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INTRODUCTION GENERALE

I. Ladécouverte de la prostaglandine E2

Dés 1934, Von Euler identifie dans le sperme un composé lipidique soluble qu’il appelle
« prostaglandine », qui, une fois injectée a des animaux stimule les contractions du muscle
utérin et diminue la pression artérielle’. En 1960, Bergstrom et Sjovall isolent a partir de
prostates de brebis la « prostaglandine de série E » (PGE), acide gras de 20 carbones. Sa
structure est ¢lucidée quatre ans plus tard, identifiant la PGE2 comme métabolite de I’acide
arachidonique (AA). A la différence de certaines autres prostaglandines dérivant de I’AA, la
PGE2 n’est pas instable.

Dans ’organisme, la PGE2 n’est pas produite par un organe endocrinien spécifique. Elle est
synthétisée dans de nombreux tissus ou elle agit comme une hormone locale®”. Sa stabilité lui
confeére une durée de vie tissulaire relativement longue. Par contre, dés qu’elle atteint le flux

sanguin, elle est rapidement dégradée lors de son premier passage dans le tissu pulmonaire.

Il. Biosynthése de la PGE2

La PGE2 appartient a la famille des eicosanoides, famille qui englobe les composés lipidiques

oxygénés dont la chalne carbonée posséde 20 carbones.

1. Lasynthése de PGE2 : vue d’ensemble

Le précurseur de la PGE2 est I’AA (acide 5, 8, 11, 14 eicosatétranoique). L’AA, acide gras
polyinsaturé de 20 carbones est stocké sous forme estérifiée dans les membranes en position
sn2 (‘stereonumber 2’ ¢ est-d-dire 2°™ carbone du groupement glycérol du phospholipide) de
glycérophospholipides membranaires. La biosynthése de PGE2 résulte de trois réactions
enzymatiques. L’étape initiale est une libération de I’AA a partir des membranes cellulaires
par I’action hydrolytique des phospholipases. En réponse aux stimuli inflammatoires, la
phospholipase A2 (PLA2) se mobilise vers la membrane pour libérer de facon directe ’AA.
D’autres phospholipases C (PLC) ou D (PLD) peuvent aussi agir mais de facon indirecte, en
deux étapes. Le devenir de I’AA est alors triple. Métabolisé par les lipoxygénases, I’AA est

transformé en leucotriénes ou en dérivés mono-, di-, ou tri- hydroxyacides. Métabolisé par les
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INTRODUCTION GENERALE

époxygénases dépendantes du cytochrome P450 I’AA est transformé en époxydes. Métabolisé
par les cyclo-oxygénases (COX), ’AA est séquentiellement oxydé en prostaglandine G2
(PGG?2) et transformé en un intermédiaire lipidique instable, la PGH2. Ce dernier composé est
rapidement converti en divers prostanoides (Figure 1) : les prostaglandines D2 (PGD2), F2a.
(PGF2a) ou E2 (PGE2), la prostacycline 12 (PGI2) et le thromboxane A2 (TXA2). La
synthése finale de la PGE2 est sous le contréle d’enzymes terminales spécifiques dont

I’expression varie en fonction du type cellulaire.

Arachidonic Acid )
(5, 8, 11, 14-eicosatetraenoic acid)

Cyclooxygenase i 2 02

COOH
H/ PGI Synthase

// c|) SN SN CooH TX Synthase NN COOH
SR e e s
0\ \ (0] 7 =/\/\/ 0o > :/'\/\/
OH OH
(TR PGH, TXA,
OH
° PGl GD Synthase PGE Synthase PGF Synthase
oH
Q“H 3 BN :"' W=
e N\ ™~"C0O0H N . N — N T
?\f\s/\/\/ 3 A~ PN 5": Z (%/H\/\/
on OH OH OH
DR PGE, PGF

Figure 1 : La voie de biosynthese des prostanoides

Les deux premicres étapes de cette voie de signalisation correspondent a la conversion
successive de ’AA en PGG2 et puis en PGH2 par les cyclooxygénases. En fonction des
enzymes terminales, la PGH2 est métabolisé en prostaglandines PGs dont la PGE2, la
PGD2, la PGF2a et la prostacycline 12 (PGI2), mais aussi le thromboxane A2 (TXA2).
(Extrait de Narumiya, Physiological review, 1999)
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2. Les étapes de la synthése de la PGE2

a. Les cyclooxygénases (COX)

Les COX catalysent les deux réactions enzymatiques que sont la bisoxygénation de ’AA en
PGQG2 et la réduction de la PGG2 en PGH2. 1l existe trois isoformes différentes de la COX
appelées COX-1, COX-2 et COX-3. La COX-3, un variant de la COX-1, se localise
principalement dans le cerveau mais aussi dans le tissu cardiaque’. La COX-1 et la COX-2
sont plus largement distribuées. Ces deux isoformes ont 60% d’homologie dans leur séquence
protéique’. Méme si la COX-1 et la COX-2 peuvent co-exister dans une méme cellule, le
niveau d’expression des genes Cox-1 et Cox-2 est régulé par les conditions dans lesquelles se
trouve la cellule. La nature de la COX effectrice dépend donc de la cellule, de 1’état de la
cellule et de son environnement.

La COX-1 est exprimée de facon constitutive dans un large panel de cellules, mais son
expression pourrait quand méme étre induite®. 11 a ét¢ montré que son activité peut étre
modulée par des stress inflammatoires. Ainsi, la stimulation de macrophages par du LPS
augmente ’activité enzymatique de la COX-1, et augmente ainsi la production de la PGE2
sans modifier I’expression de la COX-1 (Figure 2, panel A, temps 1h)’.

Dans les macrophages, la production des prostaglandines par la COX-1 est large, c’est-a-dire

que toutes les prostaglandines sont représentées sur le profil HPLC® (Figure 2, panel B).
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Figure 2 : Production de PGE2 par la COX-2 en situation inflammatoire

La production de la PGE2 dans des conditions basales ou la COX-1 prédomine est
minimale par rapport au TXA2 ou a la PGD2 (T ou D panel B, respectivement) (A et B).
Une inflammation augmente la synthése de la PGE2 par la COX-1 dans un premier temps
(A) puis le profil des prostanoides est restreint a la seule PGE2 par la COX-2 (B).
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L’expression de la COX-2 est induite en réponse a des stimuli inflammatoires. Cette sur-
expression de la COX-2 en réponse a un traitement par lipopolysaccharide (LPS) modifie le
profil de production des prostaglandines. Ainsi, par exemple, le rapport entre la PGI2 et la
PGE2 s’inverse en faveur de la production largement prédominante et soutenue de PGE2 *’
(Figures 2, panels A et B). Cette production préférentielle de la PGE2 par la COX-2 suggére

une interaction privilégiée de la COX2 avec une enzyme terminale de synthése de la PGE2.

La raison de la différence de production de la PGE2 par la COX-1 et la COX-2 n’a pas encore
été élucidée mais il apparait évident que les deux isoformes ont des fonctions indépendantes’.
Des explications possibles sont basées sur leurs différences de localisation cellulaire ou de
propriétés enzymatiques. La COX-1 se localise au niveau du réticulum endoplasmique ou
dans la région périnucléaire alors que la COX-2 réside principalement dans la région
périnucléaire. En plus, le fonctionnement de chacune des deux enzymes dépend de la
concentration en AA'®. La COX-2 serait plus efficace 4 basses concentrations d’AA, a
I’inverse de la COX-1"", qui serait plus active lorsque I’AA est apporté de facon exogéne ou
relargué lors d’inflammation aigue ou de lésion cellulaire. En conséquent, il n’est pas exclu
que la COX-1 soit responsable de la génération de PGE2 lors des phases précoces
d’inflammation, avant I’induction de la COX-2’, comme le montre la figure 2A (temps 1h).
Ceci laisse bien évidemment ouverte la possibilit¢ que la COX-1 soit inductible et/ou soit
capable d’interagir avec I’enzyme terminale de synthése de la PGE2, préférentiellement

couplée a la COX-2".

b. Les PGE synthases ou PGES

L’enzyme terminale de synthése de la PGE2 est la PGE synthase (PGES), isolée pour la

premiére fois a partir de vésicules séminales'>"

. Le séquengage de la PGES humaine a
permis la caractérisation de trois types différents de PGES '*: la mPGES-1, membranaire ou
microsomale'™'°, la cPGES, cytosolique'’ et la mPGES-2'®. Les enzymes mPGES-1 et
cPGES appartiennent a la famille des « Glutathion - S transférases » (GST) dont le degré
d’activation est dépendant de la présence de la glutathione. A I’inverse, 1’activité de la
mPGES-2 est indépendante de ce cofacteur mais est aussi activée par la présence d’autres

agents réducteurs SH.
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i. La mPGES-1

Le role de la mPGES-1 dans I’inflammation a été établi en montrant que des souris invalidées
pour le gene codant pour la mPGES-1 répondent moins bien aux stimuli inflammatoires,
douloureux ou tumorigénes'’. La mPGES-1, dont I’expression est stimulée par
I’inflammation, se couple de fagon préférentielle a I’isoforme inductible COX-2%, bien que ce
couplage soit non exclusif’ (Figure 3). Ces enzymes sont toutes deux localisées dans la
région périnucléaire et de plus, une co-localisation tissulaire entre la COX-2 et la mPGES-1 a

7, r , . . . . 222
été relevée dans des pathologies inflammatoires humaines™™>.
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Figure 3 : Couplage préférentiel de la mPGES-1 avec la COX-2
A. Conditions normales B. En réponse a un stimulus, I’activation de I’expression génique
aboutit a I’externalisation des enzymes COX-2 et mPGES-1. Leur couplage aboutit a une
augmentation de la quantité de PGE2. (Adapté de Pratt, Clinical Immunology, 2006)
PLs = phospholipides, RE = réticulum endoplasmique, PGT = transporteur de la PGE2

ii. Les autres PGES

Les autres PGES sont toutes exprimées de facon constitutives et sont présentes dans le cytosol
de la cellule : il s’agit de la cPGES, la mPGES-2 et la classe p des GSTs.
La cPGES joue un réle dans I’homéostasie cellulaire et peut synthétiser rapidement la PGE2.

Dans ce cas, sa translocation du cytosol vers la région périnucléaire lui permet de s’assembler

14
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a la COX-1 pour produire de PGE2** (Figure 4). Son activation requiére sa liaison a la
protéine HSP90 et sa phosphorylation par la protéine « casein kinase 2 »*.

La mPGES-2, exprimée dans les tissus ou I’expression de la mPGES-1 est faible, peut se
coupler soit a la COX-1 soit a la COX-2, en fonction de I’environnement de la cellule. Son
action nécessite 1’élimination de sa partie N terminale indispensable a sa maturation.

Enfin, la nouvelle forme cytosolique de la PGES découverte dans le cortex cérébral est la
classe p des GST et intervient probablement dans la production de PGE2 dans des zones

restreintes du cerveau.

B.
Al
PLs cPLA2
cPLA2 cPLA2 &—
PLs
RE
RE
COX-1 COX-1 PGG2
cPGES PGH2
Cytoplasme
Noyau \
Noyau
chGES cPGES ‘;\’
‘%‘ Cytoplasme A
A Diffusion
Transport Passive
actif
Figure 4 : Couplage préférentiel de la cPGES avec la COX-1
A. Conditions normales B. En réponse a un stimulus, la cPGES présente constitutivement
dans le cytosol de la cellule se transloque vers la région périnucléaire ou la production de la
PGE2 a lieu en couplage avec la COX-1. (Adaptée de Pratt, Clinical Immunology, 2006)
PLs = phospholipides, RE = réticulum endoplasmique, PGT = transporteur de la PGE2

Ainsi, les interactions COX/PGES impliquent des couplages préférentiels entre les isoformes
COX-1, COX-2 et les PGES'. La production de PGE2 est donc conditionnée par le type

cellulaire concerné ainsi que par le besoin de la cellule

3. Transport de la PGE2

Nouvellement synthétisée, la PGE2 doit pouvoir atteindre ses cellules cibles et pour cela elle

doit pouvoir franchir les membranes phospholipidiques. Malgré sa nature lipidique, la PGE2
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le plus souvent sous forme anionique est repoussée par les charges négatives de la membrane,
ce qui entrave sa diffusion passive®®. La PGE2 franchit également les membranes grice 4 un

27,28,29

transporteur actif, le PGT (échangeur anionique lactate/PGE2) (Figures 3 et 4), en

association avec la protéine MRP4°,

I11. Le mode d’action de la PGE2

La PGE2 exerce de nombreuses fonctions dans I’organisme, suggerant I’existence de
plusieurs récepteurs spécifiques. Apres la découverte initiale d’un récepteur de la PGE2 en
1972°', les études pharmacologiques ont identifié quatre récepteurs EP pour la PGE2 : EP1,
EP2, EP3, EP4***** L ’existence de ces récepteurs et leurs roles respectifs dans les diverses
fonctions de la PGE2 ont été confirmés par leur clonage moléculaire et la génération de souris

invalidées pour chacun d’eux.

1. Lastructure des récepteurs

Les récepteurs EP sont des récepteurs a sept domaines transmembranaires qui appartiennent a
la superfamille des récepteurs type « rhodopsine » couplés aux protéines hétérotrimériques G
(Figure 5). Les quatre génes codant pour les récepteurs EP sont différents. Un alignement de
séquence entre les récepteurs EP révele une faible homologie de séquence, de 1’ordre
d’environ 20 a 30%”*. Quelques résidus amino-acides sont conservés, localisés
principalement dans les parties transmembranaire et dans la seconde boucle extracellulaire des
récepteurs, correspondant au site de reconnaissance pour la PGE2*****® (Figure 5). La
diversité des récepteurs est due a des variations de 1’extrémité cytosolique C terminale qui les

36,37

couple a des protéines G différentes™ ', et explique leurs fonctions différentes (Tableau 1).

Un épissage alternatif de cette partie C terminale aboutit a la formation d’isoformes distinctes.
Le récepteur EP3 se distingue des autres récepteurs par les huit isoformes humaines

f 38,39

[P - ;. . . . 4
différentes qui résulte d’un épissage alternati et par les trois isoformes murines™.
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Figure 5 : Exemple de structure d’un récepteur EP : le récepteur EP3

(Extrait de Breyer, Annual Rev. Pharmacol. Toxicol. 2001)

Les récepteurs EPs appartiennent a la famille des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires. La deuxieéme boucle extracellulaire (ronds noirs et grisés) constitue un
site de conservation majeur entre les différents récepteurs EPs. L’épissage alternatif de la

partie intracellulaire C Terminale détermine la spécificité de chaque isoforme du récepteur
EP3.
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Tableau 1 : Signal de transduction par les récepteurs EP de la PGE2

La voie de signalisation mise en jeu apres I’activation des récepteurs EPs dépend de leur
couplage aux protéines G. Les récepteurs EPs participent a la régulation des niveaux intra-
cellulaires d’AMPc, de calcium ou d’inositol triphosphate. (Adapté de Bos, 1JBCB, 2004)
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Ainsi, la diversité des actions de la PGE2 est basée sur 1’existence de quatre récepteurs et
augmentée par les isoformes fonctionnelles de EP3. Elle résulte également d’une distribution

tissulaire variable de ces récepteurs.

2. Distribution tissulaire des récepteurs EP

Chaque récepteur est spécifiquement distribué dans 1’organisme et leur niveau d’expression
est variable selon les tissus. Le récepteur EP1 se localise dans divers organes tels que le rein,
le poumon, I’estomac ou encore le neurone’'. Le récepteur EP2, le moins abondamment
distribué, se localise principalement dans 1’utérus** ou il intervient dans I’implantation
utérine. Il est également exprimé au niveau des voies respiratoires ou il relache les cellules
musculaires bronchioliques®. Les récepteurs EP3 et EP4 sont les plus largement distribués

44,45

dans I’organisme™" notamment dans le rein, le systéme nerveux central, le systeme digestif,

1’utérus et les plaquettes humaines™.

3. Mode d’action des récepteurs EP

La transduction du signal par les récepteurs EP a été déterminée en fonction de la réponse de
seconds messagers comme I’AMPc, le calcium intracellulaire ou encore 1’inositol
triphosphate. Pour ces études, des cellules dont I’expression du récepteur étudi¢ est nulle sont
transfectées avec le récepteur en question, qui permet d’identifier la voie de signalisation mise
en jeu et notamment la protéine G activée par ce récepteur. Les caractéristiques de chaque

récepteur peuvent alors étre établies.

a. Les récepteurs EP1 et EP2 - EP4

L’activation de la protéine Gq par le couple PGE2/EP1 provoque une augmentation

intracellulaire de Ca*" ¥’

via la voie phospholipase C (PLC)-inositol triphosphate (IP3), bien
qu’il ait été suggéré que cette augmentation de Ca®" puisse étre indépendante de la voie de la
PLC* (Tableau 1).

Quant aux récepteurs EP2 et EP4, ils sont couplés a la protéine Gs qui stimule 1’adénylate

cyclase (AC), augmente la production d’AMPc et active la protéine kinase A (PKA)*
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(Tableau 1). La PKA, quant a elle active alors des facteurs de transcription et stimule
I’expression de certains genes.

Ces multiples actions sont dépendantes de la distribution cellulaire et du niveau d’expression
des récepteurs EPs. Notamment, les récepteurs EPs posseédent des sites de phosphorylation
intra-cellulaires qui une fois phosphorylés désensibilisent le récepteur en question ce qui
diminue son degré d’activation. C’est ainsi que le récepteur EP4 est trés rapidement

7 g o1 g ‘ . . 49
désensibilisé apres son activation™ .

b. Le récepteurs EP3

La voie de signalisation activée par EP3, identifiée pharmacologiquement dans 1’épithélium
rénal est I'inhibition de I’AC via la protéine Gi, résultant en une diminution de production
d’AMPc™ et une activation de la voie MAP Kinase®' (Tableau 1). Cette voie de signalisation
n’est pas univoque, puisque I'une des isoformes du récepteur EP3, le récepteur EP3y peut se

coupler a une protéine G stimulatrice ou une inhibitrice a la différence des isoformes EP3a et

[340_

Ces ¢études pharmacologiques assignent des voies de signalisation cellulaire spécifiques pour
chaque récepteur EP. Mais, ces données ont été acquises in vitro avec des systémes cellulaires

spécifiques, et ne suffisent pas forcément pour décrire la réalité physiologique.

IV. Le large champ d’action de la PGE2

La PGE2 intervient dans des systemes fonctionnels aussi variés que la digestion, I’¢limination
des métabolites, la reproduction, le développement, le systéme nerveux et est impliquée dans

des processus physiopathologiques comme le cancer.

Dans le rein, la PGE2 régule la réabsorption d’eau ainsi que la pression de la perfusion
rénale’’ en intervenant dans la production de rénine™. Elle joue aussi un role dans le controle
du tonus des cellules musculaires lisses vasculaires®’ 5’56, et modifie les conditions

rhéologiques locales. La PGE2 agit dans le maintien de I’intégrité de la muqueuse gastrique
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contre 1’acidité luminale®’. Un réle constricteur de la PGE2 est évoqué au niveau des cellules
musculaires des voies respiratoires.

14,58

Dans la reproduction, elle agit dans D’inhibition de la lutéolyse ™", I’implantation du

59,60 61,62,63

blastocyste™ """ et sa survie . La PGE2 est également impliquée dans le déclenchement de
I’accouchement® et est responsable de la fermeture du canal artériel lors des premiers
mouvements respiratoires du nouveau-né®.

Au niveau du systéme nerveux, la PGE2 est impliquée dans la douleur®”%® la transmission
des signaux nociceptifs, et contréle la survenue de la fievre®"".

La PGE2 joue un role prépondérant dans les réponses inflammatoires. D’une part, elle

7172 ot donc le nombre de cellules myeloides

controle la prolifération de la moélle osseuse
produites. D’autre part, la PGE2 stimule la production de chemokines par les macrophages’

et régule la production de lymphokines par les cellules T™. La PGE2 est un médiateur

68,75 76,8

inflammatoire™ ", produit par les monocytes activés™", et elle est effectivement mise en

e . . . . . 1 .7 \ A

évidence dans diverses maladies humaines inflammatoires'’, liées a 1’age77, ou encore
; 78

cancéreuses .

Enfin, et surtout pour notre propos, la PGE2 participe a la régulation de la fonction

plaquettaire.

V. LaPGE2 et les plaquettes : une action biphasique

Dans des conditions normales, les plaquettes n’interagissent pas entre elles. Par contre, en
présence d’agonistes classiques tels que le TXA2, le collagene ou I’ADP, elles sont activées
et changent de forme. Les plaquettes activées se lient pour former un réseau : c’est ce que I’on
appelle 1’agrégation plaquettaire. En pratique, 1’utilisation d’un agrégométre permet la
détection in vitro d’une agrégation de plaquettes apres les avoir mis en présence de leurs

agonistes.

1. La PGE2 et son action inhibitrice sur I’agrégation plaquettaire

Ajoutée a de fortes concentrations (10°M) a une suspension de plaquettes ex vivo (test

79,80,46

d’agrégométrie), la PGE2 inhibe 1’agrégation plaquettaire . Par exemple, 1’adjonction de

U46619, un analogue du TXA2, entraine une agrégation maximale (Figure 6, panel A, tracé

20



INTRODUCTION GENERALE

épais). L’expérience faite dans les mémes conditions mais en présence de PGE2 a fortes

concentrations montre une absence de réponse (Figure 6, panel A, tracé fin du haut).

B.
A. C.
Dl B et N YPGE
. +PGE; P\ s10%m 1| +PGE,
5uM | 6.10*M 1.25 ug/ml\ 5pM| 6.10" M
collagéne ADP

+ Transmission de la lumiére -

Figure 6 : Action anti-agrégante non spécifique de la PGE2
A fortes concentrations (6 x 10*M), la PGE2 inhibe 1’agrégation plaquettaire (A,B,C).

(Extrait de Fabre, JCI, 2001)

En fait, cette action inhibitrice de la PGE2 n’est pas spécifique mais est due a 1’activation du
récepteur IP de la PGI2®'#2%%4,

L’action spécifique de la PGE2 a alors été étudiée.

2. LaPGE2 et son action facilitatrice sur I’agrégation plaquettaire

La PGE2 n’est pas un agoniste de I’agrégation plaquettaire. En effet, elle n’est pas capable a

81,85,84 T Co .
w27 c’est a dire que la PGE2 ajoutée a la suspension de

elle seule d’entrainer 1’agrégation
plaquettes ex vivo sans agoniste les laisse indifférentes. Des plaquettes stimulées par de
faibles concentrations d’agonistes comme du U46619, du collagéne ou de I’ADP n’agrégent
que de facon limitée. Par contre, si les plaquettes sont en présence de PGE2, la réponse est
considérablement amplifi¢e®**"** (Figure 7). Cet effet facilitateur de I’agrégation plaquettaire

ne se produit que pour les faibles concentrations de PGE2 (de 10°M a10"M).
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Figure 7: La PGE2 amplifie I’agrégation plaquettaire induite par de faibles
concentrations d’agonistes

Des plaquettes de souris sauvages sont exposées a de faibles concentrations d’agonistes
U46619 (1uM), collagéne (0,75ug/mL) ou d’ADP (100nM) en présence ou non de PGE2
(10"M). (Extrait de Fabre, JCI, 2001)

L’effet facilitateur de la PGE2 sur 1’agrégation plaquettaire impose la présence d’au moins
I’un de ses récepteurs sur les plaquettes. Effectivement, des études in vitro ont détectées la
présence d’ARNm codant pour les récepteurs EP3 et EP4 dans les plaquettes humaines® ou

murines®’. L’on peut noter que le récepteur EP3 y est prépondérant par rapport aux récepteurs
EP4 et EP2 (Figure 8).

A
EP3 Ib —
EP3 IV —
EP3 I —
EP3 1l —
EP; EP, EP3; EP; TP IP
EP2 —_ Plaquettes murines
Adapté de Ma, Circulation, 2001
EP4 m—
Adapté de Paul, British Journal of Haematology, 1998

Plaquettes humaines

Figure 8 : Expression plaquettaire (RT-PCR) de quelques récepteurs prostanoidiens
Les plaquettes expriment de fagon prépondérante les isoformes du récepteur EP3 par
rapport aux récepteurs EP2 et EP4 chez I’homme (A) et la souris (B). La bande EP1 n’est
pas spécifique. On peut noter la présence des récepteurs IP pour la PGI2 et TP pour le
récepteur du TXA2 sur les plaquettes murines (B).
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L’identification du récepteur mis en jeu dans 1’action facilitatrice de la PGE2 a été effectuée
grace a I'utilisation de plaquettes provenant de souris invalidées pour chacun de genes Ep.

En présence de faibles concentrations de PGE2 (107M), la stimulation de plaquettes de souris
Ep3*" amplifie la réponse plaquettaire obtenue aprés la seule activation des plaquettes par de
faibles concentrations d’agonistes (Figure 9A). Mais I’absence du récepteur plaquettaire EP3
abolit Deffet facilitateur de 1’agrégation®* (Figure 9A). A [I’inverse, dans les mémes
conditions, la perte des récepteurs EP1, EP2 ou EP4 sur les plaquettes ne modifie pas
I’agrégation plaquettaire obtenu avec des plaquettes de souris non déficientes® (Figure 9 B,
CetD).

Ainsi, I’action facilitatrice de la PGE2 au niveau de 1’agrégation plaquettaire est spécifique du

seul récepteur EP3.
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Figure 9 : La PGE2 potentialise I’agrégation plaquettaire via EP3

L’activation des plaquettes en réponse a un agoniste de 1’agrégation plaquettaire (U46619
1uM) et de faibles concentrations de PGE2 (107M) entraine la facilitation de 1’agrégation
plaquettaire médiée par la PGE2 via son récepteur EP3 (A) et non les autres récepteurs EP1,
EP2 ou EP4 (B). (Extrait de Fabre, JCI, 2001)

Le récepteur EP3 peut se coupler a une protéine Gs ou Gi. Sachant que le taux d’AMPc
diminue inversement a la concentration de PGE2 en présence mais pas en 1’absence de EP3
848990 (Figure 10 A et B), il est clair que EP3 inhibe I’AC.

Il en a alors été déduit que le récepteur EP3 plaquettaire est couplé a une protéine G
inhibitrice de type Gi pour inhiber I’AC. Mais, a I’heure actuelle, aucune étude n’a démontré

la validité de cette assertion.
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12 A Figure 10: Transduction du signal du couple
100 PGE2/EP3 dans les plaquettes

A Adapté de Fabre, JCI 2001

B : Production d’AMPc par des plaquettes sauvages
non traitées

A : Production d’AMPc par des plaquettes sauvages
traitées par de ’adénosine 10°M

Les trois barres suivantes correspondent au taux
d’AMPc produites par des plaquettes traitées par de
I’adénosine 10°M en présence de PGE2 (10°M, 107
™M et 10°M). Cette étude a été menée sur des
plaquettes IP”~ pour empécher I’action non spécifique
4 de la PGE2 a fortes concentrations sur ce récepteur.

B Adapté de Ma, Circulation 2001

La perte du récepteur EP3 s’accompagne d’une
augmentation d’AMPc aprés stimulation des
plaquettes par de la forskoline, qui stimule I’AC. La
présence de faibles concentrations de PGE2 (1uM)
inhibe la production d’AMPc via EP3.

Augmentation du taux d'AMPc

0 -
Controle Eps

Le taux intracellulaire d’AMPc affecte la fonction plaquettaire en interférant avec trois
mécanismes cellulaires. L’AMPc inhibe le couplage de 1’agoniste plaquettaire a son récepteur
?!_inhibe la production d’IP3 conséquente & I’activation du récepteur’” et donc la mobilisation

2+ 93,94

des stocks intracellulaires de Ca et aussi inhibe I’externalisation de la glycoprotéine

a3, récepteur du fibrinogéne indispensable a 1’agrégation plaquettaire’. Donc, 1’AMPc
inhibe la réponse de la plaquette a son agoniste, la rendant incapable d’agréger. Ainsi, toute
diminution d’AMPc favorise 1’agrégation plaquettaire induite par les agonistes. Et donc,

I’activation de EP3 qui diminue I’AMPc intra-plaquettaire sensibilise la plaquette a ses

agonistes.

3. Etude de I’action de la PGE2 in vivo ?

Bien que la PGE2 possede une action biphasique ex vivo, la littérature n’a retenu que son seul
effet inhibiteur sur 1’agrégation plaquettaire, souvent implicitement lié a un effet
vasodilatateur comme pour la PGI2. L’effet de la PGE2 sur le comportement plaquettaire n’a

jamais été étudié en physiologie. Pourtant des données ex vivo suggerent une action pro-
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thrombotique au niveau artériolaire’®. De plus, 1’administration exogéne veineuse d’AA
suggére que la PGE2 peut faciliter la thrombose veineuse via son récepteur EP3%**. En effet,
si ’exposition de la veine jugulaire de souris sauvages a de I’AA exogeéne provoque la
formation d’une thrombose veineuse, cette méme stimulation chez des souris Ep3” n’entraine
qu’une thrombose significativement réduite ** (Figure 11A) démontrant le réle promoteur du
récepteur EP3 dans I’apparition de caillots veineux. De plus, I’injection intraveineuse d’AA a
des souris Ep3”" diminue leur mortalité par rapport a4 des souris sauvages et s’accompagne
d’une diminution évidente des thromboembolies pulmonaires chez les souris Ep3” (Figure
11B)”.

Figure 11 : Implication in vivo du couple PGE2/EP3 dans la survenue de thrombose
L’apparition de thrombose veineuse au niveau de la veine jugulaire en réponse a
I’exposition périadventitielle d’AA (A) ou d’hémorragie alvéolaire en réponse a une
injection veineuse d’AA (B) est médiée par le récepteur EP3. (A : Adapté de Fabre, JCI,
2001 et B : Adapté de Ma, Circulation, 2001)

Ces études montrent que la formation de thromboses veineuses est modulée par 1’activation
du récepteur EP3. Puisque cette activation du récepteur EP3 fait suite a I’apport exogéne
d’AA, probablement a dose supra-physiologique, il est raisonnable d’en déduire que cette
action sur la thrombose est due a la PGE2. Cela signifie que I’effet facilitateur de la PGE2
prédomine in vivo, et non pas I’effet inhibiteur.

Par contre, le fait que la syntheése de PGE2 ait été¢ provoquée par une administration directe de
son précurseur est une limitation dans I’interprétation, qui ne nous permet pas de conclure

quant au rdle facilitateur de la PGE2 dans la thrombose en physiopathologie.
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L’apport exogéne d’AA imite [I’inflammation aigue. Puisque toute inflammation
s’accompagne & priori d’une synthése de PGE2®, il est logique de penser que la PGE2 puisse
agir sur la thrombose in vivo. Ceci permettrait en partie d’améliorer la compréhension de la
survenue de thromboses dans des certaines maladies inflammatoires vasculaires’™””. Mais
pour cela, il faut tout d’abord montrer que la PGE2 peut avoir un réle dans le flux artériel et
de plus, que le récepteur EP3 soit activé par la seule PGE2.

Mon travail de thése a principalement consisté a tester le role de la PGE2 en physiologie et en
pathologie. L’utilisation des souris déficientes pour le géne EP3'%* m’a permis d’examiner
si la PGE2 joue un role dans la balance homéostasique artérielle et si I’implication du couple
PGE2/EP3 influence la thrombogénicité¢ des plaques d’athérosclérose. En effet, la co-
localisation de la COX-2 et de la PGES inductibles dans les plaques d’athérosclérose fait
prédire que les plaques produisent de la PGE2, qui pourrait jouer un roéle dans

I’athérothrombose lors de la rupture de la plaque.
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I. L’homéostasie artérielle

1. Définition de I’lhoméostasie

« L’homéostasie est I’équilibre dynamique qui nous maintient en vie », Claude Bernard.
L’homéostasie est ainsi définie comme étant la capacité d’autorégulation de nos organes a

faire face aux contraintes extérieures imposées par I’environnement.

Pour notre propos, I’homéostasie artérielle est donc 1’équilibre entre tous les mécanismes
hémodynamiques qui maintiennent la capacité de I’artére a assurer un débit tissulaire adapté.
Cet équilibre est assuré par deux systémes : le systeme de controle du tonus vasculaire et le

systéme prévenant la formation de tout obstacle a 1’écoulement sanguin.

2. Composantes de I’homéostasie artérielle

L’endothélium, de par sa position stratégique au sein de la paroi artérielle entre le sang
circulant et les CMLV de la média, joue un réle crucial dans 1’adaptation du tonus vasculaire
aux conditions hémodynamiques du flux sanguin. A part les modifications de taille de la paroi
artérielle, dépendantes du flux sanguin, la lumicre vasculaire est maintenue libre grace au
controle par la balance hémostatique entre les substances synthétisées par 1’endothélium,

d’une part et par les plaquettes, d’autre part.

a. Le tonus vasculaire

Le maintien du calibre artériel est sous la dépendance du tonus vasculaire, régulé par le
systéme hormonal, le systéme nerveux autonome ou les conditions physiques locales. D’une
part, le systtme hormonal agit sur la cellule endothéliale pour moduler 1’état de
contraction/relaxation des CMLV de la paroi artérielle. D’autre part, le baro-réflexe, sensible
aux fluctuations périphériques de la pression artérielle régule cette pression en produisant des
neuromédiateurs qui agissent sur les CMLV. Et enfin, les forces de cisaillement dépendant

des conditions locales libérent des molécules vasodilatatrices, notamment le monoxyde
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d’azote (NO) et la PGI2 par les cellules endothéliales. Ces molécules relaxent les CMLV

101192 6t ainsi augmentent le diamétre artériel.

b. La balance hémostatique

Le maintien de la liberté de 1’écoulement sanguin impose que le systétme homéostatique
prévienne toute thrombose intra-vasculaire indésirable. Le paradigme couramment accepté
par la littérature est que le systeme thrombotique est sous le controle d’une balance
hémostatique régulée d’une part par I’endothélium, et d’autre part par les plaquettes. En effet,
I’endothélium synthétise en permanence du NO et de la PGI2 sous I’effet des forces de
cisaillement, constituant ainsi une barrieére protectrice et anti-thrombotique. En revanche, les
plaquettes produisent du TXA2, puissant agoniste de 1’agrégation plaquettaire. Le moindre
déséquilibre de cette balance, engendré par des contraintes hémodynamiques inhabituelles ou
un dysfonctionnement endothélial peut précipiter la formation d’un thrombus, perturbant

I’écoulement du sang.

Dans le présent travail, je me suis intéressée uniquement a 1’homéostasie de la balance
hémostatique, en ignorant la régulation du tonus artériel.

Si dans les conditions physiologiques, 1’équilibre hémostatique est sous la dépendance de
deux prostaglandines, la PGI2 et le TXA2'®, certains travaux suggérent la possibilité de

I’implication d’une troisiéme prostaglandine, la PGE2**%.

Il. L’hémostase physiologique.

1. L’endothélium vasculaire

a. Description de [’endothélium

L’endothélium, constitué d’une monocouche de cellules endothéliales tapisse la structure
interne de D’artére. Son rdle est de limiter I’activation plaquettaire par la libération de
médiateurs anti-thrombotiques, principalement le NO et la PGI2 sous le contrdle direct des

forces de cisaillement.
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b. Le monoxyde d’azote : NO

En réponse a D’acétylcholine, I’endothélium intact libére une substance vasodilatatrice,
’EDRF (Endothelium Derived Relaxing Factor)'™, qui s’est révélé étre le NO''%
L’enzyme eNOS (endothelial Nitric Oxyde Synthase) produit le NO a partir de la L-Arginine
et d’oxygeéne'”’, est dépendante de la calmoduline et du calcium intracellulaire'®, et est
exprimée de fagon constitutive dans I’endothélium. Cette production de NO'” est sous la

dépendance des forces de cisaillement exercées par le flux sanguin sur les cellules

110

endothéliales . Le NO est un radical libre qui grace a ses propriétés lipophiles est capable de

franchir aisément les membranes cellulaires pour agir localement. Entre autres, le NO inhibe

111,112 113,114

I’agrégation plaquettaire et la thrombose en activant la guanylate cyclase

plaquettaire qui augmente le GMPc intra-cellulaire et réduit la mobilisation du calcium intra-

cellulaire. De plus, le NO inhibe aussi I’adhésion des plaquettes et des leucocytes a la surface

115,116

de I’endothélium . Enfin, le NO inhibe irréversiblement et de facon dose dépendante

Iactivité de la TXA2 synthase, 1’enzyme terminale de synthése du TXA2''. Ainsi, la

production endothéliale de NO inhibe la thrombose intra-vasculaire.

c¢. La prostacycline : PGI2

D’abord nommée substance X'*%, la PGI2 est rapidement identifiée comme un métabolite de

119,120

la voie de PAA'™®!'" Elle est produite par les cellules endothéliales , sous I’action des

COXs'?'. De par sa nature constitutive, la COX-1 semble étre ’enzyme de synthése de la

PGI2 '**' Mais la détection endothéliale de I’isoforme COX-2'*, stimulée par les forces de

125

cisaillement “°, et la diminution urinaire du 6-ketoPGF1la, métabolite de la PGI2, par un

inhibiteur de la COX-2'* suggérent que la COX-2 est la source majeure de PGI2 dans les

cellules endothéliales. La PGI2, composé trés instable, agit a proximité de son site de

127

production en activant son récepteur [P “'. L’activation de IP par la PGI2 déclenche des voies

de signalisation spécifiques d’un tissu donné'?®. Au niveau des plaquettes et des cellules

endothéliales, le récepteur IP est couplé a la protéine Gs qui stimule 1I’AC'* et ainsi augmente

la concentration intracellulaire d’AMPc'*. L’AMPc inhibe ’agrégation plaquettaire'*>"*!. A

I’inverse, I’inhibition pharmacologique de D’activit¢ de la PGI2 favorise [’adhérence

132,133,121

temporaire des plaquettes aux cellules endothéliales et ’absence du récepteur IP

134,84

augmente considérablement ’étendue de la thrombose . La production de PGI2 par

I’endothélium a donc un réle crucial dans I’équilibre hémostatique intra-vasculaire.
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En conclusion, les cellules endothéliales sécrétent du NO et de la PGI2, dont les actions
permettent le maintien de 1’homéostasie intra-artérielle en inhibant I’agrégation plaquettaire
dans les conditions physiologiques. Ces deux systémes sont redondants puisque la perte de

fonction du NO est compensée par une augmentation de la sécrétion de PGI2'*°,

2. Les plaquettes

a. Description de la plaquette

La plaquette (ou thrombocyte) est une cellule anucléée, issue de la fragmentation des
mégacaryocytes "’ dans la moélle osseuse. Les plaquettes ne vivent que briévement et sont
spécialisées dans la formation du thrombus. La thrombose résulte de 1’activation de la
plaquette par des agonistes spécifiques, comme 1’ADP, le TXA2, le collagéne, et surtout la
thrombine qui est produite activement par la voie de la coagulation. Lorsqu’elle est activée
par I'un de ses agonistes, la plaquette change de forme, et émet de longues extensions
pseudopodiales qui lui permettent d’établir des contacts avec les autres plaquettes via les
intégrines oypPiy qui fixent des molécules de fibrine en pont entre deux plaquettes. Ainsi, ces
ponts forment un maillage qui capte les éléments figurés du sang, formant un début de
thrombus. Par ailleurs, les plaquettes activées peuvent recruter des plaquettes non activées en
secrétant leurs granules a ou denses, qui contiennent de I’ADP et du TXA2. Ainsi, le

thrombus naissant grandit, parfois jusqu’a obstruer la lumicre vasculaire.

b. Le thromboxaneA2 : TXA2

La fin des années 60s se caractérise par la découverte d’une substance instable, appelée RCS,
libérée apres agrégation plaquettaire et dont une des propriétés est de contracter le muscle

. 138,139
aortique

. La substance RCS a été nommeée thromboxane A2 (TXA2) et a été identifiée
comme étant un métabolite de la voie de ’AA'’. Le TXA2 a une durée de vie trés bréve et
est dégradé en un composé biologiquement inactif, le 2,3 dinor-TXB2. Dés sa synthese, le
TXA2 agit sur son récepteur TP'*!, dont il existe plusieurs isoformes issues d’un épissage
alternatif et spécifique du tissu. Dans la plaquette, 1’activation de TP mobilise une protéine
Gq, qui active la PLC et entraine une augmentation de la concentration intracellulaire de

142

calcium . Cette augmentation de calcium intra-cellulaire aboutit & une auto-amplification de

sa synthése, perpétuant son action. La perte de fonction du récepteur TP, qu’elle soit
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143,144 Lot 14 5 . :
314 ou génétique'”®, montre que le TXA2 est a lui seul un puissant

pharmacologique
agoniste de I’agrégation plaquettaire.
Par ailleurs, le TXA2 posséde des actions de constriction vasculaire et bronchique mais

participe aussi a la prolifération des CMLV.

Dans les conditions physiologiques, les plaquettes synthétisent de facon constitutive du
TXA2, puissant agent pro-agrégant'*’ et sous la dépendance de la COX-1, seule COX

exprimée par les plaquettes.

3. Le modeéle actuel : Une balance entre agents anti et pro-agrégants

Les forces de cisaillement stimulent en permanence les plaquettes circulantes et les cellules
endothéliales. En réponse a ces forces de cisaillement, d’une part les plaquettes synthétisent
du TXA2', susceptible d’activer les plaquettes et d’engendrer une agrégation, et d’autre part
les cellules endothéliales produisent de la PGI2 et du NO, substances anti-agrégantes. Ces
deux derniéres molécules ¢élevent le seuil d’activation de la plaquette, c’est a dire rendent la
plaquette plus difficile a activer. Ainsi, le résultat final, le déclenchement ou non d’une
agrégation plaquettaire et la constitution d’un thrombus, dépendront de 1’équilibre entre action
pro-agrégante du TXA2 et action inhibitrice de PGI2 et/ou du NO. Dans les conditions
physiologiques, la balance est en faveur de la PGI2 et du NO, et prévient donc 1’adhésion et

I’agrégation des plaquettes sur 1I’endothélium.

I11. Influence de I’inflammation vasculaire sur I’hémostasie artérielle.

La réaction de I’organisme a une agression physique, chimique, bactérienne, virale ou autre
est de développer une réaction inflammatoire locale. Au niveau vasculaire, la réaction
inflammatoire perturbe 1’équilibre hémostatique, et conduit alors le vaisseau vers un état pro-
thrombotique. Une thrombose peut survenir dans deux conditions: au niveau d’un
endothélium non 1ésé mais activé par un état inflammatoire ou au niveau d’une bréche
endothéliale qui en exposant le contenu sous-endothélial augmente localement I’inflammation
et le potentiel pro-thrombogéne. La « finalité » de cette seconde thrombose est la réparation

de la 1ésion endothéliale et a donc un réle bénéfique pour la paroi vasculaire. Mais la survenue
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d’une thrombose peut avoir des conséquences locales néfastes, principalement en provoquant

une ischémie prolongée des tissus perfusés.

1. Inflammation et thrombose

a. Influence de !’inflammation sur [’endothélium qui devient pro-agrégant

L’inflammation de la paroi vasculaire provoque d’importantes dérégulations endothéliales qui
entrainent la diminution de sa fonction anti-agrégante et par conséquent, un renforcement de

son caractere pro-adhésif des éléments figurés du sang, notamment des plaquettes.

i. Influence de l'inflammation sur le NO

L’état inflammatoire stimule I’expression de la NOS inductible (iNOS)'"”

engendrant une
synthése abondante de NO par I’endothélium'*’, mais aussi les NADPH oxydases'*, sources
majeures de superoxyde O,. La présence conjointe de NO et de O, dans les cellules
endothéliales provoque alors la formation de radicaux libres, les ROS, qui modifient les
cofacteurs de la eNOS'**'**. Cette modification des cofacteurs de la eNOS diminue son
efficacité et réoriente son activité vers la production d’ions superoxyde''. La production de
ROS a de nombreux effets cellulaires'™* et notamment de favoriser I’apoptose. Les ROS
augmentent également 1’expression de molécules d’adhésion et de chemokines'™ par
I’endothélium comme la V-CAM1"*"> ou le MCP-1"® en modulant I’activité de la voie du
NFkB'".

De plus, les conséquences de cette diminution de NO ont été étudiées chez des souris
invalidées pour eNOS. Malheureusement, ces études ne donnent pas une vision claire, si ce
n’est que le NO influence de facons diverses la balance hémostatique. En effet, ’absence de
la eNOS augmente ou diminue le temps d’occlusion des artéres apres induction d’une
thrombose selon les publications'>®'**. Au niveau moléculaire, I’absence du NO entraine une
augmentation du relarguage des granules de Weibel Palade, et donc augmente la capacité de
fibrinolyse locale, la libération de la P-Sélectine, et de vWF19 autre part, I’absence de
NO rend les plaquettes plus réactives'®'. Ainsi, 1’absence de NO semble avoir des
conséquences contradictoires sur la thrombogénicité, mais surtout je note que ces études n’ont

pas pris en compte la possibilit¢ d’une surexpression de la voie de la prostacycline chez ces
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135162 11 est donc difficile de tirer des conclusions définitives

souris génétiquement modifiées
sur le role du NO dans la thrombogénicité¢ actuellement. L’¢lément le plus str est que la
réactivité plaquettaire est clairement inhibée par la voie du NO.

En conclusion, I’inflammation diminue la quantité produite de NO, et augmente la production
de ROS'®. La conséquence en est une augmentation de I’adhésivité de I’endothélium et une

augmentation de la réactivité plaquettaire.

ii. Influence de l'inflammation sur la PGI2

Les études in vitro montrent que la PGI2 est discrétement augmentée en réponse a une

8,164 165,166

inflammation aigue™ ', mais aussi chronique . La PGI2 est une prostaglandine trés
instable dont la détection est délicate ; une des techniques couramment utilisée est la détection
urinaire de son métabolite stable, la 6-keto PGFla par chromatographie GC/MS mais cette
méthode n’est pas spécifique d’un tissu et donc de 1’origine de la PGI2'®". Théoriquement, la
diminution de production de NO induite par I’inflammation pourrait étre compensée par une
augmentation de la synthése de PGI2"*>'%* Cependant, s’il a ét¢ montré que des patients
atteints d’inflammation chronique ont une élévation de la 6-keto PGF1a.'®®, nous n’avons pas
encore de données nous permettant d’affirmer que la production endothéliale de PGI2 est

augmentée par I’inflammation in vivo.

iii. Autres influences de l’inflammation sur I’endothélium.

Le stress inflammatoire augmente le potentiel pro-agrégant des cellules endothéliales par
d’autres mécanismes que par la voie du NO. Par exemples, I’inflammation induit la sur-
expression de récepteurs transmembranaires, comme le récepteur du fibrinogene (intégrine
avBs)'?, les molécules d’adhésion (CAMs) ou le récepteur du vWF (glycoprotéine Gplba)' ™.

De plus, I’activation des cellules endothéliales libére le contenu des granules Weibel Palade,

171 172,173

relarguant ainsi le VWF " ou la P-Sélectine. L’inflammation stimule la production de FT
et diminue la capacité de I’endothélium a exprimer le TFPI, I’inhibiteur du FT. La perte de
fonction de la thrombomoduline'”, 1’activation du facteur X de la coagulation'” ainsi que la
stimulation de Dactivité de la prothrombinase contenue dans les membranes endothéliales' "
sont autant de facteurs qui activent la voie de la coagulation. Tous ces éléments montrent que

I’inflammation endothéliale favorise la thrombose.
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En conclusion, I’inflammation endothéliale diminue I’efficacité de la barriére protectrice

anti-thrombotique.

b. Influence de ['inflammation sur les plaquettes

Les propriétés pro-adhésives développées par I’activation des cellules endothéliales favorisent
I’adhésion des plaquettes. La plaquette est alors soumise a I’influence de I’inflammation

tissulaire.

i. Effet de ’inflammation sur les capacités adhésives des plaquettes

La reconnaissance des P-sélectines endothéliales par les plaquettes entraine leur liaison lache

N r1: 1 1
a I’endothélium'””!'"®

. Ces interactions ne sont pas stables et peuvent étre rapidement
réversibles. Donc des contacts additionnels sont nécessaires pour convertir ces attaches en
ferme adhésion endothéliale. Dans ce contexte, il a été démontré que les intégrines 33 jouent
un réle primordial mais il n’est pas encore bien établi comment ces interaction se font sans

179

lésion endothéliale’ . En effet, I’adhésion plaquettaire peut se faire sur un endothélium intact

180

ou 1ésé ; cette deuxieéme situation évoquée augmente 1’adhésivité de 1’endothélium ™ dans la

mesure ou du collagéne fibrillaire est exposé et privilégie les interactions notamment par la

8152 De plus, les plaquettes interagissent avec la laminine, la

glycoprotéine Gplba
fibronectine par les intégrines oPi, 0P et asPi et ampPm. La multiplicité des interactions

entre plaquettes et endothélium prolonge le temps de contact des plaquettes.

Quand la plaquette est activée, elle relargue ses granules et libére des molécules d’adhésion
(le fibrinogéne, le facteur vWF, la glycoprotéine allbBIll, la thrombospondine), des facteurs
de croissance (PDFG, le TFGP), des chemokines (RANTES, le PAF-4), des cytokines (II-1p),
le ligand du CD40, ou encore des facteurs de coagulations (facteurs V et XI, le PAI-1, le
plasminogene). La libération de toutes ces molécules amplifie encore les adhésions

plaquettes-endothélium' ™'

et augmente le degré d’inflammation tissulaire par la libération
du ligand CD40 qui interagit avec le récepteur endothélial CD40 aboutissant a la stimulation
de I’expression de chemokines, de molécules d’adhésion et de métalloprotéinases (MMPs).
De plus, le ligand CD40 participe a la survenue et la stabilité de la thrombose par son

. . e L s . 185
Interaction avec 1’1ntegr1ne omme .
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En conclusion, I’inflammation prolonge le temps de contact plaquettes et tissu enflammé,

favorisant I’activation des plaquettes qui une fois activées, participent a 1’inflammation locale.

ii. Les agonistes alors en présence

Les plaquettes immobilisées soit par leur attachement a 1’endothélium, soit par leur fixation
directe a la zone 1ésée sont ainsi exposées aux agonistes relargués par la lésion et/ou les
plaquettes déja activées. Ainsi, la plaquette sera activée par le collagéne expos¢ par la
dénudation endothéliale, par I’ADP, libéré par les cellules apoptotiques ou sécrété par les
plaquettes activées, par le TXA2 libéré par les plaquettes ou par I’inflammation locale, ou
encore par la thrombine, résultant de 1’activation de la voie de la coagulation. Tous ces
agonistes plaquettaires agissent en synergie pour activer les plaquettes et initier une

thrombose.

v La thrombine

. . . . 1721
L’inflammation favorise la production du FT'’>'"

, glycoprotéine transmembranaire qui
forme avec le facteur VIla un complexe permettant 1’activation des facteurs de la voie de la
coagulation (facteurs IX et X) et la génération de la thrombine. Donc, I’inflammation
augmente la production de thrombine. La thrombine a deux rdles : comme enzyme sérine
protéase, elle clive le fibrinogéne pour générer de la fibrine qui consolide la thrombose. Son
deuxiéme rdle est une action directe sur la plaquette.

La thrombine'™ active la plaquette en se fixant sur ses récepteurs PARs, PAR-1, PAR-3 et
PAR-4. Ces récepteurs (Protease Activated Receptor) sont doués d’une activité protéolytique

.. . . .1
indispensable a leur activation'™’.

L’activation des PARs stimule différentes voies de
signalisation intra-cellulaires en se couplant a diverses protéines G. Ces voies de signalisation
thrombine/PAR constituent un mode d’activation majeure de la plaquette.

En bref, l'inflammation favorise la production de thrombine et ainsi augmente la

thrombogénicité locale.
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v Le TXA2

Toute inflammation s’accompagne du recrutement de macrophages. Ces macrophages soumis
a un stress inflammatoire augmentent de fagon considérable leur production de TXA2®, et
ainsi pourrait augmenter la thrombogénicité locale. Cependant, la signification de ce résultat
in vitro n’est pas claire in vivo.

Donc, I’inflammation augmente la production de TXA2 sans que la conséquence en soit

démontrée in vivo.

v' Le collagéne

Les plaquettes adherent directement au collagéne par [I’intermédiaire de récepteurs

plaquettaires spécifiques, a2pl et GpVI'™

qui est un membre de la superfamille des
immunoglobulines. La fonctionnalit¢ de la GpVI est primordiale pour [’adhésion des

plaquettes a I’endothélium 1és¢€, leur activation et leur agrégation sous-jacente via le collagéne

189,190 1191,192

. La GpVI agit en coopération avec I’intégrine o2
En bref, le collagéne joue un réle fondamental dans I’adhésion et 1’agrégation des plaquettes

sur le site de la Iésion, mais il n’y a pas de données montrant un effet de 1’inflammation.

v L’ADP

L’ADP peut étre libéré au niveau de la breche endothéliale par la mort cellulaire mais aussi
par les plaquettes relarguagant ses granules denses.

L’ADP a deux récepteurs de la famille de récepteur a 7 domaines transmembranaires couplés
aux protéines G, les récepteurs P2Y1 et P2Y12. Ces deux voies de signalisation sont
complémentaires mais différent. Le récepteur P2Y1 est couplé a une protéine Gq dont
I’activation stimule la PLC, alors que le récepteur P2Y'12 est couplé a une protéine Gi dont
I’activation inhibe I’AC entrainant une diminution de la production d’AMPc et une
mobilisation de calcium intra-cellulaire '**'**. L’ ADP libéré par les plaquettes activées joue
un réle important dans I’amplification de la thrombose, sans lien décrit avec I’inflammation.
En bref, I’ADP comme le TXA2 amplifie la thrombose, mais a la différence de celui-ci n’est

pas influencé par I’inflammation.
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Conclusion : L’inflammation en augmentant le caractére pro-adhésif de 1’endothélium
prolonge le temps de contact des plaquettes a I’endothélium. Avec comme conséquence
I’augmentation de la probabilité que la plaquette soit activée par un agoniste libéré dans la
voisinage par la lésion. L’inflammation favorise la production de thrombine et de TXAZ2.
Quand la plaquette adhére a I’endothélium, elle est préférentiellement activée par ces deux
agonistes qui déclencheront son activation. Quand la plaquette adhére a la Iésion, elle est par
contre directement activée par le collagéne et/ou ’ADP. Dans tous les cas, la plaquette
activée libére ses granules et des médiateurs pro-adhésifs et pro-agrégants. Ces derniers
mécanismes entretiennent et amplifient les processus pour aboutir a la thrombose intra-

vasculaire.
2. Maladies inflammatoires vasculaires

En clinique, plusieurs cas de maladies inflammatoires vasculaires suggérent 1’existence d’une
relation entre I’inflammation de la paroi vasculaire et la survenue de thrombose locale. Je
prends ici deux exemples : la maladie de Buerger et la maladie de Crohn, mais il existe

d’autres vascularites accompagnées de thrombose.

La maladie de Buerger ou la thromboanggéite oblitérante® est une atteinte inflammatoire des
arteres et veines de petits et moyens calibres des extrémités, le plus souvent en relation avec
un tabagisme important du sujet jeune. Cette maladie s’accompagne d’une thrombose

occlusive locale entrainant une ischémie digitale des membres dont 1’évolution ultime est la

gangrene. L’administration exogene de PGI2 a été efficace dans la plupart des cas.

La maladie de Crohn, maladie inflammatoire du tube digestif est associée a une augmentation
de I’incidence de complications thromboemboliques artérielles et veineuses. L’¢état pro-
agrégant des patients atteints de ces maladies est augmenté'*>'°. Certains patients atteints de
la maladie de Crohn ont développé une thrombose artérielle mésentérique sans augmentation
des facteurs de risque connus” . Cela suggére donc qu’un état inflammatoire est capable

d’induire la survenue d’une thrombose artérielle.

Toutes ces données montrent que 1’inflammation de la paroi vasculaire s’accompagne de

thrombose artérielle, ce qui renforce I’hypothése d’un lien inflammation-thrombose.
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IV. Hypothéses de travail

En synthése, cette introduction de la premicre partie permet de comprendre que la balance
hémostatique physiologique de base est un équilibre entre la réactivité des plaquettes et les
propriétés anti-thrombotiques de I’endothélium. Cet équilibre est perturbé par I’inflammation
de la paroi vasculaire qui engendre 1’augmentation de la thrombogénicité locale. Cette
hyperthrombogénicité locale résulte de la diminution de I’efficacité anti-thrombotique de
I’endothélium, de I’augmentation de la réactivité plaquettaire et de la production locale de
facteur tissulaire. La conséquence la plus importante pour les plaquettes est I’augmentation de
leur temps de contact avec les tissus enflammés.

Par ailleurs, I’inflammation a pour conséquence 1’activation de la voie de I’AA et donc la
production de PGE2. Or I’on sait que cette PGE2 peut avoir un effet facilitateur de la
thrombose in vivo en activant spécifiquement son récepteur EP3.

La question est alors de déterminer si la PGE2 joue un rdle dans I’hyper-thrombogénicité
locale engendrée par I’inflammation tissulaire.

J’ai donc posé I’hypothése que la PGE2 produite par la paroi vasculaire enflammée active son
récepteur EP3 sur les plaquettes localement « immobilisées » par I’inflammation et ainsi
sensibilise ces plaquettes aux agonistes présents dans I’environnement (Figure 1-1).

Pour tester cette hypothese, j’ai cherché a montrer que la paroi artérielle produit de la PGE2
sous I’effet de I’inflammation et j’ai employé plusieurs modeles pour tester 1’effet de cette

PGE2 sur la thrombose in vivo.
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In vitro Agrégation
plaquettaire facilitée
~ par la PGE2

Agoniste == ~~ Plaguettes

PGE2 / ™~ PGI2

(10°M -10°M) ou PGE2 (10°M)

In vivo 9

7 'Agrégation ?2?

7 \
PGI2 Cellules endothéliales
PGE2 ??

Paroi artérielle ENFLAMMEE Paroi artérielle SAINE

Figure 1-1 : Hypothése de travail

In vitro, la PGE2 a de faibles concentrations facilite I’agrégation des plaquettes en réponse a
des agonistes classiques de 1’agrégation. Qu’en est-il in vivo, ou I’on sait que la PGI2 est
produite par les cellules endothéliales et inhibe 1’agrégation plaquettaire ?
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I. Production de PGE2 par la paroi artérielle

Pour déterminer le role de la PGE2 dans la thrombose artérielle in vivo, j’ai testé la capacité
de la paroi artérielle a produire de la PGE2. Des études antérieures ont mis en évidence que
les cellules endothéliales en culture peuvent effectivement produire de la PGE2 en réponse a
une inflammation'®, mais je m’intéresse ici a I’ensemble de la paroi artérielle in vivo.

J’ai exposé la paroi artérielle, plus exactement sa tunique externe, ’adventice, a de ’AA
(50mg/mL) qui est le précurseur de la PGE2. Si cette exposition augmente la quantité de
PGE2 produite par la paroi, je pourrai en déduire qu’elle posséde I’équipement enzymatique
nécessaire a la transformation de 1’AA en PGE2. Apres avoir laissé a la paroi le temps de
métaboliser I’AA (10 minutes), la carotide est prélevée et broyée, les lipides extraits et la
PGE?2 présente dans I’échantillon est quantifiée par la technique elisa. Le contenu carotidien
en PGE2 a été augmenté en réponse a l’exposition péri-adventitielle d’AA (317435
pg/carotide, n=13) par rapport au contenu de la carotide exposée seulement a 1’éthanol (96126
pg/carotide, n=16 P<0.0001), le solvant de I’AA (Figure 1-2). Donc, la paroi artériclle

contient 1’équipement enzymatique nécessaire a la métabolisation de I’AA en PGE2.
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Figure 1-2 : Détection tissulaire de PGE2 en réponse a une inflammation locale
L’inflammation locale induite par une application péri-carotidienne d’AA (50mg/mL)
augmente la production de PGE2 par la paroi vasculaire. (***, P<0,0001). La mise en
place d’un manchon péri-vasculaire autour de la carotide (photo A) provoque une lésion
proliférative inflammatoire (photo B). La production pariétale de PGE2 est
considérablement augmentée dans cette 1ésion. (***, P,,<0,0001).
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L’application d’AA, bien qu’elle m’ait permis de tester la production pariétale de PGE2 ne
mime pas une situation inflammatoire physiologique. Ce premier résultat a alors été vérifié¢ en
provoquant une inflammation dans un cadre plus proche de la physiopathologie.

Pour cela, un manchon de polyéthyléne est placé autour d’une carotide saine et laissé pendant

7 (Figure 1-2-photoA). Ce dispositif péri-adventitiel entraine une réaction

4 semaines
inflammatoire et la constitution d’une I€sion proliférative a 1’origine d’une sténose luminale.
Cette sténose ressemble a une 1ésion de type athérosclérotique (Figure I-2-photoB). La
quantité pariétale de PGE2 a été significativement augmentée en réponse a la mise en place de
ce manchon péri-adventitiel par rapport a la paroi saine (1330 + 141 pg/carotide, n=16 vs. 61
+ 8 pg/carotide, n=6, respectivement, Pw<0.0001) (Figure 1-2). Deux conclusions
s’imposent : d’une part, les mécanismes inflammatoires produisent suffisamment d’AA pour
augmenter la synthése de PGE2, et d’autre part, la [ésion inflammatoire chronique produit des
quantités considérables de PGE2.

De plus, un deuxieéme cas d’inflammation a été testé: il s’agit d’une injection intra-
péritonéale de LPS qui induit une inflammation systémique. Aprés 12h de traitement,
I’ensemble de I’aorte de ces souris est prélevé de la crosse aortique a la bifurcation iliaque, et
la PGE2 en a été quantifiée. Cette situation de stress inflammatoire a triplé la quantité

aortique de PGE2 par rapport a I’aorte saine (799,8 + 144,7 pg/aorte, n=10, vs. 324,5 + 32,6,
n=13 pg/aorte P<0.05) (I-Figure3).

*
e | | Figure 1-3: Détection tissulaire de
PGE2 en réponse a une inflammation
) systémique
= 750 y q
8
é L’induction d’une inflammation
— 500+ L . .
5 systémique aigue par une injection
0 unique intra-péritonéale de LPS
Q2504 (70ug/25g de souris) augmente
considérablement le contenu aortique
0 en PGE2. *, Pw<0,05
Controle LPS

En conclusion, le niveau basal de PGE2 trouvé dans la paroi artérielle saine est
significativement augmenté en réponse a différentes stimulations inflammatoires, qu’elles
soient aigiie et systémique ou chronique et locale. Donc I’inflammation de la paroi artérielle

provoque la synthése de la PGE2 par la paroi. Il s’agit maintenant de savoir dans quel but la
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paroi artérielle augmente sa quantité de PGE2. Sachant que la PGE2 modifie le comportement

plaquettaire in vitro, j’ai examiné si la PGE2 joue un role in vivo dans I’hémostase artérielle.

Il. Modulation de la thrombose artérielle par I’activation du récepteur EP3 de la
PGE2

Pour tester le role de la PGE2 pariétale dans I’hémostase artérielle, il me fallait une méthode
d’induction in vivo de thrombose inflammatoire. Deux méthodes d’induction de la thrombose
artérielle ont été utilisées dans le but de déterminer si la PGE2 joue un rdle dans la survenue

de la thrombose in vivo.

1. Le modéle de thrombose artérielle induite par AA

Le moyen le plus facile d’induire une thrombose et de tester directement le role de la PGE2
produite a été de forcer la carotide a produire de la PGE2 en I’exposant a de I’AA. Une étude
antérieure avait déja employé cette technique mais sur le lit veineux®* et je 1’ai donc adapté a

[’artére carotidienne.

a. Caracterisation du modele

Apres application péri-adventitielle d’AA sur la carotide, la thrombose a été observée
visuellement au travers d’une loupe binoculaire et ‘semi-quantifiée’ grace a une échelle de
score thrombotique définie précédemment****. L’échelle s’étend de 0 a 4: le score 0
correspond a une absence totale de thrombose, le score de 1 a une petite thrombose instable
c’est-a-dire labile, le score 2 a une thrombose moyenne stable c’est-a-dire fixée a la paroi, le
score 3 a une thrombose massive mais non occlusive c’est-a-dire que l’artére n’est pas
totalement obstruée par le caillot et enfin le score 4 correspond a une thrombose massive et

occlusive (Figure 1-4).

Score 0 Score 1 Score 2 Score 3 Score 4

Figure 1-4 : Evaluation visuelle de la thrombose artérielle par une échelle de score
Les plaquettes sont représentées en jaune, la fleche représente le flux circulatoire.
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La thrombose est évaluée apres un temps d’attente de 3 heures pendant lesquelles la souris
traitée est suturée et replacée dans sa cage. L’adaptation de ce modele de thrombose a
nécessité quelques tests préliminaires.

Tout d’abord, ’effet de I’AA sur 1’obtention d’une thrombose artérielle a été évalué en testant
différentes concentrations d’AA (de 50 a 300 mg/mL). La thrombose ainsi détectée est
dépendante de la dose d’AA employée comme le montre le graphe de la Figure 1-5A. Puis,
j’ai observé 1’évolution de la thrombose en fonction du temps d’observation au bout duquel la
thrombose est évaluée pour une dose d’AA pré-définie (200mg/mL). L’évaluation de la
thrombose aprés 1h, 2h ou 3h de la stimulation aboutit a un score thrombotique identique
(Figure 1-5B). Donc, ce temps d’observation n’influence guére 1’étendue de la thrombose, du
moins jusqu’a 3 heures.

J’ai retenu comme condition d’expérience la dose de 100mg/mL qui entraine la formation
d’une thrombose artérielle stable in vivo au bout de 2 heures de traitement (score moyen

1,97+0,17, n=43).
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Figure 1-5 : Le modéle de thrombose artérielle inflammatoire induite par AA
Conditions du_traitement AA (Figures A et B): La thrombose est dépendante de la
concentration d’AA utilisée. La dose d’AA 100mg/mL induit une thrombose locale stable
(en A). L’intensité de la réponse n’est pas affectée par [’horaire d’observation (en B).
Caracteérisation du modele (figures C et D) : La présence de nombreux macrophages (figure
C) et une absence de lésion endothéliale montre que ce modele de thrombose artérielle est
purement inflammatoire.
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Pour m’assurer que la thrombose dans ce modéle n’est pas simplement le résultat d’une 1ésion
endothéliale due a la toxicité¢ de I’AA, j’ai examiné des coupes histologiques du thrombus.
Les coupes montrent la présence d’un grand nombre de macrophages au contact de la paroi
artérielle, leur présence étant probablement due au stimulus inflammatoire, mais les cellules
endothéliales sont intactes dans les conditions d’observation (microscopie optique). Ainsi,
I’application péri-adventitielle d’AA provoque une thrombose qui est due a la conversion de
I’AA en métabolites et non a la réponse d’une lésion endothéliale due a un effet toxique de
I’AA, qui aurait exposé le collagéne sous-endothélial et aurait libéré de I’ADP. Ce modele

d’induction de la thrombose artérielle est purement inflammatoire (Figure 1-5, photo C).

Sachant que la PGE2 pré-active les plaquettes, c’est-a-dire les sensibilise a leurs agonistes
sans activer 1’agrégation, que la thrombose est purement inflammatoire, et que le seul agoniste
plaquettaire produit par le métabolisme de I’AA est le TXA2, j’ai vérifié que mon modele de
thrombose est bien TXA2-dépendant. Pour cela, la thrombose artérielle a été induite dans des
carotides de souris déficientes pour le récepteur TP du TXA2 (souris obtenues par une
collaboration avec Tom Coffmann, de Dukes University). Aucune thrombose n’a été détectée
en 1’absence du récepteur TP (score 0, n=8) (Figure 1-6A). Ce résultat montre donc que

I’agoniste plaquettaire mis en jeu dans I’agrégation plaquettaire est le TXA2.

®

Y
: A
[y

24

Score thrombotique visuel

PGE2

Souris Tp -/- PGDD

Figure 1-6 : Importance du modele de thrombose artérielle induite par AA

L’absence totale de thrombose chez les souris 7p” montre que la thrombose est dépendante
du TXA2, puissant agoniste plaquettaire (en A). L’application péri-adventitielle d’AA
entraine la production de prostaglandines dont le TXA2 et la PGE2 (en B). Ce mode¢le de
thrombose est donc exploitable pour déterminer le role de la PGE2 dans I’homéostasie
artérielle.
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En conclusion, I’AA appliqué a la paroi carotidienne est métabolisé en TXA2, agoniste de
I’agrégation plaquettaire et en PGE2. Ce mod¢le d’induction de la thrombose artérielle est
donc idéal pour étudier I’implication de la PGE2 dans I’hémostase artérielle en situation

inflammatoire (Figure 1-6B).

b. Role de la PGE?2 dans la thrombose artérielle induite par AA

i. Detection visuelle

L’utilisation de souris déficientes pour le récepteur EP3 de la PGE2 (souris Ep37)* a permis
de définir le role du couple PGE2/EP3 dans la thrombose artérielle (Figure 1-7). L’exposition
d’éthanol (solvant de I’AA) au niveau de la paroi carotidienne respecte 1’hémostase artérielle,
puisqu’il n’induit pas de thrombose. Par contre, ’application péri-adventitielle d’AA sur la
carotide de souris Ep3+/ " entraine la formation d’une thrombose stable. Mais, I’importance de
la thrombose est significativement diminuée par 1’absence du récepteur EP3 (0,9, n=18 vs.
2,0, n=18, P<0.005) (Figure 1-7). Ce résultat indique que I’importance de la thrombose
artérielle est dépendante de la présence du récepteur EP3. Et donc je peux conclure que la
PGE2 a une action facilitatrice de la thrombose artérielle in vivo, sous réserve que EP3 soit un

récepteur spécifique de la PGE2.
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Figure 1-7 : Implication de la PGE2 dans la thrombose artérielle induite par AA
L’application d’éthanol (EtOH) sur la carotide n’induit aucune thrombose intra-vasculaire.
La thrombose artérielle a été évaluée semi-quantitativement grace a une échelle visuelle de
score thrombotique. La stimulation de la carotide par AA (100mg/mL) entraine une
thrombose artérielle EP3 dénendante. **. P<0.005
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En examinant les scores thrombotiques obtenus, nous avons constaté¢ une plus grande
variabilité dans le groupe de souris Ep3” que dans le groupe Ep3™*. Ceci peut étre da a la
subjectivité de I’expérimentateur. En effet, un biais possible de ce modéle est 1’évaluation
semi-quantitative de la thrombose. Dans le but de mesurer objectivement 1’importance de la
thrombose, notre équipe a développé un systéme de quantification de la thrombose artérielle

en collaboration avec des ingénieurs en imagerie de I’institut.

ii. Quantification

La détection de la thrombose artérielle in vivo est possible du fait de I’injection préalable de
plaquettes rendues fluorescentes aux souris receveuses et apres stimulation de leur carotide
par ’AA (Figure 1-8). Les plaquettes sont rendues fluorescentes par leur incubation avec de
la calcéine-AM (calcéine acétoxyméthyl). L’acétoxyméthyl est un groupement non toxique
qui fait entrer la calcéine dans la plaquette. L hydrolyse du groupement AM par des estérases
intra-cellulaires empéche I’externalisation de la calcéine du fait de ses charges ioniques et la
rend fluorescente en lumiére verte (longueurs d’onde d’excitation : 496 nm et d’émission :
516 nm). La thrombose apparait donc en vert en fluorescence.

Ce dispositif de quantification de la thrombose artérielle utilise un nouveau matériel
d’observation de la thrombose artérielle in vivo en temps réel : le Macroscope Fluorescent

appelé le MacroFluo.

Le MacroFluo a trois caractéristiques. Son large champ d’observation permet 1’observation
de toute la carotide. Sa grande hauteur de travail permet de placer la souris directement sous
I’objectif. Et enfin 1’homogénéité de sa fluorescence émise permet de recueillir des
informations fiables sur 1’ensemble du champ observé. Ce dispositif est surmonté d’une
caméra permettant I’enregistrement de la cinétique de la thrombose dans le courant artériel.

Aprés I’injection de plaquettes fluorescentes et la stimulation carotidienne par de I’AA, la
dynamique de la thrombose sur un temps donné est donc enregistrée. Les images acquises lors
de D’enregistrement (30 minutes) sont alors digitalisées et analysées par un logiciel
informatique, qui nous permet de quantifier les pixels verts correspondant a la thrombose.

L’intensité de la thrombose s’exprime en pixels/minute (Figure 1-8).
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Figure 1-8: Quantification de la thrombose artérielle par la macroscopie a
fluorescence

Une préparation de plaquettes rendues fluorescentes par calcéine est injectée a des souris
receveuses. Apres stimulation de la carotide par AA, la thrombose est visualisée et
enregistrée a I’aide d’un macroscope fluorescent surmonté d’une caméra. Le nombre de
pixels verts (thrombose) détectés au cours du temps est analysé par un logiciel informatique.
Le graphe nous donne un apercu global de la formation des thrombi (pics) en réponse a la
stimulation. La thrombose détectée chez les souris Ep3™" est plus importante que celle
observée chez les souris Ep3”".

J’ai ainsi comparé I’intensité de la thrombose artérielle induite par I’application d’AA sur des
carotides de souris Ep3™" vs. Ep3” injectées préalablement de plaquettes fluorescentes
exprimant EP3 ou non (Figure 1-9). Dans ces conditions, la thrombose intra-luminale
détectée dans les carotides de souris Ep3™" est massive, occupant le plus souvent toute la

lumiére carotidienne. A I’inverse, la thrombose développée dans les souris Ep3” est éparse et
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instable. Les données analytiques de ces thromboses montrent qu’en 1’absence du récepteur
EP3, la thrombose est significativement réduite (57.446.2 x10° pixels/min, n=18 vs. 29.5+7.0
x10° pixels/min, n=13, P=0.006) (Figure 1-9).

Ainsi, la thrombose carotidienne qui se développe en réponse a I’exposition de la paroi a I’AA
est dépendante du TXA2 et est augmentée par la présence du récepteur EP3. Ces résultats
apportent la preuve du principe que la PGE2 peut jouer un role dans I’hémostase en facilitant

la thrombose artérielle.

sk sk skk
e | I |
%
S g 1004 -
E 5 m
o =
£ E
; E 754 i :
- o -y
o X —— A
D 6 [ 1]
Lo 504 =
5 ©
© sl L}
& X [ ] AN
T L il —
i 255 n AL
u
A,
0 Zas
Génotype souris Ep3** Ep3** Ep3”
Traitement carotidien  Ethanol AA AA
Figure 1-9 : La thrombose artérielle induite par AA est EP3 dépendante
L’application d’éthanol respecte la paroi artérielle et ne provoque pas de thrombose. En
revanche, la stimulation péri-adventitielle d’AA entraine une thrombose artérielle chez les
souris Ep3+/ T (**, P<0,01), mais, significativement diminuée chez les souris Ep3'/’ B
Py<0,005). Ainsi, la thrombose artérielle inflammatoire induite par AA est modulée par le
récepteur EP3.

Biais de ce modéle :

L’inconvénient de ce modele d’induction de la thrombose est que 1’exposition de la paroi
artérielle a de I’AA force la paroi a produire de la PGE2. L’utilisation de ce modele
d’induction de la thrombose par de I’AA ne permet donc pas de prédire que le couple
PGE2/EP3 joue un role en physiopathologie cardio-vasculaire. L’étape suivante teste si ce
résultat peut étre étendu a des conditions dans lesquelles la stimulation de la voie de I’AA est

d’ordre physiopathologique.
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2. Modulation de la thrombose par le couple PGE2/EP3 dans un modele de

dénudation endothéliale

Pour tester ce point, j’ai utilis¢é un moyen d’induction de la thrombose déja décrit dans la

%8 Une fois

littérature : il s’agit de I’application péri-adventitielle de chlorure de fer (FeCls)
appliquée a la carotide, le FeCl; diffuse de la media vers I’intima et 1’endothélium ou il
provoque la mort cellulaire des cellules endothéliales. La zone endothéliale atteinte est
dénudée, a I'origine d’une inflammation et d’une thrombose. En effet, les plaquettes sont
activées par I’exposition d’agonistes sous-endothéliaux, essentiellement le collagéne. Dans ce
modele, la thrombose est dépendante de la dose de FeCls employée. J’ai utilisé ici une faible
dose de FeCl; (5%) pour pouvoir tester 1’effet facilitateur de la PGE2 sur la thrombose
artérielle ainsi induite, puisque I’on sait que 1’effet facilitateur de la PGE2 ne peut étre mis en
évidence qu’apres stimulation des plaquettes par des quanti€s sous-maximales d’agonistes.

L’exposition de la carotide de souris Ep3"" injectées de plaquettes fluorescentes Ep3™" a du
FeCl; 5% provoque I’apparition d’une thrombose en environ 7 minutes, et est ensuite
maximale, c’est a dire occlusive, a environ 15 minutes. A I’inverse, chez les souris Ep3'/'
injectées de plaquettes fluorescentes dépourvues de EP3, la thrombose parait moins étendue.
Les résultats quantitatifs confirment cette observation: 1’étendue de la thrombose est
significativement diminuée chez les souris Ep3” par rapport aux souris Ep3™" (22,4 + 10,1
x10° pixels/min, n=8, vs. 127,2 + 32,6 x10° pixels/min, n=11 P,,<0.05) (Figure 1-10). Donc,
le récepteur EP3 facilite la thrombose artérielle induite in vivo par le FeCls. Ce qui signifie
indirectement que la PGE2 a facilit¢ in vivo I’action d’agonistes comme le collagene et

I’ADP.
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En conclusion, la quantité de PGE2 produite par la paroi artérielle en réponse a un stimulus
inflammatoire est suffisante pour modifier I’hémostase locale et ainsi faciliter la thrombose
locale. Mes expériences s’appuient sur le fait que la PGE2 agit en activant son récepteur EP3,
ce qui a ét¢ démontré in vitro, et donc sur le fait que EP3 est spécifique de la PGE2, ce qui
n’est pas montré in vivo. L’étude suivante consiste donc a déterminer si EP3 n’est activé que
par la PGE2 pariétale ou si une autre molécule I’active aussi, et a déterminer si le récepteur

EP3 mis en jeu dans la thrombose artérielle est plaquettaire ou pariétal.

I11. Mode d’action du couple PGE2/EP3 dans la thrombose artérielle

1. La PGE2 plaquettaire joue-t-elle un réle dans la thrombose artérielle ?

Bien que la PGE2 soit produite par la paroi artérielle en réponse a une inflammation, il a été
montré dans les années 70s que la PGE2 peut également étre libérée par les plaquettes lors
d’une agrégation plaquettaire'””. Cette étude suggére que la PGE2 plaquettaire agit dans
I’amplification de la réponse plaquettaire c’est-a-dire dans le recrutement de plaquettes.
Théoriquement, la PGE2 produite par la plaquette activée stimule son récepteur EP3 sur les
plaquettes inactives et abaisse leur seuil d’activation. Ces plaquettes répondront mieux a
I’ADP et au TXA2 libérés par les plaquettes activées. Ainsi, si la PGE2 est produite par les
plaquettes activées, elle devrait faciliter I’amplification de 1’agrégation plaquettaire.

J’ai donc examiné si la production plaquettaire de PGE2 joue un role dans 1’agrégation
plaquettaire in vitro. Sachant qu’il n’y a pas de PGE2 pariétale produite in vitro, toute
différence d’agrégation entre les plaquettes Ep3"™" et Ep3” signifierait que 1’activation

plaquettaire produit suffisamment de PGE2 pour faciliter I’amplification.

Jai effectué des tests d’agrégation en stimulant des plaquettes provenant de souris Ep3™" ou
Ep3” avec de faibles concentrations de collagéne. Ainsi stimulées a des concentrations sous-
maximales de collagéne (1,5 et 2 pg/mL), les plaquettes de souris Ep3"" n’agrégent que
partiellement (Figure 1-11). Pour chacune des deux doses de collagéne, I’amplitude de
I’agrégation des plaquettes de souris Ep3” est comparable a celle obtenue avec les plaquettes
de souris Ep3™" (47,6 + 2,1% de 1’agrégation maximale, n=4 vs. 47,9 + 4,2% de I’agrégation

maximale, n=4, P=0,95 et 58,8 + 4,2% de 1’agrégation maximale, n=9 vs. 57,2 = 3,0% de
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I’agrégation maximale, n=9, P=0,75 respectivement a 1,5 et 2 pg/mL de collagéne) (Figure I-
11). Ainsi, I’absence du récepteur plaquettaire EP3 ne modifie pas I’agrégation. Ces résultats
montrent que la quantité de PGE2 produite par les plaquettes lors de leur agrégation n’est pas

suffisante pour faciliter ’amplification de 1’agrégation plaquettaire via son récepteur EP3.
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Figure 1-11: L’agrégation de plaquettes activées n’est pas amplifiée par la PGE2
plaguettaire

Tracés représentatifs de 1’agrégation plaquettaire induite par du collagéne en présence de
plaquettes provenant de souris Ep3™" (tracé vert) ou Ep3” (tracé rouge) (en A). Une
augmentation de la transmission de la lumiére (fleche) correspond a une agrégation
plaquettaire. Deux concentrations sous-maximales de collageéne ont été testées 1,5ug/mL et
2ug/mL. A ces faibles concentrations d’agonistes, 1’agrégation plaquettaire n’est pas
modifiée par ’absence du récepteur EP3.

Ces résultats montrent que 1’agrégation plaquettaire induite par le collagéne n’est pas
affectée par ’absence du récepteur EP3 et ne dépend donc pas de la production de PGE2
par les plaquettes (en B). NS, P>0,05.

En conclusion, la PGE2 produite par les plaquettes activées ne modifie pas 1’agrégation in
vitro. Ces résultats démontrent que ’origine de la PGE2 qui facilite la thrombose artérielle in

vivo est pariétale et non plaquettaire.

2. La PGE2 est-elle la seule molécule a agir sur le récepteur EP3 ?

Il n’est théoriquement pas exclu que le récepteur EP3 puisse étre activé par une molécule

autre que la PGE2 lors de la thrombose artérielle comme 1’est le récepteur EP2*. Pour
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répondre a cette question, il était nécessaire d’avoir un modele de thrombose artérielle dans
lequel la production pariétale de PGE2 soit nulle ou minimale.
Pour cela, j’ai examiné si I’induction de la thrombose artérielle par une technique

2201 Cette méthode combine une

photochimique entraine une synthése pariétale de PGE
injection intra-veineuse de rose bengale a une impulsion laser (Faisceau laser vert 1.5-mW,
540 nm; Melles Griot Inc). Aprés exposition de la carotide au faisceau laser, le rose bengale
génere localement des radicaux libres, lesquels induisent des réactions oxydatives entrainant
alors des lésions endothéliales. La 1ésion endothéliale est donc suivie d’une rapide adhésion
plaquettaire et d’une thrombose artérielle.

Dans ce mode¢le, I’accumulation de plaquettes sur la paroi artérielle aprés seulement 4
secondes d’impulsions laser occupe déja 1/10 du diamétre artériel de la carotide de souris
sauvages. La thrombose artérielle est stable et massive (occupant les ¥ du diamétre artériel)

apres 45 secondes de stimulation par faisceau laser. Finalement, I’obstruction définitive du

vaisseau est détectée aprés 30 minutes d’exposition de la carotide au faisceau (Figure 1-12).
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Figure 1-12 : La thrombose artérielle induite par impulsion laser n’est pas PGE2
dépendante

A. Evolution de la thrombose en fonction de la durée d’impulsion du faisceau laser. Les
pixels verts correspondent a I’accumulation de plaquettes fluorescentes.

B. Dosage de la PGE2 a partir de carotides stimulées par des impulsions laser de différentes
durées

NT=non traitée. NS= non significatif.

J’ai alors mesuré la production pariétale de PGE2. Aux différents temps d’impulsion laser, le

contenu carotidien en PGE2 augmente faiblement (a 4secondes : 54,6 = 6,0 pg/carotide, n=6,
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a 45 secondes : 72,6 + 11,6 pg/carotide, n=6, a 30 minutes: 92,5 £ 14,1 pg/carotide, n=6,
Panova=0,24, NS ) (Figure 1-12). L’on peut noter que cette quantité pariétale de PGE2 ne
dépasse pas la valeur de base de PGE2 produite par une carotide non traitée (92,6 + 14,1
pg/carotide, n=6 vs. 71,6 + 9,0 pg/carotide, n=15, P=NS) (Figure 1-12).

La thrombose induite par impulsion laser ne s’accompagne donc pas de production pariétale
de PGE2. Ce modele permet ainsi de rechercher une molécule autre que la PGE2 capable
d’activer le récepteur EP3 lors de la survenue d’une thrombose en situation inflammatoire.
Apres injection d’une faible concentration de rose bengale (5mg/Kg de souris) et stimulation
de 30 minutes, une thrombose plaquettaire est détectée dans la lumiére des carotides de souris
Ep3+/ " ou Ep3'/ ". Si une molécule, autre que la PGE2, est produite par la paroi en situation
inflammatoire et agit sur le récepteur EP3, I’importance de la thrombose devrait étre diminuée
chez les souris Ep3”". Mais I’étendue de la thrombose n’a pas été modifiée par la présence ou
I’absence du récepteur EP3. Comme la différence entre les souris Ep3™" vs. Ep3” disparait
en 1’absence de PGE2 pariétale, j’en déduis qu’il n’y a pas d’autre molécule que la PGE2 qui

active EP3.

Par ailleurs, méme si la paroi ne produit pas de PGE2 en réponse a une Iésion photochimique,
les plaquettes agrégées ont du relarguer de la PGE2. Si la PGE2 plaquettaire jouait un réle, on
aurait du constater une différence dans I’importance de la thrombose entre les deux groupes
de souris Ep3™" et Ep3”". Comme aucune différence n’a été observée, ce résultat confirme
que la production plaquettaire de PGE2 in vivo n’est pas suffisante pour faciliter une

amplification de 1’agrégation plaquettaire induite en situation d’inflammation.

En conclusion, la thrombose artérielle in vivo est facilitée par la PGE2 produite par
I’inflammation de la paroi et la PGE2 active spécifiquement son récepteur EP3. Le récepteur
EP3 étant exprimé de fagon ubiquitaire, il m’a fallu cependant vérifier que le récepteur EP3
exprimé dans la paroi vasculaire n’a pas aussi joué un réle. Le récepteur EP3 exprimé par la
cellule endothéliale n’a-t-il pas, une fois activé par la PGE2, augmenté 1’adhésion plaquettaire

et ainsi favorisé la survenue d’une thrombose locale ?
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3. Quel récepteur EP3 est en jeu dans la thrombose artérielle ?

Pour cette étude, la thrombose artérielle est induite par 1’application péri-adventitielle d’AA a
la carotide (méthode décrite dans le paragraphe II).

Pour identifier le récepteur EP3 impliqué, j’ai comparé 1I’importance de la thrombose artérielle
chez des souris Ep3+/ " ou Ep3'/ “respectivement injectées de plaquettes fluorescentes Ep3'/ “ou
Ep3™" avec celle obtenue pour le groupe de souris Ep3™" injectées de plaquettes
fluorescentes Ep3™". L’analyse des données entre le groupe de souris Ep3"™" injectées de
plaquettes Ep3** et le groupe de souris Ep3” injectées de plaquettes Ep3"" ne montrait pas
de différence, faisant penser que le récepteur EP3 mis en jeu est le récepteur plaquettaire.
Mais, lorsque j’ai comparé I’importance de la thrombose détectée chez des souris Ep3™"*
recevant des plaquettes Ep3” avec celle détectée chez des souris Ep3™" recevant des
plaquettes Ep3™", aucune différence n’a non plus été relevée. Si le récepteur mis en jeu dans
la thrombose artérielle était le récepteur plaquettaire, la réponse thrombotique des souris
Ep3+/ " injectées de plaquettes Ep3'/ " aurait di étre significativement inférieure au groupe de

souris Ep3™" injectées avec des plaquettes Ep3™".

L’interprétation de ces résultats nous a conduit a incriminer I’amplification de 1’agrégation,
notamment par I’ADP, comme biais de mon expérience. En effet, les plaquettes natives et
donc non fluorescentes de la souris receveuse ont été activées par la production cumulée de
TXA2 et de PGE2 pariétale. Et, une fois activées, ces plaquettes peuvent libérer I’ADP stocké
dans leurs granules o pour recruter les plaquettes fluorescentes via les récepteurs plaquettaires
P2Y1 et P2Y 12 entrainant ainsi la formation d’une thrombose « parasite » (Figure 1-13A).

I1 était donc nécessaire d’inhiber au moins partiellement I’amplification de 1’agrégation par
les plaquettes natives non fluorescentes, afin de déterminer 1’origine du récepteur EP3 en jeu
dans la thrombose artérielle. Pour cela, des souris déficientes pour le géne P,y; ont été
injectées de plaquettes fluorescentes Ep3+/ " ou Ep3’/’ (Figure 1-13B). Dans ce cas-la, les
plaquettes natives, méme si elles sont activées par le TXA2 pariétal et si elles libérent de

I’ADP, n’amplifieront pas la réponse thrombotique en recrutant des plaquettes fluorescentes.
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+/+

- injection de plaquettes fluorescentes EP3”

A. Souris receveuse P2yl

Obtention d’une thrombose « parasite »
AA dépendante de la voie de I’ADP

Elimination de la voie de I’ADP au
AA niveau des plaquettes natives

Figure 1-13: Modéle étudié pour déterminer le récepteur EP3 mis en jeu dans la
thrombose artérielle

Les plaquettes natives (en gris) de souris P2y/™" sont activées par I’application d’AA 4 la
paroi carotidienne et la synthése consécutive de TXA2 et de PGE2. Cette activation entraine
une libération d’ADP, agoniste plaquettaire par les granules o.. La stimulation du récepteur
P2Y1 par I’ADP correspond alors a un mode de recrutement qui ne tient pas compte de la
présence du récepteur EP3 au niveau des plaquettes fluorescentes (en vert). Ce modéle n’est
donc pas le modele adéquat pour identifier I’implication du récepteur EP3 plaquettaire dans
la thrombose artérielle.

L’utilisation de souris déficientes pour le récepteur P2Y1 ¢élimine ce biais en limitant le
recrutement par I’ADP sécrété par les plaquettes natives.
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Dans ces conditions, la thrombose développée chez les souris ng[/ " en présence du récepteur
plaquettaire EP3 est plus importante que celle détectée en son absence (77,7 + 9,8 x10°

pixels/min, n=8 vs. 33,9 + 5,7 x10° pixels/min, n=6, P<0.005) (Figure 1-14).
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Figure 1-14 : Importance de la thrombose induite par délivrance péri-adventitielle
d’AA en fonction du récepteur plaquettaire EP3

Dans les souris Ep3™* P2yI”", la thrombose artérielle induite par exposition carotidienne a
de I’AA (100mg/mL) est significativement diminuée lorsque les souris sont perfusées avec
des plaquettes fluorescentes déficientes pour le récepteur EP3. Ainsi, la thrombose artérielle
induite par AA est modifiée par 1’action de la PGE2 sur son récepteur EP3 plaquettaire et
non pariétal. **, P<0,005.

En conclusion, la PGE2 module la thrombose par son récepteur EP3 plaquettaire, et non par

son récepteur pariétal.

IVV. Conclusion

In vitro, I’on sait que la PGE2 a de faibles concentrations joue un rdle amplificateur de
I’agrégation plaquettaire en présence d’agonistes plaquettaires classiques. Cette premiére
partie de ma thése a testé si ce role connu de la PGE2 a une signification en physiologie. La
réponse est oui.

Mon hypothése de travail a été que la paroi enflammée produit de la PGE2 qui agit sur son

récepteur EP3 plaquettaire pour sensibiliser les plaquettes a leurs agonistes. Mon hypothése
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est maintenant vérifiée. J’ai montré qu’un état inflammatoire de la paroi artérielle entraine
I’augmentation de la production pariétale de PGE2. J’ai ensuite montré que la PGE2 produite
par la paroi active spécifiquement son récepteur EP3 sur les plaquettes. La conséquence de
cette activation en est la facilitation de 1’agrégation plaquettaire en présence d’agonistes
spécifiques (Figure 1-15). Donc les plaquettes sont bien sensibilisées a leurs agonistes par la

PGE2.

In vivo
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Figure 1-15 : Conclusion de la premiere partie

Dans un contexte inflammatoire, la PGE2 produite par la paroi artérielle facilite la réponse
plaquettaire induite par des agonistes classiques de 1’agrégation et s’oppose a I’action de la
PGI2.

Ainsi, dans des conditions d’inflammation physiopathologiques, la PGE2 est capable de
modifier I’équilibre homéostatique intra-vasculaire en faveur d’un état pro-thrombotique. Et
nous avons donc la réponse a la question que nous nous posions : la PGE2 joue effectivement
un role dans I’hyper-thrombogénicité locale engendrée par I’inflammation tissulaire. Ceci
suggere que la balance PGE2/PGI2 serait plus importante que la balance PGI2/TXA2 dans le

contrdle de ’hémostase locale.
Forte de ces résultats, je me suis donc intéressée a une maladie inflammatoire chronique de la

paroi artérielle : I’athérosclérose. Plus particulierement, j’ai testé I’influence du couple

PGE2/PE3 dans la thrombogénicité des plaques d’athérosclérose.
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Partie 11

Role de la PGE2 dans la thrombogénicité de

la plaque d athérosclérose
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INTRODUCTION
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I. La plaque d’athérosclérose mature : vue mécanistique de sa formation

Les anatomopathologistes du XVII™ siécle ont observé des dépéts blanchatres sur la paroi
interne des artéres. Ces dépdts ont tout d’abord été comparés a de la bouillie de farine
(« athara » en grec) qui justifie la dénomination d’athérome des 1755 par Albrecht von Haller.
Lobstein, en 1833 définit ces athéromes comme des durcissements locaux ou scléroses de la
paroi artérielle. C’est seulement au début du siecle dernier que Marchand englobe les notions

de maladie fibreuse et scléreuse dans le terme d’« athérosclérose ».

1. L’infiltration accrue des lipides et leur oxydation

L’¢tiologie de cette maladie n’est pas claire. Un grand pas a été franchi en 1989 avec la
démonstration in vivo, chez le lapin, que les lipoprotéines de basses densité riches en
cholestérol (LDL ou low density lipoprotein)) s’accumulent préférentiellement dans les

régions de prédilection de 1’athérosclérose”®**%

. Cette hypotheése d’infiltration lipidique
représentait déja un des grands courants de pensée émis par Rudolf Virchow en 1856.
L’accumulation des LDLs dans la paroi artérielle reléve de plusieurs causes potentielles
intriquées: les contraintes hémodynamiques locales, une modification de la perméabilité
vasculaire et une modification de la production de NO. De plus, ces mécanismes sont
potentialisés par des facteurs de risque comme 1’hypercholestérolémie, I’hypertension ou des
agents oxydants™*. Les forces de cisaillement et les turbulences qu’exerce le flux sanguin au
niveau des bifurcations artérielles” sont des causes de dysfonction endothéliale, qui
engendreraient une augmentation de la perméabilité endothéliale®®, et une perte de fonction
de NO*""?% Ces modifications pourraient ainsi favoriser I'infiltration lipidique dirigée par
des interactions ioniques entre les lipoprotéines et les protéines matricielles comme les

209,210

protéoglycanes ou le collagéne . Une fois dans D’intima, les LDLs subissent des

modifications oxydatives (oxLDLs ou moxLDLs)*"' les rendant plus adhérentes a la matrice

. 209
extracellulaire

et limitant leur évacuation (Figure II-1A). Les oxLDLs deviennent
fondamentalement différents des LDL non oxydés dans la mesure ou ils sont capables

. yqe 212 . . , . . .
d’activer les cellules endothéliales™ “, et d’induire des réactions inflammatoires.
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Figure 11-1 : Genése de la plaque d’athérosclérose (Adapté de Berliner NEJM 2005)
L’internalisation des LDLs dans I’intima puis leur oxydation sont les causes de 1’attraction
des monocytes dans le compartiment sous-endothélial. La phagocytose des oxLDLs par les
macrophages les transforme en cellules spumeuses. Tous ces processus aboutissent a
I’augmentation du degré inflammatoire de la plaque naissante.

2. Invasion de la lésion par les macrophages : bénéfique ou délétére ?

La caractérisation des cellules constituant la plaque d’athérosclérose a permis de mettre en
évidence le caractére inflammatoire de la maladie, qui avait déja été précédemment décrit par
Virchow. Les macrophages sont les cellules inflammatoires les plus nombreuses de la plaque
d’athérosclérose*”. Ce sont les oxLDLs qui sont en partie responsables de I’invasion de la
plaque par des monocytes (Figure 11-1B). En effet, les oxLDLs amplifient la production de
chemokines par les cellules endothéliales ou les CMLV*'**'>*'® mais aussi 1’expression de

218,219,220,221

’ y . , . 217 . .
molécules d’adhésion, comme les sélectines™ ', les CAMs par I’activation dans ce

dernier cas de la voie du NF-kB qui va promouvoir 1’expression de ces geénes par la cellule

222

endothéliale™. Ces molécules d’adhésion participent au «rolling » et a 1’adhésion des
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,qe ., ! . . .
monocytes sur la surface endothéliale activée™ et ainsi permettent leur pénétration dans
224,225

I’intima . Une fois sur place, les macrophages phagocytent les lipides oxydés sans
pouvoir les digérer. Progressivement, les macrophages bourrés de lipides oxydés en meurent
et ainsi libérent des radicaux libres qui aggravent 1’oxydation des oxLDLs (« highly oxidized
LDL »). D’autres macrophages internalisent ces oxLDLs hautement modifiés notamment par
leurs récepteurs « scavengers » CD36%2*?’. La digestion de ces lipides hautement oxydés
n’est pas non plus compléte et participe aussi 4 la formation de cellules spumeuses™®. Donc,
si ’intervention des macrophages est indispensable pour tenter de réduire la Iésion (effet
bénéfique initial), elle apparait finalement délétére par I’augmentation de ’oxydation des
LDLs et de I’inflammation in situ. Nous verrons aussi plus loin que leurs roles décrits ici ne

sont pas limitatifs.

3. L’amplification de I’inflammation ?

Au sein de la plaque, la transformation des macrophages en cellules spumeuses active leur
apoptose. Leurs débris cellulaires vont accroitre le centre nécrotique de la lésion, perpétuant la

réponse inflammatoire au sein de la plaque229

. De plus, I’activation des macrophages stimule
les lymphocytes T présents dans la plaque par deux mécanismes. D’une part, ils exposent des
épitopes antigéniques reconnus par les cellules T, et d’autre part, ils produisent beaucoup de

- : . 213.230
cytokines pro-inflammatoires™ >

. En fait, plusieurs types de cellules T ont été détectées
dans la plaque®’, en particulier les cellules T helper de type 1, 2 ou 3 qui sont sous le contrdle
des cellules T-régulatrices (Treg).

L’activation des Thl induit la synthése de cytokines pro-athérogéniques, notamment IFNy>'.
Ce profil de cytokines est contrebalancé par la production de cytokines de type anti-
athérogéniques par les cellules Th2 ou Th3%%. D’ou il a été suggéré que le développement de
la Iésion est sous le controle d’une balance entre Thl et Th2/Th3 a un méme stade de la
maladie®’. Mais des données récentes démontrent que ’action de ces différentes cellules est
en fait sous le controle des cellules Treg™*. Ainsi les cellules Tregl1? ou les cellules Treg
naturelles CD4"CD25" limitent le développement des lésions™°.

La plaque d’athérosclérose est donc un véritable foyer d’inflammation chronique contr6lé par

de nombreuses cytokines inflammatoires pro ou anti-athérogéniques.
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4. Une capsule pour isoler et contenir la Iésion

La progression de 1’athérogenese s’accompagne de la dédifférenciation et de la migration de

CMLV de la media vers I'intima (Figure 11-1C) sous le contrdle des oxLDLs*’ ou de

oy . . 238,2
facteurs libérés par les cellules inflammatoires™®**

ou endothéliales®®. Aprés avoir migré au
niveau de I’intima, les CMLV proliférent sous le controle du PDGF, un facteur de croissance,
et adoptent un phénotype sécrétoire pour synthétiser en abondance des protéines matricielles.

La constitution d’une chape riche en CMLV et en collagéne®*'***

stabilise la plaque
d’athérosclérose. Cependant, les CMLV de la chape sont plus sensibles a 1’apoptose que les

CMLYV de la media, expliquant partiellement 1’instabilité de certaines plaques*.

5. Sclérose de la plaque

Progressivement, des calcifications apparaissent au sein de la plaque, et sont en partie

responsables de la rigidit¢ de la plaque. Ces calcifications correspondent a des dépots

d’hydroxyapatite et de matrice organique’*’

244

comme du collagéne et des protéines telle que
I’ostéopontine (OPN)*** sécrétée par les cellules de la plaque*”?*. L’OPN posséde des
fonctions de chemoattraction®’’ mais intervient aussi dans la différentiation cellulaire™”.

Ainsi, la plaque évoluée devient rigide, peu flexible et susceptible de rompre.

Tous ces phénomeénes ne sont pas seulement séquentiels mais se superposent dans le temps.
Bien évidemment, cette description succinte ne décrit que les grands axes du « paradigme »

actuellement accepté pour la formation de la plaque.

I1. L’athérothrombose

La progression de la plaque est un processus lent et prend des décennies. Il est certain
qu’aujourd’hui nous ne savons toujours pas prédire quand une plaque va entrainer un accident
clinique, comme l’infarctus du myocarde. Cela signifie que des mécanismes qui lient la

plaque a I’apparition de la thrombose a sa surface n’aient pas été identifiés (Figure 11-2).
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Figure 11-2. : Athérothrombose
Coupe transversale d’une
bifurcation artérielle présentant a
gauche une plaque riche en
collageéne (en bleu) au niveau de
I’artere circonflexe et a droite une
plaque riche en lipides et rompue
surmontée d’une thrombose non
occlusive (en rouge)

Ca= calcification ; C=contraste
avec lumen ; T=thrombus
(Fxtrait de Falk Circulation 1995)

1. Définition de I’athérothrombose

Sur la base de critéres histologiques, I’évolution de la plaque d’athérosclérose a été
décomposée en différents stades lésionnels®*”. D’aprés la classification AHA (dmerican Heart
Association), la complication la plus avancée de la plaque athérosclérotique (I€sion de type
VI) correspond a la rupture et la survenue d’une thrombose au site de rupture d’une plaque
fibrolipidique. C’est cette notion que définit le terme « athérothrombose ». Cette complication
de la plaque est alors a I’origine d’accidents cardiaques aigus tels que l’angor instable,

I’infarctus du myocarde ou la mort cardiaque subite.

La découverte de la rupture de plaque et la détection de la thrombose sur le lieu de la rupture
ont d’abord été considérées dans les années 1930 comme I’évolution de la plaque se
manifestant par 4 un événement coronarien fatal’®. La relation rupture/thrombose a ensuite
été documentée par de nombreuses études anatomopathologiques dans les années 1960 2%,
Il fallut attendre les années 1990 pour qu’il apparaisse que la rupture de la surface de la
plaque peut induire une thrombose locale sans entrainer obligatoirement un accident
coronarien aigu fatal*>>*>*. Cela montre que la réponse a la rupture n’est pas univoque et donc

suggere que le contenu ou « I’activité » de la plaque influence cette réponse a la rupture.

11 a alors fallu étudier les mécanismes qui aboutissent a la rupture de la plaque.
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2. Larupture de la plaque

Les premicéres hypothéses mettaient en cause la taille de la plaque, ou plutdt son volume, et le

4 4 SN . 254,255
degré de sténose occluant la lumiére du vaisseau™"

: plus une plaque est importante, plus la
sténose est hémodynamiquement sévére, et plus la plaque risque de se rompre. Mais
I’observation de ruptures sur des plaques faiblement ou moyennement sténosantes a imposé

. 0 n256,257
une révision de cette hypothese™

. La survenue de la rupture sur plaque de volume modéré
s’expliquait alors mieux par la notion de plaque « fragile» ou encore dénommée
« vulnérable ».

Aujourd’hui, il apparait clairement que la composition de la plaque joue un rdle prédominant
dans I’induction d’une rupture et/ou d’une thrombose bien plus que sa répercussion

hémodynamique.

a. Vulnérabilité de la plaque

i. Définition de la vulnérabilité

La vulnérabilit¢ de la plaque est définie par 1’existence d’une chape fragile, c’est-a-dire
prompte a se rompre. Cette fragilité peut concerner toute la chape ou plus fréquemment
résulter d’un amincissement localisé de celle-ci.

La vulnérabilité de la plaque n’est pas corrélée a la sévérité de son degré de sténose®® mais a
sa composition. L’importance du centre lipidique, dii a Daccumulation des lipides
extracellulaires, tout comme [’épaisseur de la chape fibreuse ou encore le degré

d’inflammation de la plaque®®*’

sont les ¢éléments principaux qui déterminent la
, e, 2 .. . , \
vulnérabilité d’une plaque®. Ainsi, une plaque trés jeune ou avancée peut correspondre a

cette définition.

ii. Les causes de la vulnérabilité

Les plaques vulnérables sont caractérisées par une apoptose importante, une
néovascularisation et une réaction inflammatoire prononcée qui favorise la dégradation de la

matrice extracellulaire de la plaque®’.
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v' L’apoptose

Au niveau de la chape fibreuse, la mort des CMLV mais aussi I’absence de réplication des
CMLV diminue la synthése de collagéne fragilisant ainsi les plaques®'%*, dont la résistance
mécanique est amoindrie et qui ont ainsi plus tendance a se rompre.

L’importance de I’apoptose dépend du stade de développement de la plaque d’athérosclérose,
de D’état inflammatoire de la plaque’® et notamment de son environnement oxydatif,

responsable de dommages génomiques au niveau des différents types cellulaires®'.

264,265,266

Ainsi, ’apoptose est néfaste et fragilise la Iésion athérosclérotique augmentant

considérablement son instabilité.

v" La néovascularisation

L’¢épaisseur de la plaque limite la diffusion de ’oxygeéne et I’apport de nutriments dans la
média sous-jacente. Des vasa vasora naissent alors en grand nombre dans ’adventice mais
aussi dans les plaques, sous I’influence de cytokines inflammatoires produites au sein de la
plaque®’*®. Le développement de la lésion athérosclérotique s’accompagne ainsi d’une
néovascularisation importante aggravant I’état inflammatoire des plaques®®~2"’, la survenue
d’hémorragies intra-plaques®’' et augmentant sa fragilité, la plagant dans un état & haut risque

de rupture®’*.

v" La dégradation de la matrice extracellulaire

Outre leur fonction phagocytaire, les macrophages synthétisent des enzymes protéolytiques et

273

notamment les métalloprotéases (MMPs)™" que sont les collagénases, les élastases et les

stromélysines”’*, en réponse a divers stimuli?’>*’**"". Le profil de production des MMPs par
les macrophages mais aussi les CMLV de la chape est trés large et inclut entre autres la
MMP-1, la MMP-2, la MMP-3, la MMP-7 ou la MMP-9 *"**"8 L’effet principal de
I’activation de ces enzymes protéolytiques est la dégradation du collagéne®” rendant la plaque
fragile et susceptible de se rompre. Ainsi, la sur-expression de ces enzymes au niveau des

278,23,280

plaques symptomatiques est corrélée a la vulnérabilité des plaques.
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I1 est donc probable que lors d’épisodes de sur-inflammation de la plaque, la dégradation de la

matrice extracellulaire des plaques par les MMPs diminue sa résistance et la rende vulnérable.

b. Les forces physiques (qui entrainent la rupture de la plaque vulnérable)

A c6té de la composition histologique de la plaque®™’, sa géométrie est aussi un facteur
critique de rupture. Le flux sanguin qui s’exerce au niveau de la plaque est perturbé : de
laminaire et rapide, il devient turbulent et lent. Ceci crée alors des zones de stagnation ou

2

. . 2 , N e s
d’inversion du flux’®, notamment aux épaules de la plaque, zones trés fragilisées de

prédilection de rupture de la plaque™* .

En conclusion, le contenu inflammatoire de la plaque contribue a 1’augmentation de la
vulnérabilité de la plaque, en augmentant 1’apoptose, la néovascularisation et I’activation des
MMPs qui fragilisent la chape. Cette fragilit¢ de la plaque aboutit a la rupture probablement
sous ’effet physique de déformations locales de la paroi. Une rupture de la plaque expose

alors le contenu thrombogeéne de la plaque aux plaquettes sanguines.

3. Lathrombogénicité de la plaque

Les mécanismes qui rendent une plaque hautement thrombogéne ne sont pas tous connus.
Mais il a été montré que la plaque contient de nombreux facteurs comme le facteur tissulaire
(FT), le facteur de coagulation VIII, le collagéne, le facteur vWF, ou les oxLDLs qui

contribuent a sa thrombogénicité.

a. Importance du collagene

L’abondance de CMLV au sein de la plaque d’athérosclérose entraine la synthése accrue de

collagéne de type I et III****® Ces deux formes de collagéne offrent une surface idéale

d’adhésion pour les plaquettes par leur glycoprotéine Gplba.{Nieuwenhuis, 1985 678 /id}**

et facilitent I’agrégation plaquettaire (Figure 11-3) en activant la glycoprotéine GpVI*

plaquettaire apres rupture de la chape.
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Figure 11-3: Thrombogénicité de la plaque d’athérosclérose due a la présence de
collagéne

La présence de collagéne de type I ou III (en brun, sur les photos A) contribue a la
thrombogénicité de la plaque d’athérosclérose. Le collagene, extrait des plaques entraine
une agrégation montrant que le collagéne des plaques est fonctionnel (en B). Une
collagénase abolit cette agrégation.

b. Présence du facteur tissulaire

; . 287,288 ek - .
La présence du FT fonctionnel”™*® a ét¢ mise en évidence au sein de plaques

289290 ga localisation dans le centre lipidique des plaques

289,292,288

d’athérosclérose humaines
d’athérosclérose™' a proximité des cellules spumeuses suggere que sa synthése est
réalisée par les macrophages stimulés par les oxLDLs>>**, Cette hypothése est en adéquation
avec I’observation qu’un régime hypocholestérolémiant diminue la synthése de FT au sein des

plaques®™.

L’activité pro-coagulante du FT peut s’exercer a deux niveaux. D’une part, il participe, en
coordination avec le facteur VII et aussi le facteur VIII a la formation du thrombus au contact
de la zone rompue. D’autre part, le FT contenu dans les microparticules libérées par la plaque
peut induire un état pro-coagulant dans la microcirculation régionale®**?%*?%>. Mais D’activité
du FT est modulée dans les cellules endothéliales, les macrophages et les cellules spumeuses
par la présence d’un inhibiteur du FT, le TFPI®**’. Globalement, le FT est un facteur

thrombogenique de la plaque.
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c. Les autres facteurs pro-agrégants

Le potentiel thrombogénique de la plaque est augmenté par la présence d’autres facteurs pro-
agrégants tels que les oxLDLs, le cholestérol sulfaté, I’ADP et la fibronectine. La rupture de
la plaque d’athérosclérose peut libérer tout ou partie de ces facteurs qui sont autant d’éléments

capables de stimuler les plaquettes sanguines et de participer a la survenue de la thrombose.

L’oxydation des LDLs dans les plaques d’athérosclérose aboutit a la formation de moxLDLs
et d’acide lysophosphatidique (LpA) et leur accumulation dans le centre lipidique de la
plaque. Ces composés provoquent un shape change des plaquettes et amplifient 1’agrégation
plaquettaire en présence d’agonistes augmentant ainsi le potentiel thrombogéne de la
plaque?29300

De plus, le cholestérol sulfate, retrouvé au niveau des LDL mais aussi dans les plaques
aortiques humaines adhére spécifiquement aux plaquettes301 et augmente la réponse
plaquettaire induite par des agonistes classiques comme I’ADP ou la thrombine®”. Par
ailleurs, la présence du facteur vWF, principalement dans les cellules endothéliales a la

surface des plaques™™ contribue également a la thrombogénicité de la plaque®®*.

En conclusion, la rupture de la plaque vulnérable entraine une thrombose locale du fait de
I’exposition de son contenu au flux sanguin. Ce contenu est thrombogene de par la présence
du collagene, du FT et des lipides oxydés. Donc, pour des plaques similaires en taille et chez

des souris de méme age, I’on dervait obtenir une réponse thrombotique semblable.

4. Imprédictibilité de I’athérothrombose

a. Chez I’homme : les données cliniques

L’athérothrombose entraine des complications cliniques comme les syndromes ischémiques
aigus, I’angor instable, I’infarctus aigu du myocarde, engendrant dans de nombreux cas la
mort soudaine du patient. Malheureusement, la prévention primaire de tels accidents
cardiovasculaires est encore impossible, car les facteurs de déclenchement ne sont pas
connus : 1’athérothrombose n’est pas prédictible. Le tabagisme, le régime alimentaire

hypercholestérolémiant, une prédisposition génétique (la population noire est plus touchée
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que la population blanche) sont autant de facteurs qui augmentent le risque de la plaque, mais
leur relation a I’athérothrombose n’est pas claire®”. L’abondance de ces facteurs de risque
reflete la variabilité de la maladie, mais ne permet pas de prédire quand une plaque va se
rompre et thromboser. Ultime preuve de notre méconnaissance, le traitement actuel des
patients a risque ne prévient que partiellement les récidives d’accidents cardio-

vasculaires’?6-207-308:309,

b. Chez I’homme : les données histologiques

La thrombose a été trouvée par les anatomo-pathologistes sur deux types d’altérations de la
plaque humaine : la rupture franche de la plaque et I’érosion de 1’endothélium.

La rupture franche (Figure 11-4) se caractérise par une bréche dans la plaque d’athérosclérose
d’étendue variable. Elle survient généralement sur une chape fibreuse fine qui encapsule un
centre athéromateux inflammatoire di a la présence de macrophages et de cellules T>'**4!-%%%,
La rupture peut s’étendre jusque dans le centre lipidique de la plaque, et met les plaquettes
sanguines a son contact, a partir duquel la thrombose se développe jusqu’a occlure la lumicre
vasculaire. Mais, certaines thromboses sur rupture sont discrétes et asymptomatiques : ces
ruptures sont identifiées par un aspect multicouche qui correspond a des réparations
successives de la chape (Figure 11-4) et d’ailleurs contiennent un nombre important de
CMLV immatures®®*'"*12 A 1’extréme, les autopsies ont mis en évidence la présence de
rupture sur des plaques coronariennes avancées sans aucune trace de thrombose®*>". Le fait
que ces ruptures ne déclenchent pas de thrombose a la surface de la plaque peut étre expliqué
par I’efficacité de la fibrinolyse locale. Une autre explication possible est que la plaque n’est
pas assez thrombogene, c’est a dire que le contenu de la plaque ne déclenche pas la
thrombose.

Donc, la rupture ne suffit pas en elle-méme a entrainer une thrombose massive.

Inversement, 1’absence de rupture ne protége pas de la thrombose. Les érosions superficielles
des plaques (30% des cas) (Figure 11-4) sont décrites par une absence localisée de cellules
endothéliales, réalisant une dénudation endothéliale. La dénudation de la surface endothéliale
entraine I’exposition de la chape, mais pas de I'intérieur de la plaque. La plupart des plaques
¢rodées ne présentent pas de centre nécrotique ; seules quelques cellules inflammatoires
éparses sont présentes 4 coté de 1’abondance de CMLV>'**">. La thrombose ne se focalise

qu’a la surface de la plaque sans envahir la plaque et bien souvent se localise au niveau de
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284

I’épaule distale de la plaque™". A I’extréme, des petites plaques simplement érodées peuvent

provoquer des thromboses massives.

c. Chez la souris

L’ensemble des données de la littérature suggere que la thrombose spontanée sur plaque est
un événement rare. Dans notre laboratoire, nous avons testé sur des souris de méme fond
génétique, de méme age et soumises aux mémes conditions d’élevage et de nutrition 1’effet
d’une rupture de plaque. Nous pouvons affirmer qu’il y a une grande variabilité¢ dans la

réponse thrombogénique, alors que les plaques paraissent similaires.

En conclusion, toutes ces observations suggérent une variabilité trés importante de la
thrombogénicité des plaques. Les études anatomo-pathologiques nous permettent de dire que
la rupture joue un grand role dans la survenue des thromboses, mais nous autorise aussi a dire
que la rupture ne suffit pas a expliquer la thrombose. La plaque a une capacité variable a

déclencher la thrombose : sa thrombogénicité est modulable.
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Rupture de plaque

Figure 1-4 : Exemples d’athérothrombose de plaques rompue, érodée et réparée
Exemple de rupture franche ayant entrainé un infarctus du myocarde aigu fatal pour le
patient. La chape fibreuse contient peu de CMLV et le centre nécrotique contient des
cellules spumeuses (F). Au niveau médial, la limitante élastique interne (IEL) est dégradée.
Les érosions ont lieu sur des plaques riches en CMLV et proétoglycannes. Quand il est
présent (photo de droite: NC), le centre nécrotique ne communique pas avec le thrombus
luminal (Th). Les plaques avec des érosions (gauche) « réparées » (téte de fléche) sont
constituées de plusieurs couches de collagéne et sont riches en CMLV. Les plaques
présentant des ruptures (droite) « réparées » (fleche) contiennent de nombreuses CMLV et
une matrice riche en collagéne.
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I11. Hypothese : L’ inflammation de la plague module I’athérothrombose.

La plaque d’athérosclérose est une 1ésion évoluant sous le controle de I’inflammation vers sa
rupture. C’est encore I’inflammation qui rend la plaque fragile (vulnérabilisation) et de fait
favorise la rupture. L’abondance des facteurs thrombogéniques notamment le collageéne, le FT
ou encore les oxLDLs, présents dans la plaque explique la réponse thrombogénique.
Cependant, de nombreux arguments montrent que la survenue de la thrombose n’est pas
expliquée seulement par la rupture. Donc, il existe des facteurs régulant la thrombogénicité de
la plaque. Comme la plaque est un foyer inflammatoire chronique, j’ai recherché un médiateur
inflammatoire qui influence la réponse thrombotique de la plaque.

L’on sait que I'une des voies de I’inflammation est la voie de I’AA et que la stimulation de
cette voie induit la production de prostanoides sous la dépendance de 1’isoforme COX-2.

Ces prostanoides sont sans doute impliqués dans 1’athérosclérose, parce que la COX-2 est un

16 o . .
, est co-localisée dans les plaques d’athérosclérose

marqueur de risque en clinique humaine’
humaines avec les macrophages 3172231823319 Fjgure 11-5) et la mPGES-12%**(Figure 11-

6).

® ‘ Expression d’ARTNm ‘ ‘ Detection de la COX-2 ‘ ‘ Co-localisation de COX-2 et macrophages
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Figure.ll-5 : Détection de COX-2 dans les plaques d’athérosclérose humaines en co-
localisation avec les macrophages

Des ¢études RT-PCR, Westren Blot (A) ou immunohistologiques (B) ont permis la détecttion
de I’expression la COX-2 au niveau des plaques athérosclérotiques. Elle se localise au sein
des plaques dans les régions riches en macrophages (C), et notamment au niveau des
¢paules de plaque (D).
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Figure 11-6 : Co-localisation COX-2 et mMPGES-1 au sein des plaques d’athérosclérose
humaines

Diverses ¢études ont détecté la présence de la mPGES-1 en co-localisation avec la COX-2 au
sein des plaques d’athérosclérose (A et B). Dans les plaques humaines symptomatiques, la
détection de ces deux enzymes est plus marquée ce qui montre que I’inflammation induit les
expressions de la COX-2 et de la mPGES-1 dans les plaques.

L’on sait que l’activation de la COX-2, modifie in vitro le profil de production des
prostanoides au profit d’une augmentation quasi-exclusive de PGE2 dans des
monocytes/macrophages’®. Cette donnée suggére que la PGE2 est produite par les
macrophages de la plaque. L’on sait aussi (premiere partie de ma thése) que la production de
PGE?2 par la paroi artérielle enflammée facilite la thrombose artérielle via son récepteur EP3.

Mais son role dans 1’athérothrombose est a définir et a démontrer.

Donc, la question qui a guidé nos hypothéses a été de déterminer si la voie de I’AA produit un
médiateur susceptible de rendre compte de la variabilité de la thrombogénicité de la plaque.
Mon hypothése est donc que le médiateur en question est la PGE2 qui sensibilise les

plaquettes au contact de la plaque et ainsi aggrave ’athérothrombose (Figure 11-7).

Pour tester ces hypothéses, j’ai examiné si la plaque produit de la PGE2, si cette PGE2 intra-
plaque est fonctionnelle et peut étre libérée par la plaque pour agir sur les plaquettes. J’ai
utilisé plusieurs modeles d’induction de la thrombose a la surface de la plaque pour

déterminer le role de la PGE2 dans 1’athérothrombose.
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Figure 11-7 : 2™ Hypothése de travail

La plaque, inflammation chronique de la paroi artérielle produit-elle suffisamment de PGE2
fonctionnelle pour agir sur le récepteur EP3 et aggraver la thrombose qui survient apres
rupture de la plaque et induite par les agonistes de la plaque?
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Pour tester le role de la PGE2 dans I’athérothrombose, j’ai utilisé la lignée de souris
invalidées pour le géne 1’apolipoprotéine E (ApoE'/')321’322, disponible dans le laboratoire.
L’ApoE est une protéine ubiquitaire et constitutives des chylomicrons, des HDL ou des
VLDLs. Elle joue un role dans le transport de ces lipoprotéines et I’¢limination de leur
remnants (partie de la lipoprotéine résiduelle apres délivrance de la plus grande partie de son
contenu lipidique aux tissus périphériques)’>. L’absence du géne de I’ApoE cause alors une
hypercholestérolémie. La lignée de souris ApoE”" développe ainsi spontanément des plaques
d’athérosclérose™. Les 1ésions athérosclérotiques développées dans les artéres de souris
ApoE”" ressemblent a celles développées par I’homme et constituent un bon modéle
d’étude’®**?%. Lorsque les souris ApoE'/' sont nourries par un régime alimentaire riche en

_ , 11 4ea325 326,327
graisse, le développement de leurs plaques est accéléré™ ™ ">,

I. Production de PGE2 par la plaque d’athéerosclérose

Dans la premicre partie de ma thése, j’ai montré que la paroi artérielle produit de la PGE2 en
réponse a un stimulus inflammatoire aigu et chronique. Ceci suggeére que la plaque
d’athérosclérose, foyer inflammatoire chronique, produit également de la PGE2. J’ai donc
dosé la PGE2 tissulaire a partir de broyats d’aortes de souris ApoE™" et ApoE™".

Le contenu aortique basal en PGE2 détecté en 1’absence de plaque chez les souris ApoE™"
(661 + 98 pg/aorte, n=12) est significativement augmenté chez les souris ApoE”" porteuses
de plaques (2483 * 485 pg/aorte, n=14, vs. P<0.05) (Figure 11-8). Cette quantité est encore
plus élevée lorsque que les souris ApoE™" ont été soumises 4 un régime alimentaire riche en
graisse (5018 + 705 pg/aorte, n=23, P<0.001) (Figure 11-8). Il semble donc que la quantité de
PGE2 soit directement corrélée a I’importance des plaques.

Pour étudier si la production de la PGE2 est fonction de la taille des plaques, j’ai analysé le
contenu aortique en PGE2 en fonction du poids de 1’aorte. Chez les souris sauvages, aucune
corrélation n’apparait (r’=0,35) (Figure 11-8). A ’inverse, le poids de 1’aorte des souris ApoE™
" est directement corrélé avec le contenu en PGE2 de I’aorte (1°=0,82) (Figure 11-8). Comme
le poids de D'aorte est lui-méme corrélé a 1’importance des plaques qui s’y sont
développées™®, ’on peut en déduire que la quantité de PGE2 est liée a I’importance des
plaques d’athérosclérose. Donc, les plaques d’athérosclérose synthétisent la PGE2 en

abondance.
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Figure 11-8 : Dosage tissulaire de la PGE2 dans des plaques d’athérosclérose murine
Le contenu aortique de la PGE2 augmente en présence de plaques d’athérosclérose murine
et d’autant plus que le développement des plaques est accéléré par un régime riche en
graisse. Le contenu en PGE2 est directement corrélé a I’importance des plaques
d’athérosclérose (coefficient de corrélation, r2=0,82)

*, P<0.05, *** P<0.001 HFD= High Fat Diet

Il. La PGE2 produite par la plague est fonctionnelle.

1. Etudes in vitro

La plaque d’athérosclérose est un lieu hautement réactif ou beaucoup de réactions oxydatives
se produisent. Des ions superoxydes pourraient ainsi modifier la structure de la PGE2 et
affecter sa fonctionnalité, notamment sa capacité a se lier a son récepteur EP3.

4 Lo: 286;2
Des études antéricures 86,298

ont montré que le broyat de plaque d’athérosclérose entraine
I’agrégation de plaquettes in vitro. J’ai repris leur idée pour tester la fonctionnalité de la PGE2
« intra-plaque ». Les concentrations élevées de broyat de plaques provoquent une agrégation
immédiate et puissante qui est insensible a 1’action de la PGE2; j’ai donc pris soin de
déterminer les faibles concentrations de plaques qui me permettront de mettre en évidence une
éventuelle facilitation de 1’agrégation par la PGE2 intra-plaque. J’ai ensuite mis des
suspensions de plaquettes de souris Ep3™" ou Ep3” en présence de concentrations sous-
maximales de broyats de plaque (0,5mg/mL). En présence du récepteur plaquettaire EP3, les

plaquettes agrégent en réponse a la dose sous-maximale de broyats de plaque (54,7 + 7,9 % de

I’agrégation maximale, n=6) (Figure 11-9, tracé vert). A I’inverse, 1’absence du récepteur EP3
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au niveau des plaquettes diminue voire abolit I’agrégation plaquettaire induite par la méme
concentration d’homogénat de plaques (7,6 + 2,1 % de I’agrégation maximale, n=6, P<0.002)
(Figure 11-9, tracé rouge), et représente seulement 14% de 1’agrégation obtenue avec les

plaquettes Ep3™"".
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Figure 11-9 : Activation du récepteur plaquettaire EP3 par des homogénats de plaque
d’athérosclérose

L’agrégation plaquettaire (tracé représentatif, a gauche) est nettement diminuée en
I’absence du récepteur EP3 sur les plaquettes (tracé rouge) apres I’exposition des plaquettes
a une suspension d’homogénat de plaque. Il existe donc dans la plaque d’athérosclérose une
molécule capable d’activer le récepteur plaquettaire EP3. **, P<0.002

Donc, il existe dans les broyats de plaque une molécule qui active le récepteur plaquettaire
EP3. Cette molécule est probablement la PGE2 mais la plaque est un milieu contenant
d’autres molécules capables d’activer éventuellement le récepteur EP3. En effet, il a été
montré par exemple que le récepteur EP2 peut étre activé par certains lipides oxydés de la
plaque, les oxPAPC, en plus de son ligand naturel, la PGE2*”. Les oxPAPC, plus
particulierement leur composé PEIPC active la voie de transduction EP2-Gs-AMPc et
participe aux interactions monocytes-cellules endothéliales en augmentant 1’expression de la
B1 intégrine. J’ai donc cherché a mettre en évidence dans les plaques d’athérosclérose une
autre substance que la PGE2 capable d’activer le récepteur EP3.

Pour cela, j’ai stoppé la production intra-plaque de PGE2 en inactivant irréversiblement les
COX par I’administration de fortes doses d’aspirine (500mg/Kg/8jours en IP) a des souris
ApoE”". Le dosage tissulaire de la PGE2 des plaques de ces souris ApoE™" a confirmé que le

niveau de PGE2 n’est pas significativement différent de la valeur de base trouvée dans les
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aortes de souris ApoE ™" non traitées (401,1 + 163,8 pg/aorte, n=4 vs. 661 + 98 pg/aorte,
n=12).

S’il existe une autre molécule activant de fagon non spécifique le récepteur EP3, I’homogénat
des plaques devrait faciliter 1’agrégation des plaquettes portant le récepteur EP3, mais pas les
plaquettes dépourvues de EP3. Or I’agrégation induite par les broyats de plaque n’a pas été
influencée par I’absence du récepteur plaquettaire EP3 (38,4 + 3,0 %, n=6 vs. 37,7 + 4,3 % de
I’agrégation maximale, n=6, P = NS) (Figure 11-10). Donc, il n’existe pas de molécule autre
que la PGE2, produit par les plaques et qui soit capable d’activer le récepteur plaquettaire

EP3. L’activation du récepteur EP3 est due a la seule PGE2 intra-plaque.
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Figure 11-10 : Seule la PGEZ2 intra-plaque agit sur le récepteur EP3 plaquettaire
Les plaques d’athérosclérose de souris dépourvues de PGE2 a la suite d’un traitement par
forte dose d’aspirine sont insensibles a la présence de EP3 (tracé représentatif a gauche).

Ainsi, seule la PGE2 contenue dans les plaques est capable d’activer le récepteur EP3.
NS, P>0,05.

En conclusion, les plaques d’athérosclérose produisent une importante quantité de PGE2 qui
reste fonctionnelle au sein des plaques. Cela suggere que la PGE2 intra-plaque facilite
I’athéro-thrombose, mais ce résultat a été obtenu in vitro.

Il faut maintenant montrer que la PGE2 produite a I’intérieur de la plaque puisse réellement

atteindre la région sous-endothéliale sans étre modifiée pour pouvoir agir sur les plaquettes.
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2. Etude in vivo

Pour pouvoir faciliter 1’agrégation plaquettaire la PGE2 intra-plaque doit encore étre
fonctionnelle quand elle vient au contact des plaquettes sanguines. Pour tester ce point, j’ai
forcé la plaque a produire les métabolites de I’AA et donc a produire de la PGE2, en espérant
que D’exposition de la plaque a ’AA entraine une thrombose locale, qui serait alors
probablement due a 1’activation des plaquettes par le TXA2. Si I’étendue de cette thrombose
dépend de la présence de EP3 sur les plaquettes, alors je pourrai conclure que la PGE2
produite par la plaque a facilité I’athérothrombose. Cela montrerait aussi indirectement que la

PGE?2 intra-plaque a atteint les plaquettes tout en restant fonctionnelle.

a. Procédure

Pour forcer la plaque a produire de la PGE2, j’ai mis au point un systéme de chambre de
perfusion au niveau des arteres carotidiennes qui permet d’interrompre provisoirement le flux
sanguin et d’exposer la plaque a une solution contenant la molécule a délivrer. Cette chambre
d’injection est obtenue par la mise en place de lacs au niveau de la carotide commune (en
amont de la plaque) et des carotides interne et externe (en aval de la plaque). Une seringue
équipée d’une aiguille adaptée est introduite dans la carotide interne pour rincer la chambre
vasculaire avec du sérum physiologique avant de stimuler la surface de la plaque avec de
I’AA pendant 10 minutes (Figure 11-11). Une fois la stimulation terminée, la carotide interne
est ligaturée et les lacs sont enlevés pour rétablir la circulation du flux sanguin, de la carotide

commune vers la carotide externe.

Injection ,, /5 AA,
Chambre d’injection 2 pg/ul

Carotide Carotide interne

commune

Carotide externe

Figure 11-11 : Chambre d’incubation d’une plaque d’athérosclérose carotidienne

Deux lacs sanguins interrompent le flux pour constituer une chambre vasculaire. Apres
rincage de la chambre avec du serum physiologique, la plaque est stimulée
endoluminalement pendant 10 minutes par 1uL d’AA (2ug/pL) injecté dans la chambre a
partir de la carotide interne. Le rétablissement du flux se fait dés la fin de la stimulation.
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Jai effectué des tests préliminaires pour déterminer la concentration d’AA qui respecte la
paroi saine, c’est-a-dire qui ne provoque pas de thrombose a son contact. Le pari était alors
que cette dose serait suffisante pour stimuler la plaque et provoquer une thrombose a son
contact, puisqu’elle contient plus de macrophages que la paroi normale.

Ainsi, apres avoir testé différentes doses faibles d’AA, j’ai trouvé que la dose endoluminale
maximale respectant la paroi saine est de 2ug/uL (Figure 11-12 photo « plaquettes EP3"" 5
en haut a gauche; 0,94 x 10° pixels/minute, n=8, Figure 11-12). A I’inverse, 1’exposition
endoluminale de la plaque a cette méme dose d’AA provoque 1’apparition d’une thrombose
artérielle a son contact apres le rétablissement du flux sanguin (Figure 11-12, photo du milieu
a gauche). J’avais donc mis au point un modele d’ « athérothrombose provoquée ».

Sous le macroscope fluorescent muni d’un filtre a double bande, il est aisé d’observer la
thrombose artérielle (détection en vert des plaquettes chargées en calcéine) qui se développe

sur la plaque d’athérosclérose (détectée en jaune orangé, due a son autofluorescence).

b. Résultats

Pour examiner si la PGE2 intra-plaque influence cette athérothrombose provoquée, j’ai utilisé
des souris (4poE”,Ep3”) (DKO), ayant recu des plaquettes fluorescentes Ep3™" ou Ep3™”.
Jai utilisé¢ les DKO pour éviter que les plaquettes natives exprimant le récepteur EP3 des
souris ApoE” "~ EP3"" ne recrutent les plaquettes fluorescentes et déficientes pour le récepteur
EP3, augmentant artificiellement I’importance de la thrombose. Les plaquettes natives des
souris DKO n’exprimant pas le récepteur EP3 ne seront donc pas activées par le couple
PGE2-TXA2 de la plaque et ne recruteront donc pas des plaquettes fluorescentes. Ainsi, cette
lignée de souris permet de tester si la PGE2 dont la production est forcée dans la plaque

atteint les plaquettes en étant fonctionnelle.

L’administration endoluminale d’AA (2pg/uL) au niveau de plaques de souris DKO injectées
de plaquettes fluorescentes Ep3 “* induit une thrombose artérielle évolutive (52,9 + 14,8 x 10°
pixels/minute, n=10, Figure 11-12 photo du milieu et graphe). Lorsque les souris DKO sont
injectées avec des plaquettes fluorescentes Ep3”, I’étendue de la thrombose artérielle détectée
a la surface de leur plaque est significativement diminuée (8,7 + 2,5 x 10° pixels/minute,
n=10, P<0,05, Figure 11-12 photo du bas et graphe). Cela suggere que la PGE2 produite par
la plaque exposée a I’AA a été capable de sortir de la plaque pour activer son récepteur

plaquettaire EP3.
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Figure 11-12 : La PGE2 intra-plaque, dont la production a été forcée par I’exposition
de la plaque a I’AA, active son récepteur plagquettaire EP3

L’exposition endoluminale de la carotide saine a I’AA (2ug/uL) n’entraine pas de
thrombose artérielle (photo du haut). A I’inverse, I’exposition in vivo de la plaque a cette
méme dose d’AA induit la survenue de thrombose développée lorsque le récepteur EP3 est
présent sur les plaquettes (photo du milieu). Mais, lorsque les plaquettes sont dépourvues de
récepteur EP3, I’étendue de la thrombose est significativement diminuée (photo du bas).

*, P<0,05. *** P<0,005

Cependant, ce résultat ne permet pas de prévoir le role de la PGE2 en situation
physiopathologique, pour les trois raisons suivantes :

1) j’ai travaillé sur des souris DKO, qui sont invalidées pour les génes ApoE et Ep3. Or il
n’est pas évident que I’absence de EP3 ne modifie pas le développement la plaque,
quantitativement et qualitativement. Comparer les plaques de fagon quantitative est faisable.
Aprés prélévement et dissection, j’ai coloré les aortes de souris ApoE”" vs. DKO avec du Noir
Sudan, connu pour sa fixation aux graisses et donc aux plaques. L’aire des plaques a été
quantifiée par le logiciel Adobe Photoshop et a été reportée a 1’aire totale de ’aorte. L’aire
occupée par les plaques aortiques chez les souris ApoE™" est similaire a celle occupée chez les
souris DKO (49,3 = 4,1 %, n = 10 vs 49,8 £ 5,1 % de I’aire aortique totale, n = 9, P=0,89)
(Figure 11-13). Cela montre que I’absence du géne Ep3 ne modific pas 1’extension des

plaques d’athérosclérose.
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Par contre, la comparaison qualitative est a priori complexe (par exemple, la fonction des
macrophages de la plaque est-elle modifiée par 1’absence de EP3 ?), si bien qu’il est plus
rapide d’examiner le role de la PGE2 dans un mode¢le plus proche de la réalité physiologique.
2) Ce mod¢le d’induction qui forge la production de PGE2 ne nous permet pas de conclure
que la PGE2 de la plaque joue un rdle pro-thrombogeéne dans 1’athérothrombose dans la
mesure ou la plaque n’est pas soumise a un stress physiopathologique dans mon mod¢le
d’athérothrombose forcée.

3) De plus, la plaque contient de nombreux autres agents influencant 1’agrégation plaquettaire,

1 .
301 Cest une raison

comme le collagéne®®®, le LpA™®, les moxLDLs>* et le cholestérol sulfate
supplémentaire pour établir le réle relatif de la PGE2 en physiopathologie, c’est a dire
d’examiner si son role est suffisamment important pour moduler la thrombose provoquée par

une rupture de la plaque.

En conclusion, la réduction de 1’athérothrombose induite par ’AA en absence de EP3
suggere que la PGE2 reste fonctionnelle dans la plaque in vivo et de plus qu’elle est capable
de sortir de la plaque pour activer les plaquettes. Cependant, ce modéle ne permet pas de
montrer que la PGE2 joue un réle en physiopathologie. En utilisant un modele de rupture de

plaque, j’ai voulu répondre a cette question.
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I11. Réle de la PGE2 dans I’athérothrombose sur rupture de plaque

1. Modeles d’induction de rupture de plaque

Le concept actuellement accepté est que la rupture de la plaque entraine la thrombose locale
en exposant son contenu thrombogénique aux plaquettes. Mon but a alors été de mettre au
point un modele de rupture pour tester le role de la PGE2.

Bien que les souris ApoE” sous régime alimentaire riche en graisse (6 mois ou plus)
développent des ruptures spontanées de plaques®”’, ces ruptures sont tardives et imprévisibles.
Différents modéles de rupture sont exposés dans la littérature : écrasement de la plaque entre
deux pinces crantées”, induction de ’apoptose de cellules endothéliales entrainant une

ot 331,332
¢érosion de la plaque™”

manchon’?>,

, ou modele complexe de ligature suivie de mise en place d’un

Nous avons décidé dans le laboratoire d’utiliser une technique de rupture qui soit aussi proche
que possible de la situation clinique. J’ai donc mis au point la technique du ballonning chez la
souris. Devant la constatation étonnante que 1’écrasement de la plaque ne suffit pas a entrainer
une thrombose intra-luminale, j’ai vérifi¢ ce résultat en utilisant des techniques moins
sophistiquées, comme 1’écrasement par pince et la rupture in situ par grattage de la surface de

la plaque.

a. Le ballonning

La technique du ballonning consiste a introduire un cathéter surmonté d’un ballon dans la
carotide commune, a le placer en face d’une plaque d’athérosclérose et a dilater le ballon pour
rompre la plaque. Le ballon étant empli préalablement de calcéine, molécule fluorescente, la
progression et la dilatation du ballon est sous controle de I’expérimentateur sous le
macroscope a fluorescence. Apres la dilatation de la plaque, le ballon est retiré de 1’artére et le
flux rétabli (Figure 11-14).

Chez les souris sauvages, la dilatation de la paroi saine a entrainé une accumulation de
plaquettes qui s’estompe trés rapidement avec le temps mais aucune vraie thrombose artérielle
ne se développe, sans doute parce que la paroi souple ne se déchire pas (Figure 11-14). A
notre grande surprise, la dilatation prononcée et répétitive de la paroi porteuse de plaque
d’athérosclérose n’a pas entrainé¢ de thrombose importante. Les seuls thrombi détectés étaient

localisés aux abords de la plaque (Figure I1-14). Une explication possible est que cette
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procédure n’est pas assez « violente » pour rompre réellement la plaque d’athérosclérose.

C’est la raison pour laquelle nous avons alors essayé une méthode moins sophistiquée, mais

plus radicale.

Procédure
@' —
: M
T el e e e e e WD
U U

B. Souris ApoE™"

A. Souris sauvages

N Dilatation de la

carotide saine (gauche)
ApoE”  (droite) par
gonflement du ballon

Carotide

commune
Ouverture longitudinale
de la carotide

Carotide

commune

Figure 11-14 : Technique du ballonning

La dilatation de la paroi artérielle saine (a2 gauche) entraine une accumulation de plaquettes
(a 5Smin) qui s’estompe rapidement (6min). La dilatation de la carotide porteuse de plaque
entraine la survenue de quelques thromboses de faibles étendues a I’abord de la plaque.

b. L' utilisation de pinces

Cette méthode consiste a écraser la plaque entre deux pinces a bouts crantés. Une fois la
plaque rompue par cette procédure, les marques faites par les crans des pinces dans la plaque
peuvent étre observées (Figure 11-15). La rupture de la plaque est donc évidente. Cette

rupture entraine une thrombose, mais réduite, parfois méme inexistante et qui se développe a
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coté des fractures de la plaque (Figure 11-15). Une étude utilisant cette procédure avait déja
rapporté que la paroi « saine » adjacente a la plaque est plus réactive, générant plus facilement

330 . .
. Nos données confirment ce point.

une thrombose locale
Non seulement cette méthode n’entraine pas de thrombose massive, mais aussi et surtout elle
n’est que peu controlable dans la mesure ou la paroi saine adjacente est trop facilement 1ésée.
D’ou le risque trop important de détecter de la thrombose non liée a la plaque. De plus,
I’incidence non négligeable d’hémorragie adventicielle interférait avec la détection du signal

vert de la thrombose. J’ai donc préféré continuer mes essais en rompant directement la plaque

in situ.

Procédure Observations

Carotide
commune

Pinces a bouts
crantés

Figure 11-15 : Utilisation de forceps

L’écrasement de la plaque (*) par des pinces a bouts crantées n’entraine pas de thrombose
(en vert) aux sites 1ésés de la plaque (fleches blanches) mais sur la paroi adjacente a la
plaque lésée.

c. Constitution d’une lésion superficielle par griffure

Cette technique utilise une aiguille stérile et trés fine dont I’extrémité est recourbée pour
faciliter la griffure de la surface de la plaque. L’aiguille est introduite par une collatérale de la

carotide interne ligaturée apres la procédure (Figure 11-16).
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Carotide Rupture

Collatérale

Aiguille recourbée

Plague

Carotide externe

Figure 11-16 : Modéle de rupture de la plaque

Une aiguille stérile dont I’extrémité est recourbée est introduite par une collatérale de la
carotide interne sans interruption de flux sanguin. Une fois la plaque rompue, I’aiguille est
retirée et la collatérale fermée.

En réponse a la griffure restreint a la surface de la plaque, de petits thrombi sont détectés au
contact de la plaque 1ésée (Figure 11-17). Ces thromboses étaient réduites, jamais occlusives,
mais elles peuvent cependant étre quantifiées par notre systéme de détection. Ces thromboses
sont bien conséquentes d une rupture de plaque car la présence de rupture a ét¢ confirmée par

I’observation en microscopie ¢électronique de la surface des plaques 1ésées (Figure 11-17).

Détection d'une thrombose (en vert) a la surface
d'une palque rompue (en jaune orangé)

Detection de ruptures a la surface  §
de palques rompues | =

Figure 11-17 : Exemples de ruptures induites a la surface des plaques murines
L’étendue de la thrombose a la surface de plaque rompue est limitée mais détectée (en vert).
L’analyse en microscopie électronique confirme la présence de rupture de la plaque.

J’ai donc utilisé cette méthode pour déterminer si la PGE2 produite par la plaque facilite

I’athérothrombose sur rupture de plaque, et via son récepteur EP3.
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2. Larupture de la plaque entraine une thrombose EP3 dépendante

L’étendue de la thrombose détectée aprés un griffure de la plaque de souris ApoE” injectées
de plaquettes fluorescentes Ep3™" est variable (15,6 + 4,7 x10* pixels/minute, n=13, Figure
11-18). Mais I’étendue de la thrombose chez des souris ApoE” injectées de plaquettes
fluorescentes Ep3'/ " est extrémement réduite (0,72 + 0,5 x 10 pixels/minute, n=10, P=0,008,
Figure 11-18). Ainsi, la rupture de la plaque entraine une thrombose qui est dépendante de la

présence du récepteur EP3 sur les plaquettes.

Comme le récepteur plaquettaire EP3 est spécifique de la PGE2 et que la plaque produit de la
PGE?2, la thrombose détectée a la surface des plaques est dépendante de la PGE2 provenant de
la plaque, a condition qu’il n’y ait pas de biais di a une différence dans ’extension de la
rupture entre les deux groupes. L’analyse par microscopie électronique m’a permis de vérifier
I’absence de ce biais. Les ruptures ne sont pas spécifiquement différentes entre les deux

groupes (34200 + 7691 pm?, n=13 vs. 35600 + 7454 um?’, n=10, P=0,89) (Figure 11-18).
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Figure 11-18 : Athérothrombose dépendante du récepteur EP3
L’étendue de la thrombose induite par une rupture a la surface de la plaque d’athréosclérose
est significativement diminuée lorsque les plaquettes injectées son invalidées pour le
récepteur EP3. L’athérothrombose est aggravée en présence de EP3. L’étendue de la rupture
des plaques est similaire dans les deux groupes testés (en encadreé).

Dans ce modele, 1’étendue de I’athérothrombose est minimale, et cela peut-étre di a 1’état
inflammatoire modéré de la plaque est. Mais cette inflammation produit suffisamment de

PGE2 pour faciliter 1’action des agonistes exposés par la rupture de la plaque. Ainsi, a elle
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seule, cette expérience proche des conditions physiopathologiques confirme tous les résultats
précédemment montrés, a savoir que 1/ la plaque produit de la PGE2, 2/ que cette PGE2 reste
fonctionnelle 3/ que cette PGE2 active son récepteur EP3 sur les plaquettes luminales
facilitant leur agrégation.

Par ailleurs, 1’on sait que 1’état inflammatoire des plaques peut varier et que la quantité de
PGE2 est augmentée en réponse a l’inflammation. Cela suggere que plus une plaque est

enflammeée, plus elle va produire de la PGE2, et devrait ainsi amplifier I’athérothrombose.

3. Effet de I'augmentation de la PGE2 intra-plaque sur I’athérothrombose

Dans le premier paragraphe de cette seconde partie, j’ai montré que les plaques de souris
ApoE” soumises a un régime hypercholestérolémiant synthétisent plus de PGE2 que les
plaques de souris ApoE”" soumises 4 un régime alimentaire normal. Aprés avoir nourri
pendant 5 semaines des souris ApoE” avec un régime hypercholestérolémiant, j’ai rompu
leurs plaques carotidiennes et ai évalué la thrombose sous-jacente aprés injection de
plaquettes fluorescentes portant le récepteur EP3. L’étendue de la thrombose est
significativement augmentée par rapport au groupe de souris ApoE”" soumises 4 un régime
alimentaire normal (7,94 + 3,12, n=9 vs. 1,56 = 0,47, n=13, Pw=0,038) (Figure 11-19). Ainsi,

cette expérience suggere que la quantité de PGE2 intra-plaque détermine la thrombogénicité

de la plaque.
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Figure 11-19 : Aggravation de I’athérothrombose
La thrombose détectée a la surface des plaques rompues est significativement aggravée en
réponse a un régime alimentaire riche en graisse soumis aux souris ApoE” f

93



PARTIE II : RESULTATS

En conclusion, mes travaus ont permis de vérifier les hypothéses posées. La plaque produit
de la PGE2, qui est fonctionelle et qui est capable d’atteindre les plaquettes sanguines pour les
sensibiliser aux agonistes libérés par la rupture de la plaque. Donc, la PGE2 aggrave
I’athérothrombose et joue un role important dans la thrombogénicité de la plaque (Figure 11-
20).

Donc, effectivement I’activation de la voie de I’AA produit un médiateur dans la plaque

susceptible de moduler sa thrombogénicité.

In vivo

+/ Agrégation

Agoniste ==

+
;mie/M/ \ PGI2 Cellules endothskiales

Rupture de plaque Paroi artérielle SAINE

Figure 11-20 : Conclusion de la deuxiéme partie
La PGE2 est produite par la plaque aggrave 1’athérothrombose au niveau de plaque rompue
en activant son récepteur EP3 plaquettaire.
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Abstract

Prostanoids, bioactive lipids derived from arachidonic acid (AA), are important for vascular
homeostasis. Among them, prostaglandin E2 (PGE2) enhances aggregation of platelets sub-maximally
stimulated in vitro. This results from activation of EP3, one of the four PGE2 receptors, which
decreases the threshold at which agonists activate platelets to aggregate. Although PGE2 altered
venous thrombosis induced by administration of AA, its role in physiopathological conditions has
remained speculative. We report here that arterial wall subjected to inflammatory stimuli produces
PGE2. In several models, we show that PGE2 produced by the arterial wall facilitates arterial
thrombosis. Next, we detected PGE2 in murine atherosclerotic plaques. We demonstrate that this
plaque-produced PGE2 is not altered and is still able to activate EP3. In addition, we present evidences
that PGE2 can leave the plaque and activate EP3 on blood platelets. Consistent with these findings, we
observed that atherothrombosis induced in vivo by mechanical rupture of the plaque was drastically
decreased when platelets lacked EP3. In conclusion, PGE2 facilitates the initiation of arterial
thrombosis and hence contributes to atherothrombosis. Inhibition of its platelet EP3 receptor should

improve prevention of atherothrombosis.



Introduction

Atherosclerosis is an inflammatory disease and thickens the intimal part of the arterial wall by focal
plaques, which are confined by a fibrous cap and covered with the endothelial layer (1;2).
Atherothrombosis is the occurrence of thrombosis on the surface of these plaques. This major
complication is induced by either a mere denudation of the endothelium, also called endothelial
erosion, or a frank rupture of the fibrous cap. The endothelial erosion exposes subendothelial collagen,
releases von Willebrand factor and promotes platelet aggregation. In addition to these mechanisms, the
rupture releases tissue factor contained in the lipid core (3), and activates the coagulation pathway
which increases the thrombogenic stimulus. However, a superficial erosion may trigger massive
thrombosis (4;5) while a rupture may induce only limited thrombosis (6). Therefore, the resulting
thrombotic response must be influenced by other factors such as the platelet aggregability, which might
play a pivotal role in regulating the response to stimuli.

The chronic inflammatory condition prevailing in the plaque explains the presence of numerous
macrophages and the activation of their phospholipase A2 which releases AA from membrane
phospholipid pools. Cyclooxygenases (COXs) and particularly COX-2 are expressed in plaques (7;8)
and convert AA into the cyclic endoperoxide PGH2. The structure of PGH2 is then rearranged by
specific enzymes to yield several prostanoids, such as thromboxane A2 (TXA2), prostacyclin (PGI2)
or PGE2, depending on the tissue considered. In the plaque, PGH2 is thought to be preferentially
converted into PGE2. This is consistent with in vitro preferential production of PGE2 by sustained
stimulation of macrophages (9;10) and with identification in the plaque of mPGES-1 which converts
PGH2 into PGE2 (8;11). Indeed, dissected murine ApoE™" aorta surviving in culture media were shown
to produce PGE2 (12).

In vitro, PGE2 by itself does not induce aggregation of platelets, but modulates the response to their

agonists. High levels of PGE2 (>10°M) inhibit platelet aggregation through non-specific activation of



IP, the receptor for PGI2, whereas low levels (<10°M) increase aggregation of sub-maximally
stimulated platelets (13;14), an effect named potentiation. The specific actions of PGE2 are mediated
through binding to four different G protein-coupled heptahelical receptors, EP1, EP2, EP3 and EP4
(15). EP2, EP3 and EP4 mRNAs have been identified in murine platelets, where EP3 expression
predominates largely (16). Studies of mice selectively lacking each of the four known EP receptors
have evidenced that the potentiating effect of PGE2 is mediated solely by EP3 (14). Activation of EP3
on platelets inhibits adenylate cyclase, decreases the cAMP intracellular level (14;16), and decreases
the platelet threshold of activation (14), which explains the potentiating effect. Briefly, low
concentrations of PGE2 in vitro activate its EP3 receptor on platelets and increase their sensitivity to
agonists, leading to full aggregation even when they are sub-maximally stimulated.

In vivo significance of the PGE2-induced potentiation of platelet aggregation observed in vitro requires
that inflammation produces PGE2 in the low range in order to activate specifically the EP3 receptor,
not the IP receptor. We and others (14;16) have shown that mice lacking EP3 developed less severe
thrombosis after exogenous AA was delivered in the venous bed. These data indicate that although its
precursor was supplied in abundance, PGE2 was not produced at inhibiting concentrations, but instead
increased the aggregation induced by TXA2 (14), a potent agonist of platelets.

We therefore hypothesized that PGE2 enhances atherothrombosis. To test our hypothesis, we first
examined whether PGE2 can modify the haemostatic balance in arterial flow, since it is a highly
inhibitory environment for platelet aggregation. We found that PGE2 is produced by the arterial wall in
response to inflammation and, using EP3-deficient mice, that PGE2 facilitates local arterial thrombosis.
We have detected PGE2 in murine plaques and we demonstrate that the plaque-produced PGE2

enhances atherothrombosis induced by mechanical rupture of the plaque.



Results
The healthy arterial wall produces PGE?2 in response to inflammation.
Using immunoassay techniques, we first examined whether the arterial wall can produce PGE2. We

observed that the PGE2 content of healthy carotid wall (72+9 pg per carotid, n=15) increased
significantly after we topically applied 50 mg/ml AA onto the adventitia (317£34 pg per carotid, n=13,
P<0.0001, Fig. 1A). Thus, the arterial wall can convert AA into PGE2. To test the production of PGE2
by arterial tissue in more pathophysiological conditions, we placed a collar loosely maintained around
the carotid for three weeks. This procedure known to locally induce a chronic inflammatory lesion (17)
enhanced dramatically the tissue content of PGE2 (1330+141, n=16 versus 61£8 pg per carotid, n=6 in
control group, P<0.0001, Fig. 1A). These data show that inflammation stimulates the arterial wall to

produce PGE2.

PGE?2 modulates arterial thrombosis induced by topical delivery of AA.

Endothelium produces potent inhibitors of platelet aggregation, such as PGI2 or nitric oxide (NO) to
prevent any inappropriate local thrombosis. To test whether PGE2 produced by arterial wall can
oppose PGI2 and NO to alter the local arterial haemostatic balance, we adapted a previously described
model of inflammatory venous thrombosis (14). Topical superfusion of 100 mg/ml AA onto the murine
carotid induced intra-arterial thrombosis. This thrombosis was triggered by TXA2, since the visual
semi-quantitative thrombotic score (18) dropped from 2.62+0.32 (r=8) in WT mice to 0.01£0.01 (n=8,
P<0.0001) in mice lacking TP, the receptor for TXA2. Hence peri-adventitial delivery of AA leads to
its conversion into both TXA2 and PGE2 by the arterial wall. To examine whether the TXA2-induced
thrombosis is modulated by PGE2 in this model, we quantified the extent of thrombosis in mice

deficient for EP3. After the mice were injected with fluorescently labeled platelets, the whole clotting



process was measured by counting the number of green fluorescent pixels on images acquired through
a fluorescence macroscope (Fig. 1B). The extent of arterial thrombosis measured in absence of EP3
(29.5+7.0 x10° pixels/min, n=13) was significantly reduced compared to WT mice (57.446.2 x10°
pixels/min, n=18, P=0.006, Fig. 1C). Thus PGE2 produced by local peri-adventitial delivery of AA
facilitated arterial thrombosis induced by TXA2 (movie A), and therefore successfully opposed PGI2

and NO to shift the haemostatic balance toward a pro-thrombotic state.

PGE?2 modulates arterial thrombosis induced by topical delivery of ferric chloride.

Since its conversion by cyclo-oxygenases leads to PGE2 biosynthesis, the local delivery of AA to the
arterial wall might have enforced PGE2 production and exaggerated its role in thrombosis formation.
To test whether endothelial injury induced by inflammation produces enough PGE2 to alter local
haemostasis, we topically applied ferric chloride (5%) onto the carotid. After its delivery, ferric
chloride crosses the arterial wall and triggers thrombosis by inducing endothelial cells death,
subsequent release of ADP and exposure of underlying collagen (19). Here, fluorescent thrombosis
appeared about 8 min after ferric chloride application. It reached 12.743.3 x10° pixels/min (n=11) in
WT mice, but was significantly reduced to 2.2+1.0 x10° pixels/min (=8, P=0.011, Fig. 1D) in mice
lacking EP3. These results show that PGE2 produced in response to aggression of the arterial wall is

sufficient to facilitate platelet activation induced by ADP and/or collagen in arterial flow.

The mechanism of PGE2-induced facilitation of thrombosis.
PGE2 facilitates thrombosis by decreasing the activation threshold of platelets, making them more
sensitive to their agonists (14). In vivo, PGE2 is produced by the arterial wall, but maybe also by

activated platelets themselves (20). In the latter case, PGE2 might facilitate the effect of ADP and



TXAZ2 secreted by activated platelets to recruit more platelets. This would suggest that PGE2 plays a
role in thrombosis amplification rather than in thrombosis driven by inflammation of the vascular wall.
To address this possibility, we examined whether in vitro aggregation of isolated platelets is EP3-
dependent. Platelets stimulated with low concentrations of collagen elicited partial aggregation that
was not modified by the presence or the absence of EP3 (respectively 47.612.1% vs. 47.914.2%, n=4
at 1.5 pg/ml collagen, P=0.95 and 58.8+4.2% vs. 57.243.0%, n=9 at 2 pg/ml collagen, P=0.75, Fig. 2).
The absence of potentiation shows that even if platelets secreted PGE2 upon their activation, the
production was not sufficient to activate EP3 on resting platelets and could not amplify aggregation in
Vitro.

To further ascertain that platelet production of PGE2 does not alter aggregation in vivo, we looked for a
model of thrombosis in which mural PGE2 is not produced when thrombosis starts. We tested a model
of endothelial injury induced by oxidative stress resulting from local excitation of Rose bengal by a
laser beam. Under standard conditions (21), we observed that a few clots were already visible at 4s, and
that 80% of the arterial diameter was visually obstructed at 45s (Fig. 3A). PGE2 levels in these injured
carotids were found in the range of control values, and were not significantly different between 4s
(55+6 pg per carotid, n=6) and 45s (73+11 pg per carotid, n=6, P>0.05, Fig. 3B). Thus, we used this
model deprived of PGE2 at the initiation of thrombosis to examine whether aggregating platelets could
produce enough PGE2 to alter amplification of thrombosis. Consistent with our in vitro data, carotids
of Ep3”" mice infused with EP3-deficient platelets were totally occluded after 30-min of laser exposure,
as were WT mice (n=5 in each group). We concluded that platelets did not produce enough PGE2 in
vivo to facilitate amplification. Altogether, our data show that thrombosis is facilitated primarily by

arterial wall-produced PGE2.



Murine atherosclerotic plaques contain PGE2.

To further substantiate its role in pathophysiological conditions, we examined whether PGE2
modulates thrombosis on atherosclerotic plaques. To confirm previous data that suggested the plaque
ability to produce PGE2 (8;12), we quantified it directly in murine plaques. While ApoE™" aorta
contains 661498 pg (n=12) of PGE2, its amount in ApoE” aorta was found to be about four-fold
higher, at 24834485 pg (n=14, P<0.05). After we fed ApoE”" mice a high fat diet, which is known to
increase the size of atherosclerotic lesions, the difference was even more impressive (5018+£705 pg per

aorta, n=23, P<0.001, Fig 4A). Thus atherosclerotic plaques produce PGE2.

Plaque-produced PGE? is functional, able to activate EP3 on platelets in vitro.

Since numerous macrophages are recruited in the plaque (22;23) and produce reactive oxygen species
(24), we examined whether PGE2 produced by the plaque was functionally altered. Homogenates of
whole atherosclerotic plaques added to platelet suspension in vitro trigger their aggregation, as a
consequence of their high content of collagen (25). We observed that low concentrations of
homogenized plaques added to EP3-deficient platelets induced aggregation that reached only
14.6+3.0% (n=6 experiments) of WT platelet aggregations (n=6, Fig. 4B). We concluded that murine
atherosclerotic plaques contain a molecule able to activate EP3. To rule out that another molecule than
PGE2 could activate EP3 (26), we treated mice with high doses of aspirin (500 mg/Kg for 8 days) in
order to inhibit cyclo-oxygenases. As expected, the treatment depressed the PGE2 levels in plaques
(401.1+163.8 pg per aorta, n=4) down to the range of ApoE"" aorta values. Aggregation elicited by
EP3 deficient platelets in response to homogenized suspensions of these aspirin-treated plaques

reached 101.0£15.1% of the aggregation elicited by WT platelets (Fig. 4C). Thus the EP3 receptor was



not activated when PGE2 production is inhibited, indicating that the potentiating effect of homogenized

plaques was indeed due to PGE2. Hence PGE2 produced by atherosclerotic plaques can activate EP3.

PGE?2 contained in atherosclerotic plaques activates EP3 on blood platelets.

We then wondered whether PGE2 can exit from the plaque to act efficiently on blood platelets. To
address the question, we enforced the plaque-production of PGE2 by exposing its endoluminal side to
low concentrations of AA (2 mg/ml, Fig. 5A). We observed thrombi forming spontaneously when
blood flow returned after the plaque has been incubated with AA (Fig. 5B, lower panels). Importantly,
thrombosis was detected only at the contact of the plaque, indicating that the plaque produced a platelet
agonist which triggered local aggregation. Conversely, healthy arterial wall was left unchanged by AA
incubation, showing that the chosen dose of AA was too low to induce thrombosis at its contact (Fig
5B, upper panel). We then examined whether the plaque-produced PGE2 could modulate the local
thrombosis elicited by the plaque, using Ep3” mice crossed with ApoE™ mice. In these older than 55
weeks double mutant mice (A4poE”x Ep3™), the lack of EP3 did not alter the extent of atherosclerosis
since their plaques covered 49.3+4.1% (n=10) of the total aortic surface versus 49.8+5.1 % (n=9,
P=0.94) in (ApoE""x Ep3™") controls. The extent of thrombosis induced by intraluminal AA delivery
reached 5.3+1.5 x10° pixels/min (2=10) in presence of WT platelets, but was drastically reduced to
0.9£0.2 x10° pixels/min (7=10, P<0.05) when injected fluorescent platelets lacked EP3 (Fig. 5C,
movie B). This experiment shows that AA-induced atherothrombosis in these mice was modulated by

PGE2, which indicates that the plaque-produced PGE2 was able to act on blood platelets through EP3.



Plaque-produced PGE?2 promotes atherothrombosis induced by rupture of the plaque.

In the last step, we tested the role of PGE2 in pathophysiological conditions. Rupture of the fibrous cap
allows blood platelets to be activated by their agonists present inside the lesion, such as collagen (25),
lysophosphatidic acid (27), or tissue factor (28) that generates thrombin. We therefore examined
whether a mere rupture of the plaque, the most frequent cause of myocardial infarction in human
pathology, could induce atherothrombosis. After a tiny curved needle was introduced through a
collateral of internal carotid and scratched the plaque (Fig. 6A-B), we observed small, non-occluding,
however detectable thrombosis on the surface of the ruptured plaque. Although ruptured area measured
by scanning electronic microscopy were similar in both groups of mice (34200£7691 um?, n=13 vs.
35600+£7454 pm?, n=10, respectively, P=0.89), we observed an impressive reduction in the
development of thrombosis according to the presence (0.16+0.05 x10° pixels/min, n=13) or absence
(0.007+0.005 x10° pixels/min, n=10, P=0.008) of EP3 on platelets injected in ApoE”" mice (Fig. 6C).

Thus, our data support the hypothesis that PGE2 produced in the plaques aggravates atherothrombosis.
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Discussion

It was not possible to predict what would be the in vivo action of PGE2, if any, from its in vitro effects
which are both inhibition and potentiation of platelet aggregation. Then, studies identified EP3 as the
receptor mediating the potentiating effect, and showed that in vivo PGE2 might exert its potentiating
effect on venous thrombosis (14;16). However, these studies did not establish whether PGE2 is
produced in physiopathological conditions nor whether PGE2 modifies the haemostatic balance in
arterial flow where thrombosis is tightly controlled by endothelial production of potent inhibitors. Our
present studies show that PGE2 is produced by the arterial wall in response to inflammation and shifts
the local haemostatic balance towards a pro-thrombotic state. These data allow us to conclude that
PGE2 has an in vivo pro-thrombotic role. Moreover, our studies of the atherosclerotic plaques
demonstrate that thrombosis induced by a rupture of the fibrous cap is clearly enhanced by the plaque-
produced PGE2. This suggests that PGE2 modulates the thrombogenic potential of the plaque.
However, the impact of low PGE2 levels on thrombosis was examined in a recent study, using mice
deficient for one of the enzymes catalysing the last step in PGE2 biosynthesis, the mPGES-1 (21). To
our surprise, arterial thrombosis was not significantly decreased in mPGES-1"" mice, suggesting that
PGE2 did not potentiate in vivo platelet aggregation, at least when thrombosis was induced by
endothelial oxidative stress resulting from local excitation of Rose bengal. Using the same model of
endothelial injury, we indeed could not observe any difference in the extent of fluorescent thrombosis
detected in mice injected with WT versus EP3-deficient platelets. However, we were also unable to
detect significant levels of PGE2 in arterial walls of WT mice subjected to this oxidative stress. The
Rose bengal-laser model induces thrombosis before inflammatory mechanisms could produce the
PGE2 level required for its potentiating effect, and it is likely that inflammation takes place secondarily
when PGE2 cannot influence anymore an already maximal thrombosis. So, the inability of this model

to produce PGE2 when thrombosis develops explains the lack of difference between WT and mPGES-
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1-/- mice. On another hand, this limitation highlights the fact that some models of thrombosis might not
have a clear pathophysiological significance. This prompted us to examine the effect of PGE2 in a
clearly more pathophysiological condition, like atherothrombosis.

A role for PGE2 in atherothrombosis has been previously suggested, however through an indirect
mechanism. From association studies showing co-localisation of macrophages, mPGES-1 and
metalloproteases, it was deduced that PGE2 might stimulate metalloproteases to thin the fibrous cap.
The subsequent increased vulnerability of the plaque might favour atherothrombosis. This concept
links PGE2 to atherothrombosis through a suggested action on plaque stability (8). Our study used
direct tissue detection and confirmed that atherosclerotic plaques produce PGE2. Above all, our work
links PGE2 to atherothrombosis through its direct action on platelets and thrombosis, showing it
increases the platelet sensitivity to their agonists in vivo.

We established this direct link in mice, not in human. However, a high homology (in the range of 80-
90%) was found between mouse and human gene sequences coding for the PGE2 receptors (15). In
addition, mouse and human distribution pattern of EP receptors on platelets are very similar, since in
both species RT-PCR showed obvious EP3 and EP4 bands, while the EP2 band was really faint
(16;29). This is consistent with in vitro platelet responses to PGE2 which are very similar in mouse
(14) and in human (13;30;31). Altogether, these data show a high similarity between mouse and human
platelet behaviour in response to PGE2, suggesting that PGE2 facilitates arterial thrombosis also in
human.

PGE2 appears here as a molecule playing a role in vascular wall homeostasis, through its action in
limited healing thrombosis. Indeed, the fact that PGE2 facilitated thrombosis in the arterial flow in
response to inflammation indicates that its in vivo effect is sufficient to oppose PGI2. Therefore, even
when a small vascular lesion releases or exposes low amounts of agonists, the concentrations of which

are below the platelet activation threshold, the presence of PGE2 produced by local inflammation may
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sensitize platelets and foster healing thrombosis. Conversely, PGI2 produced upon inflammation by
neighboring functional endothelial cells limits the extent of thrombosis (32) to restrict it to the lesion.
Hence PGE2 catalyses healing thrombosis on small lesions while PGI2 restricts its amplification to
keep it focalized (Fig. 7).

On the contrary, PGE2 produced by the plaques must be regarded as a harmful molecule, since it
aggravates atherothrombosis. Here, PGE2 present in subendothelial connective tissue sensitizes
platelets that adhered to a mere erosion and facilitates local thrombosis. Providing that the surrounding
endothelium on the plaque is dysfunctional (33;34), the nascent thrombosis is incompletely controlled
by the deficient local production of NO and/or PGI2. Thus, PGE2 might trigger a massive and
occluding thrombosis on a mere endothelial erosion.

To prevent this dreadful sequence, the effect of PGE2 should be inhibited. PGE2 has numerous
functions in various physiological systems, implying that inhibition of its production might induce
unexpected side effects. Inhibiting the EP3 receptor instead might be safer, especially considering that
the EP3 receptor has multiple isoforms (35). Therefore a drug targeting the platelet EP3 isoform which
inhibits adenylate cyclase might be much more specific than a drug inhibiting PGE2 production. Such a
drug should improve the current limited efficiency in preventing myocardial infarction (36;37). Indeed,
acetylsalicylic acid at low doses, the treatment of reference, inhibits COX-1 in platelets but does not
alter COX-2 that produces PGE2 in plaques. In addition, specific inhibition of COX-2 that could be
beneficial in decreasing the PGE2 level has been in fact detrimental due to concomitant inhibition of
PGI2 (38). Specific inhibition of the platelet EP3 receptor will shift the haemostatic balance towards an
anti-thrombotic state by inhibiting the facilitating effect of PGE2 and allowing PGI2 to predominate.
Finally, keeping in mind that PGE2 is produced by the arterial wall in response to inflammation, such a

treatment would theoretically decrease only thrombosis triggered by inflammation.
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In conclusion, we have shown here that the potentiating effect of PGE2 has a clear in vivo significance.
Through its platelet EP3 receptor, PGE2 is a full actor in intra-vascular haemostasis in inflammatory
conditions, appearing as another link between inflammation and thrombosis. As a major consequence,
we demonstrated that PGE2 exacerbates atherothrombosis. This unexpected role for PGE2 opens new

possibilities for preventing myocardial infarction or stroke.
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Methods

Mice. Homozygous Apo-E”~ mice were from Jackson Laboratories (Bar Harbor, MA). Ep3” and Tp™”
mice were described previously (39;40). Ep3” and Apo-E”~ mice have been intercrossed to obtain
double mutant mice. All these strains were maintained on a C57BL/6 genetic background. Animal
procedures were approved by the local committee for animal ethics (CREMEAS, Strasbourg, France).

The investigator was unaware of the genotype of mice throughout the experiments.

PGE? detection. PGE,; levels were determined from mashed tissues, using an Enzyme immunoassay
(Amersham Bioscience, Little Chalfont, UK). In a first group, the left common carotid of mice was
dissected free and a strip of parafilm was slipped below the carotid for topical application of 100%
EtOH (vehicle) or 40uL of AA (50mg/ml in EtOH, Sigma) for 10 min. The carotid was harvested and
snap-frozen 30 min later. In a second group, a non-constrictive polyethylene collar (0.38 mm inner,
Biotrol, Paris, France) was placed loosely around the left common carotid as previously described (17)
for three weeks. In a third group, aorta of at least 35 weeks-old ApoE”" mice were harvested from the
aortic valves to the renal bifurcation and snap-frozen. In the last group, ApoE”" mice were fed a high fat

diet (# D12336i, Research Diets, New Brunswick, NJ, USA) for four weeks.

Visual scoring of arterial thrombosis. Carotids were exposed to 100mg/ml AA for 10-min and

thrombosis was scored 2 hours later under magnification using a visual scale from 0 to 4 (18).

Quantification of thrombosis induced in healthy carotids. Whole blood collected on 0.38% sodium
citrate was centrifuged at 100xg to allow separation of platelets. Washed platelets were incubated with
300ng/ml calcein AM (Molecular Probe) in Tyrode’s buffer for 15 minutes in the dark. Washed labeled

platelets were then injected in the jugular vein of receiver mice. The treated carotid was placed under a
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fluorescent macroscope (“MacroFluo”, Leica Microsystems, Herbrugg, Switzerland) for video-
recording thrombosis at 480 nm. Images extracted from the 40-min recorded movie were computer-
processed for counting the number of green pixels. Thrombosis extent was expressed as the total

number of green pixels divided by the duration of the experiment in minutes (pixels/min).

Models of thrombogenesis. Thrombosis induced by AA was recorded after the carotid was exposed to
100mg/ml AA for 25 minute. Thrombosis induced by ferric chloride 5% (1 pL, Sigma) was recorded
immediately after the topical application. The photochemical injury followed the procedure previously
described (21) except that thrombosis was quantified by fluomacroscopy, as described above. Rose
bengal (Fischer Scientific International) was diluted in PBS, injected in jugular vein in a volume of
0.12ml at a concentration of 50 mg/Kg. The laser (1.5-mW, 540 nm, Melles Griot) was applied from a
distance of 5 cm for 4s, 45s or 30-min. The carotid was then harvested and snap-frozen for PGE2

detection.

Platelet aggregation. Aggregation tests were performed in an optical Chronolog aggregometer, using
250 pL of PRP adjusted to 300 000 platelets/uL. Collagen was from Chronolog. Homogenates were
obtained by mashing plaques in saline at a concentration of 80mg/ml. Aspirin-treated ApoE " mice
received daily 500mg/Kg of aspegic (Sanofi-Synthelabo, France) by IP route for 8 days. Each

homogenized plaque was used for both PGE2 detection and aggregation tests.

AA-induced atherothrombosis. Mice (> 55 weeks) received fluorescent platelets and one carotid was
exposed. An injection chamber was made by isolating an arterial segment bearing at least one plaque
from blood flow with temporary ligatures (Fig. SA). Once washed, the chamber was filled with DMSO

for 10 min before the blood flow returned. A 10-min movie ensured that DMSO did not induce
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thrombosis. After ligatures were placed again, the vascular chamber was filled with a 2 pL-solution of
AA 2pg/ml (in DMSO) for 10 min. Once blood reflowed, thrombosis was recorded through a double

bandpass optical filter (525 nm and 605 nm) for 30 min.

Rupture-induced atherothrombosis. After its tips has been curved, a clean 30G needle was introduced
through a small collateral of internal carotid (Fig. 6A). Under magnification, the tip of the needle was
positioned next to the distal edge of the plaque, applied to the plaque and pulled backward under visual
control. The collateral artery was ligatured and the mouse placed under the fluomacroscope for 20 min.
for video-recording. The carotid was then harvested, fixed in glutaraldehyde 2.5% overnight, in
cacodylate buffer for a few minutes, post-fixed for 60-min in 4% osmium tetroxide, dehydrated in
increasing ethanol concentrations, critical point dried with hexamethyldisilazane, mounted, sputter
coated with palladium and examined with a Philips XL20 scanning electron microscope. Rupture area

were measured using Scion Image.

En face atherosclerosis analysis. Anesthetized mice were infused with 10% neutral buffered formalin.
Aorta were dissected, placed overnight in formalin at 4°C, opened longitudinally and stained with

Black Sudan 0.5%. Measurements of the plaque area were performed using Scion Image.

Statistics. Statistical tests were bilateral and non paired student t tests. When variances were not
comparable, we used the bilateral non paired Welch-corrected t test. To compare more than two groups
with non-Gaussian distribution, we used the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s multiple
comparison test. Means are expressed £ SEM. All tests were performed using GraphPad Prism version
3.0 for Windows (GraphPad Software for Science Inc., San Diego, California, USA). A P value of less

than 0.05 denotes statistical significance.
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Figure legends

Figure 1

Vascular wall-produced PGE2 facilitates arterial thrombosis through its EP3 receptor.

A, PGE2 content of murine carotid arteries after peri-adventitial delivery of ethanol versus AA 50
mg/ml or after placement of a polyethylene collar for three weeks (cuff) versus non exposed carotids
(control). ***P<0.0001. B, Left: Representative curves of thrombosis induced in carotid of one Ep3 ™"
versus one Ep3” mouse by peri-adventitial application of AA 100 mg/ml. Each point on the curve
represents the number of green pixels detected on each of the 12 images video-recorded per second,
and reflects the number of accumulating platelets. Each peak represents the formation, growth and
detachment of a thrombus carried away by bloodstream. Thrombosis extent was measured as the grey
area under the curve. Right: Images of AA-induced thrombus (green light) observed at 15-min in one
Ep3*"" (top) versus one Ep3” (bottom) mouse. Arrows indicate the carotid walls. C, Extent of vehicle
(ethanol)- or AA-induced thrombosis in Ep3™" mice versus Ep3” mice. *** P < 0.001, and ** P <

0.01. D, Extent of ferric chloride (FeCl3, 5%)-induced thrombosis in Ep3™" mice versus Ep3”" mice.

*P =0.011. Horizontal lines indicate the mean value for each group. AA : arachidonic acid.

Figure 2

The in vitro facilitating effect of PGE2 is not induced by activated platelets.

A, Representative traces of aggregation of WT (green traces) versus EP3 deficient (red traces) platelets
activated by collagen, 1.5 (upper) or 2 pg/ml (bottom). These doses were chosen to induce respectively
partial and submaximal aggregation to ensure that any potentiation could be evidenced. The increase in
light transmission indicates an increase in aggregation of platelets. B, Quantitative analysis showing

that the maximal aggregation of platelets was not altered by absence of the EP3 receptor to PGE2.
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Figure 3

In vivo Rose bengal-induced oxidative stress of endothelium does not stimulate local production of
PGE2.

A, Representative images of thrombosis (green light) induced by oxidative stress due to laser-excitation
of Rose bengal. Only a few clots are formed at 4s while already massive thrombosis is seen at 45s.
Arrows indicate carotid walls. B, Amount of PGE2 detected in carotid tissue after 4 or 45s of oxidative
stress, showing that PGE2 was not increased at the beginning of thrombosis (compare to Fig. 1A), nor

when thrombosis was massive. Horizontal lines indicate the mean value for each group.

Figure 4

Murine atherosclerotic plaques produce functional PGE2.

A, PGE2 content of aortic arteries from ApoE ™" versus ApoE”" mice, showing that PGE2 tissue content
is increased by the mere presence of atherosclerotic plaques, especially when the development of
plaques was accelerated by a high fat diet for three weeks. *P<0.05, ***P<0.001. HFD: High Fat Diet.
B, Representative traces and quantitative analysis showing Ep3™" vs Ep3” platelet aggregation in
response to 0.5 mg/ml of murine homogenized plaques. The lack of EP3 on platelets strikingly reduced
their response to the plaque material, indicating that a molecule produced inside the plaques activates
EP3. *P =0.002. C, Representative traces and quantitative analysis of platelet aggregation induced by
murine homogenized plaques extracted from ApoE” mice treated by high doses of aspirine,
documenting the absence of difference between Ep3+/ “ vs Ep3” platelet responses when PGE2
production is depressed.

Horizontal lines indicate the mean value in each group.
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Figure 5

PGE, found in murine atherosclerotic plaques can act on blood platelets.

A, cartoon depicting the in vivo set-up used for endoluminal delivery of AA at low concentrations to
the plaque. B, Images from movies recorded under fluorescence, showing a segment of carotid with a
plaque in yellow (autofluorescence) and thrombi in green. Top picture shows an example of the
absence of response to 2ug/ml AA in healthy carotid. Conversely, thrombosis developed on plaques
after the same amount of AA was delivered in carotids of double mutant mice (4poE” x Ep3”) injected
with WT (middle) or Ep3” (bottom) platelets. C, Quantitative analysis of experiments depicted in the
panel A. The chosen dose of AA never induced thrombosis in the absence of plaque (control, platelets
Ep3*""), while thrombosis observed on plaques in double mutants injected with WT platelets (4poE”" x
Ep3”, platelets Ep3"") was significantly decreased when platelets lacked EP3 (ApoE "~ x Ep3”,
platelets Ep3”"). *** P <0.001, * P < 0.05. Horizontal lines indicate the mean value for each group.

DKO: double knocked-out.

Figure 6

Atherothrombosis triggered by rupture of the plaque is exacerbated by PGE2.

A, Cartoon depicting the set-up we used to rupture murine plaques in vivo with a needle. B, Scanning
electron microscopy photographies showing the rupture induced by the passage of the needle on two
plaques. The scale bars represents 100 (top) and 50 pm (bottom). C, Quantitative analysis of
thrombosis measured at the surface of ruptured plaques in ApoE”" mice, showing that absence of EP3
on platelets almost suppressed atherothrombosis that developed in presence of WT platelets. ** P =

0.0081. Horizontal lines indicate the mean value for each group.

27



Figure 7

Proposed model for in vivo action of PGE2/EP3 upon thrombosis.

Platelet agonists activate their specific receptor R, triggering the signaling cascade and exposing the
integrin aypP3 which is crucial for platelet aggregation. Inflammation of the vessel or rupture of the
plaque release PGE2 locally. Activation of its EP3 receptor on platelets decreases the internal level of
cAMP while activation of IP receptor by endothelium-produced PGI2 increases it. This balance
between PGE2 and PGI2 eventually determines the intra-cellular level of cAMP. Since the cAMP level
inhibits some steps of the signaling cascade activated by R, the balance ultimately regulates the platelet
capability to aggregate in response to its agonists. Hence, platelet rupture or vessel wall inflammation

enhance platelet aggregability via their release of PGE2.

Movie A

Effect of AA peri-adventitial delivery (100 mg/ml) to murine carotid. Thrombosis developed better in
Ep3™" (top) than in Ep3” (bottom) mice. Top and bottom panels show part of carotid arteries, in which
green (fluorescent) thrombi formed after WT versus Ep3” fluorescent platelets were injected in mice.
Here are shown 8-min sequences of movies recorded at 25 images per second. These two sequences are
contemporary, being picked at the same moment in the experiment, a few minutes after thrombosis

started. The video sequences have been shortened by keeping only 1 image out of 21 recorded images.

Movie B
Thrombosis induced by intra-luminal delivery of AA (2ug/ml) to murine plaque developed better in
presence of platelets harboring EP3. Atherosclerotic plaque appears in yellow, and fluorescent

thrombosis is green. ApoE” " mice were injected with WT (top) versus EP3 deficient (bottom) platelets.

28



Here are shown contemporary 8-min sequences of movies recorded at 25 images per second. These two
sequences are contemporary, being picked at the same moment in the experiment. The video sequences

have been shortened by keeping only 1 image out of 21 recorded images.
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I. Discussion

1. La PGE2 : un nouveau lien inflammation-thrombose in vivo

Il n’était pas évident de prédire 1’action in vivo de la PGE2 a partir des données in vitro
publiées dans les années 1980. En effet, la PGE2 n’agit apparemment pas sur 1’agrégation
plaquettaire. Par contre, elle change I’état de la plaquette en modifiant le niveau intra-
cellulaire d’AMPc. Ce changement ne devient visible en terme d’agrégation qu’en présence
de faibles concentrations d’agonistes de 1’agrégation. Dans ces conditions, la PGE2 induit des
actions opposées sur I’agrégation plaquettaire. Quand elle est présente elle-méme a de faibles
concentrations, la PGE2 facilite 1’agrégation plaquettaire, via son récepteur EP3**% A
I’inverse, de fortes concentrations de PGE2 inhibent non spécifiquement I’agrégation

8384 .
", La co-existence

plaquettaire en activant le récepteur IP de la PGI2, puissant anti-agrégant
de ces deux effets in vitro posait la question de I’effet de la PGE2 in vivo : facilitation ou
inhibition ? Des études avaient montré I’action facilitatrice de la PGE2 in vivo aprés la
délivrance d’importantes quantités d’AA dans le lit veineux ***°. Cela indique que I’effet
facilitateur de la PGE2 prédomine in vivo. Mais ces données ont été¢ acquises en réponse a
I’administration exogéne d’AA et au niveau veineux. La question qui se posait alors était de
déterminer si la production de PGE2 induite par une inflammation dans un contexte
physiopathologique est suffisante pour encore entrainer cet effet facilitateur. Et ensuite, il a
fallu vérifier que cet effet facilitateur n’est pas neutralisé dans le lit artériel par la production
endothéliale d’inhibiteurs de I’agrégation, comme le NO et la PGI2, qui sont moins produits
dans le lit veineux.

I1 fallait donc déterminer si la PGE2 joue un rdle en physiopathologie en modulant la balance
hémostatique dans le lit artériel.

Mon travail montre que la PGE2 produite par la paroi artérielle en réponse a une
inflammation facilite la thrombose artérielle locale en activant son récepteur plaquettaire EP3.
Cette action dans I’hémostase artérielle est retrouvée au niveau des plaques d’athérosclérose,
foyer inflammatoire chronique. Effectivement, la PGE2, synthétisée par les plaques
d’athérosclérose, aggrave I’athérothrombose. Ainsi, le potentiel thrombogénique de la plaque

est augmenté par la synthése intra-plaque de PGE2.
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2. Confrontation aux données de la littérature

a. Influence du niveau de PGE2 sur [’hémostase artérielle

La synthese de PGE2 résulte de I’activation de la mPGES-1, elle-méme couplée a la COX-2.
L’inhibition ou la délétion de la mPGES-1 devrait donc diminuer la production de PGE2 et
ainsi atténuer le potentiel pro-thrombogéne de la paroi artérielle enflammeée. La génération de

-/~ 19
1

souris invalidées pour le géne codant cette enzyme, les souris mPGES a montré que

I’absence du géne de la mPGES-1 diminue effectivement la production de la PGE2 par les

34 De méme, la production urinaire du métabolite de la PGE2 est

macrophages de 95%
trouvé diminuée chez ces souris mPGES-17?"". Par contre et & notre grande surprise, le
potentiel thrombogénique de la carotide saine des souris invalidées n’est pas différent de celui
des souris sauvages. Ces données contredisaient mes résultats en suggérant que la PGE2 ne
facilite pas la thrombose in vivo™'. Pour leur démonstration, ces auteurs ont utilisé un modéle
de thrombose artérielle induite par un stress oxydatif endothélial résultant de I’excitation
locale de rose bengale. Dans les mémes conditions, je n’ai pas détecté de différence dans
I’étendue de la thrombose entre des souris Ep3™" et Ep3™". Par contre, le dosage de la quantité
de PGE2 produite par la paroi artérielle de souris sauvages en réponse a ce stress oxydatif est
dans la fourchette des valeurs basales. Ainsi, ce modéle induit la formation d’une thrombose
artérielle avant méme que 1’inflammation ne produise suffisamment de PGE2 pour qu’elle
exerce son role facilitateur. L’inflammation dans ce modele est secondaire a la thrombose et
la PGE2 produite alors n’influence pas 1’importance d’une thrombose déja maximale. Ceci
explique I’absence de différence dans I’étendue de la thrombose entre les souris sauvages et
mPGESI” dans ce modéle inapproprié pour tester le role de la PGE2 dans la survenue de la
thrombose. Cette observation montre que les modeles de thrombose ne sont pas tous adéquats.

C’est ce qui m’a amené a considérer les effets de la PGE2 dans une situation la plus proche

possible de la physiopathologie, comme I’athérothrombose.

b. La PGE?2 dans la plaque et dans [’athérothrombose

Un réle de la PGE2 dans 1’athérothrombose avait déja été suggéré par d’autres études >~

Dans ces études, Cipollone montre que la co-localisation de COX-2, mPGES-1 et de
métalloprotéases par immunohistochimie. S’appuyant sur cette identité¢ de lieu, les auteurs

suggerent que la PGE2 stimule la production de MMPs et fragilise ainsi indirectement la
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chape fibreuse de la plaque. C’est ainsi que la PGE2 serait liée a 1’athérothrombose : par
’augmentation de la vulnérabilit¢ de la plaque®™~*°2%°, C’est en fait sur la base d’une
colocalisation, et non de la démonstration d’un lien causal, que les auteurs suggérent un role
indirect de la PGE2 dans la fragilisation de la plaque, et non dans sa rupture. Mon travail de
thése démontre directement la production de PGE2 par la plaque d’athérosclérose. Mais par
dessus tout, ma thése démontre que cette PGE2 agit directement sur les plaquettes et joue
donc un rdle direct sur I’athérothrombose. Mes résultats ne s’opposent pas nécessairement a
ceux de Cipollone, mais sont plus convaincants dans la mesure ou mes arguments sont directs

et de nature causale.

3. L’intérét de la présente étude

a. La PGE?2 est bénéfique sur la paroi artérielle saine

Les conclusions de mes études permettent maintenant d’affirmer que la balance entre la PGE2

et la PGI2 est cruciale dans le controle de 1’hémostase artérielle locale in vivo. In vitro, cette

balance entre les effets de la PGE2 et de la PGI2 régule le niveau de réponse des plaquettes.
In vivo, en situation physiologique, il est admis que I’hémostase artérielle est sous la
dépendance d’un équilibre entre 1’effet anti-agrégant de la PGI2 et I’effet pro-agrégant du
TXA2. Cependant, en situation inflammatoire, cet équilibre est modifié¢ a plusieurs niveaux.
Le dysfonctionnement endothélial perturbe la synthése de PGI2 alors que la production de
PGE2 par la paroi artérielle augmente le risque de thrombose. La régulation in vivo de
I’hémostase artérielle locale est alors sous la dépendance du nouveau rapport PGE2/ PGI2,
qui d’anti-thrombotique devient facilitateur de la thrombose. Ainsi, méme si une petite 1ésion
endothéliale libére des quantités subliminales d’agonistes plaquettaires, la présence de PGE2
facilite ’agrégation des plaquettes en diminuant leur seuil d’activation. Cela peut déclencher
une thrombose localisée réparatrice (les plaquettes favorisant la cicatrisation) méme sur de
minimes Iésions. Inversement, la PGI2 produite par les cellules endothéliales voisines de la
lésion mais intactes limite 1’étendue de cette thrombose et la restreint ainsi a la seule 1ésion.
Finalement, en situation d’inflammation, la PGE2 facilite in vivo la thrombose artérielle alors
que la PGI2 limite son amplification. Ce concept de balance entre PGE2 et PGI2 met en
¢vidence une relation entre inflammation de la paroi artérielle et thrombose, qui peut étre vu
comme un mécanisme de réparation. Ce mécanisme est une explication possible a la survenue

de thrombose locale compliquant les vascularites.
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b. La PGE?2 est nocive sur la paroi artérielle malade

Un intérét tout particulier a été porté sur le role de la PGE2 dans une situation d’inflammation
chronique, la plaque d’athérosclérose. Produite en abondance par les plaques, la PGE2
sensibilise aussitot les plaquettes immobilisées par leur adhésion aux structures sous-
endothéliales exposées par la rupture. L’athérothrombose ainsi facilitée n’est dans ce cas que
partiellement contrée par la production endothéliale environnante de PGI2. En effet, le
dysfonctionnement endothélial, notamment la perte de fonction du NO et I’augmentation trop
faible de la production de PGI2, ne limitent pas aussi efficacement la thrombose locale
naissante que lorsque I’endothélium est sain®’>>*. Dans ce contexte, la PGE2, de par son role

pro-agrégant favorise la formation d’une thrombose massive et occlusive sur la plaque.

Pour prévenir ce role délétére de la PGE2, il faudrait inhiber sa production. Mais la PGE2
intervient dans de nombreux systémes physiologiques (systéme neuronal, digestif, génital,
vasculaire). Ce qui implique que toute inhibition de sa production devrait entrainer autant
d’effets secondaires indésirables. Il est donc plus logique de chercher a inhiber le récepteur
plaquettaire de la PGE2 qui est responsable de la facilitation de la thrombose. Ce récepteur est
EP3, mais EP3 n’est pas exprimé que sur les plaquettes. Une piste intéressante a explorer
s’appuie sur le fait que EP3 a de multiples isoformes (EP3a, EP3B et EP3y)*. Si une
isoforme spécifique de I’adénylate cyclase plaquettaire est trouvée, il est alors possible qu’elle
constitue une cible pour un inhibiteur spécifique. Un tel médicament devrait alors améliorer
Iefficacité limitée des traitements de la prévention des infarctus du myocarde’***". En effet,
les faibles doses d’aspirine, traitement de référence actuel, inhibent I’isoforme COX-1 des
plaquettes sans affecter 1’expression de I’isoforme inductible COX-2 qui produit la PGE2
dans les plaques d’athérosclérose. De plus, I’inhibition spécifique de COX-2 par les Coxibs
qui pourrait avoir un effet bénéfique en diminuant la production de la PGE2 des plaques est

3% Finalement,

néfaste dans la mesure ou la production de PGI2 est également inhibée
I’inhibition spécifique du récepteur EP3 contribuera a 1’« établissement » d’un état anti-
agrégant en inhibant 1’effet facilitateur de la PGE2 mais en laissant la PGI2 prédominer dans
la balance hémostatique artérielle. Un inhibiteur de EP3 serait un traitement révolutionnaire
dans le domaine de la thrombose dans le sens ou ce serait la premicre fois que le corps

médical disposerait d’un anti-thrombotique spécifique de 1’état inflammatoire, et par

conséquent ne modifiant pas le temps de saignement.
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4. Limites des données

Cette étude a ¢été menée chez la souris et non chez I’homme. Cependant, une grande
homologie a été mise en évidence entre les séquences géniques codant pour les récepteurs de
la PGE2 : ’alignement de séquence présente environ 80 a 90 % d’homologies®*. De plus, la
distribution des récepteurs EPs sur les plaquettes est similaire chez la souris et chez ’homme.
Ainsi, les études par RT-PCR montrent pour les deux espeéces que les bandes de taille
correspondantes aux récepteurs EP3 et EP4 sont bien représentées alors que les bandes
correspondantes aux récepteurs EP2 et EP1 sont trés faible ou absente, respectivement™"™. De
plus, les réponses plaquettaires in vitro en présence de PGE2 sont identiques chez la souris™

93,339,83;340
et chez ’homme 777"

. Toutes ces données montrent la grande identit¢ des mécanismes
mis en jeu par 1’action de la PGE2 sur les plaquettes de I’homme et de la souris. Ainsi, la

PGE2 devrait faciliter la thrombose artérielle chez 1’homme comme elle le fait chez la souris.

5. Conclusions

Ce travail montre une propriété inattendue pour la PGE2. J’ai montré que I’inflammation
modifie I’hémostase artérielle par la production de PGE2. La PGE2 est ainsi un nouvel acteur
dans la relation inflammation/thrombose. La PGE2 aggrave 1’athérothrombose, ouvrant de
nouvelles possibilités thérapeutiques dans la prévention des accidents cardio-vasculaires. Nos
données devraient permettre la mise au point d’un anti-agrégant spécifique des états
inflammatoires, mais ne modifiant pas la capacité de I’organisme a stopper un saignement sur

blessure accidentelle, a priori non inflammatoire au moment de la constitution du caillot.

Il. Perspectives

Ce travail apporte des réponses aux questions posées initialement, a savoir que la PGE2
exerce un role in vivo dans la pro-thrombogénicité de la paroi artérielle enflammée, et
notamment des plaques d’athérosclérose. Cependant, ce travail pose aussi de nombreuses

questions.
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Méme si I’importance physiopathologique in vivo de la PGE2 a été démontrée par mon travail
de these, son action doit étre considérée en fonction de la présence des autres prostaglandines
produites au sein de la plaque. Pour cela, un profil HPLC de production des prostanoides par
les plaques d’athérosclérose définira I’importance relative de la PGE2 par rapport aux autres
prostaglandines. Ces études apporteront une meilleure compréhension du comportement de la
PGE2 en présence de I'une ou I’autre des prostaglandines synthétisées. La PGDS semble étre

336 . .
S°°® mais encore faut-il le

impliquée dans la stabilit¢ des plaques a l’inverse de la PGE
démontrer en dosant ces deux prostaglandines a partir d’échantillons de plaques de patients
symptomatiques vs. asymptomatiques. Par ailleurs, 1’utilisation de cette technique pourrait
apporter quelques explications supplémentaires quant a la survenue de thrombose limitée

voire 1’absence de thrombose sur des plaques rompues.

Les mécanismes de contrdle de I’activation de la PGES ne sont pas bien connus. L’on sait que
I’inflammation module I’expression des enzymes d’amont, notamment les PLA2. La
détermination des isoformes enzymatiques de la PLA2 impliquées dans la régulation de la
voie de synthése de la PGE2 permettrait de mieux contrdler sa synthese. L expression de la
mPGES-1 est sous le contrdle de facteurs de transcription spécifiques. Récemment
I’implication du facteur de transcription NF-xB a été identifiée dans la régulation de la voie

de la mPGES-1 et des récepteurs EPs dans les régions vulnérables de la plaque®’

. Mais, I’on
ne peut se restreindre a la seule implication de NF-kB. Une piste de recherche dans
I’identification de nouveaux facteurs de transcription est certains récepteurs nucléaires,
notamment les PPARs ou les RARs**'*%. La liaison de lipides a ces récepteurs entraine leur
activation, les sépare de leurs co-répresseurs et permet leur liaison aux régions promotrices de
certains génes. L’on peut alors suggérer que la PGE2 peut se lier a ces récepteurs et participer
a la régulation de I’expression de son enzyme mPGES-1. L’identification de nouveaux

mécanismes régulateurs de la voie de syntheése de la PGE2 ouvrirait des perspectives dans des

traitements thérapeutiques pour limiter la production de PGE2.

Mon étude a été menée sur le modéle murin. La transposition de ces données a ’homme, bien
qur probable doit étre montrée. Pour cela, une collaboration avec les hopitaux doit étre mise
en place dans le but d’obtenir des échantillons humains. La présence de mPGES-1 dans les
plaques humaines suggere la possibilté d’une synths¢e de PGE2 mais qui devra étre vérifiée.
I1 est aussi intéressant de prouver 1’existence d’une corrélation entre la quantit¢ de PGE2 dans

les 1¢ésions athérosclérotiques et les évenements cliniques. Par ailleurs, deux études ont montré
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que I’effet stabilisateur des statines sur la plaque semble avoir un lien avec la production de
PGE2. Nous pourrions ¢étudier si les statines ont une action indirecte sur
I’athérothrombose™****.

Enfin, I’identification de I’isoforme EP3 mise en jeu dans ce processus est primordiale. Dans
un premier temps, la génération de souris génétiquement invalidées pour chacune des
isoformes du récepteur EP3 plaquettaire permettrait cette identification. Une fois cette
isoforme connue, il sera plus facile pour les instituts pharmacologiques de générer un
médicament « type antagoniste » de [I’isoforme EP3 en question et ainsi limiter

spécifiquement cette action néfaste de la PGE2 sans pour autant diminuer les autres actions de

la PGE2.
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Résumé

Les prostanoides sont des lipides dérivés de I’acide arachidonique (AA) jouant un réle important
dans le contréle de I’homéostasie vasculaire. La prostaglandine E2 (PGE2), I’un d’eux facilite
I’agrégation de plaquettes faiblement stimulées in vitro, en diminuant leur seuil d’activation. Ce
mécanisme est dependant de I’activation du récepteur EP3, un des quatre récepteurs de la PGE2.
La PGE2 facilite la thrombose veineuse due a I’administration d’AA mais son réle en
physiopathologie doit étre défini. Ce travail montre que la paroi artérielle soumise a des stress
inflammatoires produit de la PGE2. Dans plusieurs modeles, nous avons montré que cette PGE2
produite par la paroi facilite la thrombose artérielle. Puis, nous avons montré que les plaques
d’athérosclérose murines contiennent de grandes quantités de PGE2 et que cette PGE2 intra-
plaque est fonctionnelle et capable d’activer son récepteur EP3. Nous avons aussi indirectement
prouvé que la PGE2 peut franchir la plaque pour activer son récepteur EP3 présent sur les
plaquettes sanguines. Finalement, I’athérothrombose provoquée in vivo par la rupture mécanique
d’une plaque est significativement diminuée quand les plaquettes sont dépourvues de EP3. En
conclusion, la PGE2 facilite I’initiation de la thrombose artérielle et aggrave I’athérothrombose.
L’inhibition du récepteur EP3 plaquettaire devrait étre utile dans le traitement de

I’athérothrombose.

Abstract

Prostanoids, bioactive lipids derived from arachidonic acid (AA) are important for vascular
homeostasis. Among them, prostaglandin E2 (PGE2) enhances aggregation of platelets sub-
maximally stimulated in vitro. This results from activation of EP3, one of the four PGE2
receptors, which decreases the threshold at which agonists activate platelets to aggregate.
Although PGE2 altered venous thrombosis induced by administration of AA, its role in
physiopathological conditions has remained speculative. We report here that arterial wall
subjected to inflammatory stimuli produces PGE2. In several models, we show that PGE2 by
arterial wall facilitates arterial thrombosis. Next, we detected PGE2 in murine atherosclerotic
plaques. We demonstrate that this plaque-produced PGE2 is not altered and is still able to activate
EP3. In addition, we present evidences that PGE2 can leave the plaque and activate EP3 on blood
platelets. Consistent with these findings, we observed that atherothrombosis induced in vivo by
mechanical rupture of the plaque was drastically decreased when platelets lacked EP3. In
conclusion, PGE2 facilitates the initiation of arterial thrombosis and hence contributes to
atherothrombosis. Inhibition of its platelets EP3 receptor should improve prevention of

atherothrombosis.





