines containing the Ser590Ala
substitution (Figure 6A). This defect in 14-3-3{ binding was

similar to that observed with the GPIba A580-590 del etion, suggest-
ing amajor rolefor Ser590 in 14-3-3 binding with asecondary role
contributed by Ser587. In order to then assess the functional
importance of the 14-3-3¢ pool bound to the two 14-3-3 binding

Figure 5. The GPIba intracellular domain is dephosphorylated after platelet
adhesion and shape change on a VWF matrix. Resting platelets were either fixed
and allowed to adhere to a polylysine matrix (A,D), or allowed to adhere to a VWF matrix in
the presence (B,E) or absence (C,F) of EDTA by incubation with the matrix for 20 minutes in
the presence of botrocetin followed by washing and fixation. GPlba was labeled with
ALMA.12-Cy3 (red), and phosphorylated GPlba was labeled with pSGPIbl (A-C) or
pSer609 (D-F), which was revealed with a secondary FITC-coupled antibody (green).
Samples were analyzed by dual-label confocal microscopy. (A,D) Discoid platelets
appeared predominantly yellow after staining with either pSGPIb1 or pSer609, indicating
that GPlba was mainly phosphorylated in resting platelets. (B,E) When platelets adhered to
a VWF matrix and integrin activation was blocked with EDTA and ReoPro, they extended
numerous filopodia. The staining of the cell body remained yellow, whereas the filopodia
appeared in red, suggesting a lack of recognition by pSer609 or pSGPIb1 and dephosphor-
ylation of pSer609 and pSer587/590 within the membrane extensions. (C,F) In the absence
of ReoPro and EDTA, platelets spread on the VWF matrix and the labeling appeared as a
mixture of yellow and red over the entire cell surface, pointing to the existence of separate
pools of phosphorylated and dephosphorylated GPlba. Shown is 1 representative
experiment of 3 performed. Scale bars indicate 10 pum.
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Figure 6. Involvement of serines in the 580-590 domain for 14-3-3¢ binding and
integrin activation. (A) GPIb-1X-14-3-3{ association was studied as described in
Figure 1in CHO GPIb-IX cells where Ser587 and Ser590 were individually substituted
to Ala (¢A587, «A590) or in cells containing a double mutation («A587/590). A profound
decrease in GPIb-1X-14-3-3{ association was observed in both cells with a Ser590 to
Ala substitution and a milder defect was observed for the single Ala587 mutant. The
results are representative of 3 separate experiments. (B-C) GPIb-IX CHO cells
expressing wild-type GPlba (aB1X) or GPIba with deletions of the 580-590 or 605-610
sequence were allowed to adhere to a VWF matrix in the presence of botrocetin (5
rg/mL) and left to spread for 30 minutes at 37°C. The cells were then fixed in 4% PFA
and the actin cytoskeleton was labeled with TRITC-phalloidin. (B) Compared with
apIX cells, «AB05-610B1X and «A580-5901X cells adhered equally as efficiently but
displayed a marked spreading defect. (C) Spreading cells were scored in 5 random
fields and expressed as a percentage of total adherent cells. (***P < .001; Fisher
exact test.) Results are the mean (+ SEM) of 4 separate experiments. (D) Cells
containing Ser to Ala substitutions as described in panel A were allowed to adhere
and spread as described in panel B. Spreading cells were scored in 5 random fields
and expressed as a percentage of total adherent cells. The level of spreading at 30
minutes in control aBIX cells was lower than in experiments presented in panel B due
to a new batch of botrocetin with a lower activity. (***P < .001; *P < .05 Fisher exact
test.) Results are the mean (= SEM) of 2 to 3 separate experiments.

sites of GPlba for integrin activation, GPIb-IX CHO cell lines
containing either the deletion mutants (GPlbaA605-610 and
GPIbaA580-590) or the specific alanine mutants («A587, «A590,
and «aA587A590) were studied in VWF adhesion assays. Cells
expressing wild-type GPIb/IX underwent extensive cell spreading,
indicating that intact GPIb/IX is able to mediate efficient integrin
activation, observations consistent with previous studies.’213 A
comparison with the deletion mutant cells, which had completely
lost the ahility to support GPlba—14-3-3¢ association (Figure 1C),
indicated that although these cells were till able to adhere as
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efficiently as wild-type control cells (Figure 6B) they were
significantly less susceptible to spread on the VWF matrix (Figure
6B-C). This suggested inefficient integrin activation possibly due
to an absence of mobilizable 14-3-3{. Similar assays were per-
formed with the alanine mutants that demonstrated a profound and
specific decrease in cell spreading for the 2 clones mutated at
Ser590, reproducing the defect observed in GPIbaA 580-590 cells
(Figure 6D). In contrast, the single Ser587Ala substitution did not
prevent cell spreading. These observations suggested a central role
for Ser590 to induce efficient integrin activation potentialy as a
result of amobilizable pool of 14-3-3.

Discussion

The 96—amino acid GPlba intracellular domain (residues 515-
610) was originally described as a bridging sequence between
the GPIb-V-IX complex and the platelet actin cytoskeleton via
filamin.2® Deficient association with the cytoskeleton likely
contributes to the giant platelet phenotype observed in Bernard-
Soulier syndrome.2* It is now becoming apparent that this
domain is multifunctional and can assemble additional partners
potentially involved in signal transduction.?> GPIb/VWF signal-
ing leads to the mobilization of intracellular Ca2*, platelet shape
change, and activation of integrin o;pB3.2%%6 The precise
mechanism whereby binding of VWF to GPIb-IX triggers
apB3-dependent functions such as platel et spreading and aggre-
gation nevertheless remains unclear. Recruitment of the 14-3-3¢
adaptor protein to the GPIba 605-610 C-terminal region has
been proposed to play a role in integrin activation.”12 The
present study provides evidence for the existence of a second
14-3-3{ binding site in the upstream 580-590 region and
suggests the implication of both the 605-610 and 580-590
domains for functional GPlba—14-3-3( association and in the
control of integrin dependent spreading.

An interaction of 14-3-3¢ with the GPIb-V-IX complex was
initialy revealed by their coisolation during affinity chromatogra-
phy purification of GPIb from platelet lysates.® Subsequent syn-
thetic peptide binding experiments and deletion mutagenesis in
GPIb-1X-transfected CHO cells located a binding site for 14-3-3¢
in the last 6 amino acids of the GPlba subunit (residues 605-
610)."10 A second hinding site for 14-3-3( has been assigned to the
557-575 region of the GPIba subunit, mainly from studies of
synthetic peptide binding.’® More recently, the existence of yet
another binding site upstream of the 605-610 domain was sug-
gested from the lack of GPIba—14-3-3{ coprecipitation in cells
deleted of the 570-590 region.® In this work, a closer deletion
scanning of the 535-610 region revealed defective GPIb-14-3-3¢
association only for the 580-590 deletion mutant, in addition to the
C-terminal truncation. Together, this study and previous work?!®
indicate that in fact the 570-590 sequence contains separate
functiona sitesinvolved in filamin (570-580) and 14-3-3¢ binding
(580-590), respectively.

It was of interest that the 580-590 site contained serines at
positions that agreed with a consensus 14-3-3{ binding motif.??
The capacity of a phosphorylated 580-590 synthetic peptide to
inhibit GPIba—14-3-3¢ coimmunoprecipitation provided support-
ing evidence that the GPlba 580-590 domain is involved in
14-3-3¢ binding, and also agreed with the mode of interaction of
most 14-3-3¢ ligands, which require phosphorylation at key Ser
or Thr residues for efficient binding.* In aprevious study, 2 large
peptides (571-589 and 585-603) that partially overlapped the
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580-590 sequence failed to bind purified 14-3-3¢.1° This appar-
ent discrepancy could be related to the use of nonphosphory-
lated peptides, as the nonphosphorylated 580-590 peptide
competed less efficiently for 14-3-3( association (Figure 3). It
can also be inferred from the present results that the 14-3-3¢
molecule can accommodate 2 peptide sequences from the
GPlba intracellular domain. This mode of interaction might be
necessary to allow for efficient binding of the adaptor protein
and for afine control of itsrelease. There are previous evidences
that 14-3-3¢ can bind more than one peptide in other systems.
For example, there was a report on the crystal structure of
dimeric 14-3-3¢ in complex with 2 peptides from the kinase
Raf-1,%” and, more recently, 3 separate binding sites were
identified for the phosphatase cdc25B peptides.® The C-terminal
a-helix of 14-3-3¢ (helix 1)1228 appears to contain the GPlba
binding motifs, but the precise mode of interaction and in
particular its capacity to interact with the 580-590 and 605-610
sequences remain to be determined.

Functional relevance of the 580-590 domain and its phosphor-
ylation was indicated in a series of experimentsin platelets with
the use of an antibody against the diphosphorylated peptide.
These studies revealed that the GPlba 580-590 domain is
phosphorylated in resting platelets. Phosphorylation was ob-
served both in platelet lysates by immunoblotting and in intact
cells by confocal microscopy analysis. Use of an antibody
against the pSer609 sequence confirmed that this domain is
likewise phosphorylated in resting platelets. Phosphorylation at
both sites appears to be required to support efficient 14-3-3(—
GPIb-V-IX association in resting platelets. Firstly, phosphatase
treatment of platelet lysates prevented 14-3-3{—GPlb-V-IX
association and was accompanied by dephosphorylation of
pSer587/590 and pSer609. Studiesin GPIb-1X—transfected CHO
cells were also consistent with this model and showed that
deletion of either binding site prevented association of GPlba
with 14-3-3(. Ala mutagenesis revealed that residues 587 and
590 were both required for correct association.

The occurrence of dephosphorylation of these 14-3-3¢ bind-
ing sites during the process leading to platelet spreading
supports their role in a pathway leading to integrin activation.
Platelets adhering to a VWF matrix initially extend thin
filopodia in a process that has been found to be integrin
independent.26 This is followed by platelet spreading, which
requires integrin o« B3 activation. Strikingly, the GPlba mol-
ecules recruited to filopodial extensions were no longer recog-
nized by pSer587/590 or pSer609 phosphospecific antibodies.
This points to an early and localized dephosphorylation mecha-
nism that precedes integrin activation and occurs concomitant
with cytoskeletal reorganization. Deletion mutant cells lacking
14-3-3¢ binding are still able to extend filopodia, suggesting that
the release of 14-3-3¢ from GPlba is not required for this early
cytoskeletal reorganization (data not shown). On the other hand,
their inefficient spreading suggests a role in the late integrin-
dependent shape change. In fully spread platelets, confocal
microscopy indicated that amajority of the GPlba subunitswere
dephosphorylated at this later integrin-dependent stage. Since
phosphatase treatment leads to a decreased GPlba—14-3-3(
interaction, one likely consequence of the pSer587/590 and
pSer609 dephosphorylation in platel ets adhering to VWF will be
the release of GPlba-associated 14-3-3(. Consistent with this
proposal, it has been reported that 14-3-3¢ was released from the
GPIb-V-IX complex in shear activated platelets.® Although it
cannot be excluded that the loss of antibody labeling during
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shape change could be indirect, due for example to a change in
GPlba conformation or to the binding of other molecules that
mask the epitopes, the fact that it was observed concomitantly
for distinct GPIba domains makes this appear less likely.

Deletion of the C-terminal end of GPlba that contains the
605-610 14-3-3{ hinding site has led to discordant conclusions
concerning the role of this adaptor protein in integrin activation.
CHO cellstransfected with integrin o83 and GPIb-1X contain-
ing the same GPlba 591-610 deletion were found to undergo
defective!? or on the contrary normal or increased spreading!3#
following adhesion to a VWF matrix. These discrepancies are
not easily explained but could be due to the use of larger
deletions (591-610), which could affect other mechanisms, to
the use of cells expressing different levels of integrin or 14-3-3,
or to differences in the adhesive assays (adhesive proteins,
botrocetin, time-course. . .). In the present study, deletion of the
minimal GPlba 605-610 binding site or the second binding
motif in the 580-590 region prevented normal spreading of
GPIb-IX—transfected cells on VWF. Furthermore, a single
amino acid change of Ser590 to Ala, which has alow probability
to alter the protein structure, yielded the same result. Collec-
tively these findings favor a model in which a population of
14-3-3{ molecules bound at the resting state to the intracellular
face of GPIb-1X through 2 phosphorylated motifsisrequired for
integrin activation following its release from the GPlb-1X
complex upon GPIb/VWF interaction.

The concomitant phosphorylation/dephosphorylation of the
580-590 and 605-610 regions of GPlba in resting versus
VWEF-activated platelets suggests the possibility of a coordi-
nated control by specific kinases and phosphatases. PKA and
protein kinase G (PKG) were recently implicated in the control
of platelet activation following GPIb/VWEF interaction.2%:30
However, it has been reported that inhibitors of PKA and
PKG have no effect on Ser609 phosphorylation.® The 580-
590 sequence and the Ser587 site display good homology with a
consensus PKA phosphorylation site (RRXSX).3 However,
incorporation of 3P was not observed in the presence of
agents increasing cyclic adenosine monophosphate (CAMP)
levels such as forskolin (data not shown), and phosphorylation
of GPlba could be documented only with phosphospecific
antibodies. This was surprising in view of the large proportion
of phosphorylated GPlba detected with the phosphospecific
antibodies. This could be related to a slow rate of phosphate
exchange during the washing procedure, which is designed to
avoid platelet activation.t6

In conclusion, the present study describesanew 14-3-3¢ binding site
located in the 580-590 region of GPIba, which requires Ser phosphory-
lation in resting platelets. Adhesion of platelets to a VW matrix led to
dephosphorylation of GPlba pSer587/590 and pSer609. This would
seem to be a common regulatory mechanism mediating releese of
14-3-3¢ from the GPIb-1X complex and thereby integrin activation and
subsequent cell spreading.
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Annexe 2: Publication n°5

“Synthesis of GPIbf with novel transmembrane and cytoplasmic sequences in a
Bernard-Soulier patient resulting in GPIb-defective signalling in CHO cells”

C. Strassel, T. David, A. Eckly, M-J Baas, S. Moog, C. Ravanat, MC. Trzeciak, C.
Vinciguerra, JP. Cazenave, C. Gachet and F.Lanza

JTH, 2006, 4 :217-228

Le syndrome hémorragique de Bernard-Soulier est provoqué par |’absence ou
I’anomalie d’une des sous-unités du complexe GPIb-V-IX. Ce syndrome se caractérise par un
temps de saignement allongé li¢ a un défaut d’adhésion des plaquettes, ainsi que par une
thrombopénie et la présence de plaquettes de grande taille. L’¢étude de différentes mutations a
permis de préciser le role des différentes sous-unités pour les fonctions du complexe et
notamment I’importance des sous-unités GPIba, GPIbp et GPIX pour I’expression efficace du
récepteur et, dans le cas des variants, de préciser le role fonctionnel de la partie LR de Ila
GPIba (de 1a Salle et al. 1995b; Lopez et al. 1998).

Une nouvelle mutation a été identifiée chez un patient Bernard-Soulier, suggérant de
nouvelles fonctions de la sous-unité GPIbB. Une insertion d’une guanine dans la région
codant pour le domaine transmembranaire de la GPIbp, entraine la production d’une sous-
unité formée d’une nouvelle région transmembranaire et d’une partie intracellulaire contenant
103 nouveaux acides aminés en place des 34 résidus de la séquence normale. Des analyses
biochimiques (immunoempreinte et immunoprécipitations) a partir de lysats de plaquettes du
patient et de cellules CHO GPIb-IX reproduisant cette mutation, montrent la synthése d’une
sous-unité GPIbP anormale de ~35-38 kDa. L’association de la GPIbp a la sous-unité GPIba
est perturbée, suggérant que 1’intégrit¢ du domaine transmembranaire et intracellulaire de la
GPIbp est requise pour la bonne expression du complexe GPIb-V-IX. L’étude fonctionnelle
des cellules CHO contenant la forme mutée et des plaquettes du patient montre que cette
mutation n’empéche pas ’adhésion au FW mais s’accompagne d’une absence de changement
de forme. Ces résultats appuient I’hypothése d’un rdle suspecté de la GPIbP et de son
domaine intracellulaire dans la signalisation.

En conclusion, I’étude de cette mutation conforte les travaux précédents indiquant un
role central de la GPIbB pour I’expression efficace du complexe. Ces travaux apportent
également des arguments pour un réle du domaine intracellulaire de la GPIbp dans la

signalisation déclenchée par le complexe GPIb-V-IX.
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