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RESUME 

Les  accidents  vasculaires  cérébraux  (AVC)  constituent  la  3ème  cause  de  mortalité  dans  les  pays 

industrialisés, et sont à 80% de type ischémique (AVCi). A l’heure actuelle, le seul traitement disponible 

est  l’activateur  tissulaire  du  plasminogène  recombinant  (rt‐PA),  dont  l’utilisation  est  très  limitée,  en 

raison  d’une  fenêtre  thérapeutique  étroite  et  de  l’augmentation  du  risque  de  transformations 

hémorragiques  (TH). Après un AVCi,  les  cliniciens  sont  confrontés,  entre  autres,  à  3 objectifs  d’ordre 

vasculaire : (1) reperfuser les tissus ischémiés, (2) éviter les TH, ainsi que (3) les réocclusions précoces 

ou tardives. Les travaux du laboratoire ont précédemment établi qu’après une ischémie cérébrale (IC), 

l’hyperactivation de la poly(ADP‐ribose)polymérase (PARP), une enzyme nucléaire, est (1) neurotoxique 

et (2) contribue aux TH spontanées ou induites par le rt‐PA. Par ailleurs, des études suggèrent que les 

inhibiteurs  de  PARP  pourraient  également  réduire  les  phénomènes  de  réocclusion,  en  inhibant 

l’activation/agrégation  plaquettaires,  et  ceci via  2 mécanismes  :  (1)  «  PARP‐indépendant  »,  lié  à  une 

analogie structurale de certains inhibiteurs de PARP avec des agonistes plaquettaires, comme l’ADP, et 

(2)  «  PARP‐dépendant  »,  lié  à  leur  effet  anti‐inflammatoire.  Cependant,  à  l’heure  actuelle,  il  n’existe 

aucune  donnée  dans  l’IC.  Dans  ce  contexte,  ce  travail  a  consisté  à  évaluer  les  effets  de  plusieurs 

inhibiteurs  de  PARP  sur  l’activation  et  l’agrégation  plaquettaires.  Il  nous  est  notamment  apparu 

nécessaire de rechercher si la réduction des TH par les inhibiteurs de PARP pourrait être liée, au moins 

en partie, à une activité pro‐agrégante, qui compromettrait  leur association avec  le rt‐PA. A  l’inverse, 

une activité anti‐agrégante pourrait améliorer la reperfusion ou diminuer les risques de réocclusion. 

Dans la 1ère partie, nos résultats montrent  in vitro que deux inhibiteurs de PARP (PJ34 et minocycline) 

sont anti‐agrégants plaquettaires,  et que  cet effet  serait « PARP‐indépendant », puisque deux autres 

inhibiteurs de PARP, le 3‐aminobenzamide et l’INO‐1001, n’ont pas modifié l’agrégation. De plus, sur du 

sang  humain,  mais  pas  murin,  le  PJ34  exerce  un  effet  anti‐agrégant,  qui  pourrait  être  lié  à  un 

antagonisme du récepteur à l’ADP, P2Y12. 

La 2ème partie a été réalisée sur des modèles in vivo chez la souris. L’utilisation de 3 tests d’exploration 

des  fonctions  plaquettaires  (temps  de  saignement,  modèles  de  thromboembolie  pulmonaire  et  de 

thrombose carotidienne par le FeCl3) a mis en évidence l’absence d’effet du PJ34 et de la minocycline 

sur les fonctions plaquettaires, et notamment, pas d’effet pro‐agrégant pouvant expliquer la réduction 

des TH. Dans un modèle de thrombose de l’artère cérébrale moyenne par le FeCl3, le PJ34 n’entrave pas 

la  thrombolyse  par  le  rt‐PA, mais  au  contraire,  pourrait  tendre  à  l’améliorer.  Parallèlement,  dans  un 

modèle d’IC chez la souris, nos travaux ont mis en évidence une augmentation cérébrale de l’adhésion 



 

 

des plaquettes et de l’expression d’ICAM‐1. La suite de cette étude sera d’étudier si  les inhibiteurs de 

PARP, en protégeant la paroi vasculaire, pourraient réduire les phénomènes de réocclusion. 

L’ensemble  de  ce  travail  s’inscrit  dans  une  thématique  plus  globale  de  notre  laboratoire  qui  vise  à 

identifier  l’intérêt d’associer un  inhibiteur de PARP au rt‐PA pour une meilleure prise en charge de  la 

thrombolyse post‐AVCi. 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i.p.    Intrapéritonéale 

i.v.    Intraveineuse 

IC    Ischémie cérébrale 

ICAM‐1   Intracellular adhesion molecule‐1 

Ig    Immunoglobuline 

IL    Interleukine  

IP3    Inositol triphosphate 

IRM    Imagerie par résonnance magnétique 

ITAM    Immuno receptor tyrosine‐based activation motif 

 

kDa    Kilodalton 

 

LFA‐1    Leukocyte function associated molecule‐1 

LPS    Lipopolysaccharide 

 

MA    Aggrégation maximale 

Mac‐1    Macrophage antigen‐1 

MMP    Métalloprotéase de la matrice 

 



     Liste des Abréviations 

 

 

NaCl    Chlorure de sodium 

NAD+    Nicotinamide adénine dinucléotide 

NF‐κB    Nuclear factor kappa‐light‐chain‐enhancer of activated B cells 

NLS    Signal de localisation nucléaire 

NMDA    N‐méthyl‐D‐aspartate 

NMNAT‐1  Nicotinamide mononucléotide adényltransférase‐1 

NO    Monoxyde d'azote 

NOS    Monoxyde d’azote synthase 

 

O2
•‐    Radical superoxyde  

OGD    Oxygen glucose deprivation 

OH•    Radical hydroxyle 

ONOO ‐    Anion peroxynitrite 

 

PAI‐1    Plasminogen activator inhibitor‐1 

PAR    Proteinase activated receptor 

PAR(ylation)   Poly(ADP‐ribosyl)ation 

PARG    Poly(ADP‐ribose)glycohydrolase 

PARP    Poly(ADP‐ribose)polymérase 

PARs    Poly(ADP‐ribose)s 

PBM    PARs binding motif  

PBS    Phosphate buffer saline 

PDGF    Platelet derived growth factor 

PF4    Facteur plaquettaire 4 

PFA    Paraformaldéhyde 

PGI2    Prostacycline 

PJ34    N‐(6‐oxo‐5,6‐dihydro‐phénanthridin‐2‐yl)‐N,N‐diméthylacétamide 



     Liste des Abréviations 

 

 

PKC    Protéine kinase C 

PLA2    Phospholipase A2 

PLC    Phospholipase C 

PM    Poids moléculaire 

PMN    Polymorphonucléaire  

PPARγ    Peroxisome proliferation‐activated receptor gamma  

PPP    Plasma pauvre en plaquettes 

PRI    Index de réactivité plaquettaire 

PRP    Plasma riche en plaquettes 

P‐sélectine  Sélectine plaquettaire 

PSGL‐1    P‐selectin glycoprotein ligand‐1 

PVDF    Polyvinylidène difluoride 

 

RCPG    Récepteur couplé à une protéine G 

Rt‐PA    Activateur tissulaire du plasminogène recombinant 

 

SD    Standard deviation 

SDS    Sodium dodécylsulfate  

SFLLRN   Séquence sérine‐phénylalanine‐leucine‐leucine‐arginine‐asparagine 

siRNA    Small interfering ARN 

SPIRIT    Stroke prevention in reversible ischemia trial 

STAIR    Stroke therapy academic industry round table 

 

TBS    Tris buffer saline 

TFPI    Tissue factor pathway inhibitor 

TH    Transformation hémorragique 

TMB    Tétraméthylbenzidine 



     Liste des Abréviations 

 

 

TNFα    Tumor necrosis factor alpha 

TP    Récepteur du TxA2 

t‐PA    Activateur tissulaire du plasminogène 

TTBS    Tampon salin contenant de Tween® 20 

TTC    Chlorure de triphényltétrazolium 

TxA2    Thromboxane A2 

 

UA    Unité arbitraire 

uPA    urokinase 

 

VASP    Vasodilator‐stimulated phosphoprotein 

VCAM‐1  Vascular cell adhesion molecule‐1  

VE‐cadhérine  Vascular endothelial cadhérine 

VEGF    Vascular endothelial growth factor 

VLA‐4    Very late antigen‐4 ou α4β1 

vWF    Facteur von Willebrand 

 

WB    Western Blot 

 

XRCC1    X‐ray repair cross complementing protein 1 

 

 

 



 

1 
 

INTRODUCTION 

En 2010,  la ministre de  la Santé a  lancé un plan de  lutte quadriennal contre  les accidents vasculaires 

cérébraux  (AVC)  suite  à  un  état  des  lieux  alarmant.  En  effet,  actuellement  en  France,  on  estime  à 

150 000  le  nombre  de  nouvelles  victimes  d'AVC  par  an,  soit  400  par  jour.  Dans  le  monde,  ce  sont 

15 millions  de  personnes  qui  sont  victimes  d’AVC  chaque  année.  Parmi  elles,  75%  des  survivants 

gardent  des  séquelles  invalidantes.  En  raison  du  vieillissement  de  la  population,  ces  chiffres 

augmentent  chaque  année.  Parmi  ces  AVC,  80%  sont  d’origine  ischémique  et  20%  d’origine 

hémorragique. Face aux AVC ischémiques (AVCi), les cliniciens ne disposent à l’heure actuelle que d’un 

thrombolytique, l’activateur tissulaire du plasminogène recombinant (rt‐PA), qui permet la reperfusion 

des  tissus  ischémiés. Cependant,  son utilisation reste  très  limitée  (<2% des patients), en  raison d’une 

fenêtre thérapeutique étroite et de l’augmentation du risque de transformations hémorragiques (TH). 

De plus, chez les patients thrombolysés par le rt‐PA, la reperfusion n’est efficace que chez 46% d’entre 

eux (Rha et Saver, 2007). 

Malheureusement,  à  l’heure  actuelle,  aucune  des  très  nombreuses  molécules  qui  se  sont  montrées 

neuroprotectrices chez l’animal n’a franchi le cap des essais cliniques (Ginsberg et al., 2008). L’échec de 

ces  stratégies  ne  visant  que  les  neurones  a  conduit  à  réorienter  les  recherches  vers  des  stratégies 

ciblant  l’unité  neurogliovasculaire.  Au  niveau  vasculaire,  les  objectifs  sont  (1)  reperfuser  les  tissus 

ischémiés par le rt‐PA, (2) éviter les TH, ainsi que (3) les phénomènes de réocclusion précoce ou tardive, 

très  importants  dès  les  premières  semaines  qui  suivent  ces  AVCi.  Ainsi,  parmi  les  survivants  environ 

15%  seront  victimes  d’une  récidive  la  première  année  et  25‐40%  dans  les  5  ans.  Parmi  les  facteurs 

déclenchants, l’activation et l’agrégation plaquettaires post‐ischémiques, mises en évidence aussi bien 

dans des modèles expérimentaux que chez l’homme (Choudhri et al., 1998 ; Yip et al., 2005), pourraient 

jouer un rôle clé. 

 

Depuis  plusieurs  années,  notre  laboratoire  s’intéresse  plus  particulièrement  à  une  enzyme  nucléaire 

ubiquitaire,  la poly(ADP‐ribose)polymérase ou PARP, qui  joue un rôle physiologique bénéfique dans la 

réparation de l’ADN. Cependant, l’hyperactivation de cette enzyme, qui a été mise en évidence à la fois 

dans des modèles expérimentaux d’ischémie cérébrale (voir pour revues : Moroni et Chiarugi, 2009 et 

Peralta‐Leal et al., 2009) et chez les patients victimes d’AVC (Love et al., 1999), s’est révélée délétère. 

Cela  a  notamment  été montré  grâce  à  l’utilisation du PJ34,  un puissant  inhibiteur  de  PARP,  qui  à  ce 

jour, nous a permis  (1) de confirmer  le rôle neurotoxique de  l’hyperactivation de cette enzyme après 

une ischémie cérébrale (Haddad et al., 2006), et (2) de mettre en évidence son rôle délétère vasculaire, 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en montrant pour la 1ère fois que la PARP contribue aux TH spontanées (Haddad et al., 2008) ou induites 

par le rt‐PA (Haddad et al., 2013 ; Teng et al., 2013), en favorisant la dégradation des composants de la 

barrière hémato‐encéphalique (BHE). 

Dans  ce  contexte, nous nous  sommes  interrogés  sur  les éventuels effets des  inhibiteurs de PARP  sur 

l’agrégation plaquettaire et  sur  leur  interaction avec  le  rt‐PA. En effet,  il nous apparaît nécessaire de 

rechercher si  la réduction des TH par les inhibiteurs de PARP n’est pas, au moins en partie,  liée à une 

activité  pro‐agrégante,  qui  compromettrait  leur  association  avec  le  rt‐PA.  A  l’inverse,  une  éventuelle 

activité  anti‐agrégante  des  inhibiteurs  de  PARP  constituerait  un  élément  favorable  susceptible 

d’améliorer la thrombolyse, en permettant (1) d’accroître le taux de recanalisation et (2) de réduire les 

doses de rt‐PA, et donc ses effets délétères vis‐à‐vis de la BHE et des neurones. 

A  ce  jour,  il  n’existe que  très peu de données  sur  le  rôle de  la PARP dans  l’activation et  l’agrégation 

plaquettaires,  et  celles‐ci  sont  plutôt  en  faveur d’un effet  anti‐agrégant  des  inhibiteurs  de PARP.  Par 

contre, il n’y a aucune donnée sur ces effets dans l’ischémie cérébrale. 

 

L’ensemble de ces travaux pourrait ainsi mettre en évidence un nouvel aspect bénéfique des inhibiteurs 

de  PARP  et  ainsi  renforcer  leur  intérêt  dans  le  traitement  des  AVCi,  d’autant  plus,  que  plusieurs 

inhibiteurs de PARP sont actuellement en essais cliniques de phase I et II en cancérologie, et sont bien 

tolérés par les patients (Peralta‐Leal et al., 2009). 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RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES 

PREMIER CHAPITRE : ACCIDENTS VASCULAIRES CEREBRAUX (AVC) 

I. GENERALITES 

I.1  Définition 

L’accident  vasculaire  cérébral  (AVC)  est  officiellement  défini  par  l’Organisation Mondiale  de  la  Santé 

(OMS)  comme  le  « développement  rapide  de  signes  cliniques  localisés  ou  globaux  de  dysfonction 

cérébrale avec des symptômes durant plus de 24 heures, pouvant conduire à la mort, sans autre cause 

apparente  qu’une  origine  vasculaire ».  En  pratique,  cette  définition  est  contestable  puisque  les 

symptômes d’un AVC peuvent durer moins de 24 heures. 

 

Les AVC sont des affections très hétérogènes qui peuvent être différenciées en 2 grands types : 

• les  AVC  hémorragiques  (hémorragie  intra‐parenchymateuse  ou  sous‐arachnoïdienne)  qui 

représentent 20% des AVC. Dans ce cas,  la rupture de la paroi d’un vaisseau cérébral entraîne une 

hémorragie et ne permet plus l’irrigation du territoire en aval, 

• les  AVC  ischémiques  (AVCi)  qui  sont  majoritaires,  puisqu’ils  représentent  80%  des  AVC.  Ils  sont 

provoqués par l’occlusion d’un vaisseau cérébral, par un thrombus formé  in situ ou un embole, qui 

empêche l’irrigation d’une région (ischémie focale) ou de la totalité du cerveau (ischémie globale), 

comme dans le cas d’un arrêt cardiaque ou d’une hypotension sévère. 

 

Par  ailleurs,  on  différencie  les  AVCi  des  accidents  ischémiques  transitoires  (AIT) ;  un  AIT  étant  défini 

comme  un  épisode  bref  de  dysfonction  neurologique,  provoquant  des  symptômes  durant 

généralement moins d’une heure et disparaissant dans les 24 heures. L’AIT peut être annonciateur d’un 

AVC, mais son diagnostic est malheureusement souvent ultérieur à l’AVCi lui‐même. 

 

Les AVCi concernent surtout le territoire carotidien, en particulier l’artère sylvienne ou artère cérébrale 

moyenne (ACM) qui est impliquée dans 70% des AVC carotidiens (Figure 1 ; Moulin et Decavel, 2004). 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Figure 1. Schéma de la circulation cérébrale  
D'après Gray's Anatomy of the Human Body (20ème édition, U.S.A.) 

 

En  1993,  l’essai  clinique  TOAST  (Trial  of Org  10172  in Acute  Stroke  Treatment)  a  permis  de définir  5 

sous‐types  d’AVCi  en  fonction  de  l’étiologie  (Adams  et  al.,  1993).  Cette  classification  présente 

l'avantage  d'adapter  la  prise  en  charge  du  patient  selon  la  cause  à  l'origine  de  son  AVCi.  Ainsi,  on 

distingue : 

1) les  AVCi  par  athérosclérose  de  grosses  artères.  Les  plaques  d’athérome  entraînent  un 

rétrécissement de la lumière du vaisseau et la formation d’un thrombus. L'athérosclérose est à 

l’origine de 50% des AVCi. 

2) les  AVCi  par  occlusion  de  petites  artères  ou  infarctus  lacunaires  (petite  lacune  due  à  un 

infarctus mesurant moins de 1,5 cm de diamètre), qui représentent 25% des AVCi. 

3) les AVCi par cardiopathie emboligène, qui  représentent 20% des cas. Les  troubles du rythme 

ou  de  l'écoulement  sanguin  intracardiaque  favorisent  la  formation  d'emboles  au  niveau 

cardiaque, qui migrent alors dans la circulation jusqu'à occlure un vaisseau cérébral. 

4) les AVCi d'autres origines, comme des hémopathies et thrombophilies, des artériopathies non 

athéromateuses  (Moya‐Moya),  la  consommation  de  drogues  (cannabis,  cocaïne)  ou  des 

maladies génétiques rares. 

5) les AVCi d'origine indéterminée. 

 

Ces deux dernières classes représentent 5% des AVCi (Warlow et al., 2003). 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I.2  Epidémiologie des AVC 

Les  données  épidémiologiques  suivantes  sont  principalement  issues  du  registre  de  Dijon,  qui  étudie 

depuis  1985  l’épidémiologie  des  AVC  en  France,  du  site  de  l’association  France  AVC,  ainsi  que  des 

rapports de l’OMS (Béjot et al., 2009 ; www.franceavc.com ; World Health Organization, 1978). 

 

En France, la prévalence des AVC est de 400 000 personnes par an et l’incidence de 150 000 nouveaux 

cas par an, soit 400 par jour. Cette dernière est pourtant parmi les plus basses dans le monde, presque 

4  fois moindre qu’au  Japon où  l’incidence est  la  plus  élevée.  En  France,  les AVC  représentent  la  2nde 

cause de mortalité chez la femme et la 3ème chez l’homme, avec 20% des victimes qui décèdent dans le 

mois qui suit. 

Dans le monde, l’incidence est évaluée à 16 millions de nouveaux cas par an. L’OMS estime que ce taux 

atteindra 23 millions  en 2030,  notamment en  raison du  vieillissement de  la population.  En  terme de 

mortalité,  l’OMS  évalue  à  10%  le  nombre  de  décès  dus  aux  AVC  en  2004  et  estime  que  ce  chiffre 

atteindra 12% d’ici 2030. 

Les taux de récidive sont élevés au cours des premières semaines qui suivent l’AVC. Une méta‐analyse 

incluant plus de 9000 patients victimes d’un AVCi (tous types confondus) montre que le risque cumulé 

de récidives est supérieur à 10% après 1 an, supérieur à 25% après 5 ans et d’environ 40% après 10 ans 

(Mohan et al.,  2011). Cependant,  ces  chiffres  sont  variables  selon  l’étiologie de  l’AVCi. Ainsi,  les AVC 

d’origine cardio‐embolique sont ceux pour lesquels il existe le plus grand risque de récidive. 

 

Les  AVC  sont  également  la  1ère  cause  de  handicap  acquis  chez  l’adulte,  puisque  3/4  des  survivants 

gardent des séquelles définitives. Parmi eux, 1/3 devient dépendant, 1/4 ne reprend  jamais d’activité 

professionnelle, et 25 à 50% des patients souffrent de dépression au moins au cours de  la 1ère année 

suivant l’AVC (Pinoit et al., 2006). 

 

Les  AVC  constituent  donc  un  problème  majeur  de  santé  publique  en  termes  de  morbidité  et  de 

mortalité. Par ailleurs, son coût financier pour  l’assurance maladie est évalué à une dépense annuelle 

d’environ 8,3 milliards d’euros. C’est pour cette raison qu’un plan d'actions national AVC a été mis en 

place en 2010 par le ministère de la Santé. 

Le « plan AVC » est un quadriennal (2010 – 2014) qui s’articule autour de 4 grands axes : 

1) améliorer  la  prévention  et  l’information de  la  population  sur  les manifestations  cliniques des 

AVC et l’importance d’agir vite (Figure 2), 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2) mettre en œuvre des filières de prise en charge et des systèmes d’information adaptés, 

3) assurer l’information, la formation et la réflexion des professionnels de santé, 

4) promouvoir la recherche et veiller à l’équilibre démographique. 

Ces objectifs ont été établis à partir d’un rapport remis en octobre 2009 à la ministre de la santé et des 

sports,  présentant  un  état  des  lieux  sur  la  prévention  et  la  prise  en  charge  des  AVC  en  France.  

Ce  rapport  présente  des  actions  concrètes  et  donne  des  éléments  de  méthode  pour  les  différents 

acteurs (référentiels de bonne pratique, indicateurs de suivi ou d’évaluation…). 

 

 
Figure 2. Affiche de la campagne d’information des AVC 

 

I.3  Les facteurs de risque des AVC ischémiques 

On distingue classiquement  les  facteurs de risque non modifiables des  facteurs de risque modifiables 

(Béjot et al., 2009 ; Goldstein et al., 2011). 

 

I.3.1  Facteurs de risque non modifiables 

L’incidence des AVC augmente avec l’âge, qui est le facteur le plus important. 

Le sexe constitue également un facteur de risque, puisque la prévalence des AVC est plus élevée chez 

les hommes que chez les femmes. 

L’ethnie est aussi un facteur de risque, puisqu’une étude américaine (White et al., 2005) a montré que 

l’incidence des AVCi chez  les personnes d’origines africaine et hispanique était 2  fois plus élevée que 

chez les caucasiens. Cela peut s’expliquer en partie par des facteurs génétiques, qui restent cependant 

assez mal connus. 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Enfin, les antécédents familiaux constituent aussi un facteur de risque, puisqu’un antécédent paternel 

ou maternel multiplie par 2 le risque de faire un AVC. 

 

I.3.2  Facteurs de risque modifiables 

Les  facteurs  de  risques modifiables  sont  importants  à  identifier,  car  ils  constituent  le  seul moyen de 

prévenir  la  survenue  (prévention  primaire)  ou  la  récidive  (prévention  secondaire)  d’un  AVCi.  

Ces  facteurs  de  risque  sont  responsables  d'environ  80%  des  maladies  cérébrovasculaires  et 

coronariennes. 

 

L’hypertension artérielle  (HTA) constitue  le facteur de risque principal chez  les patients victimes d’un 

AVC, puisqu’elle multiple environ par 7 le risque d’AVC. 

En France, on estime à 14 millions le nombre d’hypertendus, parmi lesquels seulement 8 millions sont 

traités. Or, d’après l’OMS, la simple régulation de l’HTA permettrait de sauver 4 personnes sur 10. 

Souvent associés à l’HTA, le diabète de type 2 et  l’hypercholestérolémie sont également des facteurs 

de risque d’AVC. 

Les pathologies cardiaques, en particulier la fibrillation auriculaire, prédisposent également aux AVC. 

Le  tabagisme  est  également  un  facteur  de  risque  reconnu,  alors  que  d’autres  sont  moins  bien 

documentés.  Citons  pour  exemple,  la  sédentarité,  l’obésité,  la  consommation  excessive  d’alcool  

(une  consommation  faible  ou  modérée  serait  plutôt  bénéfique),  la  contraception  et  le  traitement 

hormonal substitutif. 

Les facteurs sociaux, économiques et culturels, tels que la globalisation, l’urbanisation, le vieillissement 

des populations, la pauvreté et le stress sont également à prendre en considération. 

 

II. PRISE EN CHARGE DES AVC ISCHEMIQUES 

II.1  Manifestations cliniques 

Les AVC se manifestent par des symptômes d’apparition brutale : 

• Atteinte  du  système  nerveux  central :  troubles  de  la  conscience,  stupeur,  coma,  confusion  ou 

agitation, voire même des crises d’épilepsie, 

• Troubles  de  la  vision :  réduction  du  champ  visuel,  diminution  ou  perte  de  la  vision  mono‐  ou 

binoculaire, 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• Troubles du langage : troubles de l’élocution, perte brutale de la parole, 

• Troubles  de  la motricité :  paralysie  ou  perte  de  sensibilité,  le  plus  souvent  unilatérale,  au  niveau 

d’un membre, du visage ou du corps. 

Ces symptômes peuvent apparaître de manière isolée ou combinée, parfois accompagnés de céphalées, 

de vertiges, de nausées ou de vomissements. 

Ce  tableau  clinique  très  varié,  qui  dépend  notamment  du  territoire  touché,  rend  compliqué  le 

diagnostic d'un AVC. De manière générale, tous les symptômes d'apparition soudaine ou rapide doivent 

évoquer un AVC et impliquent une prise en charge précoce et adaptée des patients afin de limiter les 

séquelles. 

Une  échelle,  la  NIHSS  (National  Institut  of  Health  Stroke  Scale),  a  été  mise  en  place  afin  d’évaluer 

différents critères cliniques et d’attribuer ainsi un score appréciant la gravité de l’AVC. 

II.2  Prise en charge thérapeutique 

Le temps de prise en charge est un des facteurs les plus importants conditionnant le devenir du patient. 

C’est  aussi  le  principal  obstacle  à  l’accès  à  un  traitement  efficace. Une  fois  arrivés  aux  urgences,  les 

patients doivent avoir accès à l’imagerie dans les plus brefs délais, afin de discriminer un AVCi d’un AVC 

hémorragique. Le scanner est l’imagerie la plus utilisée, car la plus disponible, mais l’IRM (Imagerie par 

résonance magnétique)  reste  l’imagerie  la plus  recommandée en  raison de sa performance. En effet, 

l’IRM présente l’avantage, entre autres, d’évaluer la zone de pénombre, qui peut être potentiellement 

sauvée  (voir  paragraphe  III.1).  Par  ailleurs,  des  techniques  angiographiques  peuvent  également  être 

utilisées pour visualiser l’occlusion. 

 

La prise en charge des patients comprend 5 étapes : 

1) En  fonction  des  examens,  l'éligibilité  ou  non  du  patient  à  la  thrombolyse  par  l’activateur 

tissulaire  du  plasminogène  recombinant  ou  rt‐PA  est  déterminée.  La  thrombolyse  a  pour 

objectif  de  lyser  le  thrombus  pour  permettre  la  reperfusion  du  territoire  ischémié.  A  l'heure 

actuelle,  le seul traitement pharmacologique autorisé est  le rt‐PA (Actilyse®) qui présente une 

fenêtre  d’administration  de  4h30,  même  si  les  meilleurs  résultats  sont  observés  dans  les  

90 minutes qui suivent l’apparition des 1ers symptômes. En pratique, moins de 2% des patients 

victimes d’AVCi bénéficient d’une thrombolyse par le rt‐PA, notamment en raison de leur prise 

en  charge  au‐delà  de  cette  fenêtre  thérapeutique  étroite.  En  effet,  au‐delà,  le  rapport 

bénéfice/risque du rt‐PA devient dangereux. 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2) Le  suivi  des  paramètres  vitaux  du  patient,  tels  que  la  température  corporelle,  la  pression 

artérielle,  la saturation en oxygène,  les fonctions cardiaque et respiratoire. D’autres variables, 

comme la glycémie, sont également surveillées. 

3) La prévention des complications, telles que l’œdème cérébral et l’augmentation de la pression 

intracrânienne,  la  survenue  de  crises  d’épilepsie,  d’embolie  pulmonaire,  de  thrombose 

veineuse, mais aussi des complications à plus long terme comme les risques de dépression. 

4) La rééducation adaptée des patients par une prise en charge par l’ensemble du corps médical 

et  paramédical  (kinésithérapeutes,  ergothérapeutes,  orthophonistes).  Cet  accompagnement 

multidisciplinaire s’est révélé bénéfique dans la récupération des patients, d’autant plus si elle 

est initiée précocement. 

5) La  prévention  secondaire  des  récidives  est  essentielle  et  passe  par  l’instauration  de  règles 

hygiéno‐diététiques et d’un traitement chronique adapté à la cause de l’AVC. L’American Heart 

Association/American  Stroke Association et  l’ESO  (European  Stroke Organization)  préconisent 

ainsi le contrôle de l’HTA, de la glycémie, de la cholestérolémie, l’arrêt du tabagisme et la prise 

en  charge  des  éventuelles  pathologies  cardiaques.  En  ce  qui  concerne  le  traitement,  à 

l’exception  des  AVC  cardio‐emboliques  où  les  anticoagulants sont  préférés,  l’aspirine  (acide 

acétylsalicylique ou ASA ; 50 et 325 mg/jour), associé au non au dipyridamole ou le clopidogrel 

doivent  être  administrés  en  1ère  intention.  Cependant,  la  supériorité  de  l’association  de  ces 

différentes molécules est encore discutée (voir Chapitre 2  paragraphe V.2). 

 

III. PHYSIOPATHOLOGIE DE L’AVC ISCHEMIQUE 

III.1  Définition des zones de cœur et de pénombre 

Le  cerveau  est  l’organe  qui,  proportionnellement  à  sa  masse,  consomme  le  plus  d’oxygène  et  de 

glucose, ce qui le rend particulièrement sensible à une baisse du débit sanguin cérébral (DSC). Selon la 

sévérité de la chute du DSC, le devenir cellulaire est différent et on définit ainsi 2 zones (Figure 3) : 

• La  région  cérébrale  où  le  DSC  chute  en  dessous  de  20%  de  sa  valeur  normale  (estimée  à 

50 ml/100g/min) est définie comme étant le cœur de la lésion. Cette hypoperfusion sévère entraîne 

une mort cellulaire rapide par nécrose, 

• A  la périphérie du cœur de  la  lésion se  trouve  la zone de pénombre, où  le DSC est compris entre  

20 et 45% de la valeur normale. Dans cette zone, les cellules en souffrance conservent leur intégrité 

morphologique,  mais  présentent  des  dysfonctions  électriques,  énergétiques  et  de  synthèse.  Si  la 

reperfusion du tissu est restaurée dans les quelques heures suivant l’AVC, la zone de pénombre sera 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sauvée et  les  cellules  retrouveront une activité normale  (voir pour  revues: Paciaroni et al.,  2009  ; 

Heiss, 2011). En revanche, si cette zone n’est pas reperfusée à temps, elle évoluera vers une lésion 

irréversible. La zone de pénombre est la cible des traitements neuroprotecteurs et de reperfusion. 

 

 

Figure 3. Evolution de la zone de pénombre et du coeur de la lésion en fonction du temps 
D’après Kunz et al., 2010 

III.2  Mécanismes post‐ischémiques 

La  lésion cérébrale post‐ischémique est  le  résultat d’une cascade d’évènements  se  succédant dans  le 

temps  et  dans  l’espace  (Figures  4   et  5;  voir  pour  revues  :  Pinard  et  Engrand,  1999 ;  Durukan  et 

Tatlisumak,  2007  ;  Rami  et  al.,  2008  ;  Broughton  et  al.,  2009  ;  Brouns  et  De  Deyn,  2009).  

Très  rapidement, dans  les premières minutes  suivant  l’AVC,  le mécanisme d’excitotoxicité est mis en 

place,  suivi  du  stress  oxydant,  puis,  plus  tardivement,  intervient  la  phase  d’inflammation,  et  enfin 

l’apoptose (Dirnagl et al., 1999). 

 
 

Figure 4. Cinétique des mécanismes délétères en fonction du temps après l’ischémie cérébrale 
D’après Brouns et De Deyn, 2009 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Figure 5. Cascade ischémique 
 DSC : Débit Sanguin Cérébral ; ic : intracellulaire 

 

III.2.1  Excitotoxicité 

Dans le territoire ischémié, les neurones se retrouvent privés d'oxygène et de glucose et ils deviennent 

alors  incapables  de  synthétiser  de  l'ATP.  Cette  déplétion  énergétique  entraîne  une  dysfonction  des 

canaux ioniques ATP‐dépendants, notamment Na+/K+ et Ca2+. La perturbation de l'homéostasie ionique 

provoque une dépolarisation membranaire et la libération massive de neurotransmetteurs excitateurs, 

en particulier le glutamate. En se fixant sur ses récepteurs neuronaux NMDA (N‐méthyl‐D‐aspartate) et 

AMPA  [acide  2‐amino‐3‐(5‐méthyl‐3‐hydroxy‐1,2‐oxazol‐4‐  yl)propanoïque],  le  glutamate  renforce 

l'entrée de Na+, donc d'eau, et de Ca2+ dans les cellules. Cela conduit respectivement à un gonflement 

cellulaire  à  l'origine  d'un  œdème  cytotoxique,  et  à  l'activation  de  nombreuses  enzymes  

Ca2+‐dépendantes (protéines kinases ; protéases ; phospholipase A2 ou PLA2; cyclo‐oxygénase ou COX ; 

monoxyde  d’azote  synthase  ou  NOS)  responsables  d’altérations  structurelles  et  fonctionnelles, 

conduisant à un stress oxydant et à la mort cellulaire (Dirnagl et al., 1999 ; Doyle et al., 2008). 

III.2.2  Stress oxydant 

Le  stress  oxydant  post‐ischémique  est  lié  à  une  production  excessive  d'espèces  chimiques  très 

instables, les radicaux libres, tels que l’anion superoxyde (O2
.‐), le monoxyde d’azote (.NO), les radicaux 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hydroxyle (OH.), et les peroxynitrites (ONOO‐) issus de l’association des radicaux O2
.‐ et .NO. Les radicaux 

libres sont principalement produits par la mitochondrie, les neutrophiles, les macrophages, les cellules 

endothéliales et les neurones (Kowaltowski et al., 2009). 

En  conditions  physiologiques,  il  existe  un  équilibre  entre  la  formation  des  radicaux  libres  et  leur 

neutralisation  par  des  anti‐oxydants  endogènes  enzymatiques  (glutathion  peroxydase,  superoxyde 

dismutase, catalase) et non enzymatiques (glutathion ,vitamines E et C ; Chen et al., 2011). 

Cependant,  à  la  suite  d’une  ischémie  cérébrale,  le  dysfonctionnement  de  la  chaîne  respiratoire 

mitochondriale,  l’activation  de  différentes  enzymes,  telles  que  la  NOS  ou  la  COX,  et  l’infiltration  de 

neutrophiles  et  de  macrophages,  provoquent  une  production  massive  de  radicaux  libres  (voir  pour 

revue : Pradeep et al., 2012) qui dépasse  les capacités des systèmes anti‐oxydants endogènes, ce qui 

est  à  l’origine  d’un  stress  oxydant.  Ce  dernier  est  responsable,  notamment  par  l’action  des  ONOO‐,  

de  mécanismes  cytotoxiques,  tels  que  la  peroxydation  des  lipides  membranaires,  l’oxydation  de 

protéines et des lésions de l’ADN, conduisant à la mort cellulaire. 

III.2.3  Inflammation 

La phase d’inflammation, notamment  liée à  la présence de cellules nécrotiques et de  radicaux  libres, 

intervient plus tardivement après l’ischémie cérébrale, et joue un rôle important dans la maturation de 

la  lésion  cérébrale.  Elle  débute  par  l’activation  de  facteurs  de  transcription  de  gènes  pro‐

inflammatoires,  tels  que  NF‐κB  (nuclear  factor  kappa‐light‐chain‐enhancer  of  activated  B  cells)  qui 

déclenche  l’expression  de  cytokines  pro‐inflammatoires  (O’Neill  et  Kaltschmidt,  1997 ;  Wang  et  al., 

2007). Celles‐ci induisent à leur tour l’expression, entre autres, de molécules d’adhésion sur les cellules 

endothéliales,  telles  qu’ICAM‐1  (Intercellular  adhesion  molecule‐1),  VCAM‐1  (Vascular  cell  adhesion 

molecule‐1),  et  les  P‐  et  E‐sélectines  (voir  Chapitre  2  paragraphe  III).  Ces molécules  sont  impliquées 

dans  l'adhésion des plaquettes, mais aussi des  leucocytes polymorphonuléaires  (PMN) sur  les cellules 

endothéliales  permettant  leur  infiltration  dans  le  parenchyme  cérébral  (Frijns  et  Kappelle,  2002).  

Ces PMN infiltrés sont une source de médiateurs pro‐inflammatoires, tels que les métalloprotéases de 

la matrice (MMP) qui dégradent les constituants de la matrice extracellulaire, de radicaux libres, et de 

l'activation d'enzymes comme  la NOS ou  la COX‐2. Notons qu’une étude  récente  remet en cause ces 

données en montrant que les PMN n’infiltrent pas  le parenchyme cérébral mais restent dans l’espace 

périvasculaire (Enzmann et al., 2013). 

Ces évènements contribuent à la lésion post‐ischémique, à la formation de l'œdème et d'hémorragies 

intracérébrales. 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III.2.4  Apoptose 

En fonction de la nature et de l’intensité du stimulus, du type cellulaire, ainsi que du statut énergétique 

de  la  cellule,  la  mort  cellulaire  s’oriente  plutôt  vers  la  nécrose,  qui  est  une  mort  prématurée,  

ou l’apoptose, une mort programmée. Au cours de l’ischémie cérébrale, la mort par nécrose intervient 

de manière précoce surtout dans le cœur de la lésion, alors que l’apoptose s’installe plus tardivement, 

particulièrement dans la zone de pénombre (Dirnagl et al., 1999). 

L’apoptose  peut  être  déclenchée  par  un  mécanisme  caspase‐dépendant  ou  caspase‐indépendant.  

Les réactions caspase‐dépendantes aboutissent à l'activation de la caspase 3, qui entraîne notamment 

l’activation d’endonucléases, responsables de la dégradation de l’ADN et la mort cellulaire. Dans la voie 

caspase‐indépendante, c'est la translocation d'AIF (Apoptosis Inducing Factor) de la mitochondrie vers 

le noyau qui entraîne  la  fragmentation de  l'ADN, et par  conséquent,  la mort de  la  cellule. Cette voie 

étant liée à l’activation de la PARP, elle sera plus détaillée dans le Chapitre 3. 

 

III.3  Complications des AVC ischémiques 

La  barrière  hémato‐encéphalique  (BHE)  est  une  barrière  qui  limite  et  régule  les  échanges  entre  le 

compartiment  sanguin  et  le  parenchyme  cérébral.  Elle  permet,  par  exemple,  le  passage  de  l’eau,  

de  l’oxygène  et  du  glucose,  alors  qu’elle  s’oppose  au  passage  de molécules  de  grande  taille  comme 

l’albumine.  La  BHE  est  constituée  de  cellules  endothéliales  étroitement  liées  entre  elles  par  des 

protéines de jonctions, de la lame basale sur laquelle reposent les cellules endothéliales, de péricytes et 

de pieds astrocytaires. 

A  la  suite  d’une  ischémie  cérébrale,  les  mécanismes  délétères  décrits  précédemment,  comme  la 

production de radicaux libres, entraînent l’activation des MMP. Ces MMP, en dégradant la lame basale 

et les protéines de jonction, affectent l’intégrité de la BHE et augmentent ainsi sa perméabilité (Rivera 

et al., 2004 ; Weiss et al., 2009). 

L’altération de la BHE provoque : 

1) La formation d’un œdème cérébral caractérisé par une augmentation du contenu en eau dans le 

cerveau.  Celle‐ci  peut  survenir  dans  la  cellule,  due  à  l’accumulation  d’eau  et  de  Na+  suite  au 

dysfonctionnement  des  pompes Na+/K+  ATP‐dépendantes ;  on  parle  alors  d’œdème  cytotoxique. 

L’œdème peut aussi être causé par l’extravasation d’eau, de plasma et de protéines dans le milieu 

extravasculaire : on parle alors d’œdème vasogénique. Ce type d’œdème provoque, en particulier, 

une  augmentation  du  volume  cérébral  et  donc  une  augmentation  de  la  pression  intracrânienne 

(Gasche et Copin, 2003). 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2) L’apparition d’hémorragies  intracérébrales ou  transformations hémorragiques  (TH),  qui peuvent 

soit  survenir  de  manière  spontanée  après  l’ischémie  cérébrale  (Horning  et  al.,  1993),  soit  être 

aggravées  par  l’administration  de  rt‐PA  qui  multiplie  par  6  le  risque  de  survenue  de  TH  

(Hacke et al., 2004). Cette toxicité vasculaire du rt‐PA serait liée, entre autres, à l’augmentation de 

l’activité de certaines MMP qui dégradent la membrane basale et les protéines de jonction.  

La survenue d’un œdème cérébral et de TH sont 2 causes majeures de décès précoces chez les patients 

victimes d’un AVC (Gasche et Copin, 2003). 

 

IV. MODÈLES EXPÉRIMENTAUX D’ISCHÉMIE CÉRÉBRALE 

Les modèles d’ischémie cérébrale ont été développés, aussi bien  in vitro qu’in vivo,   afin d’étudier  les 

mécanismes  physiopathologiques  mis  en  jeu,  de  rechercher  de  nouvelles  cibles  thérapeutiques  et 

d’évaluer l’effet de nouveaux traitements. 

IV.1  Modèles in vitro 

Les modèles  in  vitro  sont  surtout  développés  sur  des  cultures  ou  des  co‐cultures  de  différents  types 

cellulaires  présents  dans  le  cerveau,  comme  les  neurones,  les  astrocytes,  les  oligodendrocytes,  

la microglie  ou  bien  encore  les  cellules  endothéliales.  Ces  cultures  sont  placées  dans  des  conditions 

mimant celles d’une ischémie cérébrale, où l’oxygène et  le glucose font défaut : on parle alors d’OGD 

(Oxygen glucose deprivation). Les cultures peuvent être également soumises à l’hypoxie seule, à l’aide 

d’une  chambre  à  hypoxie,  à  un  stress  excitotoxique  par  l’ajout  de  NMDA  ou  de  glutamate,  ou  bien 

encore à un stress oxydant en présence de peroxyde d’hydrogène H2O2. 

Des études peuvent également être réalisées sur des coupes de tissu cérébral. 

IV.2  Modèles in vivo 

In  vivo,  les  modèles  d’ischémie  cérébrale  peuvent  être  réalisés  chez  différentes  espèces  animales, 

parmi lesquelles les rongeurs, le cochon et les primates non humains qui présentent l’avantage d’avoir 

un  cerveau  très  proche  de  celui  de  l’Homme  et  d’être  très  pertinents  dans  l’étude  des  déficits 

neurologiques  post‐ischémiques.  Cependant,  pour  des  raisons  éthiques,  d’infrastructures  et  de  coût, 

l’utilisation de primates non humains reste restreinte aux études précliniques ayant déjà été validées 

chez des espèces inférieures, avant le passage en étude clinique. 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Bien qu’ils présentent un rapport substance grise/substance blanche très différent de celui de l’Homme 

(respectivement  90/10  et  40/60),  les  rongeurs,  et  en  particulier  les  souris,  sont  très  utilisés  pour  

3 raisons majeures : 

1) la  vascularisation  cérébrale est proche de  celle de  l’Homme, notamment grâce à  la présence du 

polygone de Willis, 

2) les souris peuvent être modifiées génétiquement, ce qui permet d'éteindre ou de surexprimer un 

gène, et donc, la protéine qu'il code. Cette technique peut être utilisée pour évaluer le rôle d'une 

protéine  ou  bien  induire  des  facteurs  de  morbidité,  comme  de  l'HTA,  du  diabète  ou  une 

hyperlipidémie, 

3) d'un point de vue pratique, les infrastructures sont moins lourdes et moins onéreuses. 

 

Dans ce contexte, seuls les modèles utilisés chez les rongeurs seront évoqués dans cette partie. 

On  distingue  les modèles  d’ischémie  cérébrale  globale,  qui  affecte  l’ensemble  de  l’encéphale,  et  les 

modèles d’ischémie cérébrale focale, qui touche un territoire cérébral donné. 

IV.2.1  Modèles d’ischémie cérébrale globale 

Ces modèles reproduisent des lésions cérébrales provoquées par une chute du DSC dans l’ensemble du 

cerveau,  comme  lors  d’un  arrêt  cardiaque,  d’une  sévère  hypotension  ou  encore  d’une  strangulation 

(voir pour revue McBean et Kelly, 1998). 

Chez le rat, les 2 modèles les plus utilisés sont (1) le modèle « 4 vaisseaux », qui consiste à occlure de 

manière  permanente  les  2  artères  vertébrales  par  électrocoagulation  et  à  ligaturer  de  manière 

transitoire  les  2  artères  carotides  communes  (ACC),  et  (2)  le  modèle  « 2  vaisseaux »  combinant  le 

clampage bicarotidien avec une hypotension artérielle. 

Chez d’autres espèces présentant un polygone de Willis  incomplet, comme  la gerbille,  l’occlusion des  

2 ACC suffit à provoquer une ischémie globale. 

IV.2.2  Modèles d’ischémie cérébrale focale 

Ces modèles  consistent à provoquer une  chute  locale du DSC.  L’occlusion est  réalisée  sur une artère 

cérébrale,  le plus souvent  l’ACM puisqu’elle est  l’artère  la plus  fréquemment  touchée chez  l’Homme. 

L’ischémie  peut  être  réalisée  de manière  permanente  ou  transitoire,  c’est‐à‐dire  que  l’occlusion  est 

suivie d’une phase de reperfusion. 

Les modèles sont classés selon l’abord utilisé : 

 

• Modèles par voie extravasculaire 

Les modèles par voie extravasculaire consistent à réaliser une craniectomie, afin d'accéder à l'ACM. 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Dans le modèle initial développé en 1981 par Tamura, l'ischémie est réalisée par électrocoagulation de 

l'ACM  (Tamura  et  al.,  1981).  Bien  que  ce  modèle  induise  des  lésions  reproductibles,  il  présente 

l’inconvénient majeur de ne pouvoir réaliser qu’une ischémie permanente. Il a donc été modifié par la 

suite,  afin de permettre  la  reperfusion du  tissu  cérébral. Dans  ce  cas,  l'occlusion est  réalisée  à  l'aide 

d'une ligature (Shigeno et al., 1985), d'un microclip (Dietrich et al., 1989) ou d'un crochet (Kaplan et al., 

1991). Dans ces modèles, la variabilité de la taille de la lésion cérébrale peut être réduite en associant à 

l’occlusion de l’ACM, l'occlusion d'une ou des 2 ACC. 

Plus tard, l'application locale d'endothéline‐1, un puissant agent vasoconstricteur, a été utilisée afin de 

provoquer  un  vasospasme  à  l’origine  de  l'occlusion  de  l'ACM  (Macrae  et  al.,  1993).  Même  si, 

contrairement aux modèles précédents, ce modèle présente  l'avantage de ne pas entraîner de  lésion 

mécanique au niveau des vaisseaux, il nécessite en revanche une maîtrise rigoureuse des doses et de la 

durée d'application de l’endothéline‐1. 

 

L’inconvénient  principal  de  ces  modèles  est  que  la  craniectomie  peut  entraîner  une  dessication  du 

cerveau,  une  hypothermie,  ainsi  qu’un  risque  d’infection.  C’est  pourquoi  d’autres  modèles  ne 

nécessitant pas de craniectomie ont été développés. 

 

• Modèles par voie endovasculaire 

Le modèle  initialement  développé  chez  le  rat  en  1986  (Koizumi  et  al.,  1986)  puis  adapté  à  la  souris 

(Clark et al., 1997), consiste à introduire un filament dans l’artère carotide interne (ACI) jusqu’à occlure 

l’origine de l’ACM. Les avantages de ce modèle sont (1) qu’il ne nécessite pas de craniectomie et (2) que 

le  filament  peut  soit  être  retiré  après  un  temps  déterminé  (classiquement moins  de  3  heures),  pour 

permettre la reperfusion, soit être laissé en place, afin d'induire une ischémie permanente. Cependant, 

il n'est pas adapté à  l'étude de  la thrombolyse. De plus, si  l’extrémité du filament n'est pas protégée, 

son insertion peut potentiellement rompre une artère et ainsi provoquer des hémorragies. Même si ce 

modèle  est  aujourd'hui  le  modèle  d’ischémie  cérébrale  focale  le  plus  utilisé,  il  ne  reproduit  pas  les 

mécanismes  d'occlusion  observés  chez  l’Homme,  qui  sont  le  plus  souvent  causés  par 

thromboembolisme. 

 

• Modèles thromboemboliques  

Dans ces différents modèles thromboemboliques, l’occlusion est provoquée par un caillot sanguin. 

Le  premier  consiste  à  injecter  des  caillots  sanguins  autologues  (ou  hétérologues)  directement  dans 

l’ACI,  sans  craniectomie,  afin  d’occlure  l’ACM  (Kudo  et  al.,  1982).  La  principale  difficulté  de  cette 



I. Accidents Vasculaires Cérébraux                                                                                                   Rappels Bibliographiques 

17 

technique  est  de  contrôler  la  localisation  des  caillots,  ce  qui  provoque  des  infarctus  hétérogènes.  

Ce  modèle  a  donc  été  amélioré  en  injectant,  à  l'aide  d'un  cathéter,  un  seul  gros  caillot  de  taille 

standardisée, à proximité de l'origine de l’ACM (Zhang et al., 1997). 

L’occlusion  peut  également  être  induite  chimiquement,  par  injection  intraveineuse  d’un  colorant 

photosensible,  le  rose  bengal,  suivie  de  l’irradiation  locale  par  un  rayon  lumineux  sur  le  crâne  de 

l’animal (Watson et al., 1985). L’activation locale du rose bengal produit des radicaux libres, perturbe la 

fonction endothéliale et entraîne la formation d’un thrombus. L’inconvénient de cette technique est la 

rupture de la BHE et la formation précoce d’un œdème vasogénique, ce qui conduit rapidement à une 

ischémie  sévère  dépourvue  de  zone  de  pénombre.  Cela  rend  ainsi  l’étude  de  stratégies 

neuroprotectrices très limitée dans ce modèle. 

Une nouvelle approche,  introduite par Orset et collaborateurs en 2007 (Orset et al., 2007), consiste à 

injecter,  après  craniectomie,  de  la  thrombine directement dans  l’ACM de  la  souris,  ce qui  génère un 

caillot  in  situ.  L’avantage  de  ce modèle  est  qu’il  est  très  proche  de  la  physiopathologie  humaine  et 

permet l’étude de thrombolytiques. 

Très  récemment,  Karatas  et  collaborateurs  ont  décrit  un  nouveau  modèle,  inspiré  d’un  modèle  de 

thrombose  carotidienne  (Karatas et al.,  2011). Ce modèle  consiste à  appliquer une pastille de papier 

filtre  imbibée  d’une  solution  de  chlorure  ferrique  (FeCl3)  sur  la  dure‐mère,  au  niveau  de  l’ACM.  

Le  FeCl3  entraîne  la  formation  de  radicaux  libres  et  la  lésion  de  l’endothélium,  ce  qui  génère  un 

thrombus. Cependant, ce thrombus, plutôt riche en plaquettes, expliquerait pourquoi dans ce modèle, 

seule la moitié des souris présente une thrombolyse efficace après l’administration du rt‐PA. 

 

V. STRATEGIES THERAPEUTIQUES DANS L’AVC ISCHEMIQUE 

Les stratégies  thérapeutiques développées pour  le  traitement des AVCi comprennent 2 axes de 

recherche :  une  approche  orientée  vers  les  problématiques  d’ordre  vasculaire  et  une  autre  vers  les 

problématiques d’ordre cellulaire (Steiner et Hacke, 1998). 

V.1  Approche vasculaire 

Cette stratégie a pour objectif de reperfuser l’artère cérébrale occluse, afin de restaurer le DSC dans la 

zone  ischémiée.  Pour  cela,  différentes  stratégies  peuvent  être  exploitées :  le  développement  de 

nouveaux  thrombolytiques  pharmacologiques  ou  le  développement  de  dispositifs  mécaniques 

endovasculaires ; ces différentes approches pouvant être utilisées seules ou combinées. 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V.1.1  Thrombolyse pharmacologique 

• Thrombolyse intraveineuse (i.v.) 

Après  l'échec  des  agents  thrombolytiques  de  1ère  génération  (la  streptokinase  et  l’urokinase),  a  été 

développé  le  rt‐PA  ou  altéplase  ou  Actilyse®,  son  nom  commercial.  C’est  actuellement  le  seul 

traitement  pharmacologique  validé  dans  le  cadre  du  traitement  aigu  des  AVCi,  d'abord  en  1996  aux 

Etats‐Unis, puis en 2002 en Europe. 

Le rt‐PA est une sérine protéase de 68 kDa. C’est une  forme recombinante du tPA endogène qui agit 

donc en convertissant  le plasminogène sous une  forme active,  la plasmine, qui va dégrader  la  fibrine 

insoluble en produits de dégradation solubles (Figure 6). 

 

Figure 6. Mécanisme d’action du rt‐PA 
 

La  1ère  étude  montrant  les  effets  bénéfiques  du  rt‐PA  est  l'étude  NINDS  (National  Institute  of 

Neurological Disorders and Stroke), dans laquelle le rt‐PA était administré à la dose de 0,9 mg/kg dans 

les 3 heures suivant l'apparition des symptômes. Depuis, d'autres études, notamment l’étude ECASS‐III 

(European Cooperative Acute Stroke Study), ont montré le bénéfice d’une administration jusqu’à 4h30 

après  l’apparition des  symptômes  (Hacke et al.,  2008). Cependant,  cette  fenêtre  thérapeutique  reste 

restreinte et le rt‐PA est toujours associé à une forte augmentation des TH.  

C’est pourquoi de nouveaux  thrombolytiques présentant une meilleure activité  fibrinolytique et  avec 

un  faible  risque  de  TH  sont  recherchés.  Citons  à  titre  d’exemples  le  desmotéplase,  actuellement  en 

essai de phase III pour une administration entre 3 et 9 heures post‐ischémie (Von Kummer et al., 2012) 

ou  le  retéplase,  qui  a  été  testé  en  association  avec  un  antiplaquettaire,  l’abciximab,  dans  les  3  à  24 

heures  suivant  l’AVC  dans  le  cadre  de  l'étude  ROSIE  (Reperfusion  of  Stroke  Safety  Study  Imaging 

Evaluation ; Martinez‐Sanchez et al., 2007). 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• Thrombolyse intra‐artérielle (i.a.) 

Cette  nouvelle  voie  consiste  à  administrer  le  thrombolytique  au  plus  près  du  caillot,  à  l’aide  d’un 

cathéter.  Cette  technique  permet  une  meilleure  lyse  du  thrombus  et  une  meilleure  recanalisation 

(Furlan et al., 1999). 

• Association des voies intraveineuse et intra‐artérielle 

Cette  association permet une  administration  rapide via  la  voie  i.v.,  associée  à une  action efficace de 

proximité de la voie i.a. La méta‐analyse de Rha et Saver (2007) a montré que les taux de recanalisation 

atteignaient  46%  par  voie  i.v.,  63%  par  voie  i.a.  et  67%  par  voies  i.v./i.a.  D’autres  études  sont 

actuellement en cours. 

La thrombolyse i.a. présente l’avantage de pouvoir associer un dispositif mécanique de recanalisation. 

V.1.2  Dispositifs mécaniques endovasculaires et sonothrombolyse 

En  parallèle  de  la  recherche  de  nouveaux  agents  pharmacologiques,  des  approches  visant  la 

thrombectomie mécanique  ont  été  développées  et  commercialisées  (voir  pour  revue  :  Ansari  et  al., 

2011). Elles utilisent différentes techniques : 

• le retrait du thrombus (ex : MERCI® pour Mechanical Embolus Removal in Cerebral Ischemia), 

• la thromboaspiration (ex : Penumbra®), 

• le piégeage du caillot (ex : Solitaire®), 

• un  dispositif  de  potentialisation  de  la  fibrinolyse  comprenant  un  cathéter  permettant 

l’administration  du  thrombolytique  pharmacologique  à  proximité  du  caillot  et  l’envoi  d’ultrasons, 

afin de fragiliser le caillot (ex : EKOS®) 

A  l’heure actuelle,  seuls  les dispositifs MERCI® et Penumbra® sont validés par  la FDA  (Food and Drug 

Administration)  pour  leur  utilisation  aux  Etats‐Unis.  En  France,  la  Haute  Autorité  de  Santé  (HAS)  a 

conseillé  l’utilisation  de  ces  dispositifs  mécaniques  chez  les  patients  inéligibles  au  traitement  par  le  

rt‐PA (Rapport 2009 sur la prise en charge des AVC, www.has‐sante.fr). 

 

Les  principaux  avantages  de  la  thrombectomie  mécanique  sont  (1)  une  revascularisation  rapide  et 

élevée, supérieure à 80% (Alshekhlee et al., 2012) et (2) une fenêtre thérapeutique élargie puisqu’elle 

peut atteindre 8 heures post‐ischémie (Smith et al., 2005 ; Smith, 2006). 

Cependant,  elle n’est pas  sans  inconvénient, puisque  le passage plus ou moins  aisé du  cathéter peut 

entraîner  une  dissection  du  vaisseau,  un  spasme  vasculaire  ou  bien  encore  la  fragmentation  d’une 

plaque d’athérome préexistante. De plus,  le caillot, une fois fragmenté, peut induire des ischémies en 

aval du 1er  site d’occlusion  (Kondziella et al.,  2013). Ces  techniques ne  sont donc pas dépourvues de 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risques d’hémorragie et de  réocclusion précoce. Par ailleurs, elles ne peuvent être utilisées que pour 

l’occlusion  de  grosses  artères  (Gravanis  et  Tsirka,  2008)  et  nécessitent  une  très  bonne maîtrise  des 

manipulateurs. 

Enfin,  en  2013,  trois  études  cliniques  ont  montré  que  ces  techniques  mécaniques  n’étaient  pas 

supérieures  au  traitement  standard par  le  rt‐PA en  i.v.  (Broderick et  al.,  2013 ;  Ciccone et  al.,  2013 ; 

Kidwell et al., 2013). 

 

La  sonothrombolyse  peut  également  être  associée  à  un  traitement  par  le  rt‐PA.  Cette  technique 

consiste à appliquer des ultrasons à  travers  le  crâne pour  favoriser  la pénétration du produit dans  le 

caillot et ainsi augmenter son efficacité (Porter et Xie, 2012). Toutefois, à ce jour, cette technique reste 

associée  à  une  augmentation  des  TH  et  nécessite  des  études  d’évaluation  bénéfice/risque  

(Molina et al., 2009). 

V.2  Approche cellulaire 

En  parallèle  de  l’approche  vasculaire,  une  2nde  stratégie  de  recherche  est  orientée  sur  la 

neuroprotection,  et  plus  récemment,  la  vasculoprotection.  L’objectif  de  cette  approche  est  de 

préserver  les  cellules  cérébrales  en  souffrance,  en  ciblant  différentes  étapes  de  la  cascade 

physiopathologique post‐ischémique. 

Jusqu’à aujourd’hui, cet objectif s’est toujours soldé par un échec, puisque sur  le millier de molécules 

s’étant  révélées  protectrices  dans  les  études  précliniques,  telles  que  des  antagonistes  calciques,  

des  antagonistes  glutamatergiques,  des  inhibiteurs  de  l’adhésion  leucocytaire  ou  des  stratégies  

anti‐inflammatoires, aucune n’a été validée en phase clinique  (O’Collins et al., 2006 ; voir pour  revue 

Ginsberg, 2008). 

Pour  expliquer  ces  échecs  à  répétition,  plusieurs  hypothèses  ont  été  avancées,  dont  les  suivantes 

(Sutherland et al., 2012) : 

1) Les  différences  anatomiques,  physiologiques  et  pharmacodynamiques  entre  les  différentes 

espèces sont trop peu prises en compte, 

2) Les animaux utilisés en préclinique sont des populations très homogènes, souvent mâles,  jeunes, 

sans  comorbidité,  alors  que  les  populations  touchées  par  les  AVC  sont  très  hétérogènes  en 

clinique, 

3) Les  modèles  expérimentaux  d’occlusion  sont  très  standardisés  avec  des  lésions  reproductibles,  

des  étiologies  et  des  mécanismes  physiopathologiques  uniformes,  ce  qui  n’est  pas  le  cas  en 

clinique, 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4) Les traitements et leurs protocoles d’administration ne sont pas équivalents. 

 

Ces  pistes  de  réflexion  ont  conduit  à  la  publication  des  recommandations  STAIR  (Stroke  Therapy 

Academic Industry Roundtable) en 1999, qui sont régulièrement remises à jour. Elles préconisent, entre 

autres : 

1) L’évaluation  des  effets  d’un  traitement  dans  différents  modèles  expérimentaux  (ischémies 

permanente et transitoire), 

2) L’évaluation de plusieurs doses de traitement, 

3) L’évaluation des conséquences histologiques et fonctionnelles d’un traitement à long terme, 

4) L’évaluation des traitements sur des animaux d’âge et de sexe différents, 

5) La publication des résultats négatifs, 

6) L’évaluation des traitements bénéfiques chez les rongeurs, puis chez les primates non humains, 

7) L’évaluation des effets toxiques et dose‐réponse des molécules, 

8) L’évaluation de la pertinence de la voie d’administration et de la fenêtre thérapeutique. 

 

Une autre explication possible des échecs successifs est que  la  recherche s’est  longtemps concentrée 

sur  la protection des neurones uniquement, occultant  les autres cellules cérébrales qui sont pourtant 

elles  aussi  touchées par  l’ischémie. Ainsi,  les nouvelles  stratégies de  recherche  se  réorientent  vers  la 

protection de l’unité neurogliovasculaire. 

 

Ces  dernières  années,  une  nouvelle  stratégie  a  consisté  à  rechercher  des  traitements  pouvant  être 

administrés en association avec le rt‐PA. L’objectif de cette stratégie est double : 

1) obtenir une action synergique ou au moins complémentaire entre les 2 (ou plus) agents pour une 

meilleure  reperfusion.  Cela  permettrait  de  diminuer  les  doses  de  rt‐PA  administrées,  et  par 

conséquent, les effets indésirables associés, comme les TH. 

2) l'administration précoce de  cet  agent pourrait prévenir  les  lésions dans  la  zone de pénombre et 

ainsi, permettre  l'extension de la fenêtre thérapeutique du rt‐PA. Evidemment, cela suppose que 

l'agent associé au rt‐PA puisse être administré sans risque à tous les patients, avant l’imagerie, par 

exemple dans l'ambulance. 

 

Voici  quelques exemples de pistes de  recherche  récentes pour  le  traitement  aigu des AVC (voir  pour 

revue Ishrat et al., 2012). 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Le développement de piégeurs de radicaux libres a été lancé dans le but de s’opposer au phénomène 

de  stress  oxydant  post‐ischémique.  Cette  stratégie  s’est  révélée  bénéfique  dans  des  modèles 

expérimentaux  d’ischémie  où  elle  protégeait  la  BHE  et  diminuait  les  TH  induites  par  le  rt‐PA  

(Lapchak et al., 2001 ; Yagi et al., 2009 ; Yamashita et al., 2009), ce qui a conduit à des études cliniques. 

Le NXY‐059 a ainsi été testé dans un 1er essai de phase III,  l’étude SAINT‐I (Stroke‐Acute Ischemic NXY 

Treatment) où il était associé au rt‐PA. Cependant, les résultats encourageants n'ont pas été retrouvés 

lors de l'étude SAINT‐II, dans laquelle le NXY‐059 n’a montré aucun bénéfice chez les patients atteints 

d’un AVC par rapport au groupe placebo (Shuaib et al., 2007). 

De  la  même  façon,  l’étude  de  l’edaravone,  qui  s’était  révélé  bénéfique  dans  des  modèles 

expérimentaux  d’ischémie  cérébrale  (Lukic‐Panin  et  al.,  2010;  Lapchak  et  Zivin,  2009)  a  aussi  été 

stoppée en phase clinique, en raison de l'absence d'amélioration des patients (Lapchak, 2010). 

Actuellement,  l’association  du  rt‐PA  avec  l’acide  urique,  un  anti‐oxydant,  est  en  essai  clinique  de 

phases  II  et  III.  Expérimentalement,  l’association  avait  notamment  montré  une  amélioration 

fonctionnelle (Romanos et al., 2007). 

 

En 2001, l’enlimomab, un anticorps dirigé contre ICAM‐1, afin d’inhiber l’infiltration leucocytaire, a été 

testé dans  l’essai clinique EAST  (Enlimomab Acute Stroke Trial  Investigators). Cependant,  l’essai a été 

abandonné en phase III du fait d’une surmortalité du groupe traité. 

 

Les statines, qui sont des inhibiteurs de l’HMG‐CoA réductase (3‐hydroxy‐3‐méthylglutaryl‐coenzyme A 

réductase), en association avec le rt‐PA, se sont révélées bénéfiques dans des modèles expérimentaux, 

notamment  l'atorvastatine  et  la  rosuvastatine  (Kilic  et  al.,  2005 ;  Zhang  et  al.,  2009). Même  si  leur 

utilisation  fait  encore  débat,  il  semblerait  que  les  statines,  administrées  précocement  à  fortes  doses 

dans le traitement aigu des AVCi, soient bénéfiques et ne présentent pas de risque pour les patients. 

 

Le  rosiglitazone,  un  antidiabétique  antagoniste  des  récepteurs  PPARγ  (Peroxisome  proliferator‐

activated  receptor  gamma)  s'est  révélé  bénéfique  dans  un modèle  d'ischémie  cérébrale  chez  le  rat, 

notamment en diminuant les MMP et l'inflammation, ainsi que l'œdème cérébral et en entraînant une 

amélioration fonctionnelle (Wang et al., 2009a). D'une manière générale, il est assez clairement établi 

que l'hyperglycémie doit être contrôlée dans la prise en charge aiguë d'un patient victime d'un AVC. 

La minocycline, une tétracycline pléïotrope possédant des effets anti‐inflammatoires, et inhibiteurs de 

PARP  (voir  Chapitre  3)  et  de MMP,  s'est  révélée  bénéfique  en  préclinique.  En  clinique,  les  résultats 



I. Accidents Vasculaires Cérébraux                                                                                                   Rappels Bibliographiques 

23 

semblent  encourageants,  notamment  dans  l'étude  de  phase  II  MINOS  (Minocycline  to  Improve 

Neurologic Outcome Study) où la minocycline (10 mg/kg par voie i.v.) améliore le déficit neurologique  

3  mois  après  l’AVC.  De  plus,  son  association  avec  le  rt‐PA  n’aggrave  pas  les  TH  chez  ces  patients  

(Fagan  et  al.,  2010).  Bien  que  prometteurs,  ces  résultats  n’ont  pas  été  confirmés  puisque  dans  une 

étude récente incluant 95 patients victimes d’AVC, la minocycline s’est révélée sans risque mais n’a pas 

montré d’effet protecteur (Kohler et al., 2013). De plus larges études devraient être menées. 

 

D’autres pistes sont actuellement explorées et pourraient être  testées en clinique, comme  la voie du 

protéasome, qui est impliquée dans la dégradation intracellulaire des protéines et qui régule également 

certains  médiateurs  inflammatoires.  L'association  du  rt‐PA  au  Bortezomib,  un  inhibiteur  du 

protéasome,  s’est  révélée  bénéfique  dans  un  modèle  d’ischémie  chez  le  rat  (Zhang  et  al.,  2006  et 

2010). 

 

D'autres  axes  orientés  vers  la  potentialisation  pure  du  rt‐PA,  comme  avec  la  neuroserpine,  un 

inhibiteur endogène du t‐PA, a montré  in vitro une diminution des effets délétères du rt‐PA comme la 

dégradation de la BHE par les MMP (Rodríguez‐González et al., 2011). Evidemment, cela nécessite des 

études in vivo avant de peut‐être pouvoir tester ce composé en clinique. 

 

Au‐delà de la prévention secondaire, l’utilisation d’agents antiplaquettaires dans le traitement aigu des 

AVCi  est  une  stratégie  très  étudiée.  Les  caractéristiques  des  principales  molécules  testées  seront 

développées dans le Chapitre suivant, paragraphe V.1. 
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DEUXIEME CHAPITRE : ACTIVATION ET AGREGATION PLAQUETTAIRES 

L’hémostase  primaire  est  un  phénomène  physiologique  essentiel  au  maintien  de  l’intégrité  d’un 

vaisseau, et ceci, grâce à la formation d’un clou plaquettaire, qui permet l’arrêt rapide du saignement 

au  niveau d’une brèche  vasculaire.  Ce  processus  regroupe  l’ensemble  des  interactions  entre  la  paroi 

vasculaire, les plaquettes sanguines et les facteurs de la coagulation. 

La thrombose est un processus pathologique, qui est la conséquence d’une altération de la régulation 

de l’hémostase. Dans les pathologies thrombotiques telles que l’AVC, les dysfonctionnements peuvent 

affecter 3 facteurs, dont l’association forme la « triade de Virchow » (Figure 7) : 

1) le vaisseau et ses propriétés pro‐ ou anti‐thrombotiques, 

2) le flux sanguin et les conséquences des différentes forces de cisaillement appliquées au vaisseau, 

3) le sang et les interactions entre les différentes cellules sanguines permettant l’hémostase. 

 

 

 

Figure 7. Schéma de la triade de Virchow 
Modifié d’après Wolberg et al., 2012 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I. PLAQUETTES SANGUINES 

La plupart des données sont issues des 2 revues suivantes : Broos et al., 2011 ; Wang et al., 2012. 

I.1  Généralités 

Les  plaquettes  sanguines  humaines  sont  de  petites  cellules  anucléées, mesurant  entre  2  et  4  μm de 

diamètre. Elles ont été décrites pour la 1ère fois par Osler au début des années 1870: il a ainsi observé 

des cellules de forme discoïde qui circulaient individuellement dans le sang, mais qui s’agrégeaient en 

dehors  des  vaisseaux.  Une  dizaine  d’années  plus  tard,  Bizzozero  (1882)  a  montré  que  ces  cellules 

étaient  capables  d’adhérer  sur  un  endothélium  lésé  de  vaisseaux  mésentériques  chez  le  cobaye, 

soulignant ainsi le rôle des plaquettes dans l’hémostase et la thrombose. La même équipe a également 

décrit les mégacaryocytes, mais ce n’est qu’en 1906 que Wright les identifie comme les précurseurs des 

plaquettes.  Aujourd’hui,  le  mécanisme  exact  de  la  production  des  plaquettes  n’est  pas  clairement 

déterminé,  mais  il  est  établi  que  les  plaquettes  sont  issues  de  la  fragmentation  du  cytoplasme  des 

mégacaryocytes contenus dans la moelle osseuse. 

Environ  2/3  des  plaquettes  circulent  dans  le  sang  à  l’état  inactivé,  sous  forme  discoïde,  à  raison  de  

150  à  400 x 106  par  millilitre  chez  une  personne  saine.  Le  1/3  restant  est  séquestré  de  manière 

réversible dans la rate. Leur durée de vie est de 8 à 10 jours. 

Chez la souris, les plaquettes sont beaucoup plus nombreuses (entre 1 000 à 1 500 x 106/ml), mais plus 

petites (en moyenne 1,5 µm de diamètre ; Tsakiris, 1999 et Thon et Italiano, 2010). Le volume moyen 

des plaquettes murines est 2  fois  inférieur à  celui des plaquettes humaines  (respectivement 4‐5  fl  et 

7,5‐10 fl). Leur durée de vie est également 2 fois moins longue, puisqu’elle est estimée à 4‐5 jours. 

Il existe également d’autres différences entre  les deux espèces, notamment en  termes de  récepteurs 

plaquettaires, qui seront discutées par la suite. 

 

I.2  Les constituants plaquettaires 

Comme  toutes  les  cellules,  les  plaquettes  sont  délimitées  par  une membrane  plasmique,  dont  les 

phospholipides chargés négativement sont situés dans le feuillet interne. Cependant, cette répartition 

est  dynamique,  notamment  pour  la  phosphatidylsérine  qui,  lors  de  l’activation  plaquettaire,  est 

transloquée  du  feuillet  interne  vers  le  feuillet  externe,  conférant  aux  plaquettes  une  activité 

procoagulante. 



II. Activation et Agrégation Plaquettaires                                                                                       Rappels Bibliographiques 

26 

Un  système  canaliculaire  formé  par  des  invaginations  de  la  membrane  plasmique  au  travers  du 

cytoplasme permet ainsi à la plaquette de disposer d’une importante surface membranaire en contact 

avec  le  milieu  extérieur  (Figure  8).  Ce  système  est  impliqué  dans  les  phénomènes  d’endocytose 

d’éléments plasmatiques et d’exocytose du contenu des granules plaquettaires. 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Figure 8. Ultratructure d’une plaquette en microscopie électronique 
D’après Stevens et Lowe, 1997 

 

Le cytosquelette est constitué de microfilaments d’actine et d’un anneau périphérique de microtubules 

qui  maintiennent  les  plaquettes  au  repos  sous  forme  discoïde  (Figure  8).  Lors  de  leur  activation,  

les  réarrangements  de  ces  réseaux  permettent  les  phénomènes  de  l’activation  plaquettaire :  

la  concentration  des  organites,  l’émission  de  prolongements  cytoplasmiques  (pseudopodes)  et  la 

dégranulation.  La  plaquette  prend  alors  une  forme  sphérique  avec  projection  de  pseudopodes  

(Figure 9). Le changement de forme des plaquettes augmente considérablement sa surface externe, ce 

qui facilite les contacts avec les cellules environnantes et les molécules de la matrice extracellulaire. 

 

 
Figure 9. Changement de forme des plaquettes lors de leur activation 
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Le système tubulaire dense, dérivé du réticulum endoplasmique des mégacaryocytes, est un système 

de  membranes  non  connecté  à  la  surface,  qui  permet  le  stockage  du  Ca2+  intracellulaire.  Il  est 

également impliqué dans la synthèse des prostaglandines. 

 

Les plaquettes contiennent peu de mitochondries, de nombreux grains de glycogène, et des granules 

de  sécrétion,  qui  sont  de  3  types :  les  granules α,  les  granules  denses  et  les  lysosomes  (Figure  8).  

Lors  des  phénomènes  d’amplification  de  l’activation  plaquettaire,  les  granules  fusionnent  avec  la 

membrane  plaquettaire  externe  et  déversent  leur  contenu  en  molécules  bioactives  dans  le  milieu 

extérieur (Tableau I). 

Les  granules  α  sont  des  granules  très  abondantes,  puisqu’on  en  dénombre  entre  20  et  200  par 

plaquette chez l’Homme. Chez la souris, elles sont identiques en termes de morphologie et de contenu, 

mais elles sont moins nombreuses (environ 12‐120/plaquette). C’est le principal réservoir intracellulaire 

des protéines  libérées  lors  de  l’activation plaquettaire.  Le  contenu est  très hétérogène entre  chaque 

granule  (environ  280  protéines  différentes),  et  comprend  notamment  des  protéines  spécifiques  des 

plaquettes  (platelet  factor  4  ou  PF4),  des  glycoprotéines  d’adhésion  (fibrinogène ;  facteur  von 

Willebrand  vWF ;  fibronectine),  des  facteurs  de  coagulation  (facteurs  V,  XI,  XIII),  des  facteurs  de 

croissance (platelet derived growth factor ou PDGF ; vascular endothelial growth factor ou VEGF), des 

inhibiteurs  de  la  fibrinolyse,  la  P‐sélectine  et  la  glycoprotéine  membranaire  GPIIbIIIa.  

Ces  différentes  protéines  sont  libérées  dans  la  circulation  sanguine  mais  participent  également  à  la 

modification  de  la  composition  de  la  membrane  plaquettaire  avec,  par  exemple,  l’expression  de  la  

P‐sélectine ou de la GPIIbIIIa à sa surface, permettant l’interaction avec d’autres cellules. Cependant, la 

libération  de  ces  substances  est modulée  en  fonction  de  l’environnement  et  du  stimulus  (voir  pour 

revue Italiano et Battinelli, 2009). Ainsi, les plaquettes contribuent à des phénomènes aussi variés que 

l’hémostase primaire, la coagulation, l’inflammation ou l’angiogenèse. 

Les granules denses sont de plus petite taille que les granules α et moins nombreuses (2‐10/plaquette 

humaine ;  1‐5/plaquette murine).  Elles  contiennent  surtout  de  l’ADP,  de  l’ATP,  de  la  sérotonine,  du 

Ca2+, du Mg2+, du pyrophosphate, l’interleukine IL‐1β ou le PF4. 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Tableau I. Molécules contenues dans les granules plaquettaires α et denses 

D’après Smyth et al., 2009 

 

 

Les lysosomes contiennent des hydrolases acides, des protéases, des sérines peptidases ou bien encore 

des phosphatases et jouent un rôle important dans la lyse des thrombi. 

 

De nombreux récepteurs sont ancrés dans la membrane plasmique et participent à l’adhésion et/ou à 

l’activation  des  plaquettes  après  fixation  de  leurs  ligands  (Figure  10).  Le  rôle  de  ces  différents 

récepteurs sera détaillé dans la suite de ce chapitre (paragraphe II). 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Figure 10. Schéma des récepteurs plaquettaires 
D’après Choi et Kermode, 2011  

δ :  granules  denses  ;  PAR :  récepteur  de  la  thrombine ;  TP :  récepteur  du  TxA2 ;  TxA2 :  thromboxane  A2 ;  
vWF : facteur von Willebrand  

 

Dans ce chapitre, nous ne traiterons que des mécanismes hémostatiques et thrombotiques mettant en 

jeu les plaquettes sanguines qui constituent le sujet de ce travail. 

II. PLAQUETTES SANGUINES ET LESIONS VASCULAIRES : ROLE DE L’HEMOSTASE 

II.1  Interaction des plaquettes avec la paroi vasculaire 

En conditions normales, la couche de cellules endothéliales constitue une surface anti‐thrombotique en 

séparant physiquement  le sang circulant de  la matrice sous‐endothéliale  thrombogène, constituée de 

macromolécules adhésives, telles que les collagènes, le vWF, la laminine ou la fibronectine. Les cellules 

endothéliales assurent la thromborésistance en libérant notamment du NO, de la prostacycline (PGI2) 

et  des  ectoADPases  qui  dégradent  l’ADP  et  inhibent  l’activation  plaquettaire  (Figure  11).  Ainsi,  les 

plaquettes circulent dans les vaisseaux sans adhérer ni à la paroi vasculaire, ni entre elles. 

Cependant,  lors  d’une  lésion  vasculaire,  ce  sous‐endothélium  thrombogène  est  mis  à  nu  et  permet 

l’adhésion des plaquettes, ce qui va réduire l’hémorragie et favoriser la réparation tissulaire. 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Figure 11. Endothélium sain thromborésistant  
D’après Jackson, 2011 

NO : monoxyde d’azote ; PGI2 : prostacycline 
 

Dans  les  petites  artères  et  les  micro‐vaisseaux,  mais  aussi  dans  les  vaisseaux  athérosclérosiques  ou 

sténosés,  où  le  flux  sanguin est  élevé  (>  1000  s‐1),  les  globules  rouges  repoussent  les plaquettes  à  la 

périphérie du vaisseau, ce qui favorise l’établissement de liaisons avec les molécules de la paroi. 

Ces liaisons s’établissent en 3 étapes majeures : 

• L’étape d’initiation via la liaison entre GPIbα et le vWF 

• L’étape de stabilisation via la liaison du collagène à ses récepteurs plaquettaires GPIaIIa et GPVI 

• L’étape d’adhésion ferme via GPIIbIIIa  

Ces étapes s’accompagnent des phénomènes d’amplification du signal. 

 

II.1.1  Liaison entre GPIbα et le vWF 

L’interaction  des  plaquettes  avec  la  paroi  vasculaire  débute  par  la  liaison  du  récepteur  situé  sur  les 

plaquettes, la glycoprotéine GPIbα, et le vWF contenu dans la matrice extra‐cellulaire ou exposé lié au 

collagène. Cela permet de ralentir et de recruter les plaquettes circulantes et constitue donc une étape 

d’initiation avant l’établissement de liaisons plus fermes. 

 

Le vWF est une glycoprotéine multimérique formée de l’assemblage de dimères. Il est synthétisé par les 

mégacaryocytes et les cellules endothéliales, et stocké dans les granules α des plaquettes et les corps 

de Weibel‐Palade des cellules endothéliales, d’où il peut être libéré dans la circulation sanguine. Il est 

également présent dans le sous‐endothélium. 

Sous  l’action  des  forces  de  cisaillement,  le  vWF  se  déploie  pour  s’activer  et  démasque  ainsi  son 

domaine A1 indispensable à son interaction avec GPIbα. Le vWF est d’autant plus actif qu’il est formé 

par des multimères de haut poids moléculaire. Il peut également se lier au collagène. 

Il  a  été montré que  la  fixation du vWF à GPIbα  entraîne une  cascade de  signalisation  via  la  voie des  

Src  kinases  et  de  la  PLC  gamma  (PLCγ),  provoquant  la  formation  d’inositol  triphosphate  (IP3)  et  de 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diacylglycérol (DAG), et par la suite, la libération de Ca2+ et la réorganisation du cytosquelette d’actine 

(Mangin et al., 2003). Cette cascade va aussi contribuer à l’activation de l’intégrine αIIbβ3 qui permet 

l’adhésion stable au vWF (Kasirer‐Friede et al., 2004). 

 

GPIbα   est  une  glycoprotéine  transmembranaire  dont  25  000  copies  sont  présentes  sur  chaque 

plaquette.  GPIbα  fait  partie  du  complexe  GPIb/IX/V,  constitué  de  2  sous‐unités  GPIbα  (130  kDa),  

2 sous‐unités GPIbβ (25 kDa), 2 sous‐unités GPIX (22 kDa) et 1 sous‐unité GPV (88 kDa ; Figure 12). Son 

extrémité extracellulaire N‐terminale (Nter) porte les sites de liaison pour le domaine A1 du vWF, son 

principal ligand, pour initier l’adhésion plaquettaire dans des conditions de flux élevés. 

 

Figure 12. Complexe GPIb/IX/V 
Modifié d’après Lanza et al., 2008 

Mac‐1 : Macrophage antigen‐1 ; vWF : Facteur von Willebrand 
 

GPIbα est également impliquée dans l’adhésion des plaquettes sur l’endothélium par son site de liaison 

pour la P‐sélectine endothéliale (Berndt et al., 2001) et dans l’adhésion des plaquettes aux leucocytes 

via Mac‐1 (Macrophage antigen‐1 ; Figure 13). Cette interaction sera détaillée dans le paragraphe III de 

ce chapitre. 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Figure 13. Implication de GPIbα dans l’adhésion cellulaire 
Modifié d’après Kaplan et Jackson, 2011  

Mac‐1 : Macrophage antigen‐1 ; P‐sél : P‐sélectine 
 

Les  patients  atteints  du  syndrome  Bernard‐Soulier,  une maladie  héréditaire  rare  caractérisée  par  un 

déficit  en  GPIbα  ou  de  la  maladie  de  Willebrand,  marquée  par  un  déficit  en  vWF,  présentent  des 

saignements plus ou moins sévères. 

De  nombreuses  études  ont montré  une  diminution  de  la  thrombose  chez  les  souris  où  l’interaction 

GPIbα‐vWF était altérée, associée ou non à une diminution du temps de saignement (Chauhan et al., 

2006 ; Denis et al., 1998 ; Cauwenberghs et al., 2000). 

 

II.1.2  Liaison stable du collagène à ses récepteurs 

La  liaison  GPIbα‐vWF  ayant  permis  d’amener  les  plaquettes  à  proximité  du  site  de  la  lésion  et  au  

sous‐endothélium exposé, des  liaisons stables entre  le collagène et ses  récepteurs peuvent alors être 

engagées. 

 

Le collagène est une macromolécule adhésive très thrombogène et un agoniste plaquettaire puissant. 

Neuf isoformes ont été identifiées dans la paroi vasculaire, dont les collagènes fibrillaires de type I et III, 

qui sont les constituants majeurs de la matrice extracellulaire des vaisseaux sanguins, et le collagène IV, 

qui est la forme principale dans la membrane basale sous‐endothéliale. 

Les plaquettes possèdent deux  récepteurs  au  collagène :  l’intégrine α2β1 appelée aussi GPIaIIa,  et  la 

glycoprotéine GPVI, qui a été caractérisée plus récemment. 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• Récepteur GPIaIIa 

Ce récepteur est constitué d’une sous‐unité α2 (160 kDa) et d’une sous‐unité β1 (110 kDa), possédant 

chacune  un  important  domaine  extracellulaire  et  de  courts  domaines  transmembranaire  et 

intracytoplasmique. GPIaIIa est exprimée à la surface des plaquettes, à raison de 2 000 à 4 000 copies, 

mais aussi dans les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales et les lymphocytes. Comme les 

autres récepteurs de type intégrine, la liaison avec son ligand se fait par un passage de la conformation 

de faible affinité à une conformation activée de forte affinité. 

Son rôle exact dans la signalisation est encore discuté en raison de résultats discordants. 

 

• Récepteur GPVI 

GPVI  est  une  glycoprotéine  transmembranaire  d’environ  60  kDa  de  la  superfamille  des 

immunoglobulines  (Ig),  exprimée  spécifiquement  dans  les  cellules  de  la  lignée  mégacaryocytaire  à 

environ 4 000 copies/plaquette. Elle possède 2 domaines extracellulaires de type  Ig, qui portent le site 

d’adhésion au collagène, et une courte queue intracytoplasmique (Figure 14). 

GPVI  dimérisée  est  associée  à  la  chaine  γ  des  récepteurs  Fc,  FcRγ,  qui  porte  un  motif  ITAM 

(immunoreceptor tyrosine‐based activation motif). 

 

 

Figure 14. Complexe GPVI‐FcRγ 
Modifié d’après Nieswandt et Watson, 2003 

ITAM : Immunoreceptor Tyrosine‐based Activation Motif 
 

La phosphorylation de ce motif ITAM entraîne une cascade qui conduit à l’activation de la PLCγ2, d’une 

protéine kinase C (PKC) et à la mobilisation interne des stocks de Ca2+, qui participent à la sécrétion et à 

l’agrégation des plaquettes. 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L’étude  de  plaquettes  déficientes  en  GPVI  ou  en  FcRγ  a  montré  l’implication  de  ce  récepteur  dans 

l’agrégation  et  l’étalement  des  plaquettes,  la  sécrétion  et  l’activation  de  GPIIbIIIa  (Nieswandt  et  al., 

2001).  Cependant,  le  changement  de  forme  et  la  sécrétion  des  plaquettes  induits  par  le  collagène 

semblent très dépendants des voies d’amplification par l’ADP ou le thromboxane A2 (TxA2 ; Jarvis et al. 

2002 ; Nieswandt et al., 2002 ; Cho et al., 2003). 

 

II.1.3  GPIIbIIIa 

GPIIbIIIa  (ou  αIIbβ3  ou  CD41/CD61)  est  le  récepteur  plaquettaire  le  plus  abondant,  puisque  chaque 

plaquette  en  possède  entre  40  000  et  80 000  copies,  avec  un  pool mobilisable  dans  les  granules  α.  

Les  sous‐unités GPIIb  et GPIIIa  ont  de  longs  domaines  extracellulaires,  ainsi  que  de  courts  domaines 

transmembranaires et cytoplasmiques (Figure 15). Ces domaines sont très conservés entre l’Homme et 

la souris. 

 

Figure 15. Structure et activation de GPIIbIIIa 
D’après Yuan et al., 2006 

 

Présente à  l’état constitutif sur  les plaquettes au repos dans une conformation inactivée, GPIIbIIIa n’a 

alors pas d’affinité pour ses ligands, le vWF et le fibrinogène. 

Son activation, induite par un agoniste soluble comme l’ADP, la thrombine ou le TxA2, ou par l’adhésion 

du  collagène  sur  GPVI  ou  du  vWF  sur  GPIb‐IX‐V,  permet  le  déclenchement  d’une  cascade  de 

signalisation  appelée  «  inside‐out  ».  Ce  processus  Ca2+‐dépendant  entraîne  un  changement  de 

conformation  de  l’intégrine,  qui  passe  d’une  forme  repliée,  où  les  chaînes  α  et  β  sont  liées  par  un  

« pont salin », à une  forme dépliée où  la  taline, une protéine du cytosquelette,  sépare  les 2 chaînes, 

permettant  ainsi  à  l’intégrine  de  se  lier  à  son  ligand  (Figure 15  ;  Beglova  et  al.,  2002 ;  Shattil  et 

Newman, 2004). 

 



II. Activation et Agrégation Plaquettaires                                                                                       Rappels Bibliographiques 

35 

GPIIbIIIa  lie  principalement  le  fibrinogène.  Le  vWF  et  les  autres  protéines  adhésives  (fibrine, 

fibronectine et vitronectine) se fixent sur GPIIbIIIa via un autre site de liaison. 

La  liaison  du  fibrinogène  et  du  vWF  sur  l’intégrine  entraîne  un  phénomène  d’«  outside‐in  ».  Cette 

cascade  conduit  à  l’étalement  des  plaquettes,  une  sécrétion  des  granules  induisant  l’activation  des 

récepteurs  GPIIbIIIa  qui  se  regroupent  alors  dans  la  membrane.  En  conséquence,  des  plaquettes 

supplémentaires sont recrutées permettant  la stabilisation de  l’agrégat plaquettaire, et  finalement,  la 

formation du thrombus. 

Ainsi, l’intégrine GPIIbIIIa joue un rôle clé dans la persistance de la signalisation et le renforcement des 

propriétés adhésives des plaquettes et l’agrégation plaquettaire. 

 

Les  patients  présentant  une  absence  ou  un  dysfonctionnement  de  GPIIbIIIa  sont  atteints  de  la 

thrombasthénie de Glanzmann, une maladie hémorragique grave (Nurden, 2005). 

 

II.2  Amplification de l’activité plaquettaire 

Plusieurs  voies  de  transduction  conduisent  à  l’amplification  de  l’activation  plaquettaire :  celle  des 

récepteurs  associés  aux  Tyrosine  Kinases,  celle  des  récepteurs  couplés  aux  protéines  G  (RCPG) 

comprenant la voie de la thrombine, de l’ADP et du TxA2, et enfin celle de l’ATP via les canaux ioniques. 

 

II.2.1  Transduction du signal par la voie des tyrosine‐kinases 

La liaison, entre autres, du vWF à GPIb et du collagène au complexe GPVI‐FcRγ entraîne l’activation en 

cascade  de  tyrosines  kinases  qui  activent  la  PLCγ2,  qui  va  à  son  tour  produire  de  l’IP3  et  du  DAG  

(Figure 16). L’IP3 va se fixer sur son récepteur au niveau du système tubulaire dense et provoquer ainsi 

un efflux de Ca2+ et l’augmentation de sa concentration intracytosolique. Une partie de ce Ca2+ va se lier 

à  la  phosphatidylsérine  externalisée,  rendant  cette  surface procoagulante,  en particulier  vis‐à‐vis  des 

facteurs de coagulation vitamine K‐dépendants, et accélérant ainsi la cascade de la coagulation. 

Tous ces phénomènes concourent à  l’activation de  la PLA2, au changement de  forme des plaquettes,  

à la sécrétion des granules et à l’agrégation des plaquettes. 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Figure 16. Voies de transduction impliquées dans l’amplification de l’activité plaquettaire 
D’après Broos et al., 2011 

AC :  adénylate  cyclase ;  DAG :  diacyl  glycérol ;  DTS :  système  tubulaire  dense ;  IP :  récepteur  de  la  PGI2 ;  IP3 : 
inositol  triphosphate ;  NO :  oxyde  nitrique ;  PAR :  récepteurs  de  la  thrombine ;  PGI2 :  prostacycline ;  PLA2 : 

phospholipase A2 ; PLCβ : phospholipase Cβ ; TP : récepteur du TxA2 ; TxA2 : thromboxane A2 ; vWF : facteur von 
Willebrand 

 

II.2.2  Transduction du signal par la voie de la thrombine 

La  thrombine  est  produite  à  partir  de  la  prothrombine  à  la  surface  des  plaquettes  activées  via  la 

cascade  de  coagulation.  C’est  l’activateur  le  plus  puissant  des  plaquettes.  Elle  possède  un  site  de 

fixation  sur  GPIbα,  mais  la  voie  de  signalisation  n’est  pas  très  clairement  établie.  La  réponse  à  la 

thrombine est principalement induite via ses récepteurs PAR (proteinase‐activated receptors), qui sont 

des RCPG. Elle agit de manière très particulière, puisqu’elle active ses récepteurs cibles PAR en clivant 

leur  extrémité  Nter,  laissant  apparaître  une  nouvelle  extrémité  Nter  avec  une  séquence  consensus 

SFLLRN  (Sérine  –  Phénylalanine –  Leucine  –  Leucine  – Arginine  – Asparagine),  qui  va  servir  de  ligand 

pour activer PAR (Figure 17). 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Figure 17. Mécanisme d’activation des récepteurs PAR 
Modifié d’après Coughlin, 2000 

PAR : Proteinase‐Activated Receptor ; SFLLRN : Sérine–Phénylalanine–Leucine–Leucine–Arginine–Asparagine 
 

Chez  les  mammifères,  il  existe  4  isoformes  de  récepteurs  PAR,  notés  PAR1  à  4.  Chez  l’Homme,  

les  plaquettes  expriment  les  récepteurs  PAR1  et  PAR4 ;  PAR1  possède  une  forte  affinité  pour  la 

thrombine et est donc activé à de faibles concentrations alors que la mise en jeu de PAR4 nécessite des 

concentrations  plus  importantes  (Coughlin,  2000).  Les  souris  n’expriment  pas  PAR1,  mais 

principalement PAR4 et PAR3. Ce dernier semble davantage agir comme un cofacteur pour permettre 

l’activation de PAR4 (voir pour revue Lee et Hamilton, 2012).  

 

Des études ont montré que des souris PAR4‐/‐ ne répondent pas à la thrombine et sont ainsi protégées 

de  la  thrombose  dans  un  modèle  de  thrombose  induite  par  le  FeCl3  réalisé  sur  des  artérioles 

mésentériques  (Sambrano et al., 2001 ; Hamilton et al., 2004). De plus, dans un modèle de  lésion au 

laser  d’artérioles  du  crémaster,  ces  souris  présentent  une  diminution  de  la  taille  des  thrombi  et  de 

l’expression de la P‐sélectine plaquettaire par rapport aux souris sauvages (Vandendries et al., 2007). 

 

II.2.3  Transduction du signal par la voie de l’ADP et de l’ATP 

L’ADP  et  l’ATP,  présents  en  concentrations  très  importantes  dans  les  granules  denses,  sont  sécrétés 

après activation des plaquettes.  Ils exercent  leurs effets via  les récepteurs purinergiques P2 : P2X, qui 

sont des récepteurs canaux, et P2Y, qui sont des RCPG. Il existe 3 types de récepteurs P2 présents à la 

surface des plaquettes : P2X1, P2Y1 et P2Y12 (voir pour revue Gachet, 2006). 

 

Le  récepteur P2Y1  est  exprimé  dans  divers  tissus,  comme  le  cœur,  les  vaisseaux,  les  tissus  nerveux,  

les testicules, les muscles lisses, la prostate et les ovaires. Lors de la fixation de l’ADP sur P2Y1, qui est 

couplé  à  une  protéine  Gαq,  l’activation  de  la  PLCβ  entraîne  la  libération  de  Ca2+  des  stocks 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intracellulaires, ce qui induit un changement de forme ainsi qu’une agrégation transitoire réversible des 

plaquettes. L’inhibition pharmacologique ou  la délétion génique de P2Y1 chez  les souris entraîne une 

diminution de la thrombose par rapport aux souris contrôles dans des modèles de lésion induite par le 

FeCl3 ou laser (Lenain et al., 2003 ; Hechler et al., 2006).  

 

La  distribution  du  récepteur  P2Y12  est  restreinte  aux  plaquettes,  aux  cellules  gliales  de  certaines 

régions cérébrales et aux cellules musculaires lisses vasculaires. Ce récepteur est couplé à une protéine 

Gi.  Son  activation  par  l’ADP  inhibe  l’adénylate  cyclase  (AC)  et  entraîne  une  diminution  des 

concentrations  intracellulaires  d’adénosine  monophosphate  cyclique  (AMPc),  conduisant  à  la 

déphosphorylation de la vasodilator‐stimulated phosphoprotein (VASP), qui lève l’inhibition de GPIIbIIIa 

(Figure 18). 

 

 

Figure 18. Cascade de (dé)phosphorylation de VASP  
 
AMPc : AMP cyclique ; Gi : protéine Gi ; PGE1 : prostaglandine E1 ; PGI2 : prostacycline ; PKA : protéine kinase A ; 
VASP : vasodilator‐stimulated phosphoprotein ; VASP‐P : vasodilator‐stimulated phosphoprotein phosphorylée 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L’activation  de  P2Y1  initie  une  agrégation  transitoire  réversible,  qui  devient  irréversible  suite  à 

l’activation de P2Y12 (Figure 19). 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Figure 19. Conséquences de l’activation des récepteurs plaquettaires P2Y1 et P2Y12 

 

Malgré plus de 80% d’homologie de  la  séquence en acides aminés des  récepteurs P2Y12 humains et 

murins  (von  Kügelgen,  2006),  l’activation  de  P2Y12  chez  la  souris  ne  produit  pas  d’agrégation 

irréversible.  Cette  différence  entre  les  2  espèces  pourrait  être  liée  à  un  nombre  de  copies  réduit  de 

P2Y12 ou bien encore à des mécanismes de sécrétion des granules différents (Rosenblum et al., 1983). 

Le  récepteur  P2Y12  est  très  intéressant  en  terme  thérapeutique,  puisqu’il  est  la  cible  des 

thiénopyridines, comme le clopidogrel, utilisées comme médicaments antiagrégants plaquettaires (voir 

paragraphe V.2 de ce chapitre). 

 

Le  récepteur  P2X1  est  présent  au  niveau  du  muscle  lisse  vasculaire,  des  plaquettes  et  du  système 

nerveux.  L’activation de  ce  récepteur  canal par  l’ATP entraîne un  influx  très  rapide de Ca2+  du milieu 

extracellulaire vers l’intérieur des plaquettes, qui va induire un changement de forme et une sécrétion 

des granules. 

P2X1 est incapable d’induire l’agrégation plaquettaire seul ; il semble plutôt agir en synergie avec P2Y1 

(voir pour revue Gachet, 2006). 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II.2.4  Transduction du signal par la voie du thromboxane A2 

L’augmentation  des  concentrations  calciques  intraplaquettaires  active  la  PLA2,  qui  transforme  les 

phospholipides  membranaires  en  acide  arachidonique  (AA).  L’AA  est  un  substrat  de  la  COX‐1  qui 

produit des endoperoxydes ensuite transformés par la thromboxane synthase en TxA2. Ce dernier est 

un activateur plaquettaire très puissant qui va permettre  l’amplification de  la réponse en activant ses 

récepteurs  TP,  présents  sur  les  plaquettes,  mais  aussi  dans  les  poumons,  la  rate,  le  thymus  et  le 

placenta. Le  récepteur TP est couplé à une protéine Gq et a pour principal effecteur  la PLCß2, qui va 

générer de  l’IP3 et du DAG, et par conséquent, augmenter encore  les concentrations cytosoliques de 

Ca2+,  participant  ainsi  au  changement  de  forme,  à  l’agrégation  et  à  la  sécrétion  des  plaquettes  

(Figure 16). 

Depuis  de  nombreuses  années,  l’ASA,  inhibiteur  de  la  COX‐1  (et  de  la  COX‐2),  est  utilisé  comme 

antiagrégant plaquettaire dans la prévention des pathologies vasculaires coronaires et cérébrales, afin 

de diminuer la formation de TxA2. 

 

La sécrétion d’ADP et la synthèse de TxA2 permettent d’assurer une agrégation plaquettaire efficace et 

une croissance du thrombus au niveau du site de lésion. 

 

II.3  Stabilisation et dégradation du thrombus 

II.3.1  Stabilisation du thrombus 

La  stabilisation et/ou  la propagation du  thrombus nécessite  le maintien d’un état pro‐agrégant via  le 

déclenchement de  la cascade de  la coagulation. Cette cascade de  réactions enzymatiques abouti à  la 

formation  de  fibrine.  Elle  est  initiée  par  le  facteur  tissulaire  (FT),  qui  est  normalement  absent  de  la 

circulation sanguine. Le FT est exprimé au niveau des cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire et 

des fibroblastes et se retrouve donc exposé lors d'une lésion vasculaire. De plus, il peut également être 

synthétisé par les cellules endothéliales et les monocytes activés. La formation d’un complexe entre le 

FT  et  le  facteur  VII  circulant  conduit  à  l’activation  du  facteur  X,  et  par  suite,  à  la  génération  de 

thrombine ou facteur IIa (Figure 20). A partir de son substrat (le fibrinogène), la thrombine conduit à la 

formation  de  fibrine  qui  se  structure  en  un  réseau  stabilisant  le  caillot  plaquettaire.  Par  ailleurs,  la 

thrombine a la capacité de catalyser sa propre génération et ainsi d’auto‐amplifier son action, comme 

par exemple le maintien de GPIIbIIIa sous sa forme activée. 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Figure 20. Cascade de stabilisation et de dégradation du thrombus 

FT : facteur tissulaire ; t‐PA : activateur tissulaire du plasminogène ; uPA : urokinase ; Xa : facteur X activé  
 

Cette  cascade  est  physiologiquement  contrebalancée  par  3  systèmes  endogènes  inhibant  la 

coagulation :  l’antithrombine,  le  système  protéine  C‐protéine  S  et  le  TFPI  (tissue  factor  pathway 

inhibitor). 

II.3.2  Dégradation du thrombus 

La  fibrinolyse  est  le  processus  qui  dégrade  le  thrombus  en  détruisant  les  polymères  de  fibrine  

(Figure  20).  Elle  fait  intervenir  le  plasminogène,  synthétisé  par  le  foie,  qui  circule  dans  le  sang  sous 

forme  inactive.  Le  plasminogène  peut  être  activé  par  le  tPA,  synthétisé  localement  par  les  cellules 

endothéliales, ou par l’uPA (urokinase) dont le précurseur (la pro‐urokinase) circule dans le sang, après 

sa synthèse par les cellules rénales notamment. Après son activation au niveau du caillot par le tPA ou 

l’uPA, le plasminogène se transforme en plasmine, qui est capable de dégrader le caillot de fibrine en 

produits de dégradation de la fibrine et en D‐dimères. 

Le  système  fibrinolytique  est  lui  aussi  physiologiquement  régulé  par  des  inhibiteurs  de  la  plasmine  

(α2 antiplasmine, α2 macroglobuline) et des inhibiteurs de l’activation du plasminogène (plasminogen 

activator inhibitor ou PAI ‐1 et ‐2, synthétisés par les cellules endothéliales). 

 

III. PLAQUETTES SANGUINES ET INFLAMMATION : ROLE DES MOLECULES D’ADHESION 

Comme nous l’avons vu précédemment,  l’ischémie cérébrale induit une réaction inflammatoire qui se 

développe dans  les heures et  les  jours qui  suivent  l’AVC, et qui contribue à  la  formation de  la  lésion.  

De  nombreuses  études  ont  montré  que  cette  inflammation  post‐ischémique  était  associée  à 

l’infiltration des leucocytes dans la zone ischémiée (voir pour revue Yilmaz et Granger, 2008). Dans cet 

!
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environnement  inflammatoire,  l’activation  des  cellules  endothéliales  cérébrales  entraîne  une 

augmentation de  l’expression de molécules d’adhésion à  leur surface qui permet  le recrutement, non 

seulement des leucocytes, mais aussi des plaquettes, dans la région ischémiée. 

Les données de ce paragraphe sont principalement issues des revues suivantes : Merten et Thiagarajan, 

2008 ; Yilmaz et Granger, 2008 ; Smyth et al., 2009 ; Théorêt et al., 2011. 

 

Différents types de molécules d'adhésion existent et peuvent être regroupées en 3 classes (Golias et al., 

2011) : 

• Sélectines 

La  famille  des  sélectines  regroupe  3  membres,  nommés  en  fonction  de  leur  site  d'expression 

principal : la L‐sélectine est exprimée sur les leucocytes, la E‐sélectine sur les cellules endothéliales, 

et  la  P‐sélectine,  qui  a  d’abord  été  découverte  au niveau des  plaquettes. On  sait  aujourd’hui  que 

cette dernière est également présente au niveau des cellules endothéliales. 

• Superfamille des Immunoglobulines 

C’est la famille des molécules de surface la plus abondante et elle comprend notamment les ICAM‐1 

et ‐2, VCAM‐1 et PECAM‐1 (platelet endothelial cell adhesion molecule‐1). 

• Intégrines 

Les  intégrines  sont  des  hétérodimères  constitués  de  chaînes  α  et  β  et  sont  très  nombreuses ;  

il  existe  au moins  15  types  de  chaînes α  et  9  types  de  chaînes  β  différentes.  Parmi  elles,  citons  

2  intégrines du sous‐groupe β2 : LFA‐1  (leukocyte  function associated molecule‐1) ou CD11a/CD18 

et Mac‐1ou CD11b/CD18, exprimés sur les leucocytes. 

 

Parmi  ces molécules,  nous nous  sommes plus particulièrement  intéressés  à  la  P‐sélectine,  ICAM‐1 et 

VCAM‐1,  qui  interviennent  à  différentes  étapes  du  processus  de  recrutement  des  leucocytes  et  des 

plaquettes :  

1) une  liaison  initiale  de  faible  affinité  permet  de  ralentir  et  de  capturer  les  cellules  circulantes.  

Ces adhésions précoces et faibles impliquent la P‐sélectine, 

2) une  interaction  secondaire  de  forte  affinité  conduit  à  l’adhésion  ferme  des  cellules.  Cette  2nde 

étape met en jeu ICAM‐1 et VCAM‐1. 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III.1  P‐sélectine 

La P‐sélectine ou CD62P (anciennement GMP‐140), est principalement exprimée au niveau des granules 

α des plaquettes,  à  raison de 10 000 molécules par plaquette activée  (Merten et Thiagarajan, 2008). 

Elle  est  aussi  stockée  dans  les  corps  de  Weibel‐Palade  des  cellules  endothéliales,  mais  en  quantité  

10  fois moins  importante.  Chez  la  souris,  l’expression basale  de  la  P‐sélectine  au niveau  cérébral  est 

faible  par  rapport  à  d’autres  organes  (Wong  et  Crack,  2008).  En  conditions  inflammatoires,  son 

expression  peut  être  induite  par  des  cytokines.  Après  activation  des  plaquettes  et  des  cellules 

endothéliales, la P‐sélectine est transloquée en quelques secondes à la surface de la cellule. 

 

III.1.1  Structure 

La  P‐sélectine  est  formée  de  768  acides  aminés  (84  kDa),  mais  en  raison  des  modifications  post‐

traductionnelles qu’elle  subit,  elle est détectée à 140 kDa en Western Blot  (voir  chapitre Matériel  et 

Méthodes, paragraphe X.4). Elle possède une structure commune aux sélectines : à l’extrémité Nter un 

motif  Lectine,  qui  participe  à  la  liaison  des  ligands  présentant  une  région  carbohydrate  contenant  le 

motif antigénique sialyl‐Lewis(x), un domaine EGF (epidermal growth factor), un domaine de répétition 

de  courtes  séquences  consensus  (de  longueur  variable  selon  la  sélectine),  un  domaine 

transmembranaire et enfin, un court domaine intracytoplasmique (Figure 21 ; Tilton et Berens, 2002). 

 

Figure 21. Structure de la P‐sélectine 
D’après Tilton et Berens, 2002 

EGF : Epidermal Growth Factor ; Lectine : motif de reconnaissance des carbohydrates Ca2+‐dépendant 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La P‐sélectine existe sous 2 formes : une forme transmembranaire et une forme soluble (sP‐sélectine), 

dépourvue  des  domaines  transmembranaire  et  cytoplasmique.  Ces  2  formes  semblent  provenir  de 

l'épissage alternatif de l'ARNm de la protéine et/ou de son clivage protéolytique. 

III.1.2  Principaux ligands 

• La  protéine  transmembranaire  PSGL‐1  (P‐selectin  glycoprotein  ligand‐1)  est  le  ligand  le  mieux 

caractérisé de la P‐sélectine. Elle est présente sur les leucocytes, notamment les neutrophiles et les 

monocytes, et dans une moindre mesure (25 à 100 fois) sur les plaquettes (voir pour revue Merten 

et Thiagarajan, 2004). La PSGL‐1 est donc impliquée : 

1) dans  la  liaison  leucocytes‐plaquettes,  et  par  conséquent,  dans  la  formation  d’amas  leuco‐

plaquettaires via la P‐sélectine plaquettaire, 

2) dans le recrutement des leucocytes sur l’endothélium activé via la P‐sélectine endothéliale. 

Notons  que  la  PSGL‐1  peut  interagir  avec  toutes  les  formes  de  sélectines  en  conditions 

inflammatoires. 

 

• La glycoprotéine plaquettaire GPIb est un autre  ligand de  la P‐sélectine. Cette  liaison permet donc 

l’adhésion des plaquettes à la paroi vasculaire activée via la P‐sélectine endothéliale. 

 

• Les  sulfatides,  des  glycosphingolipides  sulfatés,  sont  présents  à  la  surface  des  plaquettes.  Ces 

ligands de la P‐sélectine plaquettaire sont donc impliqués dans l’interaction plaquette‐plaquette. 

 

III.1.3  Fonctions 

Au‐delà de son rôle dans les interactions cellulaires, la P‐sélectine possède de nombreuses fonctions lui 

conférant un caractère thrombo‐inflammatoire. 

 

a. Rôle dans les interactions cellulaires 

Grâce à  sa  liaison à  ses différents  ligands,  la P‐sélectine permet  tous  les  types d’interaction entre  les 

plaquettes, les leucocytes et les cellules endothéliales activées (Figure 22). 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Figure 22. Implication de la P‐sélectine dans les interactions cellulaires 
PSGL1 : P‐Selectin Glycoprotein Ligand‐1 

 

Les leucocytes, via la PSGL‐1, adhèrent à la P‐sélectine : 

1) présente sur l’endothélium activé, initiant ainsi le processus d’infiltration des leucocytes dans le 

parenchyme cérébral (Figure 23), 

2) exprimée  à  la  surface  des  plaquettes  adhérentes  à  l’endothélium  ou  libres,  pour  former  des 

amas leuco‐plaquettaires (Kaplan et Jackson, 2011). 

 

Figure 23. Interaction entre les plaquettes et les leucocytes  
D’après Kaplan et Jackson, 2011 

Fg : Fibrinogène ; P‐sél : P‐sélectine ; PSGL‐1 : P‐Selectin Glycoprotein Ligand‐1 
 

Ces adhésions leucocytaires favorisent l’inflammation post‐ischémique et contribuent à la formation de 

la lésion. 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D’autre  part,  en  augmentant  le  nombre  de  cellules  qui  viennent  adhérer  à  la  paroi  vasculaire,  

la P‐sélectine participe également au phénomène de thrombose. 

Plusieurs études ont montré que  l’inhibition de  la  liaison entre plaquettes  in vivo ou ex vivo, par des 

anticorps  dirigés  contre  la  P‐sélectine  ou  des  antagonistes  des  sulfatides,  réduit  l’agrégation 

plaquettaire et permet même de désagréger des  thrombi déjà  formés. Ainsi,  cette  liaison P‐sélectine 

plaquettaire/sulfatides  permettrait  de  stabiliser  les  agrégats  plaquettaires  formés  par  les  ponts 

GPIIbIIIa‐fibrinogène. 

L'accumulation des plaquettes, qu'elles soient directement attachées aux cellules endothéliales ou liées 

aux leucocytes adhérents, favorise un état pro‐thrombotique et une réduction de perfusion des tissus, 

ce qui pourrait expliquer le phénomène de «no‐reflow» après l'ischémie cérébrale. 

 

Ainsi, la P‐sélectine joue un rôle important dans l'agrégation plaquettaire et les interactions plaquette‐

leucocyte, qui sont tous les deux des mécanismes importants dans le développement de la thrombose 

artérielle. 

 

b. Autres fonctions thrombo‐inflammatoires 

En  dehors  des  interactions  cellulaires,  la  P‐sélectine  est  impliquée  dans  d’autres  mécanismes  

pro‐thrombotiques et pro‐inflammatoires. 

 

Tout d’abord,  la  liaison de  la PSGL‐1  leucocytaire et de  la P‐sélectine plaquettaire  induit une cascade 

d’évènements,  dont  l’activation  des  intégrines  leucocytaires Mac‐1  et  LFA‐1  qui  est  nécessaire  pour 

induire  une  adhésion  stable  des  leucocytes. Mac‐1  est  la  principale  intégrine β2  facilitant  l’adhésion 

ferme à la surface des plaquettes via sa liaison avec de multiples ligands, dont GPIbα. L’activation des 

plaquettes  et  la  dégranulation  consécutive  conduisent  à  la  libération  de  nombreuses  substances 

bioactives, telles que le TxA2, qui favorisent l’agrégation plaquettaire. 

 

De  plus,  cette  interaction  de  la  P‐sélectine  plaquettaire  avec  la  PSGL‐1  leucocytaire  induit  une 

régulation positive du FT ainsi que la production de microparticules procoagulantes, contribuant ainsi à 

un état pro‐thrombotique (Polgar et al., 2005). 

 

Enfin,  chez  les  souris  P‐sélectine  ‐/‐,  on  constate  une  réduction  de  la  formation  d’amas  leuco‐

plaquettaires, du recrutement de fibrine et de FT, qui conduisent à la formation de thrombus plus petits 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et  instables  dans  des  modèles  de  thrombose  artérielle  induite  par  le  FeCl3  ou  par  laser  (voir  pour 

revues : Polgar et al., 2005 ; Théorêt et al., 2011). 

 

c. Rôle dans l’ischémie cérébrale 

L’expression  post‐ischémique  de  la  P‐sélectine  dans  le  parenchyme  cérébral  a  été mise  en  évidence 

dans de nombreuses études, aussi bien chez l’Homme que chez le rongeur. Cependant, il est difficile de 

conclure quant à sa cinétique d’expression, très variable selon les modèles et les conditions. 

L’équipe d’Okada a  ainsi montré une augmentation de  l’expression de  la P‐sélectine à  la  surface des 

plaquettes  et  des  cellules  endothéliales  cérébrales  dès  la  1ère  heure  suivant  la  reperfusion  et  qui 

persiste jusqu’à 24 heures, dans un modèle d’ischémie cérébrale chez le babouin (Okada et al., 1994). 

La  comparaison  de  l’expression  de  la  P‐sélectine  dans  3  modèles  d’ischémie  cérébrale  transitoire 

(thrombotique,  embolique  et  par  suture  de  l’ACM ;  Zhang  et  al.,  1998)  a  révélé  une  expression 

biphasique, avec une 1ère augmentation dès 15 minutes de reperfusion avant un retour au niveau basal 

après 1 heure, et une 2nde  augmentation après 2 heures de reperfusion, avec un pic à 6 heures. 

Dans  l’étude  de  Suzuki  (1998),  l’expression  de  la  P‐sélectine  augmente  entre  8  et  24  heures  de 

reperfusion dans les modèles transitoires, et entre 2 et 8 heures dans les modèles permanents. 

 

Les  stratégies  ciblant  la  P‐sélectine  se  sont  révélées  efficaces  dans  les  2  types  de  modèles 

expérimentaux, transitoires et permanents (voir pour revue Yilmaz et Granger, 2008). Ainsi,  les souris  

P‐sélectine  ‐/‐  présentent  une  diminution  du  volume  d'infarctus,  une  meilleure  récupération 

fonctionnelle  et une meilleure  reperfusion  cérébrale par  rapport  aux  souris  sauvages. De même, des 

anticorps anti‐P‐sélectine ont  réduit  la  taille de  la  lésion associée avec une réduction des TH dans un 

modèle d’ischémie transitoire. Dans un modèle d'ischémie permanente, l’utilisation d’anticorps anti‐P‐

sélectine a réduit la taille de la lésion, l'œdème cérébral, ainsi que l'infiltration leucocytaire. 

 

L’expression  de  la  P‐sélectine  au  niveau  systémique  a  également  fait  l’objet  de  nombreuses  études, 

notamment  pour  évaluer  l’intérêt  de  la  sP‐sélectine  comme  marqueur  biologique  diagnostic  ou 

pronostic des AVC. 

Il a ainsi été montré que les concentrations plasmatiques de sP‐sélectine sont élevées chez les patients 

victimes d’un AVC au bout de 1, 3 et 7 jours (Kozuka et al., 2002) par rapport à celles d’individus sains, 

mais  plus  à  3  mois.  Dans  l’étude  de  Wang  et  collaborateurs  (2013),  les  taux  plasmatiques  de  

sP‐sélectine  atteignent  un  pic  après  24  heures.  Par  ailleurs,  aucune  différence  entre  les  patients 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victimes  d’un  AIT  ou  d’un  AVCi  n’a  été  montrée,  suggérant  qu’il  n’y  a  pas  de  corrélation  entre 

l’activation plaquettaire et la sévérité de la lésion cérébrale. 

Il  a  également  été  démontré  que  des  taux  élevés  de  sP‐sélectine  pourraient  être  utilisés  comme 

marqueur  biologique  prédictif  d'évènements  cardiovasculaires  majeurs.  Cependant,  cela  reste  à 

confirmer par d’autres études. Par ailleurs, les amas leuco‐plaquettaires, qui impliquent la P‐sélectine, 

semblent être des marqueurs de  l'activation plaquettaire plus sensibles en raison de  leur plus  longue 

présence dans la circulation sanguine. 

 

d. La P‐sélectine : une cible thérapeutique potentielle ? 

Le risque potentiel des inhibiteurs de P‐sélectine serait d’interférer avec le recrutement physiologique 

des  leucocytes  pour  combattre  les  infections.  Cependant,  l’utilisation  d’anticorps  anti‐P‐sélectine  ne 

montre pas d’augmentation des infections dans les modèles expérimentaux. 

De  manière  intéressante,  l’association  d’un  anticorps  anti‐P‐sélectine  au  rt‐PA  dans  un  modèle  de 

thrombose artérielle chez  le babouin a  induit une  thrombolyse plus  rapide par  rapport au  rt‐PA seul. 

Ainsi,  la neutralisation de la P‐sélectine pourrait non seulement prévenir la thrombose artérielle, mais 

également favoriser l’efficacité de la thrombolyse. Ces résultats restent évidemment à confirmer. 

 

III.2  ICAM‐1 et VCAM‐1 

 

III.2.1  Structure et ligands d’ICAM‐1 

ICAM‐1 ou CD54 est une glycoprotéine  transmembranaire de 532 acides aminés,  correspondant à un 

poids moléculaire de 58 kDa. Elle est exprimée de manière constitutive dans plusieurs types cellulaires, 

dont les cellules endothéliales, mais en faible quantité dans le cerveau par rapport à d’autres organes. 

Son expression est inductible par les cytokines en conditions inflammatoires (Wong et Crack, 2008). 

Sa  structure  comprend  un  domaine  extracellulaire  Nter  formé  de  5  boucles  créées  par  des  ponts 

disulfures (domaines « Ig‐like »), d’un domaine transmembranaire et d’un domaine intracytoplasmique 

(Figure  24).  Ses  domaines  D1  et  D3  contiennent  respectivement  les  sites  de  liaison  aux  intégrines 

leucocytaires LFA‐1 et Mac‐1 (Rahman et Fazal, 2009). 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Figure 24. Structure d’ICAM‐1  
Modifié d’après Rahman et Fazal, 2009 

Cter :  extrémité  C  terminale ;  D :  domaine ;  Ig :  immunoglobuline ;  LFA‐1 : Leukocyte  Function  Associated 
molecule‐1 ; Mac‐1 : Macrophage antigen‐1 ; Nter : extrémité N terminale 
 

A  l’heure actuelle,  8  sites de N‐glycosylation ont été  identifiés  sur  ICAM‐1  (base de données Uniprot 

KB), expliquant pourquoi ICAM‐1 est finalement détectée à environ 99 kDa. Comme pour la P‐sélectine, 

il existe une forme soluble d’ICAM‐1, sICAM‐1. 

 

Ses ligands leucocytaires sont donc LFA‐1 et Mac‐1. ICAM‐1 interagit également avec les plaquettes en 

se  fixant à  la protéine plaquettaire GPIIbIIIa par  l’intermédiaire du  fibrinogène, dont  le  site de  liaison 

semble situé autour du domaine D1 (Bella et al., 1999). 

 

III.2.2  Structure et ligands de VCAM‐1 

VCAM‐1  ou  CD106  est  une  protéine  transmembranaire  de  90  kDa.  Son  expression  constitutive  à  la 

surface  des  cellules  endothéliales  est  très  faible,  mais  elle  est  induite  par  les  cytokines  

pro‐inflammatoires. 

VCAM‐1  est  constituée  de  7  domaines  «  Ig‐like  »  extracellulaires,  ainsi  qu’un  domaine 

transmembranaire  et  un  domaine  cytoplasmique  (Figure  25).  Il  est  à  noter  que  VCAM‐1  existe 

également sous une forme soluble, sVCAM‐1. 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Figure 25. Structure de VCAM‐1 
Cter : extrémité C terminale ; D : domaine ; Ig : immunoglobuline ; Nter : extrémité N terminale 

 

Le principal  ligand de VCAM‐1 est VLA‐4  (very  late antigen‐4 ou α4β1) qui appartient à  la  famille des 

intégrines β1 et est exprimé par les monocytes et lymphocytes. 

 

III.2.3  Fonctions d’ICAM‐1 et de VCAM‐1 

 

a. Rôle dans l’adhésion et l’infiltration leucocytaires 

ICAM‐1  et  VCAM‐1,  via  leurs  liaisons  respectives,  sont  impliquées  dans  l’adhésion  ferme  des 

lymphocytes  et  des  monocytes,  puis  dans  leur  infiltration  dans  le  parenchyme  cérébral  (Frijns  et 

Kappelle, 2002). 

De plus, la liaison de VLA‐4 à VCAM‐1 déclenche une cascade d’évènements intracellulaires conduisant 

à  l’activation  des  MMP  et  à  la  dégradation  de  certains  complexes  protéiques  des  jonctions 

intracellulaires,  qui  entraînent  la  dégradation des  constituants  de  la  lame basale  et  l’ouverture  de  la 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BHE.  Ainsi,  l’augmentation  de  la  perméabilité  de  la  BHE  facilite  le  passage  des  lymphocytes  et  des 

monocytes dans le parenchyme cérébral. 

 

b. Rôle dans l’ischémie cérébrale 

L’expression post‐ischémique de VCAM‐1 et d’ICAM‐1 est très variable selon les études. 

Justicia et collaborateurs (2006) ont observé une augmentation de VCAM‐1 entre 4 et 24 heures après 

une  ischémie  transitoire.  Dans  une  autre  étude  comparant  des  modèles  d’ischémie  cérébrale 

permanente  (électrocoagulation)  et  transitoire  (occlusions  de  30  ou  90  minutes  par  un  filament), 

l’ARNm d’ICAM‐1 augmente 5 jours après une ischémie permanente ou transitoire de 90 minutes alors 

que l’ARNm de VCAM‐1 était uniquement augmenté dans le modèle permanent (Zhou et al., 2013). 

L’augmentation de l’expression de VCAM‐1 a également été détectée chez des patients victimes d’AVC 

(Frijns et Kappelle, 2002). Cependant, son intérêt en tant que marqueur reste controversé. En effet, une 

diminution  des  taux  plasmatiques  de  sVCAM‐1  dans  les  4  premiers  jours  suivant  un  AVC  permet  de 

prédire  une  bonne  récupération  neurologique  (Blum et  al.,  2002).  Campbell  et  collaborateurs  (2006) 

ont aussi montré que le taux sanguin de sVCAM‐1 permet d’évaluer le risque de récurrence d’AVCi chez 

des  patients  présentant  une  maladie  cardiovasculaire.  Par  contre,  il  a  été  montré,  notamment  par 

l’étude MITICO  en  2009,  que  les  taux  d’IL‐6,  d’ICAM‐1,  de  TNFα  (tumor  necrosis  factor  alpha)  et  de 

vWF,  mais  pas  ceux  de  VCAM‐1,  sont  prédictifs  d’un  nouvel  évènement  vasculaire  (voir  pour  revue 

Supanc et al., 2011). 

Les  hypothèses  avancées  pour  expliquer  ces  résultats  opposés  sont  la  grande  variabilité 

interindividuelle,  les  critères  d’inclusion  et  le  choix  des  témoins  et  des  prélèvements,  qui  sont  non 

standardisés. 

 

Plusieurs études réalisées dans différents modèles d’ischémie cérébrale transitoire ou permanente ont 

révélé  une  augmentation  significative  de  l’expression  post‐ischémique  d'ICAM‐1  dans  le  cerveau  et 

montré  son  implication  dans  le  recrutement  post‐ischémique  de  cellules  inflammatoires  (voir  pour 

revue  Yilmaz  et  Granger,  2008).  Chez  les  souris  ICAM‐1 ‐/‐,  on  constate  une  réduction  de  l'adhésion 

leucocytaire,  des  infarctus  et de  la mortalité,  ainsi  qu’un DSC amélioré  après une  ischémie  cérébrale 

transitoire.  De  même,  un  anticorps  anti‐ICAM‐1,  l'enlimomab,  a  réduit  la  lésion  cérébrale  et 

l'accumulation  de  neutrophiles  dans  des  modèles  d'ischémie  cérébrale  transitoires  chez  le  rat  et  le 

lapin. 

L'enlimomab a également été  testé en clinique.  L'essai  comptait 625 patients  traités pendant 5  jours 

par l'enlimomab ou le placebo dans les 6 heures suivant la survenue de l'AVC. Les résultats ont mis en 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évidence  une  surmortalité  et  une  aggravation  de  l'état  des  patients  traités  par  rapport  au  groupe 

placebo. 

A  l’heure  actuelle,  il  reste  difficile  de  dégager  clairement  l’intérêt  d’ICAM‐1  en  tant  que  marqueur 

biologique,  étant  donné  que  les  études  sont  contradictoires  et  que  certaines  ne  montrent  aucune 

modulation des formes solubles d’ICAM‐1 et de VCAM‐1 (Supanc et al., 2011). 

 

Chez  l'Homme,  des  études  montrent  une  augmentation  de  l'expression  d'ICAM‐1  dans  le  cortex 

ipislatéral et une augmentation des taux de sICAM‐1 après un AVCi. Bitsch et collaborateurs (1998) ont 

mis en évidence une augmentation significative d’ICAM‐1 après un AVC (avec un pic à 24 heures), mais 

pas après un AIT, suggérant que l’expression de sICAM‐1 pourrait être liée à la sévérité de l’ischémie. 

 

Par  ailleurs,  l'utilisation  combinée  d'anticorps  anti‐ICAM‐1  et  de  rt‐PA  a  entrainé  une  amélioration 

fonctionnelle  alors  qu’aucun  de  ces  traitements  ne  s’est  révélé  efficace  seul  dans  un  modèle 

embolique. Ces résultats indiquent que l’association pourrait améliorer l’efficacité du rtPA. Par ailleurs, 

les  stratégies visant à bloquer  les molécules d'adhésion dans  l'ischémie cérébrale  se  révèlent  surtout 

protectrices dans les modèles transitoires, mais pas permanents, suggérant un bénéfice thérapeutique 

associé à une reperfusion. 

 

IV. METHODES D’EXPLORATION DES FONCTIONS PLAQUETTAIRES ET DE L’HEMOSTASE 

L’exploration des fonctions plaquettaires et de l’hémostase est primordiale pour le développement de 

nouvelles stratégies anti‐thrombotiques. Dans le cadre d’un traitement d’un AVCi, ces tests permettent 

d’évaluer  le  risque  hémorragique  ou,  au  contraire,  le  risque  thrombotique  de  nouvelles  molécules.  

Ces tests permettent également de diagnostiquer une pathologie ou bien encore de suivre  l’efficacité 

d’un traitement. 

Dans cette partie, nous donnerons un aperçu des  tests  les plus  courants utilisés  chez  l’Homme et en 

recherche préclinique. 

 

En préambule, rappelons que les plaquettes sont très sensibles et peuvent être activées lors : 

• du prélèvement des échantillons : selon la voie de prélèvement, la présence de bulles, une mauvaise 

anticoagulation (celle‐ci doit être adaptée au type de test utilisé), 



II. Activation et Agrégation Plaquettaires                                                                                       Rappels Bibliographiques 

53 

• de chocs mécaniques (agitation) ou thermiques (écarts de température), 

• d’un délai trop long entre le prélèvement et l’utilisation des échantillons. 

Les échantillons doivent donc être manipulés avec précaution, afin de ne pas  introduire de biais dans 

l’étude. 

 

IV.1  Evaluation des fonctions plaquettaires et de l’hémostase chez l’Homme 

Les données suivantes sont principalement issues de la revue de Picker (2011). 

 

IV.1.1  Numération et analyse morphologique des plaquettes 

Le  test  de  base  est  la  numération  plaquettaire,  qui  est  réalisée  par  des  compteurs  automates.  

Elle  permet  de  vérifier  que  le  nombre  de  plaquettes  est  normal,  c’est‐à‐dire  compris  entre  150  et 

400.109/l  de  sang  chez  l’Homme.  Toute  numération  inférieure  à  50.109/l  est  considérée  comme une 

thrombocytopénie et expose à des risques d’hémorragie. 

L’observation de  la morphologie des plaquettes ou  l’évaluation du volume plaquettaire moyen (mean 

platelet  volume  ou  MPV)  sont  également  des  paramètres  informatifs  dans  les  pathologies 

cardiovasculaires (Lancé et al., 2012). 

 

IV.1.2  Temps de saignement 

Cette technique consiste à faire une incision superficielle, de longueur et de profondeur standardisées, 

au niveau de l’avant‐bras. Il s’agit d’un test « classique » pour évaluer l’hémostase primaire globale, en 

mesurant  le temps au bout duquel  le saignement s’arrête. Mais cette technique tombe en désuétude 

en  raison  de  nombreux  inconvénients ;  elle  est  notamment  assez  peu  sensible,  invasive,  peu 

reproductible et ne permet pas de répéter les mesures. 

 

Même si de nombreux acteurs de l’hémostase, tels que les constituants de la matrice extracellulaire, ne 

sont pas présents, le PFA‐100® (Platelet Function Analyser) peut s’approcher d’un « test de saignement 

in  vitro ».  Il  s’agit  d’un  dispositif  dans  lequel  l’échantillon  de  sang  total citraté  est  aspiré  à  pression 

constante dans un capillaire pour mimer un flux sanguin élevé, puis il passe à travers une membrane de 

nitrocellulose pré‐coatée  avec des  agonistes plaquettaires  (collagène/ADP ou  collagène/épinéphrine ; 

Figure  26).  Dans  ces  conditions,  les  plaquettes  adhèrent  et  s’agrègent  en  formant  un  bouchon  de 

plaquettes qui obstrue les pores de la membrane. On mesure ainsi le temps d’occlusion, au bout duquel 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le sang ne passe plus à travers cette membrane. Cette technique est simple, rapide et reproductible et 

ne  nécessite  que  de  faibles  volumes  de  sang  citraté,  mais  elle  n’est  pas  réalisable  lors  d’une 

thrombocytopénie ou en l’absence de vWF fonctionnel, indispensable à l’agrégation dans le dispositif. 

 

 

 

Figure 26. Principe du PFA‐100 et obstruction de la membrane en fonction du temps 
Issu de : http://dc183.4shared.com/doc/E2is2dXY/preview.html 

 

IV.1.3  Exploration de l’adhésion plaquettaire 

Le  CPA  (Cone  and  Plate(let)  Analyser)  permet  d’évaluer  l’adhésion  des  plaquettes  en  mimant  les 

conditions in vivo. 

L’échantillon de sang total citraté est déposé dans un puits soumis à des forces de cisaillement élevées 

appliquées par la rotation d’un cône (Figure 27). 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Figure 27. Principe du CPA (Cone and Plate(let) Analyser) 
Modifié d’après Shenkman et al., 2008 

 

Après  coloration  et  observation  microscopique,  l’analyse  des  images  permet  de  calculer  différents 

paramètres,  tels que  le pourcentage de  la  surface couverte par  les plaquettes et  la  surface moyenne 

des  éléments  adhérés.  Ainsi,  ce  test  met  en  évidence  les  déficits  en  adhésion  et  agrégation 

plaquettaires ou les états prothrombotiques. 

L’avantage de cette technique est qu’elle est réalisable avec un faible volume sanguin. 

 

IV.1.4  Exploration de l’agrégation plaquettaire 

L’agrégométrie à transmission lumineuse, appelée aussi agrégométrie turbidimétrique ou optique, est 

une  technique  très  utilisée.  Elle  consiste  à  mesurer  la  capacité  des  plaquettes  d’un  échantillon  de 

Plasma  Riche  en  Plaquettes  (PRP)  ou  de  plaquettes  lavées  à  agréger  en  présence  d’un  agoniste 

plaquettaire,  en  mesurant  l’intensité  de  la  lumière  transmise  à  travers  l’échantillon.  Les  agonistes 

permettent  d’explorer  différentes  voies  d’agrégation  plaquettaire.  Citons  pour  exemple,  l’ADP,  le 

collagène, les peptides activateurs des récepteurs à la thrombine (PAR) ou bien encore l’AA. 

Quel que soit l’agoniste utilisé, la réponse présente : 

1) une phase de latence, qui correspond au temps écoulé entre l’ajout de l’agoniste et le début de 

l’agrégation. Cette phase est plus ou moins longue en fonction des agonistes, 

2) une phase d’agrégation. 

 

Notons que l’agrégation induite par l’ADP présente quelques particularités. En effet, en fonction de la 

concentration  utilisée  et  de  la  variabilité  interindividuelle,  elle  peut  présenter  1  ou  2  phases  

(Figure 28) : 

• de  faibles  concentrations  d’ADP  entraînent  un  début  d’agrégation,  mais  en  l’absence  d’une 

stimulation suffisante du récepteur P2Y1, cette agrégation est réversible (tracé vert). 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• avec  des  concentrations  d’ADP  un  peu  plus  élevées,  le  tracé  d’agrégation  est  biphasique  (tracé 

orange) :  la  1ère  phase  correspond  à  l’activation  de  P2Y1,  qui  provoque  la  sécrétion  des  granules 

plaquettaires.  La  libération de  leur contenu permet de soutenir  l’agrégation et de stimuler P2Y12. 

Cela correspond à la 2nde phase d’agrégation, qui débute après l’épaulement, et qui est irréversible. 

• lorsque  les  concentrations  d’ADP  sont  importantes,  l’agrégation  est  irréversible  et  ne  présente 

qu’une seule phase (tracé rouge). 

 

 

Figure 28. Caractéristiques des courbes d’agrégation en fonction des concentrations d’ADP 
 

Cette  méthode  peut  également  être  utilisée  avec  des  échantillons  de  sang  animal  (voir  chapitre 

Matériel  et  Méthodes,  paragraphe  I).  Cependant  chez  la  souris,  l’agrégation  induite  par  l’ADP  est 

toujours  réversible, même avec de  fortes concentrations, et présente un profil  similaire au  tracé vert 

(Rosenblum et al., 1983). Pourtant, comme l’Homme, les souris possèdent les récepteurs plaquettaires 

P2Y1 et P2Y12. Un nombre inférieur de copies ou bien encore des mécanismes de sécrétion particuliers 

à la souris pourrait expliquer cette différence. 

L’étude différentielle des profils de réponses à chaque agoniste permet d’évaluer  la voie d’agrégation 

mise en jeu dans un traitement ou une pathologie. 

L’inconvénient principal de cette technique est la préparation du PRP. En effet, cette préparation peut 

activer les plaquettes et nécessite du temps, de l’équipement et des échantillons en quantité suffisante. 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Afin de s’affranchir de la préparation de PRP, il existe une technique alternative par impédancemétrie, 

qui permet de travailler sur des échantillons de sang total. L’agrégomètre à impédance est constitué de 

conducteurs  placés  dans  la  cuve  contenant  l’échantillon  et  il  évalue  la  variation  de  résistance 

électrique, qui est proportionnelle à la quantité de plaquettes adhérant à ces conducteurs. 

 

Par  ailleurs,  certains  agrégomètres  permettent  également  d’évaluer  la  sécrétion  d’ATP  des  granules 

plaquettaires  par  luminométrie.  Le  principe  consiste  à  ajouter  de  la  luciférine/luciférase  qui,  en 

présence  d’ATP,  produit  de  la  lumière  mesurable  par  une  sonde.  La  quantité  de  lumière  émise  est 

proportionnelle à la quantité d’ATP libérée. 

 

Mentionnons également  la technique du Verify Now® qui permet de mesurer  la  formation d’agrégats 

plaquettaires entre des billes de polystyrène recouvertes de fibrinogène. Cette méthode explore donc 

la  réactivité  plaquettaire  en  réponse  à  des  agonistes  spécifiques  de  différents  traitements,  comme 

l’ASA, le clopidogrel ou l’abciximab.  

 

IV.1.5  Analyse de la formation et de la stabilité du caillot plaquettaire 

Le  principe  du  thromboélastogramme  repose  sur  l’augmentation  de  la  viscosité  du  sang  qui 

accompagne la formation du réseau de fibrine. Cette technique, réalisée sur du sang total, est sensible 

à l’activation plaquettaire, à la formation d’un caillot, à sa rétraction et à sa lyse. Les inconvénients de 

cette technique sont  la durée (méthode chronophage),  les outils et  les connaissances, et  la sensibilité 

aux  perturbations  extérieures.  De  plus,  elle  ne  permet  pas  de mettre  en  évidence  des  dysfonctions 

mineures. 

 

IV.1.6  Cytométrie de flux 

La  cytométrie  de  flux  (CF)  est  une  technique  performante  permettant  d’évaluer  de  nombreux 

paramètres, tels que l’internalisation/externalisation de marqueurs, le changement de conformation de 

récepteurs glycoprotéiques ou bien encore la libération du contenu des granules plaquettaires. Citons 

par exemple la détection de la phosphorylation de la protéine VASP (voir Partie Matériel et Méthodes, 

paragraphe  I.4),  la  P‐sélectine,  le  PF4,  l’activation  de  GPIIbIIIa  ou  les  amas  leucoplaquettaires.  Cette 

approche peut être très intéressante en thérapeutique, puisqu’il a été montré que certains marqueurs 

de  l’activation  plaquettaire  sont  augmentés  dans  différentes  pathologies,  telles  que  l’ischémie 

cérébrale (Grau et al., 1998 ; Michelson et Furman, 1999). 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Les tests en CF peuvent facilement être utilisés en routine, sur de faibles quantités de sang humain ou 

murin, mais nécessitent un équipement couteux et du personnel formé. 

 

IV.2  Evaluation des fonctions plaquettaires et de l’hémostase chez la souris 

 

IV.2.1  In vitro 

En adaptant  les  réglages, de nombreux  tests utilisés  in vitro chez  l’Homme  le  sont également chez  la 

souris (voir pour revues : Day et al., 2004 ; Jirouskova et al., 2007). 

Les  mêmes  précautions  doivent  être  prises  en  terme  de  prélèvement,  d’autant  plus  que  le  volume 

disponible de sang est très faible (environ 1,8 ml de sang total pour une souris de 25 g). Le prélèvement 

s’effectue sous anesthésie générale. La voie conduisant à  la moins  forte activation plaquettaire est  la 

veine cave inférieure. 

 

Même  si  le  système  cardiovasculaire  de  certaines  espèces  comme  le  porc,  le  chien  ou  le  singe  est 

proche  de  celui  de  l’Homme,  la  souris  reste,  pour  des  raisons  pratiques,  l’animal  le  plus  utilisé  pour 

explorer  les  fonctions  plaquettaires  en  préclinique.  De  nombreux  modèles  existent  mais  nous  ne 

développerons que ceux utilisés dans notre étude. 

 

IV.2.2  Modèles de temps de saignement 

Le temps de saignement correspond au temps qui s’écoule entre la réalisation d’une plaie cutanée et le 

moment où  le saignement provoqué s’arrête. Ce test est couramment utilisé pour apprécier  le risque 

hémorragique  de  stratégies  antiplaquettaires  et  il  permet  une  exploration  globale  de  l’hémostase 

primaire  (Grüner  et  al.,  2004 ;  Jandrot‐Perrus  et  al.,  2010).  Il  évalue  ainsi  le  rôle  des  mécanismes 

d'adhésion  et  d'agrégation  des  plaquettes  au  niveau  de  la  lésion,  conduisant  à  la  formation  du  clou 

plaquettaire qui va limiter les pertes de sang. 

Chez  la  souris,  le  temps  de  saignement  est  mesuré  après  incision  du  bout  de  la  queue  (entre  1  et  

5 mm). Deux modèles existent : 

• Le  1er  consiste  à  immerger  la  queue  dans  une  solution  de NaCl  à  0,9%  thermostatée  à  37°C  et  à 

mesurer  le  temps au bout duquel  on n’observe plus d’écoulement de  sang. Cependant,  cela peut 

être difficile à observer en raison de la dilution du sang dans la solution. 

• Le 2nd modèle, développé par Grüner et collaborateurs (2004), consiste à absorber la goutte de sang 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au bout de la queue à l’aide d’un papier filtre, sans toucher la plaie, à intervalles de temps réguliers. 

On note ainsi  le temps au bout duquel on n’observe plus aucune trace de sang sur  le papier filtre. 

Cette technique permet une observation plus facile, mais n’est exploitable que si  la plaie n’est pas 

touchée,  car  cela  peut  réactiver  le  saignement  et  fausser  la  mesure  (voir  la  Partie  Matériel  et 

Méthodes, paragraphe II.1). 

Il faut noter que les temps de saignement sont différents selon les souches de souris utilisées. Ce test 

nécessite une standardisation de paramètres, tels que le type d’anesthésie, le poids corporel, la façon 

dont est maintenue la souris ou la température, qui peuvent affecter la mesure. 

 

IV.2.3  Modèles de thromboembolie pulmonaire 

Ces modèles mesurent  la  résistance  d’une  souris  à  un  processus  thromboembolique  aigu  induit  par 

l’injection i.v. d’agonistes plaquettaires, tels que l’ADP, le collagène ou la thrombine seuls ou associés à 

l’adrénaline  qui  est  un  puissant  vasoconstricteur.  Des  agrégats  plaquettaires  se  forment  dans  la 

circulation  aboutissant  à  l’obstruction de  la microcirculation  pulmonaire,  à  la  paralysie  des membres 

inférieurs, puis à  la mort rapide de  l’animal (Jandrot‐Perrus et al., 2010). On compare ainsi  le taux de 

survie ou de mortalité sur une période d’observation maximale donnée, entre un groupe contrôle et un 

groupe traité. 

 

IV.2.4  Modèles de thrombose artérielle 

Une  thrombose  artérielle  peut  être  induite  à  différents  endroits  dans  le  système  vasculaire :  

les modèles les plus utilisés lèsent les artères carotides, coronaires, fémorales, ou bien les artérioles du 

mésentère et du  crémaster.  Les  sites de  lésions  sont notamment  choisis  en  fonction de  la  technique 

utilisée (voir pour revue Denis et al., 2011) : 

1) Lésion par impulsion laser de haute énergie 

La  longueur  d’onde,  la  puissance  et  la  durée  d’exposition  au  laser  sont  assez  variables  et 

entraînent des lésions plus ou moins sévères. 
 

2) Lésion mécanique par  constriction ou  compression d’un  vaisseau par  insertion d’un  filament, 

ligature, ballonnet, clamp… 
 

3) Lésion photochimique par injection d’un agent photoréactif, comme le rose bengal 

La  durée  et  l’intensité  du  rayonnement  lumineux,  ainsi  que  la  concentration  du  colorant 

peuvent varier. 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4) Lésion par application de FeCl3 

Ce modèle est  le plus utilisé chez  les animaux de petite  taille, car  il est  relativement simple à 

réaliser. Dans ce modèle, l’application de FeCl3 sur une artère entraîne la production massive de 

radicaux  libres  qui  lèsent  la  paroi  vasculaire,  favorisant  ainsi  l’adhésion  et  l’agrégation  des 

plaquettes, et donc  la  formation d’un thrombus. La cinétique de formation du thrombus peut 

être suivie à l’aide d’une sonde à ultrasons située en aval du dispositif, qui permet de mesurer 

le flux sanguin résiduel  (Figure 29). On évalue ainsi  le temps d’occlusion complète de  l’artère, 

c’est‐à‐dire le temps au bout duquel le flux est nul. 

!"#$"%&'(")*+%&'),,-.%&

/(01%"&23#"%&1,4145&+%&6%738&

9).+%&:&-3#"(;).;&

 

Figure 29. Dispositif du modèle de thrombose carotidienne par le FeCl3 
D’après Day et al., 2004 

 

Cette méthode s’applique principalement sur les artères carotides (voir la Partie Matériel et Méthodes, 

paragraphe II.3) ou fémorales. En fonction de la concentration de FeCl3 (couramment entre 5 et 15%) et 

de la durée d’application, les lésions induites sont plus ou moins sévères (voir pour revue Denis et al., 

2011). 

 

La  difficulté majeure  de  tous  ces  tests,  qu’ils  soient  réalisés  chez  l’Homme  ou  chez  la  souris,  est  le 

manque  de  standardisation  des  protocoles  qui  sont  souvent  propres  à  chaque  laboratoire,  et  qui 

peuvent rendre les comparaisons difficiles. 

V. STRATEGIES ANTIPLAQUETTAIRES DANS LE TRAITEMENT DES AVC ISCHEMIQUES 

Comme  nous  l’avons  vu  précédemment  il  est  clairement  établi  que  l’emballement  du  processus 

physiologique de  l’hémostase primaire peut conduire à des évènements  thrombotiques à  l’origine de 

pathologies telles que l’AVCi (Stoll et al., 2008). 

La  recherche  des  mécanismes  impliqués  a  permis  de  développer  des  stratégies  thérapeutiques 

anticoagulantes et  antiplaquettaires dans  le  traitement aigu ou en prévention des  récidives après un 

AIT ou un AVCi. 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Dans cette partie, nous développerons principalement les stratégies antiplaquettaires. 

V.1  Traitement aigu des AVC ischémiques 

Après un AVCi, la lésion continue de se développer, et ce, en dépit d’une reperfusion du tissu cérébral ; 

ce  processus  est  appelé  « lésion  de  reperfusion ».  Or,  il  a  été montré  dans  un modèle  expérimental 

d’ischémie/reperfusion  cérébrale  que  l’adhésion  et  l’activation  plaquettaires  contribuaient  au 

développement  de  la  lésion,  probablement  en  participant  à  la  formation  de  thrombi,  mais  aussi  en 

déclenchant des processus inflammatoires. Ainsi, des stratégies antiplaquettaires ciblant les récepteurs 

impliqués dans l’adhésion, l’activation et l’agrégation des plaquettes, sont recherchées. 

 
Les données concernant les stratégies anti‐GPIb et anti‐GPVI ont été tirées de la revue de Nieswandt et 

collaborateurs (2011).  

V.1.1  Stratégies anti GPIb  

L’importance de l’interaction avec le récepteur plaquettaire GPIb en condition de flux sanguin élevé en 

fait  une  cible  intéressante  dans  le  cadre  du  traitement  de  pathologies  thrombo‐occlusives  comme 

l’ischémie cérébrale. 

Dans un modèle transitoire d’occlusion de l’ACM chez la souris, l’inhibition du site de liaison du vWF sur 

GPIb par l’administration de fragments Fab anti‐GPIbα entraîne une diminution de 60% du volume de la 

lésion  et  une  amélioration  fonctionnelle  des  souris.  Cette  protection  ne  s’accompagne  pas  d’une 

incidence accrue d’hémorragies  intracrâniennes bien que  les  temps de  saignement  chez  ces animaux 

soient augmentés. 

Ces  résultats  ont  été  confirmés  par  l’utilisation  de  souris  vWF‐/‐  qui  ont  développé  des  volumes 

d’infarctus  inférieurs  de  50  à  60%  par  rapport  aux  souris  sauvages  et  une  amélioration  des  scores 

neurologiques.  De  manière  intéressante,  les  souris  vWF‐/‐  sont  moins  protégées  contre  l’ischémie 

cérébrale que  les souris  traitées avec un anticorps anti‐GPIbα, ce qui suggère que d’autres  ligands de 

GPIbα, comme Mac‐1 ou la P‐sélectine, pourraient être impliqués dans le développement de la  lésion 

dans ce modèle. 

 

V.1.2  Stratégies anti GPVI 

La liaison GPVI‐collagène, étant considérée comme une interaction très puissante dans le processus de 

thrombose, des stratégies visant son inhibition ont donc été développées. 

Dans  un  modèle  d’ischémie  cérébrale  transitoire,  les  souris  GPVI‐/‐  ont  un  volume  de  lésion  réduit 

d’environ  30%  par  rapport  au  groupe  contrôle,  sans  augmentation  des  hémorragies  intracérébrales. 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Bien que  la  réduction des  infarctus soit moindre qu’après  le blocage de GPIb, GPVI pourrait être une 

cible thérapeutique dans le traitement aigu des AVCi. 

V.1.3  Stratégies anti GPIIbIIIa 

De  nombreuses  études  précliniques  ont  utilisé  des  inhibiteurs  pharmacologiques  peptidiques 

(eptifibatide)  ou  non  peptidiques  (tirofiban)  ou  des  anticorps  (abciximab)  dirigés  contre  GPIIbIIIa.  

Si  plusieurs  d’entre  elles  ont  montré  une  diminution  de  l’accumulation  des  plaquettes  avec  une 

réduction  (ou  non)  du  volume  d’infarctus,  elles  s’accompagnaient  souvent  d’une  augmentation 

significative d’hémorragies intracérébrales (voir pour revue Stoll et al., 2008). 

Contrairement  à  GPIb  et  GPVI,  le  ciblage  de  récepteurs  impliqués  dans  l’agrégation  plaquettaire 

n’améliore pas les conséquences de l’AVCi. L’utilisation de souris vWF‐/‐ (rappelons que vWF se fixe sur 

GPIIbIIIa)  a  permis  de  montrer  que  l’interaction  avec  GPIb  et  le  collagène  est  primordiale  dans  la 

progression de l’AVC aigu, mais pas GPIIbIIIa (Nieswandt et al., 2011). 

 

En 2008, dans l’essai clinique AbESTT‐II (Abciximab in Emergency Treatment of Stroke Trial), l’utilisation 

de  l’abciximab  chez  des  patients  souffrant  d’un  AVCi  a  été  arrêtée  prématurément  en  phase  III  en 

raison d’une augmentation des hémorragies intracrâniennes et de la mortalité, ainsi que d’un manque 

d’efficacité  (Nieswandt et al., 2011). Cependant, certaines études ont décrit des effets bénéfiques de 

l’association d’inhibiteurs de GPIIbIIIa (tirofiban, abciximab) au rt‐PA (voir pour revue Stoll et al., 2008). 

Toutefois  à  l’heure  actuelle,  l’utilisation  d’inhibiteurs  de  GPIIbIIIa  n’est  pas  recommandée  dans  le 

traitement  des  AVCi  en  phase  aiguë.  Il  semble  qu’une  inhibition  excessive  de  GPIIbIIIa  conduise 

inévitablement à une augmentation des hémorragies intracrâniennes. 

 

V.2  Traitement pour la prévention secondaire des AVC ischémiques 

Les données décrites dans ce paragraphe sont principalement issues des revues suivantes : Shimazawa 

et Hara., 2011 ; Yip et Benavente, 2011 et Bousser, 2012. 

Les  patients  ayant  eu  un  AVCi  sont  à  haut  risque  de  récidives  d’évènements  cérébrovasculaires. 

L’utilisation  d’agents  anti‐thrombotiques  en  prévention  secondaire  de  l’AVCi  est  donc  fondamentale. 

Globalement, 2 types de traitements peuvent être initiés en fonction de l’étiologie de l’AVCi : 

• Un traitement par des agents anticoagulants pour les AVCi d’origine cardio‐embolique, 

• Un traitement par des agents antiplaquettaires dans les autres cas d’AVCi. 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Cette  dernière  stratégie  sera  plus  particulièrement  développée,  et  nous  décrirons  notamment  les 

différentes associations de molécules testées. 

 

V.2.1  Prévention secondaire après un AVCi d’origine cardio‐embolique 

L’essai ACTIVE‐W (Atrial fibrillation Clopidogrel Trial with Irbesartan for prevention of Vascular Events)  

a  montré  la  supériorité  des  anticoagulants  par  rapport  aux  antiplaquettaires  après  un  AVCi  cardio‐

embolique. En effet, la warfarine, un anti‐vitamine K, diminue de 2/3 les récidives d’AVC par rapport au 

placebo et de 45% par rapport à l’ASA. Cependant, le principal inconvénient de ce type de molécule est 

le  suivi  de  l’INR  (International  Normalized  Ratio).  C’est  pourquoi  récemment,  de  nouveaux 

anticoagulants  oraux,  d’utilisation  moins  contraignante,  ont  été  développés :  le  dabigatran,  un 

inhibiteur  direct  de  la  thrombine,  l’apixaban  et  le  rivaroxaban,  des  inhibiteurs  directs  et  sélectifs  du 

facteur Xa. 

Après  l’essai RE‐LY  (Randomized Evaluation of Long Term Anticoagulant Therapy),  le dabigatran a été 

approuvé  par  la  FDA  comme  une  alternative  efficace  et  sûre  à  la  warfarine.  L’apixaban  s’est  révélé 

supérieur  à  la  warfarine,  aussi  bien  en  termes  d’efficacité  que  de  tolérance  dans  l’essai  ARISTOTLE 

(Apixaban  for Reduction  In  STroke and Other  ThromboemboLic  Events).  L’essai  ROCKET  (Rivaroxaban 

Once‐daily,  Oral,  Direct  Factor  Xa  Inhibition  Compared with  Vitamin  K  Antagonism  for  Prevention  of 

Stroke and Embolism Trial) testant le rivaroxaban s’est également révélé plutôt positif par rapport à la 

warfarine. 

 

V.2.2  Prévention secondaire après un AVCi d’origine non cardio‐embolique 

Après  un  AIT  ou  un  AVCi  d’origine  non  cardio‐embolique,  les  traitements  antiplaquettaires  sont  les 

traitements de 1ère intention. Ils peuvent être administrés en mono‐ ou bithérapie en fonction des cas. 

 

a. Aspirine (ASA) 

Son action repose sur  l’inhibition  irréversible des COX, dont  la COX‐1 plaquettaire ce qui conduit à  la 

réduction de la synthèse de TxA2. 

Les doses usuelles pour obtenir un effet antiplaquettaire sont de 75 à 150 mg/jour. De plus fortes doses 

ne se sont pas révélées davantage protectrices, mais ont au contraire augmenté le risque hémorragique 

(Srivastava, 2010). 

En 1997,  l’effet de  l’ASA a été évalué dans  les 48 heures  suivant  l’apparition de  l’AVC dans 2  grands 

essais  cliniques :  CAST  (Chinese  Acute  Stroke  Trial ;  ASA  à  160  mg/jour)  et  IST  (International  Stroke 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Trial ; ASA à 300 mg/jour).  Ces essais ont montré un effet bénéfique modéré, mais  significatif,  sur  la 

récidive  des  AVC  et  la  mortalité.  Notons  que  les  fortes  doses  d’ASA  testées  ont  été  critiquées.  

Il  semblerait que cet effet bénéfique soit  lié à  la prévention des récidives précoces plutôt qu’un effet 

limitant les conséquences neurologiques de l’AVC en lui‐même. 

Des méta‐analyses  ont  confirmé  que  l’ASA  diminuait  le  risque  de  récurrences  d’AVC  par  rapport  au 

placébo et ce, pour des doses supérieures à 30 mg/jour (Algra et Van Gijn, 1996). 

En  2009,  la méta‐analyse  ATT  (Antithrombotic  Trialists'  Collaboration)  a montré  que  l’ASA  réduit  de 

21%  le  risque de  récidive des AVCi, mais double  les  risques d’hémorragies  intracrâniennes ou gastro‐

intestinales.  Toutefois,  l’ASA  reste  le  « gold  standard »   servant  de  référence  pour  évaluer  l’effet 

d’autres molécules dans les essais cliniques. 

 

Trois  études,  SPIRIT  (Stroke  Prevention  In  Reversible  Ischemia  Trial),  WARSS  (Warfarin‐Aspirin 

Recurrent Stroke Study) et ESPRIT (European/Australasian Stroke Prevention  in Reversible  Ischaemia), 

ont  évalué  les  effets  d’une  stratégie  antiplaquettaire  (ASA)  versus  une  stratégie  anticoagulante 

(warfarine) dans le cadre d’AVCi non cardio‐emboliques. Les résultats ne montrent pas de différence en 

terme  d’efficacité,  mais  une  augmentation  des  hémorragies  avec  la  warfarine  par  rapport  à  l’ASA 

(SPIRIT et ESPRIT). 

 

b. Dipyridamole 

Le dipyridamole (DP) est un antiplaquettaire inhibiteur non spécifique de phosphodiestérases. 

L’ASA  et  le  DP  agissant  sur  des  cibles  différentes,  leur  association  pourrait  produire  une  synergie 

d’action. C’est pourquoi cette combinaison ASA + DP à libération prolongée  a été testée dans 2 études, 

ESPS‐2  (European  Stroke  Prevention  Study‐2)  et  ESPRIT,  et  comparée  à  l’ASA  seul.  Les  résultats  ont 

montré  une  réduction  de  plus  de  20%  du  risque  d’AVC  par  rapport  à  l’ASA  en  monothérapie,  sans 

augmentation des risques hémorragiques. 

Une méta‐analyse de 2008 n’a pas mis en évidence de différence entre l’ASA seul et l’ASA associé au DP 

à libération immédiate (Verro et al., 2008). 

Aujourd’hui, l’ASA et son association avec le DP à libération prolongée sont des traitements validés et 

recommandés  dans la prévention secondaire après un AVCi. 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c. Thiénopyridines 

Les thiénopyridines exercent leurs effets antiplaquettaires en inhibant de manière irréversible la liaison 

de l’ADP à son récepteur plaquettaire P2Y12. 

 

• Ticlopidine 

Dans  les essais CATS (Canadian American Ticlopidine Study) et TASS (Ticlopidine Aspirin Stroke Study) 

menés  chez  des  patients  victimes  d’AVC mineurs,  la  ticlopidine  s’est  révélée  bénéfique  sur  le  critère 

composite de survenue d’AVC, d’infarctus du myocarde ou de mort de cause vasculaire.  

Cependant,  ces  résultats  n’ont  pas  été  confirmés  dans  l’essai  AAASPS  (African  American  Antiplatelet 

Stroke  Study)  mené  chez  des  patients  à  haut  risque  cardiovasculaire,  en  comparaison  avec  l’ASA.  

La ticlopidine a été la 1ère thiénopyridine testée, mais elle provoque des effets indésirables, notamment 

des neutropénies. Suite à l’essai CLASSICS (Clopidogrel Aspirin Stent Interventional Cooperative Study), 

le clopidogrel, une thiénopyridine de 2nde génération, lui a donc été préféré. 

 

• Clopidogrel 

Dans  l’essai CAPRIE  (Clopidogrel versus Aspirin  in Patients at Risk of  Ischaemic Events),  le  clopidogrel 

(75  mg/jour)  s’est  révélé  légèrement  plus  efficace  (réduction  des  risques  d’AVC  de  7%)  que  l’ASA  

(325  mg/jour)  sans  différence  sur  la  survenue  d’hémorragies  intracérébrales.  Dans  l’essai  PRoFESS 

(Prevention  Regimen  For  Effectively  Avoiding  Second  Strokes),  le  traitement  par  le  clopidogrel  a  été 

comparé à l’association ASA + DP et n’a pas montré de différence sur les taux de récidives. 

Ainsi,  l’utilisation  du  clopidogrel  fait  également  partie  des  recommandations  dans  la  prévention 

secondaire après un AIT ou un AVCi non cardio‐embolique. 

 

Plusieurs études ont testé l’association de l’ASA et du clopidogrel, mais les résultats ne permettent pas 

de  conclure  clairement.  Toutefois,  une  tendance  semble  montrer  une  meilleure  efficacité  de 

l’association par  rapport  au  clopidogrel  seul, mais elle est  contrebalancée par une augmentation des 

hémorragies (études MATCH et CHARISMA, voir pour revue Yip et Benavente, 2011). A l’heure actuelle, 

ces résultats ne permettent pas de recommander l’association ASA + clopidogrel. 

 

• Prasugrel  

Le  prasugrel,  une  thiénopyridine  de  3ème  génération  dont  le  délai  d’action  est  inférieur  à  celui  du  

clopidogrel, n’a été testé que dans les pathologies cardiaques dans les essais TRITON‐TIMI 38 (Wiviott 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et al., 2006) et (JUMBO)‐TIMI 26 (Wiviott et al., 2005).  Il serait  intéressant d’évaluer son effet dans le 

cadre des AVCi. 

 

• Antagonistes réversibles de P2Y12 

Les  antagonistes  réversibles  de  P2Y12  comme  le  ticagrelor,  le  cangrélor  ou  l’élinogrel  ont  l’avantage 

d’être  des  molécules  directement  actives  contrairement  aux  prodrogues  comme  le  clopidogrel. 

Actuellement,  seul  le  ticagrélor  est  en  essai  clinique  dans  l’étude  de  la  survenue  d’accidents 

ischémiques, dont les AVC, après un premier épisode cardiaque (PEGASUS : PrEvention with TicaGrelor 

of SecondAry Thrombotic Events in High‐RiSk Patients with Prior AcUte Coronary Syndrome). 

 

d. Autres stratégies 

Des  inhibiteurs d’autres  récepteurs plaquettaires,  comme  le  voraxapar,  un  antagoniste  compétitif  du 

récepteur à la thrombine PAR‐1, ou le térutroban, un antagoniste réversible du récepteur au TxA2, ont 

également  été  testés.  Cependant,  les  2  essais  cliniques  ont  été  stoppés  prématurément  en  raison, 

respectivement, d’une augmentation des hémorragies intracrâniennes et d’un manque d’efficacité par 

rapport à l’ASA (voir pour revue Choi et Kermode, 2011). 

 

Des résultats encourageants ont été obtenus avec le cilostazol, un inhibiteur de la phosphodiestérase 

de type 3. L’essai CSPS‐2 (Cilosatzol Stroke Prevention Study‐2),  incluant 2672 patients, a montré une 

réduction de plus de 25% du risque relatif d’AVC par rapport à l’ASA. Le cilostazol est actuellement en 

essai de phase III en association avec l’ASA. Il est intéressant de noter que le cilostazol est également un 

inhibiteur de la PARP (Lee et al., 2007). 

 

Comme  nous  l’avons  vu,  les  résultats  des  études  cliniques  sont  très  variables,  voire  même  parfois 

contradictoires, ce qui rend  leur  interprétation difficile. Afin de donner plus de puissance à ces essais 

cliniques, quelques recommandations peuvent être suggérées : 

1) Différencier les étiologies à l’origine de l’AVCi, 

2) Différencier les patients à haut et faible risques cardiovasculaires, 

3) Homogénéiser  les délais de  recrutement et de  randomisation des patients pour comparer  les 

risques de récidive liés au temps, 

4)  Tenir compte des patients âgés. 
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Finalement,  en  résumé  des  très  nombreux  essais  cliniques  et  méta‐analyses,  on  estime  que  les 

stratégies antiplaquettaires diminuent de 22% le risque combiné d’AVC, d’infarctus du myocarde et de 

mort d’origine vasculaire après un AIT ou un AVC. 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TROISIEME CHAPITRE : LA POLY (ADP‐RIBOSE) POLYMERASE (PARP) 

Les données de ce chapitre sont principalement  issues des  revues suivantes : Schreiber et al.,   2006 ; 

Moroni,  2008 ; De Vos et al.,    2012 ;  Luo et  Kraus,  2012  ;  Barkauskaite et al., 2013 ;  Curtin  et  Szabo, 

2013 ; Langelier et Pascal, 2013 ; Virág et al. 2013. 

I. PRESENTATION DES DIFFERENTES PARP 

En  1963  à  Strasbourg,  l’équipe  de  Chambon  décrit  pour  la  1ère  fois  une  activité  enzymatique 

responsable  d’une modification  post‐traductionnelle  de  protéines :  la  synthèse  de  polymères  d’ADP‐

ribose ou poly(ADP‐riboses) (PARs ; Chambon et al., 1963). Les enzymes responsables de cette synthèse 

sont les poly(ADP‐ribose)polymérases ou PARP. 

La PARP est une enzyme abondamment présente dans  les noyaux des cellules, notamment au niveau 

cérébral. La famille des PARP compte à ce jour 17 membres, qui peuvent être classés en 5 sous‐familles 

selon leur homologie de séquence (Schreiber et al., 2006 ; Figure 30) : 

1) Les PARP activées par les cassures d’ADN (PARP‐1, ‐2 et ‐3), 

2) Les tankyrases (PARP‐5a ou tankyrase‐1 et PARP‐5b ou tankyrase‐2), 

3) Les PARP de type CCCH (PARP‐7 ou  tiPARP, PARP‐12 et ‐13), 

4) Les macroPARP (PARP‐9, ‐14 et ‐15), 

5) Les  autres  PARP  (PARP‐4  ou  v‐PARP,  PARP‐6,  ‐8,  ‐10,  ‐11  et  ‐16),  qui  ne  possèdent  aucune 

homologie entre elles ou avec les autres PARP, à part un domaine PARP. 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Figure 30. Structures des 17 PARP et de la poly(ADP‐ribose) glycohydrolase (PARG) 
D’après Schreiber et al., 2006 

ANK  :  ankyrine ;  BRCT :  BRCA1  C  terminus  ;  DBD  :  DNA‐binding  domain  ;  HPS  :  résidus  Histidine‐Proine‐Sérine  ;  MLS  : 
mitochondrial  localization  signal ; MVP‐BD  : major  vault  protein  (MVP) binding domain  ; NES  :  nuclear  export  signal  ; NLS  : 
nuclear  localization  signal  ;  NoLS  :  nucleolar  localization  signal  ;  PARG  :  poly(ADP‐ribose)glycohydrolase  ;  PARP  :  poly(ADP‐
ribose)polymerase ; SAM : sterile α‐motif ; UIM : ubiquitin interacting motif ; VIT : vault inter‐α‐trypsin ; vWA : von Willebrand 
factor ; WGR : résidus Tryptophane‐Glycine‐Arginine ; WWE : résidus  Tryptophane‐Tryptophane‐Acide Glutamique 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I.1  Les PARP activées par les cassures d’ADN 

 

I.1.1  La PARP‐1 

La PARP‐1 est la plus abondante des PARP et également la plus étudiée. Elle représente au moins 85% 

de  l’activité  de  poly(ADP‐ribos)ylation  (PARylation)  totale  d’une  cellule.  Elle  comporte  1014  acides 

aminés chez l’Homme, comme chez la souris, et a un poids moléculaire de 113 kDa. Elle participe à de 

nombreux  processus  physiologiques :  réparation  de  l’ADN,  maintien  de  la  stabilité  génomique, 

régulation de la transcription, contrôle de la division et de la mort cellulaires. 

 

La PARP‐1 est constituée de 3 domaines majeurs (Figure 31) : 

 

Figure 31. Structure de la PARP‐1 humaine 
D’après Luo et Kraus, 2012 

BRCT : breast cancer susceptibility protein‐C terminus ; Cter : extrémité C‐terminale ; LZ : motif Leucine Zipper ; NLS : Nuclear 
Localisation Signal ; Nter  :  extrémité N‐terminale  ; WGR : séquence  riche en Tryptophane  (W),  glycine  (G), et Arginine  ;  Zn  : 
motif en doigt de Zinc (Zn1, 2, et 3). 

 

• le domaine de liaison à l’ADN au niveau de la partie N‐ter 

Ce domaine comprend 2 motifs en doigt de zinc, Zn1 et Zn2, qui reconnaissent les cassures de l’ADN 

et s’y  lient. Découvert plus récemment, un 3ème motif en doigt de zinc, Zn3, possède une structure 

différente, mais permet également une liaison à l’ADN. Ce domaine comprend également un signal 

de  localisation  nucléaire  (NLS)  qui  explique  la  présence  de  la  PARP‐1  dans  le  noyau.  Ce  domaine 

contient une séquence de reconnaissance de la caspase 3, une protéase pro‐apoptotique. 

• le domaine d’automodification 

Ce  domaine  contient  un  motif  de  liaison  des  PARs  (PAR  Binding  Motif  ou  PBM),  qui  explique  la 

capacité de la PARP‐1 à s’auto‐poly(ADP‐ribos)yler. Un motif  leucine zipper (LZ) participe à l’homo‐ 

ou l’hétérodimérisation de la PARP‐1. Ce domaine contient également le motif BRCT (breast cancer 

type 1 C‐terminus), qui permet des interactions protéine‐protéine entre la PARP et ses partenaires 

nucléaires. 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• le domaine catalytique au niveau de la partie C‐terminale (C‐ter) 

Ce  domaine  contient  une  région WGR  riche  en  tryptophane  (W),  glycine  (G),  et  arginine  (R),  une 

séquence nécessaire  à  la modulation du  site  actif.  Ce dernier  contient  la  «  signature PARP »,  une 

séquence hautement conservée qui définit la famille des PARP et qui constitue le site de liaison au 

NAD+, le substrat indispensable au fonctionnement de la PARP. 

 

I.1.2  La PARP‐2 

La  PARP‐2  (62  kDa)  a  été  découverte  après  avoir  observé  une  activité  de  PARylation  résiduelle  de  

10‐15% dans des fibroblastes issus de souris PARP‐1 ‐/‐. 

Sa  structure  renferme  également  un  motif  NLS  à  son  extrémité  Nter  et  le  domaine  catalytique 

contenant  le motif PARP  (Figure 32).  La PARP‐2 présente de nombreuses différences avec  la PARP‐1, 

notamment sa taille (environ 2 fois moins  importante), son domaine de  liaison à  l’ADN et son affinité 

pour des protéines acceptrices. 

 
Figure 32. Structure de la PARP‐2 humaine 

D’après Krishnakumar et Kraus, 2010 
Cter : extrémité C‐terminale ; NLS : Nuclear Localisation Signal ; Nter : extrémité N‐terminale. 

 

Comme la PARP‐1, la PARP‐2 est activée par les cassures d’ADN et contribue au maintien de la stabilité 

génomique. 

Les  PARP‐1  et  ‐2  agissent  par  hétérodimérisation  et  partagent  plusieurs  partenaires  nucléaires 

communs, ce qui suggère que les 2 protéines assurent probablement des fonctions complémentaires, 

essentielles de surcroît, puisque la double délétion génique des PARP‐1 et ‐2 s’est révélée  létale pour 

les embryons. 

 

I.1.3  La PARP‐3 

La  PARP‐3  (60  kDa)  possède  une  structure moléculaire  plutôt  similaire  à  celle  de  la  PARP‐2.  Elle  est 

surtout  localisée  dans  le  centrosome,  d’où  sa  fonction  au  niveau  du  cycle  cellulaire,  et  elle  est 

quasiment absente du cerveau. 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I.2  Les tankyrases 

Les  PARP‐5  ont  été  nommées  tankyrases, car  elles  ont  pour  partenaire  la  protéine  télomérique 

humaine  TRF1  (Telomere  Repeat  binding  Factor  1)  d’où  TRF1‐interacting,  ankyrin‐related  ADP‐ribose 

polymerase. 

La tankyrase‐1 ou PARP‐5a (142 kDa) a pour fonction principale de maintenir la longueur des télomères 

via  l’ADP‐ribosylation de TRF1.  L’utilisation d’un  siRNA pour éteindre  l’expression de  la  tankyrase‐1 a 

montré  qu’elle  exerce  une  fonction  essentielle  lors  de  la  ségrégation  des  chromosomes  pendant  la 

mitose. 

La tankyrase‐2 ou PARP‐5b (127 kDa) partage la plupart des partenaires protéiques de la tankyrase‐1. 

Cependant,  son  rôle  est  différent,  puisque  la  délétion  génique  de  la  tankyrase‐2  chez  la  souris  ne 

semble  pas  affecter  les  télomères,  mais  semble  plutôt  perturber  le  métabolisme  des  animaux,  qui 

présentent une taille réduite. 

 

I.3  Les PARP de type CCCH 

Les  membres  de  cette  famille  partagent  une  structure  en  doigt  de  zinc  de  type  cystéine‐cystéine‐

cystéine‐histidine  (CCCH)  capable  de  se  lier  à  l’ARN,  ce  qui  les  différencie  des  autres  PARP.  

Ils  présentent  également  un motif  tryptophane‐tryptophane‐acide  glutamique  (WWE),  probablement 

impliqué dans l’interaction protéine‐protéine. 

 

La  PARP‐7  (79  kDa)  est  induite  par  le  2,3,7,8‐tétrachlorodibenzo‐p‐dioxine  (TCDD),  d’où  son  autre 

appellation TCDD‐inducible PARP (tiPARP). La surexpression de la tiPARP chez le rat par un traitement 

au  TCDD pourrait  expliquer  certains  effets  délétères  de  ce  composé  sur  les  fonctions  neurologiques, 

comme le comportement, l’apprentissage et la mémoire. 

A  l’heure  actuelle,  la  PARP‐12  est  très  peu  connue, mais  elle  semble  structurellement  proche  de  la 

PARP‐13. 

La PARP‐13 existe sous 2 isoformes, appelées PARP‐13.1 et PARP‐13.2. L’isoforme la plus courte, dont 

le  domaine  PARP  est  tronqué,  se  lie  à  l’ARN  viral  via  son  doigt  de  zinc  CCCH,  inhibe  l’accumulation 

d’ARN viral  et  confère donc une  résistance à  l’infection  rétrovirale  chez  le  rat.  Cependant,  on  ignore 

encore si l’isoforme contenant le domaine PARP possède quant à elle cette fonction. 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I.4  Les macroPARP 

Les  macroPARP  ont  la  particularité  de  contenir  des  macrodomaines  qui  peuvent  se  lier  à  des  ADP‐

riboses. 

La  PARP‐9  (96  kDa)  ou  BAL1  (B‐Agressive  Lymphoma  protein  1)  contient  2 macrodomaines.  Jusqu’à 

présent, elle est la seule PARP à être répertoriée comme inactive. 

La PARP‐14  (170 kDa) ou BAL2 ou CoaSt6  [Co‐Activator of  STAT6  (Signal Transducer and Activator of 

Transcription‐6)] contient 3 macrodomaines. 

La PARP‐15 (112 kDa) ou BAL3 contient 1 seul macrodomaine. 

 

I.5  Les autres PARP 

La  PARP‐4  (193  kDa)  ou  vPARP  est  un  constituant  du  complexe  «  vault  »,  une  association  de 

ribonucléoprotéines  localisée  dans  le  cytoplasme  et  probablement  impliquée  dans  le  transport 

intracellulaire et dans  la résistance aux molécules anti‐cancéreuses. La PARP‐4 est  la seule PARP pour 

laquelle le domaine catalytique n’est pas situé en Cter. 

La PARP‐10 (109 kDa) est un partenaire de la proto‐oncoprotéine c‐Myc, un régulateur transcriptionnel 

clé contrôlant la prolifération cellulaire. 

A  l’exception de  la présence d’un motif WWE pour  la PARP‐11,  très peu de données existent  sur  les 

structures des PARP‐6, ‐8 et ‐16, ce qui rend difficile la détermination de leurs rôles. 

 

En 2010, Hottiger et  collaborateurs ont proposé une autre  classification des PARP  (qu’ils  renomment 

« ADP‐ribosyltransférases » ou ART) en fonction de leur activité de mono‐ ou poly‐(ADP‐ribosyl)ation ou 

bien de l’absence d’activité. 

 

La  PARP‐1  étant  l’enzyme  responsable  de  la  grande  majorité  des  PARylation,  nous  parlerons 

particulièrement de celle‐ci lorsque nous évoquerons « la PARP » tout au long de ce chapitre. 

 

II. LA POLY(ADP‐RIBOSYL)ATION 

La PARylation est une modification post‐traductionnelle consistant à greffer, le plus souvent en réponse 

à des  signaux de  stress  cellulaire qui  engendrent des  cassures d’ADN, des  chaînes de PARs de  tailles 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variables, de manière covalente, sur des protéines cibles impliquées notamment dans la régulation de 

la structure de la chromatine, la transcription génique, la réparation de l’ADN et la mort cellulaire. 

La PARylation est un processus très dynamique, de demi‐vie très courte (1 à 6 minutes) et réversible, 

qui dépend, d’une part, de la formation des PARs, et d’autre part, de leur dégradation par la poly(ADP‐

ribose)glycohydrolase ou PARG. 

 

II.1  Synthèse des PARs 

L’activité catalytique de la PARP est principalement régulée par son interaction avec les cassures d’ADN. 

Dès qu’elle perçoit une cassure simple ou double brin de l’ADN, la PARP augmente la vitesse de catalyse 

de son substrat, le NAD+, augmentant ainsi son activité jusqu’à 500 fois. Le NAD+ est clivé pour donner 

une unité ADP‐ribose, qui se fixe sur la protéine acceptrice, ainsi que du nicotinamide (Figure 33). 

 

 

Figure 33. Schéma d’une molécule de NAD+ 

D’après Curtin et Szabo, 2013 
 

Ce 1er ADP‐ribose est transféré sur un résidu acide glutamique (E), acide aspartique (D) ou lysine (K) via 

une  liaison  ester  (Figure  34).  Lors  de  l’élongation  de  la  chaîne,  d’autres  unités  d’ADP‐ribose  sont 

greffées  les  unes  à  la  suite des  autres via  une  liaison O‐glycosydique  ribose‐ribose.  Cela  conduit  à  la 

formation d’une chaîne linéaire qui peut compter jusqu’à 200 unités d’ADP‐riboses. Cette chaîne peut 

également  présenter  des  ramifications  ou  branches. In  vitro,  on  estime  que  ces  ramifications 

apparaissent tous les 20 à 50 résidus. 

 

Le  nicotinamide  produit  peut  être  régénéré  en  NAD+  grâce  à  la  Nicotinamide  MonoNucleotide 

Adenylyltransferase‐1 (NMNAT‐1) et entraîne la consommation de 4 molécules d’ATP. 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Figure 34. Synthèse des PAR par la PARP et régénération du NAD+ 
D’après Krishnakumar et Kraus, 2010 

ATP  :  Adénosine  triphosphate ;  D  :  Acide  aspartique  ;  E  :  Acide  glutamique  ;  K  :  Lysine  ;  NAD+  :  Nicotinamide 
Adénine Dinucléotide ; NAMPT : Nicotinamide phosphoribosyltransférase ; NMN : Nicotinamide mononucleoside ; 
NMNAT : Nicotinamide mononucléoside adénylyltransférase. 
 

La NMNAT‐1, qui catalyse la formation de NAD+, est exclusivement nucléaire et est recrutée par la PARP 

afin  de  produire  le  substrat  dont  elle  a  besoin  localement  pour  PARyler  ses  protéines  cibles  

(Kim et al., 2005 ; Zhang et al., 2012). 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La principale cible de la PARP est la PARP elle‐même, mais elle peut également PARyler de nombreuses 

protéines,  telles  que  des  histones,  des  facteurs  de  transcription  ou  bien  encore  des  protéines 

impliquées dans la réparation de l’ADN. Ces protéines contiennent toutes un motif de liaison des PARs, 

nommé  PBM,  qui  chevauche  leur  domaine  fonctionnel,  ce  qui  explique  comment  les  PARs  peuvent 

altérer  les  propriétés  fonctionnelles  de  leurs  cibles.  L’accumulation  des  PARs,  chargés  négativement, 

sur leur cible entraîne un phénomène de répulsion électrostatique qui finit par détacher la PARP de sa 

cible. C’est ainsi qu’est régulée son activité. 

II.2  Dégradation des PARs 

Les PARs synthétisés par la PARP sont rapidement dégradés par la PARG. Il existe au moins 5 isoformes 

de  PARG  chez  l’Homme,  résultant  d’un  épissage  alternatif.  Elles  sont  localisées  dans  le  cytoplasme,  

la mitochondrie  ou  dans  le  noyau.  La  seule  isoforme nucléaire  (110  kDa)  n’est  présente  qu’en  faible 

quantité par  rapport  à  la PARP‐1, mais  cela est  compensé par une  importante activité  spécifique.  En 

effet, une inhibition minimale de 90% de l’activité PARG est nécessaire pour observer une accumulation 

de PARs. La PARG possède une activité exo‐ et endoglycosidase et clive donc les liaisons O‐glycosidiques 

ribose‐ribose (Figure 35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 35. Dégradation des PARs  

D’après Krishnakumar et Kraus, 2010 
PARG endo : site de clivage endoglycosidase de la PARG ; PARG exo : site de clivage exoglycosidase de la PARG 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Les  produits  de  son  hydrolyse  sont  donc  des  PARs  libres  et  des  protéines  mono(ADP‐ribosyl)ées. 

D’autres  enzymes,  comme  la  mono(ADP‐ribosyl)protéine  hydrolase  ou  la  mono(ADP‐ribosyl)protéine 

lyase, semblent être impliquées dans le clivage de la liaison du dernier monomère ADP‐ribose‐protéine 

(Hassa et Hottiger, 2008). 

Le rôle des polymères de PARs clivés reste à confirmer mais ils pourraient transmettre des signaux en se 

liant à d’autres protéines par leurs motifs de reconnaissance de la PAR. 

 

III. MECANISMES BÉNÉFIQUES DE LA PARP EN CONDITIONS PHYSIOLOGIQUES 

En conditions physiologiques, où les cassures de l’ADN sont peu nombreuses, l’activité de la PARP reste 

faible et permet de réguler des processus clés,  tels que  la  réparation et  le maintien de  la stabilité de 

l’ADN, la régulation du remodelage de la chromatine, la transcription de gènes ou bien encore le cycle 

cellulaire. 

III.1  Réparation de l’ADN et stabilité du génome 

La PARP est  impliquée dans  l’organisation spatiale et  temporelle de  la  réparation de  l’ADN après des 

cassures simple ou double brin, et dans  la  réparation par excision de base. Elle  favorise  la  réparation 

des cassures, mais ne les répare pas elle‐même. En effet, elle peut tout d’abord détecter ces cassures 

d’ADN grâce à ses motifs en doigt de zinc, puis s’y fixer, ce qui va entraîner son activation (Figure 36). 

Ainsi,  la  PARylation des histones,  en particulier H1 et H2B,  permet  la  relaxation de  la  chromatine  au 

niveau  du  site  lésé.  Enfin,  la  PARylation  d’autres  protéines  nucléaires  comme  XRCC1  (X‐ray  Repair 

Cross‐Complementing  protein  1),  l’ADN‐polymérase III  et  l’ADN‐ligase  III  permet  leur  recrutement  au 

niveau des cassures d’ADN, et finalement, sa réparation. 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Figure 36. Implication de la PARP dans la réparation de l’ADN 
Modifié d’après Schreiber et al., 2006 

H1 H2B : Histones 1 et 2B ; SSB : Single Strand Break ; XRCC1 : X‐ray Repair Cross‐Complementing protein 1 
 

La réparation des anomalies de l’ADN participe au maintien de la stabilité du génome, puisqu’elle limite 

la  conservation  des  aberrations  au  cours  de  la  multiplication  cellulaire.  L’utilisation  d’inhibiteurs 

pharmacologiques et de souris PARP‐1 ‐/‐ a confirmé l’importance de cette enzyme dans la surveillance 

et le maintien de l’intégrité du génome. 

 

III.2  Régulation de la transcription génique 

La  relaxation  de  la  chromatine  induite  par  la  PARP  rend  également  les  gènes  plus  accessibles  à  la 

machine  transcriptionnelle.  Par  ailleurs,  la PARP PARyle également  certains  facteurs de  transcription, 

comme NF‐κB, ce qui entraîne la répression ou l’activation des gènes sous leur contrôle. Enfin, la PARP 

peut également modifier  l’expression de certains gènes en régulant  l’expression et  l’activité de  l’ADN 

méthyltransférase‐1  (Dnmt1 ;  Caiafa  et  al.,  2009) :  en  inhibant  la  Dnmt1,  la  PARP  empêche  la 

méthylation du promoteur du gène cible et favorise ainsi sa transcription. 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III.3  Régulation du cycle cellulaire 

Comme cela a été décrit précédemment, certaines PARP sont présentes au niveau des centrosomes et 

des  télomères, où elles peuvent être associées à des protéines  impliquées dans  le cycle cellulaire. En 

réponse à une  lésion de  l’ADN durant  la mitose,  la PARP est capable d’interrompre  la progression du 

cycle cellulaire, afin de limiter la réplication des aberrations de l’ADN. 

D’autre part, chez des souris PARP‐2 ‐/‐ irradiées, on observe un niveau élevé de ségrégation anormale 

des chromosomes (Amé et al., 2004). 

 

IV. MECANISMES DÉLÉTÈRES DE LA PARP EN CONDITIONS PATHOLOGIQUES 

En conditions pathologiques ou de stress, où les cassures d’ADN sont nombreuses, l’activité de la PARP 

est  considérablement  augmentée  et  entraîne  des  réponses  cellulaires  différentes  de  celles  décrites 

précédemment, conduisant souvent à des effets délétères et non plus bénéfiques (Figure 37). 

Réparation de l’ADN
Stabilité génomique

Activation de mécanismes de « sauvegarde » de la cellule
Maintien de la taille des télomères Facteurs de transcription pro‐inflammatoires

Activation des caspases
Translocation d’AIF

Déplétion énergétique
Mort cellulaire : Apoptose, Nécrose, Parthanatose

 

 
Figure 37. Le « thermostat cellulaire » lié à l’activité de la PARP 

Modifié d’après Luo et Kraus, 2012 

IV.1  PARP et mort cellulaire 

La PARP est  impliquée dans différents types de mort cellulaire, selon  l’intensité du stress que subit  la 

cellule : 

• L’apoptose  est  la  mort  programmée  d’une  cellule,  en  réponse  à  une  situation  de  stress 

pathologique. Ce type de mort cellulaire est qualifié de « caspase‐dépendante » puisqu’il met en jeu 

l’activation  de  caspases  suite  au  dysfonctionnement  mitochondrial.  En  particulier,  la  caspase  3 

reconnaît  un  motif  contenu  dans  la  partie  Nter  de  la  PARP‐1,  ce  qui  lui  permet  de  la  cliver  en  

2  fragments,  l’un  de  25  kDa  (fragment  Nter)  et  l’autre  de  89  kDa  (fragment  Cter ;  Bürkle,  2001 ; 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Sodhi  et  al.,  2010).  Ce  clivage  sépare  le  domaine  de  liaison  à  l’ADN  de  la  PARP  de  son  domaine 

catalytique, ce qui entraîne l’inactivation de l’enzyme. L’objectif de ce clivage est de préserver l’ATP 

pour engager les étapes de l’apoptose nécessitant des ressources énergétiques. 

• La  nécrose  est  une  mort  rapide  et  incontrôlée,  induite  par  un  stress  cellulaire  très  important.  

Ainsi, lorsque l’ADN est fortement lésé, la PARP est également fortement activée et consomme des 

quantités  importantes  de  NAD+,  et  par  conséquent,  beaucoup  d’ATP  qui  est  nécessaire  à  sa 

régénération. Cette brusque et forte déplétion énergétique entraîne une altération de la membrane 

plasmique  et  le  relargage  du  contenu  cellulaire  dans  le  milieu  extérieur,  provoquant  une 

inflammation, des  lésions  secondaires, et  finalement, une  réaction en chaîne de mort des  cellules 

environnantes. Ce processus est appelé la « théorie du suicide » (Berger, 1985). Plusieurs études  in 

vitro et in vivo ont confirmé cette théorie, puisque l’ajout de NAD+ ou l’inhibition pharmacologique 

de la PARP permettent de modérer cette déplétion énergétique, associé à une réduction de la mort 

cellulaire  (Schraufstatter  et  al.,  1986 ;  Alano  et  al.,  2004,  2010 ;  Ying  et  al.,  2007 ;  Ying  et  Xiong, 

2010 ). 

• La  PARP  est  également  impliquée dans  un  3ème  type  de mort  cellulaire  « caspase‐indépendante ».  

En réponse à un stress, les perturbations mitochondriales conduisent à la libération du facteur AIF, 

qui  est  ainsi  transloqué de  la mitochondrie  vers  le noyau. Cette  translocation  s’accompagne de  la 

fragmentation de l’ADN, et par conséquent, de la mort de la cellule par parthanatose (« par » pour 

poly‐(ADP‐ribose) et « thanatos » qui  signifie mort en grec ; voir pour  revue  : Wang et al., 2009b). 

Cette mort cellulaire est effectivement liée à la PARP, puisque le stress entraîne une hyperactivation 

de la PARP, une surconsommation de NAD+ et la synthèse de PARs, entraînant une dépolarisation de 

la membrane mitochondriale, la formation de pores de perméabilité et par conséquent le relargage 

d’AIF (Strosznajder et al., 2010). 

IV.2  PARP et inflammation 

La PARP interagit avec de nombreux partenaires impliqués dans les phénomènes de l’inflammation et 

elle participe notamment à l’expression de gènes pro‐inflammatoires sous la dépendance du facteur de 

transcription NF‐κB qu’elle régule. Dans un modèle murin de choc endotoxinique (induit par l’injection 

de  lipopolysaccharides ou LPS),  la délétion du gène de  la PARP modifie  l’expression des gènes sous  la 

dépendance de NF‐κB et  réduit ainsi  l’expression de cytokines pro‐inflammatoires  (Hassa et Hottiger, 

1999;  Oliver  et  al.,  1999).  Dans  un  modèle  de  septicémie,  les  souris  PARP‐/‐  présentent  des  taux 

plasmatiques de TNFα, d’IL‐6 et  ‐10  très  inférieurs par  rapport à ceux des souris sauvages, associés à 

une  diminution  « clinique »  de  l’inflammation  et  une  meilleure  survie  des  animaux  (Soriano  et  al., 

2002). Chez des souris apolipoprotéine E ‐/‐, utilisées pour développer de l’athérosclérose,  l’inhibition 

pharmacologique  ou  génique  de  la  PARP  diminue  l’expression  de  gènes  codant  pour  des  molécules 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d’adhésion,  telles que VCAM‐1 et  les P‐  et  E‐sélectines,  et  limite  l’inflammation  (von  Lukowicz et al., 

2008).  La  réduction  de  l’expression  de  ces molécules  à  la  surface  des  cellules  limite  l’adhésion  et  la 

migration des cellules inflammatoires au niveau du site de lésion et diminue ainsi l’inflammation. 

Toutes ces études montrent bien que la régulation de l’expression de gènes via  la PARP peut moduler 

les réponses inflammatoires. 

 

V. INHIBITEURS DE LA PARP 

In vivo, l’activité de la PARP peut être régulée par des modifications post‐traductionnelles (acétylation, 

phosphorylation,  ubiquitinylation),  mais  elle  est  surtout  inhibée  par  le  nicotinamide,  son  inhibiteur 

endogène,  à  partir  duquel  ont  été  synthétisés  d’autres  inhibiteurs  pharmacologiques.  Dans  ce 

paragraphe,  nous  développerons  quelques  exemples  de molécules  (voir  pour  revue  Curtin  et  Szabo, 

2013). 

 

Le point commun entre tous les inhibiteurs de PARP est la présence d’un groupement amide au sein de 

leur structure. Ce groupement, que l’on retrouve aussi dans le nicotinamide (Figure 38), est primordial, 

car  il  permet  d’établir  la  liaison  avec  le  site  de  fixation  du  NAD+  sur  la  PARP.  C’est  pourquoi  ce 

groupement est également présent sur le NAD+ (Figure 38). Ainsi, les inhibiteurs de PARP exercent leurs 

effets en entrant en compétition avec le substrat de l’enzyme pour empêcher son fonctionnement. 

 

     

 

Figure 38. Structures du NAD+ (à gauche) et du nicotinamide (à droite) 
Le groupement amide (entouré en rouge) permet la fixation au site de liaison du NAD+ sur la PARP 

 

Le  nicotinamide  est  un  produit  de  la  réaction  de  PARylation,  qui  permet  de  réguler  négativement 

l’activité de la PARP, mais avec une faible puissance, puisque la concentration nécessaire pour inhiber 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50% de l’activité PARP (CI50) est de 210 μM. Les inhibiteurs de PARP ont été développés à partir de sa 

structure. 

 

La  1ère  classe  d’inhibiteurs  de  PARP  synthétisée  est  celle  des  benzamides,  dans  lesquels  l’azote  en 

position  3  du  cycle  a  été  substitué  par  un  carbone.  Le  chef  de  file  de  cette  classe  est  le  

3‐aminobenzamide (3‐AB), dans lequel un groupement amine a été greffé sur le carbone en position 3, 

afin d’augmenter sa solubilité (Figure 39; Durkacz et al., 1980). 

 

 
Figure 39. Structure du 3‐aminobenzamide 

 

Le 3‐AB a été  très utilisé  en  laboratoire pour étudier  les  fonctions de  la PARP. Une étude de 1980 a 

démontré  que  le  3‐AB  inhibait  la  réparation  des  cassures  d’ADN  induites  par  un  agent  alkylant,  le 

diméthylsulfate,  et  augmentait  ainsi  la  cytotoxicité  de  ce  composé  (Durkacz  et  al.,  1980).  

Les benzamides ne sont pas des inhibiteurs puissants de la PARP : la CI50 du 3‐AB est de 33 μM. 

 

Ils ont donc été modifiés pour donner de nouvelles classes d’inhibiteurs plus puissants, avec des CI50 de 

l’ordre du nanomolaire, et plus spécifiques comme les isoquinolinones (ex : 5‐aminoisoquinolinone ou 

5‐AIQ),  les  isoquinolines  (ex :  le MP‐124),  les  isoindolinones  (ex :  INO‐1001) ou  les phénanthridiones 

(ex : PJ‐34). 

 

Le  chef  de  file  des  phénanthridiones  est  le  N‐(6‐oxo‐5,6‐dihydrophénanthridin‐2‐yl)‐(N,N‐

diméthylacétamide)  ou  PJ34  qui  possède  une  CI50  de  17  nM  (Figure  40).  Le  PJ34,  synthétisé  par  les 

laboratoires  Inotek  pour  établir  la  preuve  de  concept  du  rôle  de  la  PARP  dans  différentes  situations 

pathologiques,  s’est  montré  efficace  dans  de  nombreux  modèles  expérimentaux  d’ischémies, 

notamment cérébrales (voir paragraphe suivant). 



III. Poly (ADP‐Ribose) Polymerase (PARP)                                                                                       Rappels Bibliographiques 

83 

 

Figure 40. Structure du PJ34 
 

En  2006,  Alano  et  collaborateurs  ont montré  que  la minocycline,  une  tétracycline  utilisée  depuis  les 

années 1970 pour ses propriétés antibiotiques, était également un puissant inhibiteur de PARP, dont la 

CI50 est de l’ordre du nanomolaire (Figure 41). 

   

 
Figure 41. Structure de la minocycline 

 

De nouveaux composés ont été récemment développés comme l’INO‐1001, un puissant   inhibiteur de 

PARP (CI50 < 15 nM) de la famille des  isoindolinones  (Figure 42). Cette molécule est actuellement en 

essais cliniques dans le traitement de l’ischémie myocardique. 

 

 
Figure 42 . Structure du INO‐1001 
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Actuellement,  une  dizaine  d’inhibiteurs  de  PARP,  comme  par  exemple  l’Olaparib  (Astra  Zeneca),  le 

Veliparib  (Abbott),  ou  l’Iniparib  (BiPar–Sanofi  Aventis)  sont  en  essais  cliniques,  pour  la  plupart  en 

cancérologie. 

L’utilisation  de  ces  molécules  dans  l’ischémie  cérébrale  pourrait  être  une  approche  envisageable, 

puisque les arguments en faveur de l’implication délétère de la PARP dans cette pathologie sont de plus 

en plus nombreux. 

 

VI. RÔLE DE LA PARP DANS L’ISCHÉMIE CÉRÉBRALE 

Comme  nous  l’avons  vu  précédemment  (voir  le  chapitre  AVC,  paragraphe  III),  l’ischémie  cérébrale 

provoque une cascade physiopathologique dont  la production d’un stress oxydant. Les radicaux  libres 

entraînent  des  cassures  de  l’ADN  qui  vont  donc  provoquer  une  hyperactivation  de  la  PARP  dans  les 

neurones, mais aussi dans  les cellules endothéliales, microgliales et astrocytaires  (Moroni et Chiarugi, 

2009). 

Chez l’Homme, l’activation post‐ischémique de la PARP a été mise en évidence par l’augmentation de la 

formation des PARs sur des coupes de cerveaux de patients décédés d’un arrêt cardiaque (Love et al., 

1999). Sairanen et collaborateurs  (2009) ont confirmé  la  formation de PARs et donc  l’activation post‐

ischémique de la PARP post‐mortem chez des patients victimes d’AVCi. 

Des études expérimentales  in vivo ont également montré une augmentation de  la PARylation dans  le 

cerveau après ischémie/reperfusion (Endres et al., 1998). 

Deux études publiées en 1997 ont été  les premières à décrire des effets protecteurs  chez des  souris 

PARP‐1 ‐/‐  ischémiées  (Eliasson et  al.,  1997 ;  Endres et  al.,  1997).  En  effet,  ces  animaux présentaient 

une réduction de la lésion cérébrale d’au moins 60% par rapport aux souris sauvages. Dans ces études, 

la formation d’ADP‐riboses était augmentée et les quantités de NAD+ diminuées dans les tissus issus de 

souris sauvages alors qu’aucune formation de PARs n’avait été observée chez les animaux PARP‐1 ‐/‐ et 

que les taux de NAD+ étaient préservés. De plus, une étude de Goto et collaborateurs (2002) a montré 

que  les  souris  PARP‐1  ‐/‐  étaient  protégées  contre  l’ischémie  cérébrale,  mais  que  cette  protection 

disparaissait après la transfection virale du gène de la PARP‐1. 

Il est important de noter que la délétion du gène de la PARP‐1 s’est révélée protectrice chez les souris 

mâles  par  rapport  aux  souris  sauvages  mâles,  alors  que  l’inverse  est  observé  chez  les  femelles,  

c’est‐à‐dire une aggravation de la lésion chez les mutantes (Liu et al., 2011). 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Depuis, de nombreuses études ont confirmé que les inhibiteurs de la PARP‐1, tels que le 3‐AB, le PJ34, 

la minocycline et l’INO‐1001, réduisent la lésion cérébrale et les déficits fonctionnels post‐ischémiques 

dans des modèles d’ischémie  cérébrale  transitoire  (Yrjänheikki et al.,  1998  ;  Takahashi et Greenberg, 

1999 ; Ding et al., 2001 ; Couturier et al., 2003 ; Fox et al., 2005 ; Morimoto et al., 2005 ; Haddad et al., 

2006 ; Hayakawa et al., 2008  ; Egi et al. 2011) ou permanente  (Haddad et al., 2008 ; Egi et al., 2011) 

chez le rat et la souris. 

 

En  2011,  Matsuura  et  collaborateurs  ont  montré  l’effet  protecteur  du  MP‐124  dans  des  modèles 

d’ischémie cérébrale permanente et transitoire chez  le singe, en mettant en évidence une diminution 

du volume de l’infarctus et du déficit neurologique (Matsuura et al., 2011). Un autre point important de 

cette étude est que ces effets ont été observés aussi bien chez les mâles que chez les femelles. 

 

Ainsi,  le  rôle  délétère  de  la  PARP  dans  l’ischémie  cérébrale  est  aujourd’hui  clairement  établi.  

Pour  l’expliquer,  plusieurs  hypothèses  sont  avancées (voir  pour  revues  :  Strosznajder  et  al.,  2010  ; 

Curtin et Szabo, 2013) : 

1) Théorie de la déplétion énergétique 

Lors  d’une  ischémie  cérébrale,  la  privation  en  oxygène  et  en  glucose,  d’une  part,  et 

l’hyperactivation post‐ischémique de  la PARP, qui entraîne une  forte consommation de NAD+ 

et  donc  d’ATP,  d’autre  part,  conduisent  à  une  déplétion  massive  des  stocks  énergétiques 

cellulaires  et  à  la  mort  cellulaire. Malgré  des  résultats  parfois  contradictoires  (Endres  et  al., 

1997),  il  semble  que  l’inhibition  génique  ou  pharmacologique  de  la  PARP  soit  bénéfique 

indépendamment de la restauration des stocks énergétiques (Goto et al., 2002), ce qui suggère 

que  d’autres  mécanismes  peuvent  être  à  l’origine  des  effets  délétères  de  la  PARP  dans 

l’ischémie cérébrale. 

 

2) PARP et mort cellulaire par parthanatose 

Il a été montré que l’INO‐1001 diminue la taille de la lésion cérébrale et la translocation d’AIF  

dans des modèles d’ischémie cérébrale focale transitoire ou permanente (Komjáti et al., 2004). 

De  plus,  dans  un  modèle  d’ischémie  cérébrale  transitoire,  la  lésion  était  diminuée  chez  les 

souris  PARP‐1  ‐/‐  par  rapport  aux  animaux  sauvages  et  cet  effet  s’accompagnait  d’une 

diminution de  l’accumulation d’AIF dans  le noyau et de  l’augmentation post‐ischémique de  la 

formation de PARs (Li et al., 2010). Ces données montrent donc que la mort par parthanatose 

induite par la PARP participe aux effets délétères post‐ischémiques. 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3) PARP et inflammation 

Plusieurs études ont démontré  l’implication de  la PARP dans  l’inflammation post‐ischémique. 

En effet,  il a été montré, notamment au sein du laboratoire, que l’inhibition de la PARP par le  

3‐AB diminue l’infiltration des PMN dans un modèle d’ischémie cérébrale focale chez la souris 

(Couturier  et  al.,  2003).  Par  ailleurs,  dans  un  autre  modèle  d’ischémie  cérébrale  transitoire, 

notre  laboratoire  a  mis  en  évidence  que  la  diminution  de  26%  de  la  lésion  cérébrale  et 

l’amélioration fonctionnelle chez les animaux traités par le PJ34 (25 mg/kg), s’accompagnaient 

d’effets  anti‐inflammatoires,  notamment  par  une  diminution  de  l’expression  des  ARNm  de 

TNFα, d’IL‐6, de la E‐sélectine et d’ICAM‐1 (Haddad et al., 2006). 

D’autres études dans des modèles d’ischémie cérébrale transitoire ont également montré que 

le 3‐AB diminue l’expression post‐ischémique de NF‐κB et d’ICAM‐1 (Koh et al., 2004 et 2005). 

 

4) PARP et transformations hémorragiques 

Des  travaux  ont  également  été  menés  sur  l’implication  de  la  PARP  dans  les  TH  

post‐ischémiques, notamment au laboratoire, où, dans un modèle murin d’ischémie cérébrale 

permanente, le PJ34 (6,25 mg/kg) a réduit les TH, associé à une réduction du volume d’infarctus 

et du déficit moteur  (Haddad et al.,  2008). Cet effet pourrait passer par  la dégradation de  la 

BHE via  les MMP, puisque la surexpression de la MMP‐9 a été réduite d’environ 60% chez ces 

mêmes animaux, confirmant ainsi les résultats d’autres études (Koh et al., 2005). 

Par  ailleurs,  Crome  et  collaborateurs  (2007)  ont  montré  que  le  rt‐PA,  en  potentialisant 

l’activation  des  récepteurs NMDA,  augmentait  l’activation  de  la  PARP  au  cours  de  l’ischémie 

cérébrale. 

Au  laboratoire,  le  PJ34  s’est  opposé  aux  effets  délétères  induit  par  l’administration  

post‐ischémique de rt‐PA, en termes de TH et de déficits fonctionnels, dans un modèle murin 

d’ischémie cérébrale permanente (Haddad et al., 2013 ; Teng et al., 2013). 

 

A  l’heure actuelle,  les  inhibiteurs de PARP semblent donc constituer une stratégie  thérapeutique très 

intéressante  en monothérapie  pour  le  traitement  des  AVCi,  mais  aussi  en  association  avec  le  rt‐PA.  

De  plus,  les  molécules  actuellement  testées  en  essais  cliniques  en  cancérologie  semblent  être  bien 

tolérées par les patients, du moins à court terme. 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VII. RÔLE DE LA PARP DANS L’ACTIVATION ET L’AGRÉGATION PLAQUETTAIRES 

Nous avons vu que la PARP jouait un rôle délétère au cours de l’ischémie cérébrale. Par ailleurs, nous 

avons montré  que  les  plaquettes  via  leur  rôle  thrombo‐inflammatoire,  contribuaient  également  à  la 

formation  de  la  lésion.  Cependant,  il  existe  très  peu  de  données  sur  le  rôle  de  la  PARP  dans  les 

phénomènes d’activation et d’agrégation plaquettaires. 

 

Tout d’abord, au cours de la dernière décennie, 2 études in vitro ont évalué l’effet d’inhibiteurs de PARP 

sur  l’agrégation  plaquettaire  (Alexy  et  al.,  2004 ;  Tóth  et  al.,  2006).  La  PARP  étant  une  enzyme 

essentiellement  nucléaire,  ces  études  peuvent  paraître  surprenantes.  Néanmoins,  l’étude  d’Alexy  et 

collaborateurs est née de l’hypothèse que la ressemblance structurelle de certains inhibiteurs de PARP 

avec  la  partie  adénine  du NAD+,  pourrait  inhiber  l’agrégation  plaquettaire  en  se  liant  aux  récepteurs 

plaquettaires  de  l’ADP,  P2Y1  et/ou  P2Y12.  Trois  inhibiteurs  (le  4‐hydroxyquinazoline,  le  2‐mercapto‐

4(3H)‐quinazolinone et le HO‐3089) ont ainsi été testés sur des échantillons de sang total de volontaires 

sains et ont réduit l’agrégation plaquettaire induite par l’ADP de manière dose‐dépendante (à partir de 

20 μM pour le HO‐3089 et de 500 μM pour les autres inhibiteurs), sans modifier les agrégations induites 

par le collagène ou l’adrénaline. Par ailleurs, l’augmentation des concentrations d’ADP a conduit à une 

perte  de  l’effet  inhibiteur,  suggérant  une  éventuelle  compétition  avec  l’ADP  pour  ses  récepteurs.  

Cette étude a été la 1ère à évoquer un effet antiagrégant plaquettaire des inhibiteurs de PARP, non pas 

par  l’inhibition  de  la  PARP,  mais  potentiellement  par  une  ressemblance  structurelle  avec  l’ADP  

(Figure 43). 

En 2006, Tóth et collaborateurs ont évalué  in vitro  l’effet de l’INO‐1001 sur du PRP issu d’échantillons 

de  sang  de  volontaires  sains, mais  contrairement  à  l’étude  précédente,  l’INO‐1001  s’est  révélé  sans 

effet  sur  l’agrégation plaquettaire  induite par  l’ADP ou encore  l’adrénaline.  Plusieurs hypothèses ont 

été  avancées  pour  expliquer  cette  différence.  Tout  d’abord,  la  structure  chimique  de  l’INO‐1001  est 

différente  de  celle  des  inhibiteurs  de  PARP  testés  par  l’équipe  d’Alexy.  Par  ailleurs,  la  différence 

majeure  entre  les  2  études  réside  dans  les  concentrations  d’inhibiteurs  testées.  En  effet,  Alexy  et 

collaborateurs  (2004)  ont  choisi  de  fortes  concentrations  comprises  entre  10  et  1500  µM,  qui 

correspondent à des doses supra‐thérapeutiques, et n’ont observé un effet qu’à partir de 20 ou 500 µM 

selon  l’inhibiteur.  En  revanche,  l’INO‐1001  a  été  testé  à  des  concentrations  cohérentes  avec  une 

administration in vivo, le plus souvent comprises entre 0,1 et 10 µM. 

Ainsi,  il  semblerait  que  les  inhibiteurs  de  PARP  testés  dans  ces  études  ne  présentent  des  propriétés 

anti‐agrégantes qu’à très fortes concentrations. 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Figure 43. Structures du NAD+, de l’ADP et des inhibiteurs de PARP testés par Alexy et collaborateurs 

(2004) 
 

 

A  côté  de  cet  effet  « PARP‐indépendant »,  d’autres  études  suggèrent  également  que  l’inhibition  de 

l’activité PARP pour inhiber l’activation et l’agrégation plaquettaires. 

Comme  nous  l’avons  vu  précédemment,  la  PARP  régule  l’activation  de  différents  facteurs  de 

transcription  impliqués  dans  l’expression  de  nombreuses  protéines  impliquées  dans  l’inflammation, 

dont  celle  des  molécules  d’adhésion  (Jagtap  et  Szabo,  2005  ;  Moroni  et  Chiarugi,  2009).  Or,  ces 

molécules  d’adhésion  jouent  notamment  un  rôle  clé  dans  l’adhésion  des  plaquettes  aux  cellules 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endothéliales et dans l’agrégation plaquettaire (Tabuchi et Kuebler, 2008), ce qui pourrait contribuer à 

la formation de nouveaux thrombi. 

Dans un modèle  in  vivo  d’ischémie/reperfusion hépatique  chez  la  souris,  Khandoga et  collaborateurs 

(2002)  ont  montré  que  la  délétion  du  gène  de  la  PARP  réduit,  d’une  part,  la  translocation  de  la  

P‐sélectine et  l’expression post‐ischémiques des ARNm de  la E‐sélectine, d’ICAM‐1 et de VCAM‐1 à  la 

surface  des  cellules  endothéliales  des  vaisseaux  hépatiques,  et  d’autre  part,  les  interactions  entre 

cellules endothéliales,  leucocytes et plaquettes. Ces effets  s’accompagnent d’une meilleure perfusion 

tissulaire. 

La même équipe a montré qu’un traitement par le 5‐AIQ (3 mg/kg) diminue également l’adhésion des 

plaquettes et des  leucocytes sur  la paroi des vaisseaux et améliore  la perfusion hépatique (Khandoga 

 et  al.,  2004).  Par  ailleurs,  la  lésion  post‐ischémique,  caractérisée  par  une  augmentation  des  cellules 

apoptotiques  et  nécrotiques,  est  également  réduite  par  le  5‐AIQ.  Même  si  le  traitement  n’a  pas 

diminué  la  mortalité  post‐ischémique  des  animaux,  il  permet  néanmoins  de  prolonger  la  survie  des 

animaux traités par rapport au groupe contrôle. 

Ces  données  suggèrent  donc  que  la  PARP  peut  contribuer  à  la  lésion  post‐ischémique  hépatique  en 

augmentant  l’expression  et  la  translocation  des  molécules  d’adhésion,  qui  s’accompagne  d’une 

accumulation des plaquettes et des leucocytes sur les cellules endothéliales. 

Enfin, dans un modèle d’inflammation pulmonaire  induit par perfusion de LPS,  l’inhibition de  la PARP 

par le 3‐AB réduit l’augmentation de l’expression des P‐ et E‐sélectines sur les cellules endothéliales et 

le recrutement des plaquettes (Kiefmann et al., 2004). 
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BUT DU TRAVAIL 

A  la  suite  d’un AVCi,  les  cliniciens  sont  confrontés  à  plusieurs  problèmes  d’ordre  vasculaire,  à  savoir 

(1) reperfuser  les  tissus  ischémiés  par  le  rt‐PA,  (2)  éviter  les  TH,  ainsi  que  (3)  les  phénomènes  de 

réocclusion précoce ou tardive. 

Comme  nous  venons  de  le  voir,  il  est  clairement  établi  qu’après  une  ischémie  cérébrale 

l’hyperactivation  de  la  PARP  est,  d’une  part,  neurotoxique,  et  d’autre  part,  contribue  aux  TH 

spontanées ou induites par le rt‐PA, en favorisant la dégradation des composants de la BHE. 

Plusieurs données récentes de  la  littérature suggèrent que  l’inhibition de  la PARP pourrait également 

réduire  les  phénomènes  de  réocclusion,  et  ceci  via  l’inhibition  de  l’activation  et/ou  de  l’agrégation 

plaquettaires. 

Jusqu’à ce jour, les effets de la PARP sur les fonctions plaquettaires ont été très peu étudiés. Toutefois, 

les  seules  données  dont  on  dispose  suggèrent  que  les  inhibiteurs  de  PARP  pourraient  inhiber 

l’activation et/ou l’agrégation plaquettaires post‐ischémiques, et ce, selon 2 mécanismes : 

• un mécanisme « PARP‐indépendant »,  qui permettrait  à  certains  inhibiteurs de PARP d’exercer un 

effet  anti‐agrégant  via  une  analogie  structurale  avec  des  agonistes  plaquettaires  comme  l’ADP 

(Alexy et al., 2004). 

• un mécanisme « PARP‐dépendant » lié à l’effet anti‐inflammatoire des inhibiteurs de PARP. En effet, 

l’inhibition  pharmacologique  ou  génique  de  la  PARP  dans  un  modèle  d’ischémie/reperfusion 

hépatique  a  permis  de  réduire  l’expression  de  molécules  d’adhésion  à  la  surface  des  cellules 

endothéliales  hépatiques,  ainsi  que  l’adhésion  des  plaquettes  et  des  leucocytes  sur  la  paroi 

endothéliale, et ces effets se sont accompagnés d’une protection et d’une meilleure perfusion des 

tissus ischémiés (Khandoga et al., 2002 et 2004). Mais à l’heure actuelle, il n’existe aucune donnée 

sur les effets plaquettaires des inhibiteurs de PARP dans l’ischémie cérébrale. 

 

Au vu de ces données, nous nous sommes interrogés sur les éventuels effets de l’inhibition de la PARP 

sur l’agrégation plaquettaire. En effet, il nous est apparaît nécessaire de rechercher si la réduction des 

TH après un traitement par les inhibiteurs de PARP ne serait pas liée, au moins en partie, à une activité 

pro‐agrégante,  qui  compromettrait  leur  association  avec  le  rt‐PA.  A  l’inverse,  une  éventuelle  activité 

anti‐agrégante  des  inhibiteurs  de  PARP  constituerait  un  élément  favorable  susceptible  d’améliorer  la 

reperfusion et/ou de diminuer les risques de réocclusion. 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Dans  ce  contexte,  l’objectif  de  ce  travail  de  thèse  a  consisté  à  évaluer  les  effets  plaquettaires  

« PARP‐indépendant » et « PARP‐dépendant » à  l’aide d’un puissant  inhibiteur de PARP,  le PJ34. Pour 

cela, mon projet de recherche s’est articulé en 2 parties. 

 

Dans la 1ère partie, nous avons réalisé une étude  in vitro dont le but était d’évaluer l’effet du PJ34 sur 

l’agrégation  plaquettaire  induite  par  différents  agonistes  (ADP,  collagène  et  des  agonistes  des 

récepteurs  à  la  thrombine),  sur  du  sang  humain  et  murin,  en  le  comparant  à  celui  de  3  autres 

inhibiteurs de PARP de structures chimiques différentes (3‐AB, minocycline et INO‐1001). 

 

La 2ème partie de ce travail a comporté plusieurs études in vivo : 

• Au vu des résultats obtenus dans la 1ère partie, nous avons tout d’abord étudié les effets du PJ34 et 

de la minocycline sur l’hémostase, en utilisant 3 tests d’exploration des fonctions plaquettaires chez 

la souris  :  le  temps de saignement, des modèles de thromboembolie pulmonaire et un modèle de 

thrombose carotidienne induite par le FeCl3. 

• Nous  avons  ensuite  recherché  si  l’inhibition  de  la  PARP  par  le  PJ34  interagissait  avec  l’activité 

thrombolytique  du  rt‐PA  dans  un  modèle  de  thrombose  par  occlusion  de  l’ACM  par  le  FeCl3 

récemment mis au point (Karatas et al., 2011). 

• Enfin,  afin  de  pouvoir  étudier  la  contribution  de  la  PARP  dans  l’activation  et  l’agrégation 

plaquettaires  à  la  suite  d’une  ischémie  cérébrale,  nous  avons  évalué,  dans  un  modèle 

endovasculaire  d’ischémie  cérébrale  transitoire  chez  la  souris,  les  cinétiques  (1)  de  l’activation 

plaquettaire (sPsélectine) au niveau sérique, (2) de l’expression des molécules d’adhésion et (3) de 

l’adhésion des plaquettes sur les cellules endothéliales au niveau cérébral. 

 

L’ensemble  de  ces  travaux  doit  permettre  d’établir  un  argument  supplémentaire  en  faveur  des 

inhibiteurs de PARP qui pourraient en effet présenter l’avantage, par rapport à toutes les molécules qui 

se  sont  révélées  inefficaces  dans  les  essais  cliniques,  de  combiner  3  effets  bénéfiques  :  (1)  un  effet 

neuroprotecteur,  (2) un effet  vasculoprotecteur en  réduisant  les  TH post‐ischémiques  spontanées ou 

induites par le rt‐PA et enfin (3) un effet anti‐agrégant susceptible de diminuer le risque de réocclusion 

post‐ischémique, mais également d’améliorer  la  thrombolyse en permettant  (1) d’accroître  le  taux de 

recanalisation et (2) de réduire les doses de rt‐PA et donc ses effets délétères. 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MATERIEL ET METHODES 

Toutes les expériences (à l’exception des tests d’agrégation plaquettaire  in vitro sur sang humain) ont 

été  réalisées  chez  des  souris  mâles  Swiss  (Janvier,  Le  Genest  Saint  Isle,  France)  en  accord  avec  la 

directive  du  Conseil  de  la  Communauté  Européenne  du  24  novembre  1986  (86/609/EEC)  et  les 

réglementations françaises (D2001‐486) sur la protection des animaux utilisés en expérimentation. 

 

I. EVALUATION DE L’AGRÉGATION PLAQUETTAIRE IN VITRO 

Cette partie a été réalisée en collaboration avec le Dr Christilla BACHELOT‐LOZA de l’unité INSERM 765 

« Thrombose : épidémiologie, physiopathologie, thérapeutiques innovantes » dirigée par le Pr Pascale 

GAUSSEM, au sein de la Faculté de Pharmacie de l’Université Paris Descartes. 

I.1  Prélèvement de sang et préparation du Plasma Riche en Plaquettes (PRP) 

Les  tests  d’agrégation  plaquettaires  in  vitro  ont  été  réalisés,  d’une  part,  chez  l’Homme,  dans  une 

perspective  clinique,  et  chez  la  souris  d’autre  part,  afin  de  caractériser  les  modèles  expérimentaux 

utilisés. Les tubes sont citratés, afin d’empêcher le sang de coaguler pendant et après les prélèvements. 

L’intérêt du citrate est de chélater  les  ions calciques de manière réversible, ce qui permet ensuite de 

réaliser les tests d’agrégation. 

En raison des différences entre les plaquettes humaines et murines, le protocole de préparation du PRP 

est différent selon l’origine de l’échantillon de sang. 

 

I.1.1  Chez l’Homme 

 

• Prélèvement de sang  

D’après  la  convention  (C  CPSL  UNT  No.  12/EFS/064)  entre  l’Université  Paris  Descartes  et  l’EFS 

(Établissement Français du Sang) et avec l’accord des donneurs volontaires sains, les prélèvements ont 

été  réalisés  lors  de  dons  du  sang,  au  sein  de  l’EFS  Saint‐Vincent  de  Paul  et  de  l’EFS  Trinité,  à  Paris.  

Les  patients  traités  par  l’aspirine  sont  exclus.  Le  sang  a  été  recueilli  dans  des  tubes  BD  Vacutainer® 

citratés (trisodium citrate 3,8%) de 5 ml, à raison de 1 à 3 tubes par donneur. 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• Préparation du PRP  

Les tubes de sang sont centrifugés à 133 g pendant 20 minutes à 25°C (Centrifugeuse OrtoAlresa Digtor 

21 R, Madrid, Espagne). Les surnageants de PRP d’un même donneur sont ensuite prélevés et poolés 

dans un Falcon de 50 ml. 

Les  tubes,  débarrassés  du  PRP,  sont  à  nouveau  centrifugés  à  2630  g  pendant  20  minutes  à  25°C.  

De  la même  façon,  les  surnageants  de  Plasma  Pauvre  en  Plaquettes  (PPP)  d’un même donneur  sont 

prélevés et poolés dans un Falcon de 50 ml. 

La concentration plaquettaire du PRP est déterminée à l’aide de l’automate Cell Coulter Z1® (Beckman 

Coulter, Brea, USA) ou du compteur de cellules MS9‐3V (Melet Schloesing Pharmaceuticals, La Chaux‐

de‐Fonds, Suisse), puis ajustée à 2,7 ± 0,5 .108 plaquettes/ml avec le PPP autologue afin de normaliser 

tous les échantillons. 

 

I.1.2  Chez la Souris 

 

• Prélèvement de sang 

Le  sang  est  prélevé  chez  des  souris  de  38  à  45  g,  anesthésiées  par  injection  intrapéritonéale  (i.p. ;  

50  µl/10  g)  de  pentobarbital  disodique  dilué  au  1/4  dans  du  NaCl  à  0,9%  (65  mg/kg ;  Ceva  Santé 

Animale, Libourne, France). Les souris sont placées en décubitus dorsal et une incision est réalisée au 

niveau  de  la  paroi  abdominale,  puis  au  niveau  de  la  cage  thoracique,  afin  de  dégager  le  cœur.  Le 

prélèvement est réalisé par ponction intracardiaque dans le ventricule droit avec une aiguille de 23G et 

une seringue de 2 ml préalablement coatées avec une solution de citrate à 130 mM (citrate trisodique, 

réf.  27833294,  Normapur  Prolabo),  doucement  et  en  prenant  soin  de  ne  pas  faire  de  bulles  afin  de 

limiter  l’activation des plaquettes. Dans ces conditions,  le volume de sang recueilli est d’environ 1 ml 

par  souris.  Les  prélèvements  de  plusieurs  souris  sont  poolés  dans  un  tube  à  hémolyse  de  5  ml, 

contenant  500  µl  de  citrate  à  130  mM,  afin  de  respecter  une  proportion  sang:citrate  de  9:1 

(concentration finale de citrate : 13 mM). 

 

• Préparation du PRP 

Les tubes de sang sont centrifugés à 230 g pendant 11 minutes à 25°C (Centrifugeuse OrtoAlresa Digtor 

21 R).  Le  surnageant,  correspondant  au  PRP,  est  prélevé  et mis  dans  un  Falcon de  50 ml.  Les  tubes, 

débarrassés  du  PRP,  sont  à  nouveau  centrifugés  à  2630  g  pendant  20 minutes  à  25°C.  De  la même 

façon, le surnageant de PPP est recueilli dans un Falcon de 50 ml. 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La  concentration  plaquettaire  du  PRP  est  déterminée  à  l’aide  de  l’automate  Cell  Coulter  Z1®  ou  du 

compteur de cellules MS9‐3V. En raison d’un nombre de plaquettes beaucoup plus élevé chez la souris 

par rapport à l’homme et du volume limité de PPP, la concentration plaquettaire murine est ajustée à 

3,0 ± 0,5.108 plaquettes/ml avec le PPP autologue. 

I.2  Préparation des réactifs 

Afin  de  ne  pas  induire  de  lyse  cellulaire,  les  différents  réactifs  sont  préparés  de  telle  sorte  que  le 

volume de solutions aqueuses déposé dans  les tubes de PRP ne dépasse pas 10% du volume total de 

l’échantillon. 

I.2.1  Agonistes 

De  nombreux  récepteurs  sont  présents  à  la  surface  des  plaquettes  et  leurs  agonistes  permettent 

d’induire  l’agrégation  plaquettaire  en  explorant  différentes  voies.  Dans  nos  expériences,  nous  avons 

utilisé  l’ADP,  le collagène et des peptides activateurs des récepteurs à  la thrombine PAR1 (PAR1ap ou 

TRAP6) pour les études chez l’homme et PAR4 (PAR4ap) pour les études chez la souris (Tableau II). 

 

Tableau II. Agonistes utilisés dans les tests d’agrégation plaquettaire 

Agoniste  Récepteur cible  Référence et fournisseur  Solvant  Concentration finale 

ADP 
P2Y1 

P2Y12 

Réf. 127507, F. Hoffmann 

La Roche Ltd, Bâle, Suisse 
Eau bidistillée  1,5 à 10 µM 

Collagène 
GPVI, α2ß1 

(vWF, GPIb‐IX‐V) 

kit SKF Solution, réf. 1130630 

Nycomed, Zurich, Suisse 

Solution du kit 

(glucose isotonique) 

Homme : 0,5 à 2 µg/ml 

Souris : 6 à 8 µg/ml 

PAR1ap  PAR1 
Réf. H‐2936, 

Bachem, Bubendorf, Suisse 
Eau bidistillée  1 à 2 µM 

PAR4ap  PAR4 
Réf. H‐6046, 

Bachem, Bubendorf, Suisse 
Eau bidistillée  80 à 200 µM 

 

I.2.2  Inhibiteurs de PARP 

Nous avons testé 4 inhibiteurs de PARP de classes chimiques différentes : le PJ34, le 3‐AB (réf. A0788, 

Sigma‐Aldrich), la minocycline (réf. M9511, Sigma‐Aldrich) et l’INO‐1001. Notre choix s’est porté sur des 

molécules  bien  caractérisées  et/ou  actuellement  en  essais  cliniques  dans  le  cadre  de  pathologies 

cardiovasculaires. 

Le PJ34 est dissout dans de l’eau bidistillée, afin d’obtenir des concentrations finales de 0,1 à 1000 µM. 

Le  3‐AB,  la  minocycline  et  l’INO‐100  sont  dissouts  dans  de  l’eau  bidistillée,  afin  d’obtenir  une 

concentration finale de 50 µM. 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I.3  Tests d’agrégation 

I.3.1  Principe 

Le test d’agrégation plaquettaire permet de mesurer la capacité des plaquettes d’un échantillon de PRP 

à  agréger  en  présence  d’un  agoniste.  Il  est  réalisé  selon  une méthode  turbidimétrique  à  l’aide  d’un 

agrégomètre à 8 canaux PAP8E (Bio/Data Corporation, Horsham, USA ; Figure 44).  

En pratique, les plaquettes au repos sont en suspension dans le milieu et rendent l’échantillon opaque. 

Le  rayon  lumineux  émis  par  l’agrégomètre  n’est  donc  que  faiblement  transmis.  En  revanche,  après 

l’ajout  de  l’agoniste,  les  plaquettes  activées  s’agrègent  entre  elles  et  le  milieu  s’éclaircit,  ce  qui  se 

traduit par une plus forte transmission lumineuse (Figure 45). 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Figure 45. Principe du test d’agrégation plaquettaire 

PRP : plasma riche en plaquettes 

Affichage des courbes d’agrégation 

Canaux pour 8 tubes 

Figure 44. Agrégomètre à 8 canaux PAP8E  
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Le  témoin  utilisé  est  du  PPP,  c’est‐à‐dire  un  milieu  clair  et  sans  plaquettes,  correspondant  à  un 

échantillon où les plaquettes seraient totalement agrégées : il représente donc une agrégation de 100% 

(Figure 46). Chaque donneur ou pool de souris est ainsi son propre témoin. 

!!!""
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Figure 46. Echantillons de PRP et de PPP 

 

Le  résultat  est  exprimé  en  pourcentage  d’agrégation.  Il  correspond  au  rapport  de  la  transmission 

lumineuse de l’échantillon après ajout de l’agoniste et de celle du témoin. 

 

I.3.2  Protocole 

Le  témoin  est  préparé  dans  une  cuve  en  verre  siliconé  en  déposant  230  µl  de  PPP  et  20  µl  d’eau 

bidistillée, afin d’obtenir un volume final de 250 µl. 

Chaque échantillon est également préparé dans une cuve en verre siliconé, en déposant 230 µl de PRP 

+  10  µl  d’inhibiteur  de  PARP  ou  de  solvant  (eau  bidistillée)  et  un  barreau  aimanté  qui  permet 

d’homogénéiser  le  contenu du  tube  sous  agitation.  Les  échantillons  sont  agités  pendant  2  secondes, 

puis incubés pendant 10 minutes à 37°C sans agitation, avant la mesure. 

Les échantillons sont ensuite placés à 37°C sous agitation  (1000 rpm). Le tracé est d’abord enregistré 

pendant  2 minutes  afin  de  vérifier  sa  stabilité,  puis  10  µl  d’agoniste  sont  ajoutés  afin  de  déclencher 

l’agrégation (volume final 250 µl). Le tracé d’agrégation est suivi pendant 6 minutes. 

 

I.3.3  Expression des résultats 

Le logiciel intégré à l’agrégomètre permet de mesurer 4 paramètres pour chaque échantillon : 

• le maximum d’agrégation (MA), qui correspond à  l’agrégation maximale atteinte pendant  la durée 

de l’enregistrement. Dans le cas de l’ADP, l’agrégomètre est capable de distinguer chez l’Homme un 

MA  pour  la  1ère  phase  (P2Y1‐dépendante)  et  pour  la  2nde  phase  (P2Y12‐dépendante)  d’agrégation 

(Figure 47), 

• l’agrégation finale (FA), qui correspond à l’agrégation atteinte à la fin de l’enregistrement, 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• la  désagrégation  (DA),  correspondant  à  l’agrégation maximale  à  laquelle  on  soustrait  l’agrégation 

finale, 

• l’aire sous la courbe (AUC), qui correspond à la surface sous la courbe d’agrégation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 47. Les différents profils d’agrégation induite par l’ADP observés chez l’Homme 

 

I.4  Evaluation de l’état de phosphorylation de VASP dans les plaquettes 

Pour  cela, nous avons utilisé  le  kit PLT VASP/P2Y12  (réf. 7014, Biocytex, Marseille,  France), utilisé en 

clinique pour évaluer la réponse des patients au traitement par le clopidogrel.  

 

I.4.1  Principe 

VASP  est  une  protéine  intra‐plaquettaire  dont  la  phosphorylation  est  régulée  par  la  voie  de  l’AMPc. 

Dans  les  conditions  du  test,  la  PGE1  est  utilisée  pour  activer  des  protéines  kinases  dépendantes  de 

l’AMPc et ainsi induire la phosphorylation de VASP (VASP‐P) qui est associée à un état d’inactivation des 

plaquettes  (Figure 48 ;  voie 1). Au  contraire,  l’ADP, via  les  récepteurs P2Y12,  inhibe  cette  cascade et 

conduit au maintien de VASP sous une forme non phosphorylée, qui est liée à l’activation plaquettaire 

(Figure 48 ; voie 2). 

Les  inhibiteurs  du  récepteur  P2Y12  inhibent  l’effet  de  l’ADP,  ce  qui  est  mis  en  évidence  par  la 

persistance de VASP‐P induite par la PGE1 (Figure 48 ; voie 3). 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Figure 48. Principe d’évaluation de l’état de phosphorylation de VASP dans les plaquettes 
 

I.4.2  Protocole 

Le  sang  total de donneurs  volontaires  sains est prélevé  sur  tubes BD Vacutainer®  citratés,  au  sein de 

l’EFS Saint‐Vincent de Paul et de l’EFS Trinité, comme décrit précédemment (paragraphe I.1.1). 

Le sang est pré‐incubé pendant 10 minutes avec le PJ34 à différentes concentrations (100, 250, 500 ou 

1000 µM) ou son solvant (eau bidistillée).  

Les échantillons sont ensuite incubés avec la PGE1 (= Témoin positif de VASP‐P) ou de la PGE1 + ADP 

pendant 10 minutes, puis fixés.  

Les  cellules  sanguines  sont  ensuite  perméabilisées  et  marquées  avec  un  anticorps  (Ac)  primaire 

monoclonal  spécifique  de  la  protéine  VASP‐P  sur  la  sérine  en  position  239  (16C2)  ou  son  contrôle 

isotopique négatif (= Témoin négatif).  

Les échantillons sont enfin incubés avec un mélange d’Ac secondaires : un Ac dirigé contre l’Ac primaire 

anti‐VASP‐P,  couplé  au  FITC,  et  un  Ac  anti‐CD61  couplé  à  la  Phycoérythrine,  qui  permet  le  contre‐

marquage des plaquettes (Figure 49). 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Figure 49. Marquage de VASP‐P dans les plaquettes  
Ac  I,  II :  anticorps  primaire,  secondaire ;  PE :  Phycoérythrine ;  VASP : vasodilator  stimulated  phosphoprotein  ; 
VASP‐P : VASP phosphorylée 

 

I.4.3  Expresssion des résultats 

Les mesures sont effectuées à l’aide d’un cytomètre de flux BD FACS Calibur (Becton Dickinson, Franklin 

Lakes,  USA).  A  l’aide  du  logiciel  BD  CellQuest  Pro  (Becton  Dickinson,  Franklin  Lakes,  USA),  

deux cytogrammes sont tracés (Figure 50): 

• FS  LOG  x  SS  LOG,  qui  représente  la  taille  des  éléments  (Forward  Scatter,  FS)  en  fonction  de  leur 

granularité (Side Scatter, SS), 

• FL1  LOG  x  FL2  LOG,  qui  représente  la  fluorescence  émise  par  le  marquage  de  VASP‐P‐FITC  en 

fonction de la fluorescence émise par le contre‐marquage plaquettaire CD61‐PE. 

L’analyse du tube Témoin positif (PGE1 seule) permet de définir les réglages nécessaires à la lecture des 

autres  tubes.  Ainsi,  sur  le  cytogramme  FS  LOG  x  SS  LOG,  on  définit  la  région  R1  correspondant  aux 

plaquettes, afin d’exclure les débris cellulaires et les leucocytes.  

Le cytogramme FL1 LOG x FL2 LOG est conditionné à cette région R1. Le comptage dans R1 est ensuite 

réglé à 10 000 évènements. Sur le cytogramme FL1 LOG x FL2 LOG, on définit la région R2, afin d’isoler 

les plaquettes FL2+ des débris FL2‐. On note alors la valeur de la fluorescence sur l’axe des ordonnées. 

Les autres tubes sont analysés en conservant cette fenêtre R2 et les paramètres de FS, SS, FL1 et FL2. 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Figure 50. Sélection des régions d’intérêt sur les cytogrammes lors de la cytométrie de flux de VASP‐P 
 

Les résultats bruts sont corrigés par soustraction de la valeur du témoin négatif et exprimés en intensité 

moyenne de fluorescence (MFI). L’index de réactivité plaquettaire (PRI) est calculé en utilisant les MFI 

en présence de PGE1 seule ou de PGE1 + ADP + PJ34 ou son solvant selon la formule suivante :  

PRIPGE1 + ADP ± PJ34 = [ ( MFIPGE1 – MFI PGE1 + ADP ± PJ34) / MFIPGE1 ] x 100 

 

Ainsi, plus le PRI est faible, plus le taux de VASP‐P est élevé, ce qui correspond à un état d’inactivation 

du récepteur P2Y12, associé à une inactivation plaquettaire. 

 

II. TESTS D’EXPLORATION DES FONCTIONS PLAQUETTAIRES IN VIVO 

II.1  Modèle de temps de saignement 

Le temps de saignement (TS) est mesuré selon la méthode décrite par Grüner et collaborateurs (2004). 

Les souris sont anesthésiées (ip ; 100 µl/10 g) par un mélange de kétamine (50 mg/kg ; Clorketam 1000, 

Vetoquinol,  Paris,  France)  et  de  xylazine  (6  mg/kg ;  Rompun  2%,  Bayer,  Leverkusen,  Allemagne)  et 

placées dans une couveuse maintenue à 30 ± 0,5°C, le temps qu’elles s’endorment. Environ 7 minutes 

plus  tard,  les  souris  sont  placées  sur  une  couverture  chauffante  reliée  à  une  sonde  rectale  (Harvard 

Apparatus Ltd, Edenbridge, Angleterre), afin de les maintenir en normothermie à 37 ± 0,5 °C. La queue 

est coupée à 3 mm de son extrémité à l’aide d’un scalpel (Figure 51). 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Figure 51. Schéma du modèle de TS 
 

Le sang est absorbé avec un papier filtre (cellulose type 11A, Ø 55 mm, Roth, Lauterbourg , France) sans 

toucher  la  plaie,  toutes  les  15  secondes,  jusqu’à  ce  que  n’apparaisse  plus  de  sang  sur  le  papier. 

L’expérience est limitée à 20 minutes. 

Trente minutes,  1  heure,  2  heures  ou  3  heures  avant  la  réalisation  du  test,  les  souris  reçoivent  une 

injection i.p. (100 µl/10 g) de PJ34 à 25 mg/kg, de minocycline à 90 mg/kg ou de solvant (NaCl à 0,9%). 

Nous  avons  choisi  de  fortes  doses  s’étant  révélées  neuroprotectrices  au  laboratoire  (Haddad  et  al., 

2006 ; Homsi et al., 2009) et dans la littérature (Cho et al., 2007) dans des modèles d’ischémie cérébrale 

ou de traumatisme crânien. 

La durée du temps saignement est exprimée en secondes. 

 

II.2  Modèles de thromboembolie pulmonaire 

D’après les résultats obtenus au cours des premiers tests d’agrégation plaquettaire chez l’Homme, nous 

avons choisi de réaliser le modèle de thromboembolie pulmonaire (TEP) en utilisant les deux agonistes 

suivants,  couramment  utilisés  dans  la  littérature :  l’ADP  (Teng  et  al.,  1997)  et  le  collagène  associé  à 

l’adrénaline (Pozgajova et al., 2006). 

Les souris sont placées dans une boîte à contention (Figure 52). L’ADP (Sigma‐Aldrich, St Louis, USA) ou 

le  mélange  de  collagène  (réf.  1130630,  Nycomed  kit  SKF  Solution)  /  adrénaline  (réf.  E4642,  Sigma‐

Aldrich) sont injectés par voie intraveineuse (i.v. 0,05 ml/10 g ; aiguille de 27G) dans la veine latérale de 

la queue, en environ 10 secondes. 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Figure 52. Schéma du modèle de TEP 
 

Trente minutes ou 3 heures avant  la réalisation du test,  les souris reçoivent une injection i.p. de PJ34 

(25 mg/kg), de minocycline (90 mg/kg) ou de solvant (NaCl à 0,9%). 

Nous avons noté  le  temps  (en  secondes)  au bout duquel  les  souris meurent et déterminé  le  taux de 

mortalité au bout de 10 minutes. 

 

II.3  Modèle de thrombose carotidienne induite par le chlorure ferrique 

Les  souris  sont  anesthésiées  par  un mélange  de  kétamine/xylazine,  selon  les  mêmes modalités  que 

dans le test du temps de saignement, puis placées en décubitus dorsal sur une couverture chauffante 

reliée  à  une  sonde  rectale  (Harvard  Apparatus  Ltd,  Edenbridge,  Angleterre)  afin  de  les maintenir  en 

normothermie  à  37  ±  0,5  °C.  La  peau  est  incisée  au  niveau  du  cou  afin  de  dégager  l’artère  carotide 

commune (ACC) gauche, autour de  laquelle est placée une sonde à ultrasons  (Transonic systems  inc., 

Emka Technologies,  Falls  Church, USA)  sur  laquelle  a  été prélablement déposé du  gel Aquasonic  100 

(Parker ; Figure 53). Cette sonde permet de suivre l’évolution du débit et donc l’occlusion de l’artère.  

Une pastille de papier filtre (Filtre sans cendres n°111, Durieux) de 2 mm de diamètre est découpée à 

l’aide  d’un  emporte‐pièce  (réf.  24214‐02,  FST)  puis  plongée  dans  une  solution  aqueuse  de  chlorure 

ferrique  FeCl3  à  15%  (réf.  157740,  Sigma‐Aldrich)  préparée  quotidiennement,  au  moins  20  minutes 

avant le début de l’expérience. La pastille, saturée en FeCl3, est ensuite placée pendant 4 minutes sur 

l’ACC gauche. Le débit artériel est suivi pendant 20 minutes. 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Figure 53. Modèle de thrombose carotidienne par application d’une pastille de FeCl3 
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Trente minutes ou 3 heures avant  la réalisation du test,  les souris reçoivent une injection i.p. de PJ34 

(25 mg/kg), de minocycline (90 mg/kg) ou de solvant (NaCl à 0,9%). 

Nous  avons  noté  le  temps  au  bout  duquel  le  débit  carotidien  est  nul,  ce  qui  correspond  au  temps 

d’occlusion complète. 

 

III. MODÈLE DE THROMBOSE DE L’ACM INDUITE PAR LE FECL3 

Ce modèle, adapté d’après celui développé par Karatas et collaborateurs en 2011, consiste à appliquer 

une pastille imprégnée de FeCl3 sur un segment de l’ACM afin de provoquer son occclusion. 

Ce modèle  est  réalisé  chez  des  souris  anesthésiées  par  un mélange  de  kétamine/xylazine,  selon  les 

mêmes modalités que précédemment. Les souris sont placées sur une couverture chauffante reliée à 

une  sonde  rectale  (Harvard  Apparatus  Ltd,  Edenbridge,  Angleterre)  afin  de  les  maintenir  en 

normothermie à 37 ± 0,5 °C. L’ensemble de la chirurgie est réalisé sous une loupe binoculaire (Zeiss S1, 

Carl  Zeiss, Oberkochen, Allemagne).  La  solution de  FeCl3,  préparée quotidiennement,  est  réalisée par 

dilution  du  FeCl3  (réf.  157740S,  Sigma‐Aldrich)  dans  de  l’eau  bidistillée.  La  solution  est  préparée  au 

moins 20 minutes avant son utilisation. 

Après  avoir  incisé  la  peau  entre  l’œil  et  l’oreille  gauches,  la  crête  osseuse  du  crâne  est  dégagée.  

Une craniectomie est réalisée au niveau de la bifurcation de l’ACM, en prenant soin de ne pas abîmer la 

dure‐mère. Une pastille de papier filtre (Sans cendres n°111, Durieux, diamètre 1,2 mm) imprégnée de 

la  solution de  FeCl3  est  déposée  sur  la  dure‐mère  au niveau de  la  bifurcation de  l’ACM et  laissée  en 

place durant 3 minutes. L’occlusion de l’ACM est suivie pendant 30 minutes après la pose de la pastille 

en  mesurant  le  débit  sanguin  cérébral  (DSC)  à  l’aide  d’une  sonde  laser  Doppler  (MoorLAB,  Moor 

Instruments, Millwey, Angleterre) positionnée en aval de la zone occluse. 

Les  animaux  sont  répartis  en  4  groupes  et  reçoivent  un  prétraitement  par  le  PJ34  (25  mg/kg ;  ip ; 

10 ml/kg ) ou son solvant (NaCl 0,9%) et une administration de rt‐PA (10 mg/kg ; 10% bolus i.v. + 90% 

en  perfusion)  ou  son  solvant  (NaCl  0,9%)  selon  le  protocole  décrit  dans  la  2ème  partie  des  Résultats 

(paragraphe II). 

Nous avons évalué différents paramètres à partir du suivi du DSC (Figure 54): 

• le temps d’occlusion maximale 

• le début de la chute du DSC 

• la fin de la chute du DSC 

• la durée de la chute de DSC 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• le délai de ½ chute du DSC 

• l’AUC, c’est‐à‐dire l’aire sous la courbe de DSC 

 

Figure 54. Tracé du DSC et paramètres évalués dans le modèle de thrombose de l’ACM par le FeCl3 
 

IV. MODELE ENDOVASCULAIRE D’ISCHEMIE CÉRÉBRALE FOCALE TRANSITOIRE 

Ce modèle  consiste  à  occlure  de  façon  transitoire  (1  heure)  l’ACM  gauche  par  voie  endovasculaire, 

selon la technique décrite par Clark et collaborateurs (1997). 

Ce modèle  est  réalisé  chez  des  souris  anesthésiées  par  un mélange  de  kétamine/xylazine,  selon  les 

mêmes modalités que précédemment. L’ensemble de la chirurgie est réalisé sous une loupe binoculaire 

(Zeiss S1, Carl Zeiss, Oberkochen, Allemagne). 

Après avoir incisé la peau entre l’œil et l’oreille gauches, l’os du crâne est dégagé. A l’aide d’une colle 

cyanoacrylate  (Super  Glue  3  Loctite,  Henkel,  France),  une  sonde  laser  Doppler  (MoorLAB,  Moor 

Instruments, Millwey, Angleterre) est mise en place, afin de mesurer le DSC dans le territoire de l’ACM. 

Les souris sont ensuite placées en décubitus dorsal sur une couverture chauffante reliée à une sonde 

rectale  (Harvard  Apparatus  Ltd,  Edenbridge,  Angleterre)  afin  de  les  maintenir  en  normothermie  à 

37 ± 0,5 °C. La peau est  incisée au niveau du cou et une goutte de xylocaïne à 1% (AstraZeneca, Rueil 

Malmaison,  France) est déposée  sur  le plan  superficiel.  Les  glandes  salivaires  sont dégagées, puis  les 

muscles sterno‐cléido‐mastoïdiens sont dilacérés afin de dégager les artères carotides commune (ACC) 

et externe (ACE) gauches. Après avoir soigneusement dégagé le nerf vague, l’ACC est temporairement 

occluse au niveau proximal par un fil de soie (5‐0 Ethicon FK870, Issy les Moulineaux, France). L’artère 

occipitale  est  cautérisée  à  l’aide  d’une  pince  électrique  bipolaire  afin  de  dégager  l’artère  carotide 

interne (ACI) et la bifurcation de l’ACM. L’ACI est temporairement occluse par un fil de soie. L’ACE est 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ligaturée  au  niveau  distal  par  un  fil  de  soie.  Un  autre  fil  de  soie  est  placé  au  niveau  proximal.  

Une artériotomie est ensuite réalisée entre les 2 fils, afin d’y introduire un filament de nylon (diamètre : 

80 µm,  Sensas,  Feeling  Competition,  France)  dont  l’extrémité  a  été  préalablement  recouverte  d’une 

colle thermofusible (diamètre final : environ 190 µm pour une souris de 30 g ;  Jet Melet, Radiospares, 

Beauvais,  France).  Le  filament est  délicatement poussé  jusqu’à  ce que  son    extrémité  vienne occlure 

l’origine de l’ACM gauche (Figure 55). 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Figure 55. Modèle endovasculaire d’ischémie cérébrale focale transitoire 
 

L’occlusion de l’ACM est contrôlée par la mesure de la chute du DSC. Après avoir vérifié la stabilité du 

DSC pendant 2 minutes, le filament est maintenu en place par un fil de soie noué autour de l’ACE, afin 

d’empêcher d’éventuels déplacements.  

La chute du DSC est alors calculée selon la formule suivante :  

[(DSC initial – DSC final) / DSC initial ] x 100. 

Les souris présentant une chute de DSC inférieure à 50% de la valeur de base sont exclues. 

Les  souris  sont  ensuite  replacées  dans  une  couveuse  thermostatée  à  30  ±  0,5  °C.  Après  50 minutes,  

les souris sont réanesthésiées par une 1/2 dose du mélange kétamine/xylazine si besoin.  

Après 1 heure d’occlusion,  le  filament est  retiré pour permettre  la  reperfusion. La plaie est suturée à 

l’aide d’un fil de polyamide (4/0 Ethicon F2416, Issy les Moulineaux, France). 

Afin de prévenir  la déshydratation des animaux, une administration sous‐cutanée de 0,5 ml de NaCl à 

0,9% est réalisée en fin de journée. Les animaux sont ensuite placés dans une couveuse thermostatée à 

30 ± 0,5 °C avec de la nourriture et de l’eau ad libitum, jusqu’au moment de leur euthanasie. 

Dans nos études, nous avons également inclus des animaux témoins non opérés (naïfs) et des animaux 

témoins opérés (shams), qui ont subi l’ensemble de la chirurgie à l’exception de l’insertion du filament 

de nylon. 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V. ÉVALUATION DES DÉFICITS FONCTIONNELS 

Les  souris  sont  placées  dans  la  pièce  de  comportement  au  moins  15  minutes  avant  le  début  de  la 

batterie  de  tests  sensorimoteurs.  Pour  tous  ces  tests,  plus  le  score  est  petit,  plus  le  déficit  est 

important. Ils sont réalisés 24 heures après l’ischémie dans l’ordre décrit ci‐dessous. 

 

V.1  Test des cercles 

Ce test est réalisé en premier, car il mesure l'exploration de la souris et sa motricité spontanée. Ce test 

a été modifié d’après le test de « sortie de cercle » de Leinhase et collaborateurs (2006) et adapté dans 

notre laboratoire par Marianne Haddad (2008).  

Le dispositif est constitué d’une feuille, disposée sur un plan de travail bien dégagé, sur  laquelle sont 

dessinés  trois  cercles  concentriques  de  15,  30  et  45  cm  de  diamètre.  Chaque  espace  formé  est 

numéroté de l’extérieur vers le centre de 1 à 5. La souris est posée au centre des cercles (zone 5) et son 

déplacement est observé pendant 30 secondes (Figure 56).  

  

Figure 56. Test des cercles 
 

La cotation de ce test se fait sur 10 points (Tableau III).  

!
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Tableau III. Cotation du test des cercles 

Description  Score 

   La souris atteint la zone 1    entre 0 et 10 s  10 

                                                     entre 11 et 20 s  9 

                                                     entre 21 et 30 s  8 

   La souris atteint la zone 2    entre 0 et 10 s  7 

                                                     entre 11 et 20 s  6 

                                                     entre 21 et 30 s  5 

   La souris atteint la zone 3    entre 0 et 10 s  4 

                                                     entre 11 et 20 s  3 

                                                     entre 21 et 30 s  2 

   La souris reste dans la zone 4 pendant les 30 s du test  1 

   La souris reste au point 5 pendant les 30 s du test  0 

 

V.2  Score neurologique sur 13 points 

Ce test est une adaptation chez la souris des différents items du score neurologique réalisé chez le rat 

au laboratoire (Wahl et al., 1992). Il permet d’évaluer la présence de différents réflexes sensorimoteurs. 

Une lésion cérébrale à gauche induit un déficit du côté droit. 

Chaque item est affecté d’une cotation partielle (de 0 à 3 points selon l'item ; voir Tableaux IV à VIII), 

dont la somme maximale est de 13 points. 

V.2.1  Circling 

Ce test est réalisé en même temps que le test des cercles. Le circling est ipsilatéral, c'est‐à‐dire que la 

souris se déplace en tournant vers  la gauche. Le « rolling » est  le fait que  la souris roule  latéralement 

sur elle‐même et passe donc du ventre sur le dos. 

 

Tableau IV. Cotation du circling 

Description  Score 

La souris fait du « rolling »  0 

La souris fait de petits cercles  1 

La souris fait de grands cercles  2 

La souris se déplace de façon aléatoire  3 
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V.2.2  Réflexe d’agrippement 

La  souris est maintenue en contention par  la peau du cou, en  laissant  les pattes avant  suffisamment 

libres  de  leurs  mouvements.  L’agrippement  est  évalué  en  plaçant  une  boucle  de  fil  métallique  de  

0,4 mm de diamètre au niveau de la face interne de la patte de la souris (Figure 57). 

Pour la patte avant, l'agrippement est positif si la souris serre le fil et si elle est capable de le tenir dans 

sa patte lorsqu'on le lâche.  

Pour  l'agrippement  de  la  patte  arrière,  on  recherche  la  capacité  de  la  souris  à  resserrer  ses  doigts 

autour du fil métallique.  

Figure 57. Evaluation du réflexe d’agrippement 
 

Tableau V. Cotation du réflexe d’agrippement 

Description  Score 

Patte avant droite 
agrippe  1 

n’agrippe pas  0 

Patte arrière droite 
agrippe  1 

n'agrippe pas   0 

 

V.2.3  Perte d’appui 

La souris est maintenue en contention de façon à ce que ses pattes droites soient situées au bord d’une 

table à angle droit. Chaque patte est successivement déplacée dans le vide (Figure 58). Le test évalue la 

capacité de la souris à reposer sa patte sur la table.  

 

Figure 58. Test de la perte d’appui 

!
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Tableau VI. Cotation de la perte d’appui 

Description  Score 

Patte avant droite 
repose la patte   1 

ne repose pas la patte  0 

Patte arrière droite 
repose la patte   1 

ne repose pas la patte   0 

 

V.2.4  Placement visuel 

La souris est suspendue par la queue et approchée doucement du bord d’une table. On note si la souris 

tend la/les patte(s) et la/les pose sur la table.  

 

Tableau VII. Cotation du placement visuel 

Description  Score 

Pose les deux pattes en même temps  2 

Pose la patte droite en retard  1 

Ne pose pas la patte droite  0 

 

V.2.5  Suspension par la queue 

La souris est posée sur la table, puis soulevée doucement, plusieurs fois, à quelques centimètres de la 

surface de la table, afin d'évaluer la présence éventuelle d'une flexion de la patte et/ou d'une torsion 

du thorax (Figure 59). 

La flexion et la torsion s'observent du côté controlatéral à la lésion (à droite). 

 

Figure 59. Evaluation de la suspension par la queue 
 

!
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Tableau VIII. Cotation de la suspension par la queue 

Description  Score 

Flexion de la patte 

absence de flexion de la patte droite  2 

flexion partielle de la patte droite   1 

flexion importante de la patte droite  0 

Torsion du thorax 

absence de torsion du thorax   2 

torsion partielle du thorax   1 

torsion importante du thorax   0 

 

V.3  Tests d’agrippement 

Les  2  tests  d’agrippement  sont  réalisés  en  même  temps,  sur  un  dispositif  constitué  d’une  barre 

horizontale de 3 mm de diamètre, de 60 cm de long et suspendue à 40 cm au‐dessus du plan de travail. 

La souris est positionnée de manière à ce que ses pattes antérieures soient au contact du milieu de la 

tige  (Hall,  1985).  Le  corps  est  ensuite  placé  verticalement,  de  façon  à  ce  que  les  pattes  postérieures 

soient sous la barre. 

La souris est alors lâchée et le chronomètre est déclenché simultanément (Figure 60). 

 

Figure 60. Test d’agrippement 
 

V.3.1  Test du « grip » 

Ce  test  consiste  à mesurer  le  temps  pendant  lequel  la  souris  reste  accrochée,  pendant  une  période 

d’observation limitée à 30 secondes. Le score du grip est coté sur 3 points (Tableau IX). 

 

!
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Tableau IX. Cotation du test du « grip » 

Temps   Score  

0 s  0 

1 à 10 s  1 

11 à 20 s  2 

21 à 30 s  3 

 

V.3.2  Test du « string » 

Un  score  de  0  à  5  est  attribué  selon  la  façon  dont  la  souris  s’agrippe  et/ou  se  déplace  sur  la  tige 

(Tableau X).  

Tableau X. Cotation du test du “string” 

Description  Score 

La souris chute au cours des 30 s  0 

La souris reste accrochée 30 s sans utiliser simultanément ses 4 pattes  1 

La souris reste accrochée 30 s par les 4 pattes (5 s au moins)  2 

La souris reste accrochée 30 s par les 4 pattes et la queue (5 s au moins)  3 

La souris reste accrochée 30 s par les 4 pattes et la queue et se promène sur la tige (5 s au moins)   

La souris atteint une des barres verticales dans les 30 s 

4 

5 

 

V.4  Test de la poutre 

Le test de la traversée de la poutre a été modifié d’après Leinhase et collaborateurs (2006). 

La souris est placée à  l’extrémité d'une poutre de 1 cm de large, de 30 cm de long, située à 40 cm de 

hauteur et doit atteindre l’autre extrémité (Figure 61).  

 

 

 

 

 

 

Figure 61. Test de la poutre 
 

La cotation est faite sur 4 points d’après Millerot‐Serrurot et collaborateurs (2007 ; Tableau XI). 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Tableau XI. Cotation de la traversée de la poutre 

Description  Score 

La souris ne tient pas ou ne bouge pas sur la poutre 
0 

La souris traverse la poutre avec une patte pendante 
1 

La souris traverse la poutre en faisant plus de trois fautes d'appui 
2 

La souris ne traverse la poutre qu'après un stimulus sonore ou tactile 
3 

La souris traverse la poutre sans stimulus sonore ou tactile  
4 

 

V.5  Test du mât 

Ce  test  a  été  modifié  d’après  Ogawa  et  collaborateurs  (1985)  et  Bouet  et  collaborateurs  (2007).  

Le dispositif est constitué d’un mât vertical en bois strié de 8 mm de diamètre et de 50 cm de longueur, 

fixé sur un support horizontal. La souris est placée en haut du mât, tête vers le bas (Figure 62).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 62. Test du mât 

 

On note le temps mis par la souris pour descendre correctement le mât, c’est‐à‐dire dans l’axe du mât 

en plaçant ses pattes les unes après les autres le long du mât, et atteindre le support. Le temps maximal 

est fixé à 30 secondes. Le chronomètre est arrêté lorsque la souris pose ses pattes postérieures sur le 

support horizontal. 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Une  souris  qui  ne  descend  pas  correctement  (qui  s’enroule  autour  du mât  ou  se  laisse  glisser)  a  un 

score maximal de 30 secondes. 

Le  test  est  réalisé  3  fois  et  la  moyenne  des  trois  temps  est  calculée,  afin  de  minimiser  le  facteur 

"appréhension" des souris. Le temps en secondes est converti en un score sur 3 points (Tableau XII). 

 
Tableau XII. Cotation du mât  

Temps   Score  

30 s  0 

20 à 29 s  1 

10 à 19 s  2 

0 à 9 s  3 

 

V.6  Score global 

Il est possible de calculer un score global en additionnant les scores de chaque test (Tableau XIII): 

 

Tableau XIII. Composition du score global  

Test  Score 

Test des cercles  10 

Score neurologique  13 

Test du « string »  5 

Test du « grip »  3 

Test de la poutre  4 

Test du mât  3 

Total des déficits fonctionnels  38 

 

VI. RÉALISATION D’HÉMORRAGIES INTRACÉRÉBRALES PAR VOIE MÉCANIQUE 

Cette procédure permet de produire des  témoins de  la présence de cellules  sanguines,  telles que  les 

plaquettes, dans des échantillons de cerveaux de souris. Ces échantillons ont été utilisés au cours de la 

mise au point des techniques d’immunohistochimie. 



Matériel et Méthodes 

115 

 

La  technique est  réalisée  sur des  souris  anesthésiées,  comme décrit  précédemment, par un mélange 

kétamine/xylazine.  La  peau  du  crâne  est  incisée  avec  un  scalpel,  puis  le  bregma  et  la  suture  inter‐

hémisphérique sont dégagés. 

A l’aide d’une aiguille 30G, 2 perforations de 4 à 5 mm de profondeur (afin d’atteindre le striatum) sont 

réalisées à travers la boîte crânienne, dans une zone située sous le bregma dans l’hémisphère gauche. 

La peau est ensuite refermée par 2 agrafes. Les souris sont placées dans une couveuse thermostatée à 

30 ± 0,5  °C  jusqu’à  leur  réveil. Deux heures après  la chirurgie,  les souris ont été exsanguinoperfusées 

selon le protocole suivant. 

 

VII. EXSANGUINOPERFUSION DES ANIMAUX 

Cette technique permet d’éliminer  le sang circulant des vaisseaux cérébraux des souris. La procédure 

est réalisée chez la souris anesthésiée par injection i.p. de pentobarbital disodique (60 mg/kg dilué au 

1/4 dans du NaCl à 0,9%). La peau de l’abdomen est incisée, le diaphragme puis les côtes sont coupés, 

en prenant soin de ne pas abimer le cœur et les poumons. Une aiguille, reliée à une bouteille remplie 

d’une  solution  de  NaCl  à  0,9%  hépariné  (50  UI/ml ;  héparine  choay,  Sanofi  Synthelabo,  Le  Plessis 

Robinson, France) à température ambiante, est  insérée dans le ventricule gauche de l’animal. A l’aide 

d’un ciseau,  l’oreillette gauche est coupée, permettant ainsi au sang de s’évacuer. La perfusion par  le 

NaCl  hépariné  est  maintenue  pendant  5 minutes  à  90  mmHg,  une  pression  proche  de  la  pression 

sanguine physiologique de la souris. Le dispositif est ensuite retiré et le cerveau de la souris est prélevé 

selon  les  protocoles  décrits  dans  les  paragraphes  suivants,  en  fonction  de  son  utilisation  pour  des 

techniques de western blot (WB) ou immunohistochimiques. 

 

VIII. EVALUATION DU VOLUME DE LÉSION CÉRÉBRALE 

Les souris sont anesthésiées par injection i.p. de pentobarbital disodique dilué au 1/4 (65 mg/kg), puis 

exsanguinoperfusées, comme décrit précédemment. En fonction du type de prélèvement, nous avons 

utilisé  deux  techniques  de  coloration  pour  visualiser  la  lésion  cérébrale  :  le  chlorure  de 

triphényltétrazolium (TTC) ou le violet de crésyl. 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VIII.1  Coloration au chlorure de triphényltétrazolium 

Le  TTC  est  un  produit  incolore  qui  devient  rouge  lorsqu’il  est  réduit  par  les  déshydrogénases 

mitochondriales  fonctionnelles.  La  coloration  au  TTC  fait  donc  apparaître  en  blanc  toutes  les  zones 

cérébrales en souffrance alors que les zones saines sont colorées en rouge. 

 

Les  cerveaux  sont  prélevés  puis  coupés  en  7  coupes  frontales  de  1  mm  d’épaisseur  à  l’aide  d’un 

Chopper (MacIlwain, Mickle Laboratory Engineering, Gomshall, Angleterre). Les coupes 1, 3, 5 et 7 sont 

utilisées pour  réaliser  la  coloration et  les  coupes 2,  4 et 6 pour  la mise au point du Western Blot de 

CD41 (Figure 63 ; voir paragraphe X). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 63. Schéma des 7 niveaux de coupe de cerveaux de 1 mm d’épaisseur 
 

Les coupes sont  immergées dans du TTC à 2% (réf. T‐8877, Sigma‐Aldrich) puis retirées après environ 

10 minutes, jusqu’à obtention d’une coloration suffisante (Figure 64).  

 

Figure 64. Lésion cérébrale après coloration par le TTC (7 niveaux de coupe) 
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VIII.2  Coloration au violet de crésyl 

Le violet de crésyl est un colorant basique qui possède une forte affinité pour les corps de Nissl, riches 

en ARN, et présents dans les neurones. Ainsi, les régions saines sont colorées en violet alors que le tissu 

nécrosé reste blanc. 

Les cerveaux sont prélevés et  immédiatement plongés dans  l’isopentane à  ‐40°C pour permettre une 

congélation  rapide,  puis  conservés  à  ‐40°C  jusqu’au  jour  de  la  préparation  des  coupes.  Les  cerveaux 

sont  coupés  à  l’aide  d’un  cryostat  (Jung  CM3000,  Leica Microsystèmes,  Nanterre,  France)  dans  une 

enceinte maintenue à ‐18 ± 2°C. Treize coupes frontales de 20 µM d’épaisseur sont prélevées tous les 

500 µM à partir du niveau d’antériorité +2,68 mm (niveau 1) jusqu’au niveau ‐3,28 mm (niveau 13) par 

rapport au bregma (Figure 65). 

Figure 65. Schéma des 13 niveaux de coupe de cerveaux de 20 μm d’épaisseur  
D’après l’atlas de Franklin et Paxinos, 2007 

 

Les lames sont conservées à ‐20°C jusqu’au jour de leur utilisation, pour la réalisation de la coloration 

au violet de crésyl ou de l’immunomarquage (voir paragraphe XI). 

 

Pour réaliser la coloration au violet de crésyl, les coupes sont d’abord fixées pendant 5 minutes dans le  

mélange  de  Carnoy  (chloroforme  30% ;  acide  acétique  10% ;  éthanol  absolu  60%),  puis  plongées 

successivement dans les bains suivants (Tableau XIV) :  

Tableau XIV. Composition de la solution de violet de crésyl 

Solution de violet de crésyl  pendant 5 à 10 min 

Eau bidistillée  1 passage dans 2 bains successifs 

Ethanol à 70°   1 passage 

Ethanol à 90°C  1 passage 

Ethanol absolu   1 passage 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Toluène  jusqu’au montage 

Le montage est réalisé en plaçant des lamelles sur les lames avec la solution d’Eukitt (O. Kindler GmbH, 

Freiburg, Allemagne ; Figure 66). 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 66.Lésion cérébrale après coloration par la violet de crésyl (13 niveaux de coupe) 

 

VIII.3  Quantification du volume de lésion 

Les coupes sont photographiées à l’aide d’une caméra Moticam 2500 (Motic, Xiamen, Chine).  

La surface de la lésion, ainsi que les surfaces totales des hémisphères gauche et droit sont mesurées à 

l’aide  du  logiciel  ImageJ  (NIH,  Bethesda,  USA).  Le  volume  de  la  lésion  est  alors  calculé  à  partir  des 

surfaces mesurées, corrigées par le rapport (Surface Hémisphère Droit / Surface Hémisphère Gauche), 

afin de tenir compte de l’oedème, et de la distance séparant 2 niveaux de coupes (1 mm ou 500 µm).  

La lésion cérébrale est exprimée en mm3. 

 

IX. DOSAGE DE LA P‐SÉLECTINE SOLUBLE DANS LE SERUM 

Les  plaquettes  activées  libèrent  dans  la  circulation  sanguine  de  la  P‐sélectine  soluble  (sP‐sélectine).  

Le  principe  du  test  est  donc  d’évaluer  l’état  d’activation  des  plaquettes  de  souris  en  dosant  la  

sP‐sélectine sérique. 

 

Les souris sont anesthésiées par  injection  i.p. de pentobarbital disodique dilué au 1/4 dans du NaCl à 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0,9% (65 mg/kg), puis placées en décubitus dorsal. La paroi abdominale est incisée pour permettre de 

dégager  le  foie  et  l’intestin  avec  une  pince.  A  l’aide  d’une  seringue  et  d’une  aiguille  de  25G 

préalablement citratées, 400 µl de sang sont prélevés doucement au niveau de la veine cave inférieure, 

en prenant soin de ne pas  faire de bulles afin de  limiter  l’activation des plaquettes  (Jirouskova et al., 

2007). Le prélèvement est immédiatement déposé dans un tube Eppendorf de 1,5 ml et laissé pendant 

2 heures à température ambiante ou toute la nuit à 4°C. 

Les  animaux  sont ensuite exsanguinoperfusés  comme décrit  précédemment  (paragraphe VII),  afin de 

prélever le cerveau pour réaliser le western blot des molécules d’adhésion (paragraphe X). 

Les  tubes de  sang  sont  centrifugés à 2000 g pendant 20 minutes à 20°C, puis  le  surnageant  (environ  

90 µl) est prélevé, aliquoté sous un volume de 30 µl et congelé à ‐40°C jusqu’au jour du dosage. 

 

Le dosage est réalisé par une technique en « sandwich », à l’aide du kit Quantikine® sPsél murine (réf. 

MPS00, R&D Systems, Lille, France ; Figure 67).  

Les échantillons de sérum sont préalablement dilués au 1/50ème dans une solution tampon. Une gamme 

standard, comprise entre 0 et 20 ng/ml de sPsél, est également réalisée après dilution dans ce même 

tampon.  

Dans chaque puits de  la plaque, précoaté avec un Ac monoclonal anti‐sPsélectine murine, 50 µl d’un 

tampon de dilution, puis 50 µl de standard ou d’échantillon sont déposés en duplicata. La plaque est 

incubée  pendant  2 heures  à  température  ambiante,  puis  les  puits  sont  lavés  5  fois  avec  300  µl  de 

tampon de lavage. L’Ac polyclonal anti‐sPsélectine conjugué à la HRP est ensuite ajouté, à raison de 100 

µl par puits.  La plaque est à nouveau  incubée pendant 2 heures à  température ambiante et  les puits 

lavés 5  fois. Puis, 100 µl de solution de substrat  [H2O2 ;  tétramethylbenzidine  (TMB ; chromogène) en 

proportions égales] sont déposés dans chaque puits. La plaque est alors incubée pendant 30 minutes à 

température ambiante et à l’abri de la lumière. La réaction enzymatique est stoppée par l’ajout de 100 

µl d’une solution d’acide chlorhydrique qui colore la solution bleue en jaune. 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Figure 67. Principe du dosage de la sP‐sélectine par ELISA 
Ac : anticorps ; HRP : horseradish peroxidase ; sPsél : P‐sélectine soluble ; TMB : tétramethylbenzidine 

La  plaque  est  analysée  dans  les  30 minutes,  à  l’aide  du  lecteur  de microplaques  SPECTROstar  nano.  

Afin  de  corriger  les  imperfections  optiques  de  la  plaque,  la  densité  optique  (DO)  lue  à  540  nm  est 

soustraite à  la DO  lue à 450 nm pour chaque puits. A  l’aide de  la gamme étalon,  la concentration en 

sPsélectine des échantillons est calculée et exprimée en ng/ml. 

 

X. WESTERN BLOT 

X.1  Prélèvement et préparation des échantillons 

X.1.1  Prélèvement et préparation des échantillons pour le Western Blot de CD41 

Afin de pouvoir évaluer l’importance de l’adhésion plaquettaire sur l’endothélium, nous avons utilisé un 

Ac  anti‐CD41  qui  reconnaît  spécifiquement  la  sous‐unité  GPIIb  (140  kDa)  de  GPIIbIIIa,  présente  à  la 

surface des plaquettes. 

Le  WB  est  réalisé  sur  des  échantillons  de  cerveaux  prélevés  sur  des  souris  naïves  

(n = 6 perfusées ; n = 5 non perfusées) et des souris ischémiées (n = 4 perfusées ; n = 6 non perfusées). 

Après euthanasie,  les cerveaux des souris ont été prélevés et coupés en 7 coupes  frontales de 1 mm 

d’épaisseur  à  l’aide  d’un  Chopper  (MacIlwain,  Mickle  Laboratory  Engineering,  Gomshall,  Surre, 

Angleterre ;  Figure  68).  Des  échantillons  de  l’hémisphère  lésé  (=  hémisphère  gauche)  au  niveau  des 

coupes 2, 4 et 6 sont prélevés sur une plaque en verre maintenue à 4°C. Les échantillons sont placés 

dans un eppendorf, pesés et conservés à ‐ 40°C jusqu’au jour du broyage. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 68. Schéma des coupes prélevées pour l’évaluation du volume de lésion (en bleu) et le 
western blot de CD41 (en vert) 
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Les échantillons  sont broyés à  l’Ultraturrax dans 10  fois  leur  volume de  tampon de broyage dont  les 

compositions testées sont décrites dans le Tableau XV : 

 

Tableau XV . Tampon de broyage des échantillons utilisés pour le Western blot de CD41 

Conditions  Composition du tampon de broyage 

1  Protocole établi 

d’après Liu et collaborateurs (2011) 

Tris 0,5 M pH 6,8 ; SDS 4% ; Glycérol 20% ; inhibiteurs de 

protéases (1 pastille/10 ml tampon ; réf. 04 693 124 001, 

Complete Mini, Roche) 

  Fraction protéique cytoplasmique soluble 
Tris 50 mM pH 7,4 ; inhibiteurs de protéases (Complete 

Mini) 

2  Fraction protéique cytoplasmique 
 liée au cytosquelette 

Tris 50 mM pH 7,4 ; Triton X‐100 1% ; inhibiteurs de 

protéases (Complete Mini) 

  Fraction protéique liée à la membrane 
Tris 50 mM pH 7,4 ; SDS 4% ; inhibiteurs de protéases 

(Complete Mini) 

 

Les échantillons sont ensuite soniqués 10 secondes à 6 watts puis centrifugés à 10 000 g à 15°C pendant 

15 minutes. Une partie des surnageants  (20 µl) est prélevée pour doser  les protéines par  la méthode 

BCA (voir paragraphe X.3) et le reste est conservé pour le WB de CD41. 

Les  homogénats  de  cerveau  prélevés  après  la  centrifugation  sont  dilués  au  1/2  dans  du  tampon  de 

Laemmli en conditions non réductrices (Tris‐HCl 0,5 M, pH 6,8 ; glycérol 10% ; SDS 10% ; grains de bleu 

de  bromophénol ;  eau  bidistillée)  puis  chauffés  à  95°C  pendant  5 minutes  afin  de  dénaturer  les 

protéines. 

 

X.1.2  Prélèvement et préparation des échantillons pour le Western Blot des molécules 
d’adhésion 

Pour  étudier  la  cinétique  de  l’expression  de  la  P‐sélectine,  d’ICAM‐1  et  de  VCAM‐1  à  la  suite  de 

l’ischémie cérébrale, nous avons utilisé différents groupes d’animaux (n = 3‐4/groupe): 

• des souris naïves 

• des shams, qui ont subi toute la chirurgie, à l’exception de l’insertion du filament 

• des souris ischémiées euthanasiées après 6, 24 ou 48 heures de reperfusion. 

 

Les cerveaux de ces animaux sont prélevés et coupés à l'aide d'un double scalpel permettant d'obtenir 

une tranche de 3 mm d'épaisseur (environ 75 mg de tissu) du côté ischémié, correspondant au cœur de 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la  lésion, zone du cerveau dans  laquelle  la  lésion est  irréversible (Figure 69). Les deux extrémités, qui 

correspondent  à  la  zone de pénombre, où  les  cellules  sont en  souffrance mais ne présentent pas de 

mort  immédiate,  sont  également prélevées  (environ 120 mg de  tissu)  et  conservés  à  ‐40  °C  jusqu'au 

jour du broyage. 

 

Figure 69. Schéma de prélèvements des zones de cœur (en rose) et de pénombre (en vert) pour 
le Western blot des molécules d’adhésion 

 

Les  échantillons  sont  broyés  à  l'ultraturrax  dans  10  fois  leur  volume  de  tampon  de  broyage  

(Tris HCl 50 mM  ; NaCl 150 mM  ; Triton X‐100 1%  ; pH 7,4  ;  inhibiteurs de protéases Complete Mini).  

Les homogénats sont ensuite centrifugés à 12 000 g à 4°C pendant 20 minutes. 

Une partie du surnageant est prélevée (20 µl) pour doser les protéines par la méthode BCA. Le reste est 

utilisé pour le WB des molécules d’adhésion (400 µl). 

Les  homogénats  de  cerveau  prélevés  après  la  centrifugation  sont  dilués  au  1/2  dans  du  tampon  de 

Laemmli  en  conditions  réductrices  (Tris‐HCl  0,5  M,  pH  6,8 ;  glycérol  10% ;  β‐mercaptoéthanol  5% ; 

SDS 10% ; grains de bleu de bromophénol ; eau bidistillée) puis chauffés à 95°C pendant 10 minutes afin 

de dénaturer les protéines. 

 

X.2  Préparation des témoins positifs 

X.2.1  Préparation des témoins positifs pour le Western Blot de CD41 

Du  sang  est  prélevé  dans  des  tubes  citratés  après  ponction  intracardiaque  chez  des  souris  naïves 

préalablement anesthésiées, selon les conditions décrites précédemment. Les échantillons de sang sont 

ensuite préparés pour servir de témoins positifs lors des WB de CD41, selon les conditions décrites dans 

le Tableau suivant : 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Tableau XVI. Conditions de préparation des témoins positifs selon les essais de Western blot de CD41 

Essai  Préparation du témoin positif 

1 
Centrifugation : 450 g ; 10 min 

Prélèvement du surnageant = PRP 

2 

Centrifugation : 1240 g ; 12 min 
Elimination du surnageant 

Remise en suspension du culot plaquettaire dans PBS 10 mM = plaquettes non lavées (T1) 

Centrifugation de T1 : 1240 g ; 12 min 

Elimination du surnageant 
Remise en suspension du culot plaquettaire dans PBS 10 mM = plaquettes lavées (T2) 

 

X.2.2  Préparation des témoins positifs pour le Western Blot des molécules d’adhésion 

Nous avons utilisé deux témoins positifs des molécules d’adhésion pour mettre au point  les WB de  la 

P‐sélectine et d’ICAM‐1. 

• Modèle de  stimulation des molécules d’adhésion par  le  LPS (Gotsch et al.,  1994 ;  Kukielka et al., 

1993) 

Une  solution  de  lipopolysaccharide  (LPS)  à  la  dose  de  40 mg/kg  (i.p)  a  été  injectée  chez  des  souris. 

Après 3 ou 6 heures, les souris ont été anesthésiées avec du pentobarbital (75 mg/kg ; 0,15 ml/souris ; 

i.p) dilué au 1/4 dans du NaCl à 0,9%, puis exsanguinoperfusées par voie intracardiaque avec du NaCl à 

0,9% hépariné (paragraphe VII). Les cerveaux ont ensuite été prélevés et congelés à ‐40°C jusqu'au jour 

du broyage. 

Des cerveaux ont été également prélevés chez des animaux traités par le LPS mais non perfusés, afin de 

mettre en évidence la présence de la sP‐sélectine libérée dans la circulation sanguine par les plaquettes 

activées. 

Des souris témoins ne recevant que le solvant du LPS (NaCl à 0,9%) ont également été incluses. 

• Cellules Raw 264.7 (Tsutsumi et al., 2010) 

Des  cellules  Raw  264.7  ont  également  été  utilisées.  Ces  cellules  sont  issues  de  lignées  murines  de 

macrophages et couramment utilisées comme témoin positif des marqueurs de l’inflammation. 

 

X.3  Dosage des protéines par l’acide bicinchoninique (BCA) 

Le principe de dosage des protéines par BCA repose sur la formation d’un complexe protéine‐Cu2+ dans 

des conditions alcalines, suivie d’une réduction de Cu2+ en Cu+. L’ion Cu+ forme un complexe violet avec 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le BCA, qui  est détecté par  colorimétrie.  Le produit de  la  réaction est proportionnel  à  la quantité de 

protéines présente dans l’échantillon. 

Une  gamme  étalon,  comprise  entre  0,1  et  1,5  mg/ml  d’albumine  sérique  bovine  (BSA,  réf.  A3059, 

Sigma‐Aldrich) a été réalisée. Le tampon de travail a été préparé en mélangeant une solution de BCA à 

pH 11,25 (réf. B9643, Sigma‐Aldrich) et une solution de sulfate de cuivre(II) (réf. C2284, Sigma‐Aldrich) 

dans un rapport 50:1. 

Chaque échantillon et point de gamme a été déposé en duplicata sur une plaque 96 puits, à raison de 

25 µl par puits, puis 200 µl de  tampon de  travail  y ont été ajoutés. Après 30 minutes d’incubation à 

37°C,  la  DO  a  été  mesurée  à  562  nm  à  l’aide  d’un  spectrophotomètre  (SPECTROstar  nano,  BMG 

Labtech, Champigny sur Marne, France). Ce dosage a permis de mesurer les volumes exacts à déposer 

dans les puits de WB pour travailler à quantité de protéines constante. 

 

X.4  Réalisation du Western blot 

La technique du WB consiste à séparer les protéines de l’échantillon par électrophorèse, puis à révéler 

la protéine d’intérêt par un Ac spécifique. 

 

X.4.1  Electrophorèse 

Les  protéines  sont  séparées  en  fonction  de  leur  poids  moléculaire  dans  un  gel  de  migration  de 

polyacrylamide  à  7,45% ou  6%  (Tableau  XVII)  coulé  entre  deux  plaques  de  verre.  Puis,  un  gel  de 

concentration  à  4,15% est  coulé  sur  le  gel  de  migration  et  permet  de  concentrer  les  protéines  afin 

qu’elles pénètrent simultanément dans le gel de migration. 

Tableau XVII. Composition des différents gels utilisés lors des WB 

Pour 2 gels 
Gels de migration  Gel de concentration 

7,45%  6%  4,15% 

Acrylamide 30%  5 ml  4 ml  1,4 ml 

Tris HCl 1,5 M ; pH=8,8  5 ml  5 ml  ‐ 

Tris HCl 0,5 M ; pH=6,8  ‐  ‐  2,5 ml 

Eau bidistillée  9,7 ml  10,7 ml  6 ml 

SDS 10%  0,2 ml  0,2 ml  0,1 ml 

Persulfate d’ammonium (APS) 10%  0,2 ml  0,2 ml  0,1 ml 

Tétraméthyléthylènediamine (TEMED)  0,02 ml  0,02 ml  0,01 ml 

 

Après  polymérisation,  les  gels  sont  placés  dans  une  cuve  contenant  du  tampon  d’électrophorèse  

(Tris 25 mM, glycine 195 mM,  sodium dodécyl  sulfate ou SDS 0,1%).  Les échantillons  sont déposés à 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quantité fixe de protéines (40 ou 50 µg), ainsi que les marqueurs de PM (5 µl ; réf. RPN800E, Amersham 

Full‐Range  rainbow,  GE  Healthcare ;  réf.  161‐0374,  Precision  Plus  Protein  Standards  Dual  Color,  Bio‐

Rad ;  réf. LC5925, See Blue,  Invitrogen). La migration est  faite à courant constant sous 20 mA par gel 

pendant environ 2 heures, jusqu’à ce que le front de migration atteigne le bas du gel. 

 

X.4.2  Electrotransfert 

Les  protéines  sont  ensuite  transférées  sur  une  membrane  de  polyfluorure  de  vinylidène  ou  PVDF 

(porosité :  0,45  µm ;  Amersham)  dans  la  glace  pendant  une  heure  à  100  V.  Avant  le  transfert,  

les membranes de PVDF  sont préalablement activées à  l'éthanol pendant 5 minutes, puis équilibrées 

dans du tampon de transfert (Tris 125 mM ; Glycine 192 mM ; éthanol 20% ; SDS 0,01%). 

À la fin du transfert, les membranes sont rincées dans un bain de TTBS 0,1% (TBS 10X ; Tween 20 ; eau 

bidistillée) pendant 5 minutes. 

 

X.4.3  Immunomarquage 

Dans  un  premier  temps,  les  sites  non  spécifiques  sont  saturés  par  une  solution  bloquante  (lait  ou 

mélange  bloquant  Amersham)  pendant  1  heure  à  température  ambiante  sous  agitation.  Les 

membranes  sont  ensuite  incubées  toute  la  nuit  à  4°C  avec  l’Ac  primaire  dilué  dans  la  solution    de 

bloquage. 

Après un  lavage de 15 minutes, puis 2  lavages de 5 minutes dans des bains de TTBS sous agitation à 

température  ambiante,  les membranes  sont  incubées  avec  l’Ac  secondaire  dilué  dans  la  solution  de 

bloquage pendant  1  heure  à  l’obscurité  sous  agitation  à  température  ambiante.  Puis  les membranes 

sont à nouveau lavées (Conditions expérimentales décrites dans le Tableau XVIII). 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Tableau XVIII. Conditions expérimentales des Western Blot en fonction des protéines d’intérêts 

Protéine 
Gel de  

migration 
Blocage  Ac primaire  Ac secondaire 

CD41 
7,45% 
6% 

Lait 5% 
Ac rat anti‐CD41, 553847, BD Pharmingen 

Dilution : 1/500ème   
Ac chèvre anti‐rat – HRP 

Dilutions : 1/10000ème ; 1/25000ème  

P‐
sélectine 

7,45% 
Lait 5% 

Mélange bloquant 2% 
Ac chèvre anti‐P‐sélectine, AF737, R&D  

Dilutions : 1/1000ème ; 1/600ème  

Ac lapin anti‐chèvre FITC, 31533, 
Pierce 

Dilutions : 1/200ème ; 1/500ème  

 
Lait 5% 

Ac lapin anti‐P‐sélectine, ab59738, abcam 
Dilution : 1/500ème  

Ac âne anti‐lapin FITC, N1034, 
Amersham 

Dilution : 1/1000ème  

ICAM‐1 

7,45% 
Lait 5% 

Mélange bloquant 2% 
Ac lapin anti‐ICAM‐1, sc1511‐R, Santa Cruz 

Dilution : 1/500ème   Ac âne anti‐lapin FITC, N1034, 
Amersham 

Dilution : 1/1000ème 
 

Lait 5% 
Ac lapin anti‐ICAM‐1, ab124759, abcam 

Dilutions : 1/100ème ; 1/300ème  

 
Lait 5% 

Ac chèvre anti‐ICAM‐1, AF796, R&D  
Dilution : 1/2000ème  

Ac lapin anti‐chèvre FITC, 31533, 
Pierce 

Dilution : 1/200ème 

VCAM‐1  7,45%  Lait 5% 
Ac lapin anti‐VCAM‐1, ab134047, abcam 

Dilution : 1/1000ème 

Ac âne anti‐lapin FITC, N1034, 
Amersham 

Dilution : 1/1000ème 

 

X.4.4  Révélation par chimioluminescence ou ECL 

La  révélation est  effectuée à  l’aide d’un  système de  révélation Enhanced Chimio  Luminescence  (ECL) 

Advance, permettant  la quantification  sur  film. Un ml de  substrat pour  la HRP est  ajouté  sur  chaque 

membrane  qui  est  incubée  pendant  5  minutes.  Les  membranes  sont  ensuite  exposées  à  un  film 

photographique et révélées dans une chambre noire. 

 

X.4.5  Révélation par chimiofluorescence ou ECF 

Cette technique étant moins sensible que l’ECL Advance, elle nécessite l’amplification du signal par un 

Ac  tertiaire anti‐fluorescéine couplé à  la phosphatase alcaline  (kit ECF RPN5781, Amersham) dilué au 

1/2000ème dans la solution de blocage. 

La révélation est effectuée par l’ajout de 1 ml de substrat Enhanced Chimio Fluorescence (réf. RPN5780, 

ECF,  Kit  GE  Healthcare)  sur  chaque  membrane  pendant  20 minutes  à  l'abri  de  la  lumière.  

Les membranes  sont  ensuite  scannées  à  l’aide  du  Storm  860  (Amersham‐Pharmacia  Biotech,  Orsay, 

France).  Une  semi‐quantification  est  réalisée  avec  le  logiciel  ImageQuant  5.2  (Molecular  Dynamics, 

Foster City, California, USA). Pour tenir compte des différences induites par l’électrotransfert entre les 

membranes,  au  moins  deux  points  communs  sont  déposés  sur  chaque  membrane  permettant  de 

calculer un facteur de correction. Les résultats sont exprimés en unités arbitraires après soustraction du 

bruit de fond correspondant à une partie de la membrane sans dépôt. 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X.4.6  Protocole de déshybridation des membranes 

Cette technique permet de réutiliser une membrane et de l’hybrider avec différents Ac primaires. 

La membrane est réactivée dans un bain d’éthanol pendant 5 minutes. Après rinçage à l’eau bidistillée, 

elle  est  incubée  dans  du  tampon  de  déshybridation  (Tris‐HCl  0,5  mM,  pH  6,8 ;  SDS  2% ;  

β‐mercaptoéthanol 200 mM) pendant 30 minutes à 60  °C sous hotte et  sous agitation.  La membrane 

est  rincée  à  l’eau  bidistillée  jusqu’à  disparition  de  l’odeur  de  β‐mercaptoéthanol  puis  lavée  au  TTBS  

(2 x 5 minutes). La membrane est ensuite bloquée au TTBS‐lait  (environ 50 ml), puis  incubée avec un 

nouvel Ac primaire. 

 

XI. IMMUNOHISTOCHIMIE 

Les échantillons sont prélevés et préparés selon les mêmes conditions que lors de la coloration par  le 

violet de crésyl, à l’exception des lames qui sont gélatinées. 

 

XI.1  Immunofluorescence de CD41 

Les coupes sont post‐fixées dans un bain d’acétone froid pendant 10 minutes. Après séchage, les lames 

sont  placées  dans  une  chambre  humide  et  les  coupes  sont  réhydratées  par  une  solution  de  PBS 

(tampon phosphate 10 mM, pH 7,4) pendant 10 minutes.  

Afin de bloquer les sites non spécifiques,  les coupes sont incubées en chambre humide avec le sérum 

de chèvre à 2% pendant 30 minutes. Les coupes sont ensuite  incubées en chambre humide avec  l’Ac 

primaire  (Ac monoclonal de  rat anti‐CD41 murin,  réf. MCA2245, AbD Serotec) dilué au 1/200ème dans 

une  solution  de  PBS  –  sérum  de  chèvre  2%  pendant  1  heure  sous  agitation.  Les  lames  sont  lavées  

3  x  10 minutes  dans  des  bains  de  PBS  sous  agitation.  Les  coupes  sont  ensuite  incubées  en  chambre 

humide  avec  l’Ac  secondaire  (Ac  de  chèvre  anti‐rat  DyLight  488,  réf.  112‐486‐003,  Jackson 

ImmunoResearch) dilué au 1/400ème dans une solution de PBS – sérum de chèvre 2% pendant 2 heures 

sous agitation, puis lavées comme précédemment. 

Le montage des lames est réalisé avec le mowiol (réf. 4‐88, Sigma). Après séchage toute la nuit à l’abri 

de la lumière, les lames sont observées au microscope à fluorescence. 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XI.2  Immunofluorescence de CD41/collagène IV 

L’essai  de  co‐marquage  de  CD41  et  du  collagène  IV  est  réalisé  selon  les  conditions  décrites 

précédemment, à l’exception des références des Ac primaires et secondaires utilisés (Tableau XIX) :   

 

Tableau XIX. Ac utilisés lors de l’essai de co‐marquage CD41/Collagène IV par immunnofluorescence 

Protéine 
Ac primaire  Ac secondaire 

Référence  Dilution  Référence  Dilution 

CD41 
Ac monoclonal de rat anti‐CD41 murin, 

réf. MCA2245, AbD Serotec 
1/200ème 

Ac de chèvre anti‐rat  
réf. A11007, Alexa Fluor 594 (rouge)  

1/400ème 

Collagène 

IV 

Ac polyclonal de lapin  

anti‐collagène IV, réf. ab6586, abcam 
1/400ème 

Ac de chèvre anti‐lapin  

réf. A11008, Alexa Fluor 488 (vert)  
1/400ème 

 

Afin  de  vérifier  que  les  Ac,  déposés  simultanément,  n’interfèrent  pas  entre  eux,  les  contrôles 

spécifiques nécessaires ont été réalisés : 

• Aucun Ac 

• Aucun Ac primaire         + solution contenant les 2 Ac secondaires 

• Ac primaire anti‐CD41       + solution contenant les 2 Ac secondaires 

• Ac primaire anti‐Collagène IV    + solution contenant les 2 Ac secondaires 

• Solution contenant les 2 Ac primaires   + solution contenant les 2 Ac secondaires 

 

XII. ANALYSE STATISTIQUE 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD (déviation standard), sauf pour la durée de survie dans le 

modèle de thrombo‐embolie pulmonaire qui est représentée par la médiane.  

L’analyse statistique des résultats a été réalisée à l’aide du logiciel GraphPad prism (GraphPad Prism 5, 

GraphPad Software  Inc., La Jolla, USA). Une différence est considérée significative pour une valeur de 

P<0,05. 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Le Tableau XX résume les différents tests statistiques utilisés en fonction de l’expérience : 

Tableau XX. Tests statistiques utilisés en fonction des expériences 

Expérience  Test statistique 

Tests d’agrégation plaquettaire   ANOVA à 1 facteur suivie d’un test de Dunnett 

Temps de Saignement   Test de Kruskal‐Wallis suivi d’un test de Mann‐Whitney 

Thromboembolie pulmonaire  

Taux de mortalité  

Durée de survie  

 

Test exact de Fischer 

Test de Kruskal‐Wallis suivi d’un test de Mann‐Whitney 

Thrombose carotidienne   Test de Kruskal‐Wallis suivi d’un test de Mann‐Whitney 

Thrombose de l’ACM par FeCl3  

AUC 

Autres paramètres 

 

ANOVA à 2 facteurs croisés (PJ34 et rt‐PA) 

Test de Kruskal‐Wallis suivi d’un test de Mann‐Whitney 

Déficits fonctionnels  Test de Kruskal‐Wallis suivi d’un test de Mann‐Whitney 

Dosage sP‐sélectine   Test de Kruskal‐Wallis suivi d’un test de Mann‐Whitney 

Western blot des molécules d’adhésion  Test de Kruskal‐Wallis suivi d’un test de Mann‐Whitney 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RESULTATS ET DISCUSSION 

PREMIERE  PARTIE :  EVALUATION  DU  ROLE  DES  INHIBITEURS  DE  PARP  DANS  L’AGREGATION 

PLAQUETTAIRE IN VITRO 

La  1ère  partie  de  ce  travail  a  consisté  à  étudier  les  effets  d’inhibiteurs  de  PARP  sur  l’agrégation 

plaquettaire in vitro. 

En  effet,  en  2004,  l’étude  d’Alexy  et  collaborateurs  a  montré  que  certains  inhibiteurs  de  PARP  

(4‐hydroxyquinazoline,  2‐mercapto‐4(3H)‐quinazolinone  et  HO‐3089)  pouvaient  être  anti‐agrégants 

plaquettaires,  indépendamment  de  leur  activité  sur  la  PARP,  probablement  en  raison  d’une  analogie 

structurale avec l’ADP. Comme les inhibiteurs de PARP exercent leurs effets en entrant en compétition 

avec le substrat de l’enzyme (NAD+) pour empêcher son fonctionnement, et du fait de la ressemblance 

entre le NAD+ et l’ADP, les auteurs ont proposé que des inhibiteurs de PARP, possédant une structure 

moléculaire ressemblant à la partie adénine commune au NAD+ et à l’ADP, pouvaient également entrer 

en compétition avec l’ADP pour ses récepteurs plaquettaires, P2Y1 et/ou P2Y12, empêchant ainsi  leur 

activation, et donc l’agrégation plaquettaire. 

L’ischémie cérébrale étant une pathologie dans  laquelle  l’activation et  l’agrégation plaquettaires  sont 

impliquées (Stoll et al., 2008; Franks et al., 2010), nous avons souhaité évaluer les conséquences d’un 

traitement par un inhibiteur de PARP dans cette composante. A cet effet, nous avons évalué si le PJ34 

(chef de file de la famille des phénanthridiones), un puissant inhibiteur de PARP utilisé comme stratégie 

anti‐PARP  depuis  plusieurs  années  notamment  au  laboratoire  dans  des  modèles  murins  d’ischémie 

cérébrale,  présentait  un  effet  anti‐agrégant,  en  plus  de  ses  effets  neuroprotecteurs  et 

vasculoprotecteurs.  Nous  avons  également  comparé  les  effets  du  PJ34  à  ceux  de  

3  autres  inhibiteurs  de  PARP  de  structures  chimiques  différentes :  un  benzamide  (3‐AB),  une 

tétracycline (minocycline) et un dérivé isoindolinone (INO‐1001). 

Les  études  ont  été  réalisées  sur  des  échantillons  de  sang  de  donneurs  volontaires  sains,  dans  une 

perspective clinique, et de souris afin de caractériser nos modèles expérimentaux. 

 

Ce  travail  a  été  mené  en  collaboration  avec  le  Dr  Christilla  Bachelot‐Loza  de  l’unité  INSERM  765 

« Thrombose : épidémiologie, physiopathologie, thérapeutiques innovantes ». 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I. CHEZ L’HOMME 

I.1  Mise au point des conditions expérimentales 

 
La  1ère  étape  de  ce  travail  a  été  de  valider  nos  conditions  expérimentales  pour  réaliser  le  test 

d’agrégation plaquettaire, en utilisant un des  inhibiteurs de PARP de  l’étude d’Alexy et collaborateurs 

(2004), le 4‐hydroxyquinazoline (4‐HOQ). 

En  effet,  afin  de  nous  affranchir  de  l’interaction  des  inhibiteurs  de  PARP  avec  d’autres  cellules 

sanguines  que  les  plaquettes,  nous  avons  décidé  de  travailler  en  PRP,  contrairement  à  Alexy  et 

collaborateurs,  qui  ont  pré‐incubés  les  échantillons  de  sang  total  avec  le  4‐HOQ  (100,  500,  1000  et  

1500 µM) avant de les centrifuger pour recueillir le PRP et réaliser les tests d’agrégation. 

 

Dans cette mise au point, nous avons testé 3 concentrations de 4‐HOQ : 

• 10 μM : cette faible concentration a été choisie, puisque dans notre étude l’inhibiteur de PARP 

a directement été pré‐incubé dans  le PRP, ce qui évite son interaction avec  les autres cellules 

sanguines, 

• 100 μM, qui est la plus faible concentration de 4‐HOQ testée dans l’étude d’Alexy, mais qui n’a 

pas entraîné d’effet anti‐agrégant, 

• 1000 μM, qui  a  réduit  d’environ 30%  l’agrégation plaquettaire  induite par  l’ADP dans  l’étude 

d’Alexy. 

 

Nos  résultats  ont  mis  en  évidence  un  effet  anti‐agrégant  du  4‐HOQ,  puisque  celui‐ci  a  diminué 

l’agrégation  maximale  (MA)  induite  par  l’ADP  à  5  ou  10  μM  sur  3  échantillons  de  PRP  humain.  

En  effet,  le  4‐HOQ  a  réduit  le  MA  de  50,9  ±  3,96%  à  10  μM,  de  50,2  ±  3,32%  à  100  μM  et  de 

55,4 ± 2,05% à 1000 μM. 

 

Dans  nos  conditions  de  travail,  nous  avons  donc  retrouvé  l’effet  anti‐agrégant  du  4‐HOQ  décrit  par 

Alexy et collaborateurs, ce qui nous a permis de valider notre technique. 

Les  taux  d’inhibition  supérieurs  observés  dans  notre  étude  par  rapport  à  ceux  de  l’étude  d’Alexy 

peuvent  s’expliquer  par  les  différentes  conditions  expérimentales.  En  effet,  il  est  probable  que  dans 

leur  étude,  le  fait  de  pré‐incuber  l’inhibiteur  de  PARP  dans  du  sang  total,  puis  de  centrifuger  les 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échantillons pour  recueillir  le  PRP,  ait  entraîné  la perte d’une quantité  importante de 4‐HOQ avec  la 

fraction globulaire, rendant la concentration de 4‐HOQ réellement présente dans le PRP plus faible. 

I.2  Etude de l’effet du PJ34 sur l’agrégation plaquettaire in vitro sur du sang humain 

et comparaison avec ceux du 3‐AB, de la minocycline et de l’INO‐1001 

L’objectif de cette étude a été, d’une part, d’évaluer les effets du PJ34 sur l’agrégation plaquettaire, et 

d’autre part,  de  vérifier  l’hypothèse d’Alexy  et  collaborateurs  selon  laquelle  ces  effets  seraient  liés  à 

une analogie structurale de certains inhibiteurs de PARP avec l’ADP et de préciser le mécanisme mis en 

jeu. 

 

I.2.1  Résultats : Article 

Lechaftois M, Bachelot‐Loza C, Margaill I, Marchand‐Leroux C, Lerouet D. 

PJ34 : a potent PARP inhibitor with antiplatelet effect through P2Y12 antagonism? 

Soumis à British Journal of Pharmacology (voir pages 219‐231). 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I.2.2  Principaux résultats et discussion 

En ce qui concerne le PJ34 (CI50 = 17 nM), nous avons testé des concentrations comprises entre 0,1 et 

100  μM  pour  les  études  effet‐dose,  et  jusqu’à  500  μM  pour  les  études  avec  des  concentrations 

croissantes d’ADP, afin de couvrir un  large  intervalle correspondant à des concentrations compatibles 

avec  les  doses  administrées  in  vivo  jusqu’à de  très  fortes  concentrations,  correspondant  à des doses 

supra‐thérapeutiques. 

 

Tout  d’abord,  notre  étude  montre  que  le  PJ34  inhibe  l’agrégation  plaquettaire  induite  par  l’ADP.  

En revanche, il est sans effet sur l’agrégation induite par le collagène ou un agoniste du récepteur de la 

thrombine, le PAR1ap. Ces résultats sont en accord avec ceux d’Alexy et collaborateurs (2004) qui ont 

montré  que  leurs  inhibiteurs  de  PARP  inhibaient  l’agrégation  induite  par  l’ADP,  sans  modifier  celle 

induite par l’adrénaline ou le collagène. Ces auteurs ont supposé que cet effet anti‐agrégant était lié à 

une  compétition  avec  l’ADP  pour  se  lier  à  ses  récepteurs.  Afin  d’approfondir  cette  hypothèse,  à  la 

différence d’Alexy et collaborateurs qui ont étudié l’effet de leurs inhibiteurs de PARP sur l’agrégation 

maximale,  nous  avons  utilisé  des  concentrations  d’ADP  induisant  une  agrégation  biphasique  ;  la  1ère 

phase étant plutôt liée à l’activation de P2Y1 et la 2nde à celle de P2Y12. Dans ces conditions, le PJ34 n’a 

inhibé que la 2nde phase d’agrégation, suggérant ainsi que cet effet anti‐agrégant est plus spécifique de 

P2Y12. 

Ensuite,  nous  avons  étudié  l’effet  de  concentrations  croissantes  d’ADP  sur  l’inhibition  induite  par  le 

PJ34  (50,  100  ou  500  µM).  Nos  résultats  montrent  que  l’augmentation  des  concentrations  d’ADP 

diminue  l’effet  inhibiteur  du  PJ34.  Avec  une  concentration  d’ADP  de  10  µM,  l’effet  anti‐agrégant  du 

PJ34 à 100 µM disparaît même totalement. Ce résultat suggère que cet effet anti‐agrégant serait lié à 

une compétition entre l’ADP et le PJ34 pour le récepteur P2Y12. 

Pour confirmer cette hypothèse, nous avons évalué l’implication du récepteur P2Y12 à l’aide d’un test 

spécifique des inhibiteurs de ce récepteur, utilisé en clinique pour mettre en évidence la résistance des 

patients à un traitement par le clopidogrel (Aleil et al., 2005), et basé sur l’état de phosphorylation de la 

protéine  intra‐plaquettaire  VASP.  Dans  les  conditions  du  test,  la  protéine  VASP  sous  forme 

phosphorylée traduit l’état inhibé du récepteur P2Y12 alors que sa forme non phosphorylée est liée à la 

disponibilité du récepteur. Ainsi, en se fixant sur P2Y12,  le clopidogrel empêche  la déphosphorylation 

de  VASP  et  donc  l’activation  des  plaquettes.  Cet  effet  se  traduit  par  un  faible  index  de  réactivité 

plaquettaire (PRI). Pour réaliser cette étude, nous avons dû travailler avec des concentrations de PJ34 

beaucoup  plus  fortes  (100,  250,  500  et  1000  µM)  que  dans  les  tests  d’agrégation.  D’une  part,  ceci 

pourrait  être  lié  au  fait  que  nous  avons  dû  travailler  en  sang  total,  puisque  le  kit  VASP/P2Y12  ne 

fonctionne pas sur du PRP. Il faut savoir que dans le sang l’ADP est dégradé en adénosine, un inhibiteur 



Rôle des inhibiteurs de PARP dans l’agrégation plaquettaire in vitro                                            Résultats et Discussion 

 

136 

de l’agrégation plaquettaire facilement capturé par les globules rouges, qui l’empêchent ainsi d’exercer 

son effet inhibiteur. Par conséquent, l’adénosine peut davantage inhiber l’agrégation plaquettaire dans 

le  PRP,  où  les  globules  sont  absents,  que  dans  le  sang  total  (Iyú  et  al.,  2011).  Ceci  pourrait  donc 

expliquer  que  de  plus  faibles  concentrations  de  PJ34  soient  suffisantes  pour  inhiber  l’agrégation 

plaquettaire dans le PRP. D’autre part, la concentration d’ADP fourni dans le kit n’étant pas précisée, il 

est possible qu’elle soit plus forte que celles utilisées dans nos tests d’agrégation. Dans ces conditions 

expérimentales,  le  PJ34  a  diminué  de  manière  concentration‐dépendante  le  PRI,  suggérant  qu’il 

pourrait agir comme un antagoniste de P2Y12. 

Ces  résultats  in  vitro  constituent  donc  un  faisceau  de  preuves  en  faveur  d’un  effet  anti‐agrégant  du 

PJ34 via l’antagonisme compétitif de P2Y12. 

Afin de confirmer cet antagonisme, il serait intéressant de faire une étude de « binding ». 

 

Nous  avons  ensuite  comparé  les  effets  du  PJ34  avec  ceux  d’autres  inhibiteurs  de  PARP  de  structure 

chimique différente. Notre choix s’est porté sur le 3‐AB, l’INO‐1001 et la minocycline qui se sont révélés 

neuroprotecteurs  dans  des  modèles  expérimentaux  d’ischémie  cérébrale  (Yrjänheikki  et  al.,  1999  ; 

Couturier et al., 2003 ; Komjáti et al., 2004 ; Xu et al., 2004 ; Koh et al., 2004, 2005 ; Strosznajder et al., 

2005  ;  Hayakawa  et  al.,  2008  ).  Il  est  important  de  noter  que  l’INO‐1001  est  actuellement  en  essai 

clinique  de  phase  II  dans  l’ischémie myocardique  (Morrow  et  al.,  2009)  et  que  la minocycline,  dont 

l’activité inhibitrice de PARP a été découverte par Alano et collaborateurs (2006), est quant à elle testée 

dans plusieurs essais cliniques dans le cadre des AVCi (Lampl et al., 2007 ; Fagan et al., 2010). 

Notre hypothèse de départ reposant sur un mécanisme « PARP‐indépendant », nous ne nous sommes 

donc pas basés sur les valeurs de CI50 inhibant la PARP (PJ34 : 17 nM ; 3‐AB : 33 µM ; minocycline : de 

l’ordre  du nM  ;  INO‐1001  <  15 nM) pour  choisir  leur  concentration d’utilisation. Afin  de détecter  un 

éventuel  effet,  nous  avons  ainsi  choisi  la  concentration  de  50  µM à  laquelle  le  PJ34  avait  fortement 

(80%) inhibé l’agrégation plaquettaire induite par l’ADP. 

Dans  nos  conditions  expérimentales,  nous  n’avons  mis  en  évidence  aucun  effet  du  3‐AB  ou  de  

l’INO‐1001 quel que soit le type d’agrégation. Ce dernier résultat est en accord avec l’étude in vitro de 

Toth et collaborateurs (2006) qui n’a montré aucun effet de l’INO‐1001 à 10 ou 100 µM sur l’agrégation 

plaquettaire  induite  par  l’ADP  et  l’adrénaline.  Par  ailleurs,  même  si  les  auteurs  suggèrent  que  la 

structure  chimique  de  l’INO‐1001  pourrait  tout  simplement  expliquer  l’absence  d’effet  anti‐agrégant 

par  rapport  aux  inhibiteurs  de  PARP  testés  dans  l’étude  d’Alexy  et  collaborateurs  (2004),  

ils  s’interrogent  sur  la  pertinence  des  résultats  de  ces  derniers  en  raison  des  fortes  concentrations 

d’inhibiteurs utilisées. En effet, dans cette étude, les auteurs ont montré que leurs inhibiteurs de PARP 

inhibaient l’agrégation plaquettaire induite par l’ADP à des concentrations 5 à 20 fois plus importantes 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que les concentrations nécessaires pour inhiber la PARP dans des cultures de cardiomyocytes soumises 

à  un  stress  oxydant.  Par  contre,  les  concentrations  d’INO‐1001  utilisées  par  Toth  et  collaborateurs 

(2006) sont cohérentes avec les concentrations utilisées  in vitro pour inhiber la PARP dans ces mêmes 

cultures ou bien encore avec les concentrations plasmatiques retrouvées dans des modèles in vivo (0,27 

et 1,4 µM/l). 

On  peut  également  s‘interroger  sur  la  pertinence  de  nos  résultats  avec  le  PJ34,  dont  un  effet  anti‐

agrégant significatif a été observé à partir de 10 µM (60% d’inhibition), même si l’agrégation tend à être 

inhibée dès 1 µM (environ 25%). En effet, bien que cette concentration de 10 µM soit supérieure à celle 

de la CI50 pour inhiber la PARP (17 nM), elle est identique à la concentration d’INO‐1001 utilisée dans 

l’étude de Toth et dont la CI50 est du même ordre de grandeur (<15 nM). De plus, les concentrations de 

PJ34 utilisées dans notre étude sont cohérentes avec celles habituellement utilisées in vitro. Ainsi, dans 

un  modèle  d’OGD,  le  PJ34  (30  nM  à  1  µM)  inhibe  de  manière  concentration‐dépendante  la  mort 

neuronale  (Abdelkarim  et  al.,  2001).  Le  PJ34  à  10  ou  100  µM  réduit  la  mort  cellulaire  de 

cardiomyoblastes  induite par un stress oxydant  (Szepes et al., 2013). Au  laboratoire,  la concentration 

de 10 µM a permis de diminuer de 70%  la mort  cellulaire  induite par  le NMDA dans des  cultures de 

cellules  endothéliales  bEnd3  (données  du  laboratoire  non  publiées).  Dans  des  cultures  d’HUVEC, 

Mathews et Berk (2008) ont montré que le PJ34 à 10 µM réduit la mort cellulaire induite par l’H2O2.  

De  manière  intéressante,  la  minocycline  a  également  montré  des  propriétés  anti‐agrégantes 

plaquettaires  en  inhibant d’environ 50‐60%  tous  les  types d’agrégation. Ainsi,  contrairement  au PJ34 

dont  l’effet  anti‐agrégant  semble  spécifique  de  la  voie  de  P2Y12,  la minocycline  semble  agir  via  des 

mécanismes plus généraux. En effet, la minocyline a la capacité de chélater les ions bivalents, dont les 

ions  Ca2+  (Glette  et  al.,  1984),  indispensables  au  phénomène  d’agrégation  plaquettaire  (Varga‐Szabo 

 et al., 2009). Ainsi, leur chélation pourrait expliquer l’effet anti‐plaquettaire de la minocycline. 

 

Enfin, pour expliquer  l’effet anti‐agrégant de leurs  inhibiteurs de PARP, Alexy et collaborateurs (2004) 

évoquent une ressemblance structurelle avec l’ADP. Il est toutefois difficile d’établir un lien entre l’effet 

du PJ34 et une potentielle analogie structurale avec l’ADP. En effet, mis à part la présence de 2 cycles 

accolés, dont l’un possède un atome d’azote, le PJ34 ne présente pas de similitude évidente avec l’ADP. 

Par  ailleurs,  l’INO‐1001  présente  lui  aussi  ce motif, mais  sa  taille  et  l’encombrement  stérique  qui  en 

résulte pourrait peut‐être expliquer son manque d’activité par rapport au PJ34. 

 

En  conclusion,  dans  cette  étude  in  vitro,  nous  avons  donc montré  sur  du  sang  humain  que  certains 

inhibiteurs  de PARP  sont  anti‐agrégants  et  que  cet  effet  est  «  PARP‐indépendant  »,  puisque  tous  les 

inhibiteurs testés ne se sont pas révélés anti‐agrégants. Cette étude est la 1ère à mettre en évidence un 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effet  anti‐agrégant  du  PJ34,  probablement  via  une  compétition  avec  l’ADP  pour  son  récepteur 

plaquettaire P2Y12. La minocycline agirait quant à elle via un mécanisme plus général puisqu’elle inhibe 

de manière identique tous les types d’agrégation. 

II. CHEZ LA SOURIS 

II.1  Mise au point des conditions expérimentales 

Cette étude préliminaire a été réalisée pour déterminer les concentrations d’agonistes plaquettaires à 

utiliser pour  réaliser  les  tests d’agrégation en PRP chez  la  souris. En effet,  contrairement à  l’Homme, 

l’agrégation plaquettaire induite par l’ADP est réversible chez la souris (Nunn, 1981 ; Rosenblum et al., 

1983 ;  Sudo et  al.,  2003).  Ainsi,  les  concentrations  d’ADP  ne  pouvant  être  choisies  en  fonction  de  la 

présence  d’une  agrégation  biphasique  comme  chez  l’Homme,  nous  avons  choisi  la  concentration 

(5 µM) qui induisait le moins de variabilité inter‐échantillons. De plus, cette concentration de 5 µM est 

conforme  avec  les  concentrations  couramment  utilisées  dans  la  littérature  (Angelillo‐Scherrer  et  al., 

2001). 

Ainsi, dans nos conditions expérimentales,  l’ADP à 5 µM provoque une agrégation maximale de 40%.  

Il est  important de noter que des concentrations d’ADP supérieures n’ont pas  induit d’agrégation au‐

delà de 40%. 

 

Comme pour  les  études  réalisées  chez  l’Homme,  nous  avons utilisé  2  autres  agonistes  plaquettaires, 

afin d’explorer différentes voies d’agrégation :  le collagène et un peptide activateur du récepteur à  la 

thrombine  PAR4  ou  PAR4ap.  En  effet,  si  le  PAR1  est  le  récepteur  à  la  thrombine  prépondérant  chez 

l’Homme, il n’est pas présent chez la souris (voir pour revue Coughlin, 2000). C’est donc son équivalent 

murin,  le  PAR4,  qui  est  stimulé  pour  induire  l’agrégation  par  la  voie  de  la  thrombine  chez  la  souris.  

Nous  avons  utilisé  le  PAR4ap  à  200  µM,  une  concentration  qui  induit  une  agrégation  de  70% 

reproductible entre les échantillons. Le collagène a été utilisé aux concentrations de 6 ou 8 µg/ml, qui 

provoquent des agrégations de 70 à 80%. L’utilisation de ces fortes concentrations de collagène est liée 

à des contraintes pratiques. En effet, la réponse à l’agrégation induite par le collagène se dégrade très 

rapidement et impose de traiter les échantillons dans les plus brefs délais. Cependant, il existe un délai 

incompressible  lié  au  prélèvement  du  sang  des  5  souris  nécessaires  à  la  constitution  du  pool 

d’échantillon  de  sang  de  5 ml,  volume minimal  nécessaire  pour  recueillir  suffisamment  de  PRP  pour 

réaliser le test. 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Ne disposant pas des valeurs de 1ère et 2nde phases d’agrégation chez  la souris avec  l’ADP, nous avons 

regardé  si  d’autres  paramètres  que  le  MA  pouvaient  être  modifiés  par  les  inhibiteurs  de  PARP.  

Nous avons ainsi  comparé  le MA et  l’AUC après  les  agrégations  induites par  l’ADP,  le  collagène et  le 

PAR4ap. Nos résultats ayant montré que les  inhibiteurs de PARP modifiaient de la même manière ces  

2  paramètres  (Figure  70),  nous  avons  comparé  les  effets  sur  l’agrégation  uniquement  en  utilisant  le 

paramètre MA dans la suite de ce travail. 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Figure 70. Exemple de comparaison entre l’agrégation maximale (MA) et l’AUC après agrégation 
induite par l’ADP 5 μM 

Les  valeurs  sont exprimées  comparativement à  la  référence  correspondante normalisée à 100% en moyenne ± 
SD ; n = 4‐6. 

 

II.2  Etude de l’effet du PJ34 sur l’agrégation plaquettaire in vitro sur du sang de souris 

et comparaison avec ceux du 3‐AB, de la minocycline et de l’INO‐1001 

Après  avoir  déterminé  les  conditions  expérimentales  du  test  d’agrégation  chez  la  souris,  nous  avons 

évalué l’effet du PJ34 sur l’agrégation plaquettaire que nous avons ensuite comparé avec ceux du 3‐AB, 

de la minocycline et de l’INO‐1001. 

Compte  tenu  des  résultats  obtenus  lors  des  tests  d’agrégation  chez  l’Homme,  nous  avons  choisi 

d’étudier le PJ34 aux concentrations de 0,1 ; 1 ; 10 et 50 µM chez la souris. 

 

II.2.1  Résultats 

L’étude  effet‐concentration  du  PJ34  ne montre  aucun  effet  sur  l’agrégation  plaquettaire  qu’elle  soit 

induite par l’ADP, le PAR4ap ou le collagène (Figure 71). 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Figure 71. Effet‐concentration du PJ34 sur l’agrégation plaquettaire 
Les  valeurs  sont  exprimées  comparativement  à  la  référence  correspondante normalisée  à  100% en moy ±  SD ; 
n = 4‐5 expériences/agoniste (ADP, PAR4ap ou collagène). 
 

Ensuite, comme chez l’Homme, nous avons comparé les effets du PJ34 à ceux de 3 autres inhibiteurs de 

PARP utilisés à  la concentration de 50 µM. La figure 72 montre que  la minocycline réduit  l’agrégation 

plaquettaire  par  rapport  à  la  référence,  qu’elle  soit  induite  par  l’ADP  (46,5  ±  9,61  %  versus 

100,0 ± 10,06  % ;  P<0,01),  le  PAR4ap  (47,1  ±  1,26  %  versus  100,0  ±  1,20  % ;  P<0,001)  ou  bien  le 

collagène  (27,6  ±  6,60  %  versus  100,0  ±  6,60  % ;  P<0,001).  Par  contre,  le  3‐AB  ou  l’INO‐1001  ne 

modifient aucune de ces agrégations (Figure 72).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 72. Effets de différents inhibiteurs de PARP sur l’agrégation plaquettaire 
Les valeurs sont exprimées comparativement à la référence correspondante normalisée à 100% en moy ± SD ; 
n = 5‐6 expériences/agoniste ; ** P<0,01 et *** P<0,001 versus référence correspondante. 
 

II.2.2  Discussion 

Dans  cette  étude  d’agrégation  plaquettaire  chez  la  souris,  nous  avons  montré  que  comme  chez 

l’Homme,  le  3‐AB  et  l’INO‐1001  n’ont  aucun  effet  sur  l’agrégation  plaquettaire,  et  ce,  quel  que  soit 

l’agoniste utilisé. De plus,  la minocycline exerce un effet anti‐agrégant de 55 à 70% sur tous  les types 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d’agrégation, ce qui semble conforter  l’hypothèse selon laquelle  la minocycline exercerait son activité 

anti‐agrégante via un mécanisme plus général, peut être en chélatant le Ca2+. 

En ce qui concerne le PJ34, nos résultats ne montrent pas de modification de l’agrégation plaquettaire 

induite  par  le  PAR4ap  ou  le  collagène  comme  chez  l’Homme,  et  il  est  également  sans  effet  sur 

l’agrégation induite par l’ADP. 

 

Ce  dernier  résultat  soulève  des  questions  quant  au  rôle  de  P2Y12  chez  la  souris,  même  si  son 

implication  dans  l’activation  et  l’agrégation  plaquettaires  n’est  plus  à  démontrer  (voir  pour  revue 

Gachet,  2008 ;  Kim  et  Kunapuli,  2011).  En  effet,  de  nombreuses  études  ont  évalué  son  rôle  chez  la 

souris, que ce soit par  inhibition pharmacologique ou délétion génique de ce  récepteur.  Il  a ainsi été 

montré  que  l’inhibition  de  P2Y12  par  un  pré‐traitement  oral  de  clopidogrel  (dès  10  mg/kg)  ou  de 

prasugrel (dès 1,1 mg/kg) diminue significativement l’agrégation plaquettaire induite ex vivo par l’ADP 

(3  µM)  ou  le  collagène  (1  µg/ml)  sur  des  échantillons  de  PRP  (Hashimoto  et  al.,  2007).  De  même,  

la délétion génique de P2Y12 inhibe fortement l’agrégation plaquettaire induite ex vivo par l’ADP (0,5 et 

10 µM),  le collagène (1 µg/ml) et  le PAR4ap (1 mM) sur des échantillons de PRP (André et al., 2003).  

De plus, chez ces souris P2Y12‐/‐,  le temps de saignement est 3  fois plus  important que celui mesuré 

chez les souris sauvages, et dans un modèle de thrombose de l’artère mésentérique induite par le FeCl3, 

l’apparition d’un thrombus est retardée et ce thrombus est non occlusif en raison de sa petite taille. 

 

Par  ailleurs,  il  est  clairement  établi  qu’il  existe  des  différences  physiologiques  entre  les  espèces,  et 

notamment  en  terme  d’agrégation  plaquettaire.  Bien  que  très  semblables  aux  plaquettes  humaines,  

les  plaquettes  de  souris  sont  toutefois  plus  petites,  4  à  5  fois  plus  nombreuses,  et  elles  possèdent 

également une plus grande hétérogénéité au niveau des granules, surtout les granules α (Tsakiris et al., 

1999 ; Schmitt et al., 2001 ; Jirouskova et al., 2007). De plus, des études ont montré que les plaquettes 

murines  ne  répondent  pas  aussi  bien  que  les  plaquettes  humaines  à  certains  agonistes,  et  ceci 

vraisemblablement en raison de différences au niveau des récepteurs et/ou des voies de signalisation. 

En comparant la réponse à l’ADP sur du PRP de sang humain ou murin, Sudo et collaborateurs (2003) 

ont ainsi montré que chez  l’Homme une  faible concentration d’ADP  induit une agrégation  réversible, 

alors que de fortes concentrations sont responsables d’une seconde agrégation irréversible. Par contre, 

chez  la  souris,  l’agrégation n’est  jamais  irréversible, même avec de  fortes  concentrations d’ADP pour 

lesquelles  la désagrégation est seulement retardée. Par ailleurs, en 1981, Nunn a comparé la réponse 

des  plaquettes murines  à  une  stimulation  par  le  collagène  ou  l’ADP.  Bien  que  ces  2  agonistes  aient 

provoqué une agrégation,  l’auteur a constaté, en mesurant la sérotonine libérée des granules denses, 

que seul  le collagène était  responsable de cette sécrétion. Ces  résultats ont été confirmés 2 ans plus 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tard par Rosenblum et collaborateurs (1983) qui ont montré que contrairement à l’AA et au collagène, 

l’ADP  ne  provoquait  pas  de  sécrétion  d’ATP  des  granules  denses,  même  après  stimulation  par  des 

concentrations  induisant  des  agrégations  maximales.  Ces  résultats  sont  donc  cohérents  avec  le 

caractère réversible de l’agrégation induite par l’ADP chez la souris. En effet, chez l’Homme, lors d’une 

forte stimulation, les plaquettes activées libèrent le contenu de leurs granules, notamment de l’ADP qui 

va  stimuler  le  récepteur  P2Y12,  et  ainsi  déclencher  la  2nde  phase  d’agrégation,  provoquant  une 

agrégation irréversible. Il semble donc exister des différences entre les plaquettes humaines et murines 

dans  la  transduction  du  signal  conduisant  à  la  sécrétion.  Cependant,  les  données  actuelles  de  la 

littérature ne permettent pas de l’affirmer. 

 

Si  on  regarde  plus  précisément  la  structure  de  P2Y12,  il  existe  83%  d’acides  aminés  identiques  chez 

l’Homme et  la souris (Pausch et al., 2004 ; von Kügelgen, 2006). Par ailleurs,  l’étude de Van Giezen et 

collaborateurs (2009) suggèrent qu’il n’y aurait pas qu’un seul site de fixation pour les agonistes et les 

antagonistes sur P2Y12. On pourrait donc imaginer que l’absence d’effet anti‐agrégant du PJ34 chez la 

souris pourrait être lié au fait que son site de fixation sur le récepteur P2Y12 humain est absent sur le 

récepteur murin. 

Par ailleurs, afin confirmer les résultats obtenus in vitro, nous pourrions réaliser une étude d’agrégation 

plaquettaire ex vivo,  après un  traitement par  ces  inhibiteurs de PARP administré directement chez  la 

souris, et comparer les résultats avec un antagoniste de P2Y12. 

 

En  résumé  de  cette  1ère  partie,  nous  avons  montré  que  certains  inhibiteurs  de  PARP  inhibaient 

l’agrégation plaquettaire in vitro, et que cet effet anti‐agrégant était « PARP‐indépendant ». 

Ces résultats sont les premiers à mettre en évidence un effet anti‐agrégant du PJ34, probablement via 

une compétition avec  l’ADP pour son récepteur plaquettaire P2Y12, qui semble spécifique à  l’Homme 

puisqu’il n’a pas été retrouvé chez la souris. Quant à la minocycline, elle semble exercer son effet anti‐

agrégant via  des mécanismes plus  généraux,  communs  aux  2  espèces  et  qui  touchent  tous  les  types 

d’agrégation. 

Au  vu  des  résultats  in  vitro  obtenus  dans  cette  1ère  partie,  nous  avons  ensuite  cherché  à  évaluer  les 

effets  plaquettaires  de  l’inhibition  de  la  PARP  dans  des  modèles  in  vivo,  en  utilisant  le  PJ34  et  la 

minocycline. 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DEUXIEME  PARTIE  :  ETUDE  DES  EFFETS  D’INHIBITEURS  DE  PARP  DANS  DES  MODELES 

EXPERIMENTAUX IN VIVO  

I. ETUDE DES EFFETS DU PJ34 ET DE LA MINOCYCLINE SUR L’HÉMOSTASE 

Dans  la 1ère partie de ce  travail, nous avons montré dans des  tests d’agrégation plaquettaires  in vitro 

que  le  PJ34  et  la  minocycline  présentent  des  effets  anti‐agrégants  plaquettaires  « PARP‐

indépendants ».  Si  cet  effet  s’observe aussi  bien  sur du  sang humain que murin pour  la minocycline,  

il  semble  spécifique  à  l’Homme  pour  le  PJ34.  Un  tel  effet  anti‐agrégant  de  ces  inhibiteurs  de  PARP 

pourrait constituer un élément favorable susceptible d’améliorer  la reperfusion et/ou de diminuer  les 

risques  de  réocclusion  à  la  suite  d’une  ischémie  cérébrale,  mais  aussi  d’augmenter  le  risque 

hémorragique.  La  suite  logique  de  ce  travail  a  donc  été  d’évaluer  les  effets  in  vivo  de  ces  deux 

inhibiteurs sur l’hémostase. 

Dans ce contexte, nous avons évalué les effets du PJ34 et de la minocycline sur 3 tests d’exploration des 

fonctions  plaquettaires chez  la  souris  :  le  temps  de  saignement,  des  modèles  de  thromboembolie 

pulmonaire et un modèle de thrombose carotidienne induite par le FeCl3. 

 

Protocole expérimental : 

Le traitement a consisté à administrer chez  la souris  le PJ34 (25 mg/kg) ou  la minocycline  (90 mg/kg) 

par voie  i.p.  (100 µl/10 g). Le choix des doses a été établi d’après  les données du  laboratoire et de  la 

littérature. Nous avons ainsi choisi une dose de PJ34 de 25 mg/kg que le laboratoire a précédemment 

montrée neuroprotectrice dans notre modèle d’ischémie cérébrale transitoire chez la souris (Haddad et 

al.,  2006).  Pour  la  minocycline,  nous  avons  choisi  une  dose  de  90 mg/kg  utilisée  dans  des modèles 

d’ischémie cérébrale (Cho et al., 2007) ou de traumatisme crânien (Homsi et al., 2009). 

 

I.1. Étude des effets du PJ34 et de la minocycline sur le temps de saignement 

Le temps de saignement correspond au temps qui s’écoule entre la réalisation d’une plaie cutanée et le 

moment où  le saignement provoqué s’arrête. Ce test est couramment utilisé pour apprécier  le risque 

hémorragique  de  stratégies  antiplaquettaires  et  il  permet  une  exploration  globale  de  l’hémostase 

primaire  (Grüner  et  al.,  2004  ;  Jandrot‐Perrus  et  al.,  2010).  Il  évalue  ainsi  le  rôle  des  mécanismes 

d'adhésion  et  d'agrégation  des  plaquettes  au  niveau  de  la  lésion,  conduisant  à  la  formation  du  clou 

plaquettaire qui va limiter les pertes de sang. 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Pour réaliser cette étude, nous avons utilisé  le modèle décrit par Grüner et collaborateurs (2004), qui 

consiste à couper un segment à l’extrémité de la queue d’une souris et à absorber le sang à l’aide d’un 

papier filtre jusqu’à l’arrêt du saignement. 

 

I.1.1  Validation du modèle 

Afin  de  valider  nos  conditions  expérimentales,  nous  avons  utilisé  l’aspirine  (ASA)  comme  stratégie 

antiplaquettaire de  référence connue pour allonger  le  temps de saignement, à  la dose de 100 mg/kg 

(Grüner et al., 2004). 

 

Les  protocoles  de  traitement  étant  très  variables  d’une  étude  à  l’autre  (Grüner  et  al.,  2004 ;  Teng  

et al., 1997 ; Hayashi et al., 2012), les souris ont été traitées par l’ASA ou son solvant (PBS 10 mM) par 

voie i.p. 30 minutes ou 1 heure avant le début du test. 

Nos résultats ne montrent aucune différence significative entre les groupes ASA et solvant, et ce, quel 

que soit le temps de traitement (30 minutes : 227 ± 94,2 s versus 266 ± 135,8 s ; 1 heure : 498 ± 212,9 s 

versus 429 ± 337,8 s ; Figure 73 et Tableau XXI). 

 

Figure 73 et Tableau XXI. Effet de l’ASA sur le temps de saignement 

Durée de traitement 
Temps de saignement (s) 

Solvant (moy ± SD) 

Temps de saignement (s) 

ASA (moy ± SD) 

30 minutes  266 ± 135,6  227 ± 94,2 

1 heure  229 ± 337,8  498 ± 212,9 

L’ASA  (100  mg/kg)  ou  son  solvant  (PBS  10  mM)  sont  administrés  par  voie  intrapéritonéale  30  minutes 
ou 1 heure avant la réalisation du test. 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Au vu de ces résultats, nous avons réalisé une nouvelle expérience en administrant l’ASA ou son solvant 

3 heures avant le début du test, afin de reproduire les conditions expérimentales de l’étude de Grüner 

et collaborateurs (2004). 

La Figure 74 et le Tableau XXII montrent que l’ASA augmente de façon significative (x 2,5) le temps de 

saignement par rapport au solvant (551 ± 297,4 s versus 201 ± 94,7 s ; P<0,001). 

 

Figure 74 et Tableau XXII. Effet de l’ASA sur le temps de saignement 

Durée de traitement 
Temps de saignement (s) 

Solvant (moy ± SD) 
Temps de saignement (s) 

ASA (moy ± SD) 

3 heures  201 ± 94,7  551 ± 297,4 

L’ASA  (100  mg/kg)  ou  son  solvant  (PBS  10  mM)  sont  administrés  par  voie  intrapéritonéale  3  heures  avant  la 
réalisation du test. *** : P<0,001 versus solvant. 
 

Le modèle étant validé, nous avons ensuite étudié les effets des inhibiteurs de PARP. 

 

I.1.2  Effets du PJ34 et de la minocycline sur le temps de saignement 

Etant donné  la variabilité du  temps de  saignement observée avec  l’ASA en  fonction du délai entre  le 

traitement et  la  réalisation du  test  (30 minutes, 1 heure ou 3 heures), nous avons ensuite étudié  les 

effets  d’une  administration  de  PJ34,  de  minocycline  ou  de  leur  solvant  (NaCl  à  0,9%)  à  différents 

temps : 30 minutes, 1 heure, 2 heures ou 3 heures avant la réalisation du test. 

Quel  que  soit  le  temps  d’administration,  nous  n’observons  aucune  différence  significative  entre  les 

groupes traités par le PJ34 et les groupes solvant correspondants (Figure 75 et Tableau XXIII). 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Figure 75 et Tableau XXIII. Effet du PJ34 sur le temps de saignement 

Durée de traitement 
Temps de saignement (s) 

Solvant (moy ± SD) 

Temps de saignement (s) 

PJ34 (moy ± SD) 

30 minutes  293 ± 132,9  300 ± 165,5 

1 heure  508 ± 447,6  360 ± 285,1 

2 heures  257  ± 260,3  287 ± 166,1 

3 heures  293 ± 186,6  307 ± 129,1 

Le PJ34 (25 mg/kg) ou son solvant (NaCl à 0,9%) sont administrés par voie intrapéritonéale 30 minutes, 1 heure, 
2 heures ou 3 heures avant la réalisation du test. 
 

La  Figure  76  et  le  Tableau XXIV montrent  que  le  traitement  par  la minocycline  30 minutes,  1  heure,  

2 heures ou 3 heures avant  le  test ne modifie pas  le  temps de  saignement par  rapport  aux animaux 

traités par le solvant correspondants. 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Figure 76 et Tableau XXIV. Effet de la minocycline (mino) sur le temps de saignement 

Durée de traitement 
Temps de saignement (s) 

Solvant (moy ± SD) 
Temps de saignement (s) 
Minocycline (moy ± SD) 

30 minutes  244 ± 217,9  177 ± 122,0 

1 heure  176 ± 87,0  151 ± 51,4 

2 heures  204  ± 79,8  164 ± 57,4 

3 heures  127 ± 45,0  155 ± 77,4 

La minocycline  (90 mg/kg)  ou  le  solvant  (NaCl  à  0,9%)  sont  administrés  par  voie  intrapéritonéale  30 minutes, 
1 heure, 2 heures ou 3 heures avant la réalisation du test. 
 

N’ayant pas constaté de modification du temps de saignement avec les inhibiteurs de PARP, nous avons 

décidé pour la suite des études sur l’hémostase de ne garder que 2 temps de traitement, 30 minutes et 

3 heures avant la réalisation du test, afin d’évaluer les effets à un temps précoce et à un temps tardif. 

 

I.2.  Étude  des  effets  du  PJ34  et  de  la  minocycline  dans  des  modèles  de 

thromboembolie pulmonaire 

Les  modèles  de  thromboembolie  pulmonaire  mesurent  la  résistance  d’une  souris  à  un  processus 

thromboembolique aigu induit sans lésion de l'endothélium, par l’injection intraveineuse (dans la veine 

latérale de la queue ; 50 µl/10 g) d’agonistes plaquettaires. Des agrégats plaquettaires se forment dans 

la  circulation  et  conduisent  à  l’obstruction  de  la  microcirculation  pulmonaire,  à  la  paralysie  des 

membres inférieurs, puis à la mort rapide de l’animal (Jandrot‐Perrus et al., 2010). On compare ainsi le 

taux de survie ou de mortalité sur une période d’observation maximale donnée (10 minutes dans notre 

étude) entre un groupe contrôle et un groupe traité. 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Au vu des résultats obtenus dans les tests d’agrégation plaquettaire in vitro, nous avons choisi d’induire 

la  thromboembolie  pulmonaire  par  l’injection  intraveineuse  d’ADP  ou  d’un  mélange  de 

collagène/adrénaline, afin de distinguer l’implication des deux voies d’activation plaquettaire. 

 

I.2.1  Modèle de thromboembolie pulmonaire induite par l’ADP 

 

• Mise au point du modèle : choix de la dose d’ADP 

Pour  déterminer  la  dose  d’ADP  à  administrer,  nous  nous  sommes  référés  à  l’article  de  Teng  et 

collaborateurs (1997), qui a montré une mortalité de 95% avec une dose de 300 mg/kg d’ADP injectée 

par voie intraveineuse (50 µl/10 g). 

En  utilisant  ce  protocole,  nous  avons  observé  une  mortalité  de  1  souris  sur  11  (9%)  seulement.  

Nous avons donc augmenté la dose d’ADP à 400 mg/kg, ce qui nous a permis d’observer une mortalité 

de 6 souris sur 8, soit un taux de mortalité de 75%. Nous avons donc gardé la dose d’ADP de 400 mg/kg 

pour la suite de l’étude. 

 

L’injection  d’ADP  dans  la  veine  de  la  queue  induit  une  agitation  importante  de  l’animal  qui  s’arrête 

brutalement,  suivie  d’une  respiration  forcée  et  de  la  mort  de  l’animal.  Ces  effets  sont  observés 

quasiment  instantanément  au moment  de  l’injection  de  l’agoniste  plaquettaire.  La mort  de  l’animal 

survient très rapidement, environ 30 à 45 secondes après l’injection d’ADP.  

 

• Effets du PJ34 et de la minocycline sur la thromboembolie pulmonaire induite par l’ADP 

Nos résultats montrent que ni le PJ34, ni la minocycline ne modifient significativement la mortalité des 

animaux traités par rapport aux groupes solvant correspondants (Tableaux XXV et XXVI). 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Tableaux XXV et XXVI. Effets d’un prétraitement de 30 minutes ou 3 heures du PJ34 et de la 

minocycline sur la mortalité dans le modèle de thrombembolie pulmonaire induite par l’ADP 

Traitement 30 minutes  Nombre souris mortes/total  Mortalité (%) 

Solvant  9 / 10  90 

PJ34  9 / 10  90 

Minocycline  10 / 10  100 

 

Traitement 3 heures  Nombre souris mortes/total  Mortalité (%) 

Solvant  8 / 10  80 

PJ34  8 / 10  80 

Minocycline  7 / 10  70 

Le  PJ34  (25  mg/kg),  la  minocycline  (90  mg/kg)  ou  le  solvant  (NaCl  à  0,9%)  sont  administrés  par  voie 
intrapéritonéale 30 minutes ou 3 heures  avant  l’injection  intraveineuse d’ADP  (400 mg/kg).  La durée maximale 
d’observation est de 10 minutes. 
 

Par  ailleurs,  ces  2  traitements  ne modifient  pas  non  plus  la  durée  de  survie  des  animaux  traités  par 

rapport aux groupes solvant correspondants (Figures 77 et 78). 

 

Figure 77. Effet du PJ34 sur la durée de survie dans le modèle de thromboembolie pulmonaire induite 

par l’ADP 

Le  PJ34  (25  mg/kg)  ou  le  solvant  (NaCl  à  0,9%)  sont  administrés  par  voie  intrapéritonéale  30  minutes 
ou  3 heures  avant  l’injection  intraveineuse  d’ADP  (400  mg/kg).  La  durée  maximale  d’observation  est  de 
10 minutes. 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Figure 78. Effet de la minocycline sur la durée de survie dans le modèle de thromboembolie 
pulmonaire induite par l’ADP 

La minocycline (90 mg/kg) ou  le solvant (NaCl à 0,9%) sont administrés par voie  intrapéritonéale 30 minutes ou  
3 heures avant l’injection intraveineuse d’ADP (400 mg/kg). La durée maximale d’observation est de 10 minutes. 

 

I.2.2  Modèle  de  thromboembolie  pulmonaire  induite  par  un  mélange 
collagène/adrénaline 

 

• Mise au point du modèle : choix des doses de collagène et d’adrénaline 

Nous  nous  sommes  basés  sur  l’article  de  Pozgajova  et  collaborateurs  (2006)  où  le  mélange 

collagène/adrénaline  administré  par  voie  intraveineuse  (50  µl/10  g),  respectivement  aux  doses  de 

0,8 mg/kg et  60 µg/kg, entraîne une mortalité de 100%. 

En utilisant ce protocole, nous n’avons observé qu’une mortalité de 4 souris sur 10 (40%). 

Nous avons donc augmenté les doses à 1 mg/kg et 120 µ/kg, mais, à nouveau, nous n’avons observé la 

mortalité que d’1 seule souris sur 4 (25%). Enfin, nous avons injecté les doses de 1,2 mg/kg et 120 µg/kg 

qui nous ont permis d’obtenir une mortalité de 3 souris sur 4 (75%). 

 

L’injection  du  mélange  collagène/adrénaline  induit  les  mêmes  effets  que  ceux  observés  lors  de 

l’administration d’ADP, mais plus tardivement. La mort ne survient qu’au bout de 2 ou 3 minutes après 

l’injection. 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• Effets  du  PJ34  et  de  la minocycline  sur  la  thromboembolie  pulmonaire  induite  par  un mélange 

collagène/adrénaline 

Comme dans le modèle précédent, nos résultats ne mettent en évidence aucun effet du PJ34 ou de la 

minocycline sur  le  taux de mortalité  (Tableaux XXVII et XXVIII) ou sur  la durée de survie des animaux 

(Figures 79 et 80) par rapport aux groupes solvant correspondants. 

 

Tableaux  XXVII  et  XXVIII.  Effets  d’un  prétraitement  de  30  minutes  ou  3  heures  du  PJ34  et  de  la 

minocycline sur la mortalité dans le modèle de thrombembolie pulmonaire induite par l’ADP 

Traitement 30 minutes  Nombre souris mortes/total  Mortalité (%) 

Solvant  7 / 8  88 

PJ34  6 / 8  75 

Minocycline  6 / 8  75 

 
Traitement 3 heures  Nombre souris mortes/total  Mortalité (%) 

Solvant  6 / 8  75 

PJ34  6 / 8  75 

Minocycline  8 / 8  100 

Le  PJ34  (25  mg/kg),  la  minocycline  (90  mg/kg)  ou  le  solvant  (NaCl  à  0,9%)  sont  administrés  par  voie 
intrapéritonéale  30 minutes  ou  3  heures  avant  l’injection  intraveineuse  d’un mélange  de  collagène/adrénaline 
(1,2 mg/kg / 120 µg/kg). La durée maximale d’observation est de 10 minutes. 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Figure 79. Effet du PJ34 sur la durée de survie dans le modèle de thromboembolie pulmonaire 
induite par collagène/adrénaline 

Le  PJ34  (25  mg/kg)  ou  le  solvant  (NaCl  à  0,9%)  sont  administrés  par  voie  intrapéritonéale  30 minutes 
ou  3 heures  avant  l’injection  intraveineuse  d’un  mélange  de  collagène/adrénaline  (1,2  mg/kg  /  120  µg/kg). 
La durée maximale d’observation est de 10 minutes. 
 

 

Figure 80. Effet de la minocycline sur la durée de survie dans le modèle de thromboembolie 
pulmonaire induite par collagène/adrénaline  

La  minocycline  (90  mg/kg)  ou  le  solvant  (NaCl  à  0,9%)  sont  administrés  par  voie  intrapéritonéale  30 minutes 
ou  3  heures  avant  l’injection  intraveineuse  d’un  mélange  de  collagène/adrénaline  (1,2  mg/kg  /  120  µg/kg). 
La durée maximale d’observation est de 10 minutes. 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I.3  Etude des effets du PJ34 et de la minocycline dans un modèle de thrombose 

artérielle induite par le FeCl3 

 

À l'inverse des modèles de thromboembolie pulmonaire précédents, le modèle de thrombose artérielle 

induite par le FeCl3 provoque une lésion de l'endothélium, qui va favoriser la formation d'un thrombus 

plaquettaire (Day et al., 2004 ; Kurz et al., 1990). 

 

I.3.1  Mise au point du modèle 

Les protocoles décrits dans la littérature pour réaliser le modèle de thrombose artérielle par application 

de  FeCl3  étant multiples,  en  termes  de  taille  et  de  papier  filtre,  de  concentration de  FeCl3,  de  durée 

d’application du papier filtre ou même d’artère occluse (voir pour revue Denis et al., 2011), nous avons 

choisi de réaliser l’occlusion de l’ACC en posant pendant 4 minutes une pastille de papier filtre de 2 mm 

de diamètre imbibée d’une solution de FeCl3. 

 

Dans un 1er temps, il nous a fallu déterminer la concentration de FeCl3 permettant d’obtenir un modèle 

reproductible, et ceci, en prenant comme critère,  le temps d’occlusion complète de l’ACC, c’est‐à‐dire 

le  temps  entre  la  pose  de  la  pastille  et  l’obtention  d’un  flux  sanguin  nul.  Nous  avons  donc  testé  

3 concentrations de FeCl3 : 10, 15 et 20%. 

Nos  résultats  ne  montrent  pas  de  différences  significatives  entre  les  3  concentrations :  

14,0 ± 4,6 s avec la concentration de 10% ; 9,7 ± 1,2 s avec la concentration de 15%  et 10,2 ± 1,9 s avec 

la concentration de 20% (Figure 81), mais on constate toutefois que le temps d’occlusion compète de 

l’ACC est plus  variable  avec  la  concentration de  FeCl3  de 10%  (33,1% versus  12,5% et  18,3% avec  les 

concentrations respectives de 15% et 20%). 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Figure 81. Effet de la concentration du FeCl3 sur le temps d’occlusion complète  
 

Compte  tenu  de  la  variabilité  avec  la  concentration  de  10%,  nous  avons  donc  poursuivi  avec  la  plus 

faible des deux concentrations éligibles, c’est‐à‐dire 15%. 

 

I.3.2  Effets du PJ34 et de la minocyline dans un modèle de thrombose artérielle par le 
FeCl3 à 15% 

 

Les Figures 82 et 83 et les Tableaux XXIX et XXX ne mettent en évidence aucune différence significative 

entre les groupes traités par  le PJ34 ou la minocycline 30 minutes ou 3 heures avant l’induction de la 

thrombose et le groupe solvant correspondant. 

 

n = 6‐7/groupe 
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Figures 82 et 83 et Tableaux XXIX et XXX. Effet du PJ34 et de la minocycline dans un modèle de 
thrombose artérielle induite par le FeCl3 à 15% 

Traitement  

30 minutes 

Temps d’occlusion complète 

en min (moy ± SD) 

Début de la chute 

en min (moy ± SD) 

Durée de la chute 

en min (moy ± SD) 

Solvant  9,4 ± 1,56  6,9 ± 0,82  2,5 ± 1,46 

PJ34  9,5 ± 1,65  6,4 ± 1,28  3,0 ± 1,00 

Minocycline  10,2 ± 2,20  7,0 ± 1,27  3,2 ± 1,44 

 
Traitement  

3 heures 

Temps d’occlusion complète 

en min (moy ± SD) 

Début de la chute 

en min (moy ± SD) 

Durée de la chute 

en min (moy ± SD) 

Solvant  10,1 ± 1,54  7,2 ± 1,18  2,9 ± 0,96 

PJ34  11,4 ± 1,27  8,3 ± 1,26  3,1 ± 0,89 

Minocycline  9,5 ± 1,74  7,0 ± 1,66  2,4 ± 0,96 

Le  PJ34  (25  mg/kg),  la  minocycline  (90  mg/kg)  ou  le  solvant  (NaCl  à  0,9%)  sont  administrés  par  voie 
intrapéritonéale 30 minutes ou 3 heures avant l’induction de la thrombose artérielle. 
 

I.4  Discussion 

Dans un 1er temps, nous avons étudié les effets du PJ34 et de la minocycline, deux inhibiteurs de PARP, 

sur  le  temps de  saignement,  test  qui  permet  d’explorer  l’hémostase primaire.  Pour  cela,  nous  avons 

reproduit la technique décrite par Grüner et collaborateurs (2004). Tout d’abord, nous avons validé ce 

modèle chez  la souris en utilisant  l’ASA (100 mg/kg), comme stratégie anti‐plaquettaire de référence. 

Dans notre étude, l’ASA, administrée 3 heures avant la réalisation du test, a permis d’allonger (x2,5) le 

temps de saignement, conformément aux données de la littérature (Grüner et al., 2004 ; Hayashi et al., 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2012). Par contre, nous n’avons pas observé de modification du temps de saignement chez  les souris 

traitées par le PJ34 (25 mg/kg) ou la minocycline (90 mg/kg), que ce soit 30 minutes, 1 heure, 2 heures 

ou 3 heures avant la réalisation du test. 

Nos  résultats  suggèrent  donc que,  dans nos  conditions  expérimentales,  les  deux  inhibiteurs  de PARP 

n'ont  pas  d'effet  sur  l'hémostase  primaire.  Ils  ne  semblent  donc  présenter  ni  d’effet  pro‐agrégant 

pouvant  expliquer  la  réduction  des  TH  spontanées  ou  induites  par  le  rt‐PA  que  nous  avons 

précédemment observées (Haddad et al., 2008, 2013 ; Teng et al., 2013 ; Murata et al., 2008), ni d’effet 

anti‐agrégant  pouvant  exposer  à  un  risque  hémorragique,  qui  est  la  principale  complication  des 

stratégies anti‐plaquettaires. 

 

Ensuite,  nous  avons  cherché  à  déterminer  si  ces  deux  inhibiteurs  de  PARP  étaient  susceptibles  de 

modifier directement la formation d’un thrombus, en utilisant deux modèles de thrombose. Il existe en 

effet  de  nombreux  modèles  in  vivo  de  thrombose  permettant  d’étudier  l’effet  pro‐  ou  anti‐

thrombotique d’une molécule. Ces modèles permettent d’explorer différents mécanismes intervenant 

dans  la  formation  du  thrombus  (Day  et  al.,  2004).  Nous  avons  choisi  d’utiliser  le  modèle  de 

thromboembolie pulmonaire et le modèle de thrombose artérielle induite par le FeCl3. 

Le modèle de thromboembolie pulmonaire est un modèle de thrombose veineuse dans lequel la paroi 

vasculaire  reste  intacte  et  il  permet  d’étudier  l’interaction  entre  les  plaquettes  (Teng  et  al.,  1997). 

L’embolie  pulmonaire  a  été  induite  par  deux  agonistes  plaquettaires  qui  explorent  deux  voies 

d’activation plaquettaires différentes : 

• l’ADP,  qui  a  permis  de  montrer  un  effet  anti‐agrégant  du  PJ34 dans  l’étude  in  vitro 

d’agrégation plaquettaire chez l’Homme, 

• le collagène (associé à de l’adrénaline). 

 

Nos résultats montrent qu’un traitement par le PJ34 ou la minocycline, 30 minutes ou 3 heures, avant 

l’injection de ces agonistes plaquettaires ne modifie ni  le  taux de mortalité, ni  la durée de survie des 

animaux. Ces résultats sont en accord avec les données précédentes montrant l’absence d’effet de ces 

molécules sur la fonction plaquettaire. 

 

Contrairement au modèle de thromboembolie pulmonaire,  le modèle de thrombose artérielle  induite 

par  le  FeCl3  est  un  modèle  dans  lequel  ce  composé  induit  une  lésion  de  la  paroi  vasculaire,  qui  va 

conduire  à  la  formation  d’un  thrombus.  Toutefois,  le  mécanisme mis  en  jeu  est  encore mal  connu. 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Dans la littérature, on trouve de nombreux protocoles, en terme de concentration de FeCl3 (2,5 à 50%) 

et  de  durée  d’exposition  au  FeCl3  (Denis et  al.,  2011).  Notre modèle  a  été  validé  en  appliquant  une 

pastille de papier filtre imbibée avec du FeCl3 à une concentration de 15% pendant 4 minutes. 

Dans  ce modèle,  un pré‐traitement  (30 minutes  ou 3  heures)  avec  le  PJ34 ou  la minocycline n’a  pas 

modifié  le  temps  au  bout  duquel  se  forme  le  thrombus,  suggérant  comme  dans  le  modèle  de 

thromboembolie pulmonaire que ces deux molécules n’ont pas d’effet pro‐ ou anti‐thrombotique. 

Ainsi  l’ensemble  des  résultats  obtenus  dans  nos  différents  modèles  montre  que  le  PJ34  et  la 

minocycline n’ont pas d’effet pro‐ ou anti‐thrombotique quel que soit le terrain vasculaire au niveau de 

l’occlusion, lésé ou non. 

 

Il  est  important  de  souligner  le  manque  de  standardisation  de  ces  modèles  qui  rend  difficile  les 

comparaisons  de  résultats  entre  différents  laboratoires.  En  effet,  comme  nous  l’avons  mentionné  à 

plusieurs reprises, de nombreux protocoles de modèles de temps de saignement, de thromboembolie 

pulmonaire  et  de  thrombose  artérielle  sont  décrits  dans  la  littérature  (Denis et  al.,  2011)  et  prêtent 

donc fréquemment à discussion. 

Toutefois,  dans nos  conditions expérimentales,  nous  avons montré que  les deux  inhibiteurs de PARP 

testés,  le  PJ34  et  la minocycline,  n’ont  pas d’effet  sur  des  tests  d’exploration de  l’hémostase. Un  tel 

résultat  ne  soutend  donc  pas  la  réduction  par  le  PJ34  des  TH  observées  dans  un modèle  d’ischémie 

cérébrale  permanente  au  laboratoire  (Haddad  et  al.,  2008,  2013 ;  Teng  et  al.,  2013),  d’une  part,  et 

d’autre  part,  il  est  donc  peu  probable  que  les  inhibiteurs  de  PARP  exposent  à  des  risques  de 

saignement. 

 

Au  cours  de  ces  études  in  vivo  chez  la  souris,  nous  n’avons  pas  retrouvé  l’effet  anti‐agrégant  de  la 

minocycline que nous avions observé dans notre étude d’agrégation plaquettaire in vitro. Il est possible 

que  la  dose  de  90 mg/kg  administrée  in  vivo  ne  permette  pas  d’atteindre  des  concentrations 

plasmatiques aussi fortes que celle utilisée in vitro (50 μM), et ne permette donc pas d’exercer d’effet 

anti‐agrégant. Un dosage plasmatique pourrait permettre de le vérifier. 

Par  ailleurs,  comme dans  les  tests  d’agrégation  in  vitro,  nous  n’avons pas  observé d’effet  du PJ34  in 

vivo, suggérant l’innocuité de la molécule chez l’animal. En revanche, nous ne pouvons pas extrapoler 

ce résultat chez l’Homme, où le PJ34 s’était révélé anti‐agrégant in vitro.  

Après avoir mis en évidence l’innocuité du PJ34 et de la minocycline, nous avons ensuite recherché si 

l’inhibition de la PARP par le PJ34 interagissait avec l’activité thrombolytique du rt‐PA dans un modèle 

de thrombose de l’ACM induite par le FeCl3. En effet, une éventuelle diminution de la thrombolyse par 



Effets plaquettaires d’inhibiteurs de PARP in vivo                                                                             Résultats et Discussion 

158 

le  PJ34  compromettrait  l’association  des  deux  molécules.  Au  contraire,  si  le  PJ34  améliorait  la 

thrombolyse par  le rt‐PA, cela permettrait de favoriser  la recanalisation et/ou de réduire les doses de 

rt‐PA, et donc ses effets délétères. 

 

II. ETUDE DE L’INTERACTION DU PJ34 ET DU RT‐PA DANS UN MODELE DE THROMBOSE DE L’ACM PAR 

LE FeCl3 

Nous  venons  de  voir  que  le  PJ34  ne  modifiait  pas  l’hémostase  dans  nos  modèles  de  temps  de 

saignement, de thromboembolie pulmonaire et de thrombose carotidienne, démontrant son innocuité 

dans nos conditions expérimentales. Il est toutefois important de vérifier son effet sur la thrombolyse 

induite  par  le  rt‐PA.  En  effet,  si  le  PJ34  s’avère  entraver  la  thrombolyse,  cela  constituerait  un  frein 

indéniable à son utilisation en clinique. En revanche, si le PJ34 améliore la thrombolyse, cela établirait 

un argument supplémentaire en faveur de son administration dans le cadre du traitement des AVCi. 

Le modèle de thrombose cérébrale que nous avons utilisé a été récemment développé par Karatas et 

collaborateurs  (2011) et  consiste à occlure  l’ACM par application  locale d’une pastille de papier  filtre 

imprégnée de solution de FeCl3. L’intérêt de ce modèle est de pouvoir suivre l’effet d’un traitement sur 

le DSC après occlusion et donc de répondre aux objectifs de notre étude qui sont d’évaluer (1) si le PJ34 

modifie le délai d’occlusion de l’ACM et (2) si le PJ34 modifie la thrombolyse induite par le rt‐PA. 

Ce modèle  a  été  introduit  au  laboratoire  par  le  Pr Michel  Plotkine  et  cette  étude  a  été  réalisée  en 

collaboration avec M. Bérard Coqueran, technicien au laboratoire. 

 

II.1  Mise au point 

Lors  d’essais  préliminaires,  nous  nous  sommes  inspirés  des  conditions  expérimentales  décrites  par 

Karatas et collaborateurs (2011) pour mettre au point notre modèle. Dans  leur étude, un papier filtre 

de  forme  rectangulaire  (0,3  x  1  mm2)  imprégné  d’une  solution  de  FeCl3  à  10%  est  placé  pendant  

3  minutes,  après  craniectomie,  sur  la  dure‐mère  au  niveau  du  tronc  de  l’ACM  distale.  Ce  dispositif 

provoque une chute du DSC dans les 10 minutes et l’occlusion complète du segment de l’ACM sous le 

papier  filtre  en  17  ±  2  minutes.  Après  avoir  déterminé  les  conditions  provoquant  une  occlusion 

reproductible, cette équipe a  recherché si  le caillot  formé pouvait être  lysé par  le  rt‐PA. Pour cela,  le 

 rt‐PA  (10  mg/kg)  a  été  administré  par  voie  intraveineuse  de  manière  précoce,  10  minutes  après 

l’application du FeCl3, et se décompose en une administration de 10% de la dose en bolus, puis le reste 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en perfusion continue pendant 30 minutes. Dans ces conditions, le taux de reperfusion était d’environ 

50% (12 souris/23). 

 

Nous avons observé que l’application d’une pastille de papier filtre de 1,5 mm de diamètre imprégnée 

de FeCl3 de 10% à 30% pendant 3 minutes sur la dure‐mère n’induisait pas d’occlusion, quelle que soit 

la durée de la pose. Nous avons donc modifié le protocole en incisant la dure‐mère avant la pose de la 

pastille.  Dans  ces  nouvelles  conditions,  cette  modification  nous  a  conduit  à  nous  interroger  sur  la 

concentration  de  FeCl3  à  utiliser.  Ainsi,  nous  avons  comparé  les  concentrations  de  5  et  10%.  La 

concentration de 5% n’a pas provoqué d’occlusion reproductible puisque certains animaux présentaient 

une occlusion complète alors que d’autres reperfusaient spontanément ou bien encore ne présentaient 

pas d’occlusion de  l’ACM. En raison de ce manque de reproductibilité, nous avons choisi de garder  la 

concentration  de  10%  dans  notre  étude.  Un  autre  facteur  déterminant  est  la  taille  du  papier  filtre.  

Lors de nos premiers essais,  la pastille était de 1,5 mm de diamètre. Cependant, nous avons observé 

que celle‐ci endommageait le tissu péri‐artériel en raison de sa taille trop importante. Nous avons donc 

utilisé des pastilles plus petites de 1,2 mm de diamètre. Le temps de pose de la pastille a été maintenu 

à  3 minutes,  comme  dans  l’étude  de  Karatas  et  collaborateurs  (2011).  Nous  avons  conservé  la  dose  

(10 mg/kg) et  le protocole d’administration du  rt‐PA,  à  savoir  10% de  la dose en bolus, puis  les 90% 

restants en perfusion. En revanche, nous avons choisi de l’administrer entre 4 et 5 minutes à partir de 

la pose de la pastille de FeCl3 au lieu de 10 minutes, comme dans l’étude de Karatas et collaborateurs 

(2011). Nous avons en effet choisi d’administrer le rt‐PA avant l’occlusion complète de l’ACM, qui a lieu 

au bout d’environ 6 à 8 minutes.  

 

Protocole d’administration du PJ34 et du rt‐PA : 

 

Afin d’étudier  l’effet propre du PJ34 et de  l’association PJ34 et  rt‐PA sur  la  thrombolyse,  les animaux 

ont  reçu  un  prétraitement  (30 minutes  avant  la  pose  de  la  pastille)  par  voie  i.p  (10 ml/kg)  de  PJ34  

(25 mg/kg) ou de  son  solvant  (NaCl  à 0,9%).  Il  ont été anesthésiés puis ont  reçu  l’administration par 

voie i.v de rt‐PA (10 mg/kg) ou de son solvant (NaCl à 0,9%) selon le protocole décrit ci‐après. 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L’administration du rt‐PA a été réalisée en bolus (10% de la dose) à un débit de 40,9 µl/minute pendant 

22 secondes, puis en perfusion (90% de la dose) à un débit de 3,97 µl/minute. La durée de la perfusion 

est adaptée selon le poids de la souris. 

 

Le DSC a été suivi pendant  les 30 minutes suivant  la pose de  la pastille de FeCl3 à  l’aide d’une sonde 

laser Doppler placée en aval de la pastille.  

 

Quatre groupes d’animaux ischémiés (n=9‐10/groupe) ont ainsi été définis : 

• solvant du PJ34 + solvant du rt‐PA, 

• solvant du PJ34 + rt‐PA, 

• PJ34 + solvant du rt‐PA, 

• PJ34 + rt‐PA. 

 

II.2  Résultats 

Au cours de notre étude, nous avons tout d’abord recherché si le PJ34 modifiait l’occlusion de l’ACM.  

Pour répondre à cette question, nous avons évalué différents paramètres après  la pose d’une pastille 

de FeCl3 à 10%. Les résultats, détaillés dans le Tableau XXXI, montrent qu’il n’y a pas de différence entre 

les 4 groupes d’animaux, à l’exception du temps de début de la chute du DSC (Figure 84), puisqu’elle est 

retardée  chez  les  animaux  recevant  le  PJ34,  le  rt‐PA  ou  l’association  par  rapport  aux  animaux  ne 

recevant  que  leurs  solvants  (respectivement  6,5  ±  2,46  min,  P<0,05 ;  6,7  ±  1,28  min,  P<0,01 ;  

7,4 ± 2,52 min, P<0,05 versus 5,0 ± 0,44 min). 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Figure 84. Début de chute de DSC dans la région de l’ACM après application de FeCl3 
* : P < 0,05 versus “Solvant + Solvant” ; ** : P < 0,01 versus “Solvant + Solvant”  

 

Tableau XXXI. Paramètres évalués lors de l’occlusion de l’ACM induite par le FeCl3 à 10% 

Moy ± SD (en min) 
 

 n = 9‐10/groupe 
Solvant + solvant  PJ34 + solvant  Solvant + rt‐PA  PJ34+ rt‐PA 

Temps d’occlusion maximale   6,3 ± 0,61  7,8 ± 3,13  7,5 ± 1,62  8,4 ± 2,71 

Début de la chute  5,0 ± 0,44  6,5 ± 2,46 *  6,7 ± 1,28 **  7,4 ± 2,52 * 

Fin de la chute  6,3 ± 0,61  7,7 ± 3,13  7,7 ± 1,55  8,4 ± 2,71 

Durée de la chute  1,3 ± 0,69  1,3 ± 0,79  1,1 ± 0,67  1,0 ± 0,41 

 Délai de 1/2 chute   5,8 ± 0,60  6,9 ± 3,36  7,5 ± 1,61  7,9 ± 2,69 

  

Ainsi, dans nos conditions expérimentales, le PJ34 ne modifie pas l’occlusion de l’ACM par le FeCl3 mais 

ne fait que la retarder dans le temps. 

 

La  seconde  étape  de  notre  étude  a  consisté  à  déterminer  si  le  PJ34 modifie  ou  non  la  thrombolyse 

induite par le rt‐PA. 

Les résultats présentés ci‐dessous montrent l’effet des différents traitements sur l’évolution du DSC par 

rapport au DSC de base, mesuré avant l’occlusion de l’ACM par le FeCl3 (Figure 85 et Tableau XXXII). 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Figure 85 et Tableau XXXII. Evolution du DSC en fonction du temps après occlusion de l’ACM  
Les données sont représentées en moyenne ± SD ; DSC : débit sanguin cérébral 
Le début de la pose de la pastille de FeCl3 imprégnée de solution à 10% a déterminé le T0.  
Le tracé est représenté à partir du début de l’injection du rt‐PA ou de son solvant (entre 4 et 5 min). 
 

DSC (% du DSC de base) 
 

Moy ± SD  
 

n = 9‐10 

Temps après le début de la pose de la pastille de FeCl3 

5 min  10 min  15 min  20 min  25 min  30 min 

Solvant + Solvant  26 ± 12,3  29 ± 8,5  34 ± 11,6  32 ± 10,9  40 ± 23,4  42 ± 26,3 

PJ34 + Solvant  29 ± 11,3  44 ± 34,7  42 ± 24,9  40 ± 22,4  40 ± 23,5  36 ± 13,2 

Solvant + rt‐PA  29 ± 12,4  46 ± 28,9  58 ± 57,6  69 ± 69,2  69 ± 63,9  71 ± 67,7 

PJ34 + rt‐PA  37 ± 18,8  58 ± 44,2  83 ± 66,9  93 ± 67,8  87 ± 63,2  99 ± 79,4 

 

La Figure 85 montre que le DSC des animaux ayant reçu le solvant du rt‐PA et le solvant du PJ34 (tracé 

orange) est stable au cours du temps et reste inférieur à 45% du DSC de base, montrant ainsi la stabilité 

du caillot. 

Nous avons également  représentés  les AUC,  calculées à partir des  courbes de DSC de chaque animal 

(Figure 86 et Tableau XXXIII). 

La réalisation d’une ANOVA à 2 facteurs croisés (PJ34 et rt‐PA) sur les AUC montre qu’il n’y a pas d’effet 

PJ34 (P = 0,289), un effet rt‐PA (P = 0,012), mais pas d’interaction PJ34 x rt‐PA (P = 0,558). Ces résultats 

témoignent d’une reperfusion accrue chez les animaux traités par le rt‐PA, mais non significativement 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modifiée  par  le  PJ34.  Toutefois,  on  notera  une  tendance  à  l’amélioration  de  la  reperfusion  lors  de 

l’association au PJ34. 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Figure 86 et Tableau XXXIII. AUC de reperfusion après occlusion de l’ACM 
Les données sont représentées en moyenne ± SD 

AUC (en UA) 
 

n = 9‐10/groupe 
Solvant + solvant  PJ34 + solvant  Solvant + rt‐PA  PJ34+ rt‐PA 

moy ± SD  847 ± 293,4  991 ± 527,6  1456 ± 1203,7  1948 ± 1281,9 

  

II.3  Discussion 

Nos résultats montrent que le PJ34 et le rt‐PA seuls ou en association retardent le début de l’occlusion 

de  l’ACM, mais ne  s’y opposent pas. Cet effet du PJ34 pourrait  s’expliquer par  le  fait qu’il  exerce un 

effet protecteur sur la paroi vasculaire, ce qui retarderait la lésion de l’endothélium par le FeCl3 et donc 

l’occlusion de l’ACM. Quant au rt‐PA, son activité thrombolytique retarderait l’occlusion de l’artère. 

Par  ailleurs,  nous  avons  mis  en  évidence  que  l’administration  du  rt‐PA,  associé  ou  non  au  PJ34, 

favorisait  la  reperfusion.  Ce  résultat  était  évidemment  attendu puisqu’il  ne  fait  que  confirmer  l’effet 

thrombolytique  du  rt‐PA.  Nous  remarquons  une  variabilité  supérieure  chez  les  animaux  recevant  le  

rt‐PA par  rapport  à  ceux  recevant  son  solvant.  Cette  observation  est  cohérente  avec  les  données  de 

Karatas et collaborateurs (2011) qui, dans ce modèle, observent une reperfusion chez 50% des animaux 

recevant  le  rt‐PA,  mais  aussi  avec  les  données  cliniques,  puisque  lors  de  l’administration  du 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thrombolytique,  les  taux  de  reperfusion  peuvent  varier  de  manière  importante :  certains  patients 

présenteront  une  thrombolyse  complète,  alors  que  d’autres  présenteront  une  thrombolyse  partielle 

voire  une  absence  totale  d’efficacité  (Christou  et  al.,  2000 ;  Alexandrov  et  al.,  2001  ;  Rha  et  Saver, 

2007). 

Il  est  intéressant  de  noter  que  l’association  du  PJ34  au  rt‐PA  semble  améliorer  la  reperfusion  par 

rapport  au  rt‐PA  seul,  même  si,  en  raison  de  la  grande  variabilité  observée  dans  nos  échantillons,  

ce résultat n’est pas significatif. Il serait donc nécessaire de compléter cette étude. 

En 2006, Toth et collaborateurs ont montré que  l’INO‐1001, un autre puissant  inhibiteur de PARP, ne 

modifiait  pas  les  fonctions  plaquettaires  et  hémostatiques  in  vitro  chez  la  souris,  comme dans  notre 

travail. Par ailleurs,  cette équipe a montré que  l’INO‐1001 ne modifiait pas  l’effet  thrombolytique du  

rt‐PA évalué  in vitro par  le temps de  lyse des euglobulines. Au vu de ces résultats,  il serait également 

intéressant d’évaluer l’effet du PJ34 en utilisant ce test. 

 

Finalement, notre étude montre que  le PJ34 n’entrave pas  la  thrombolyse par  le  rt‐PA. Au contraire, 

cette  thrombolyse  semble  même  potentialisée  par  le  PJ34.  Ces  résultats  restent  cependant  à 

compléter. 

 

III. CARACTÉRISATION  DU  MODÈLE  D’ISCHÉMIE  CÉRÉBRALE  FOCALE  TRANSITOIRE  EN  TERMES 

D’ACTIVATION ET D’ADHÉSION DES PLAQUETTES 

En parallèle de ce travail, nous avons cherché à préciser les mécanismes d’activation et d’adhésion des 

plaquettes dans un modèle d’ischémie cérébrale focale transitoire. 

 

Comme nous l’avons vu précédemment, nos études sur le rôle « PARP‐indépendant » des inhibiteurs de 

PARP  dans  l’agrégation  plaquettaire  in  vitro,  associés  à  ceux  sur  leur  implication  dans  l’hémostase  

in vivo, ne sont pas en faveur d’un effet pro‐agrégant des inhibiteurs de PARP pouvant contribuer à la 

réduction  des  TH  spontanées  ou  induites  par  le  rt‐PA  dans  des  modèles  expérimentaux  d’ischémie 

cérébrale. Cet effet bénéfique pourrait donc être essentiellement lié à un effet protecteur au niveau de 

la microcirculation cérébrale (Haddad et al., 2008, 2013 ; Teng et al., 2013). 

Si  les  inhibiteurs  de  PARP  protègent  effectivement  la  paroi  vasculaire,  en  la  rendant  moins 

thrombogène,  ceci  pourrait  réduire  également  le  risque  de  formation  de  nouveaux  thrombi,  et  par 

conséquent,  de  réocclusion.  Dans  un  modèle  d’ischémie/reperfusion  hépatique,  Khandoga  et 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collaborateurs (2002 et 2004) ont ainsi montré que l’inhibition pharmacologique ou génique de la PARP 

réduit l’expression de molécules d’adhésion à la surface des cellules endothéliales hépatiques, ainsi que 

l’adhésion des plaquettes et des leucocytes sur la paroi endothéliale, et que ces effets sont associés à la 

protection et une meilleure perfusion des tissus ischémiés. 

Afin  de  pouvoir,  à  terme,  évaluer  si  les  inhibiteurs  de  PARP  induisent  des  effets  semblables  dans 

l’ischémie cérébrale, la dernière partie de mon travail a été de caractériser un modèle murin d’ischémie 

cérébrale  focale,  en  termes  d’activation  plaquettaire,  d’expression  des  molécules  d’adhésion  et 

d’adhésion des plaquettes sur les cellules endothéliales au niveau cérébral. 

 

Notre  choix  s’est porté  sur un modèle  consistant à occlure par  voie endovasculaire  l’ACM gauche de 

façon transitoire  et ceci, pour plusieurs raisons : 

• Au laboratoire, il a été montré que ce modèle est à l’origine d’une augmentation des ARNm de 

deux molécules  d’adhésion,  ICAM‐1  et  E‐sélectine,  6  heures  après  l’ischémie  (Haddad  et  al., 

2006). 

• Par rapport à des modèles plus sévères d’ischémie cérébrale permanente (Haddad et al., 2008) 

ou  bien  des modèles  où  la  reperfusion  nécessitent  la  thrombolyse  par  le  rt‐PA  (Orset  et  al., 

2007 ; El Amki et al., 2012), ce modèle induit plus rarement l’apparition de TH spontanées, dont 

la  présence  pourrait  rendre  difficile  la mise  en  évidence  de  l’adhésion  des  plaquettes  sur  la 

paroi des vaisseaux cérébraux. 

• Enfin, le laboratoire disposait déjà de données sur le rôle de la PARP dans ce modèle. En effet, 

un traitement par  le PJ34 (25 mg/kg ;  ip) entraîne une diminution de la  lésion cérébrale et du 

déficit  neurologique,  des  effets  anti‐inflammatoires,  notamment  par  une  réduction  de 

l’expression des ARNm de TNFα, d’IL‐6, de la E‐sélectine et d’ICAM‐1 (Haddad et al., 2006). 

 

III.1  Prise  en  main  du  modèle  d’ischémie  cérébrale  focale  transitoire  par  voie 

endovasculaire 

 
La 1ère étape de cette partie a consisté à apprendre  le modèle d’ischémie cérébrale. Pour cela,  il m’a 

fallu maîtriser  la  technique  de  préparation  des  filaments  et  les  gestes  de microchirurgie  sous  loupe 

binoculaire afin de réaliser des lésions reproductibles, en accord avec les données du laboratoire. Cette 

période  de  prise  en  main  a  duré  3  mois,  au  cours  desquels  j’ai  réalisé  plusieurs  séries  d’animaux. 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Les animaux ont été euthanasiés après 24 heures de reperfusion, puis leurs cerveaux ont été prélevés, 

afin de mesurer le volume de lésion cérébrale post‐ischémique par coloration au TTC. 

III.1.1  Résultats 

Lors de la prise en main du modèle, j’ai réalisé 4 séries d’animaux, dont les principaux paramètres sont 

présentés dans le Tableau XXXIV et la Figure 87. 

Au cours de la 1ère série, la durée du temps opératoire était d’environ 1 heure par souris en raison de la 

difficulté de  l’acte chirurgical. La maîtrise des gestes chirurgicaux a permis de réduire de moitié cette 

durée au bout de la 4e série. 

Le  taux  de  réussite  a  été  évalué  après  élimination  des  animaux  morts  au  cours  de  la  chirurgie,  

des  animaux pour  lesquels  la  chute  de DSC  était  inférieure  à  50% ou pour  lesquels  était  survenu un 

accident  chirurgical.  Le  taux  de  réussite  est  passé  de  46%  à  la  1ère  série  d’animaux  à  88%  lors  de  la 

4e série. Le taux de mortalité est passé quant à lui de 54% à la 1ère série à 6% lors de la 4e série, ce qui 

est en accord avec les données sur ce modèle dans le laboratoire (mortalité < 10%). 

Par  ailleurs,  la  variabilité  de  la  dernière  série  est  inférieure  à  30%,  ce  qui  reste  cohérent  avec  celle 

habituellement  observée,  et  les  volumes  de  lésion  sont  de  l’ordre  de  75 mm3,  ce  qui  correspond  au 

volume obtenu par Marianne Haddad au laboratoire (Haddad et al., 2006). 

 

Tableau XXXIV. Principaux paramètres évalués lors de la prise en main du modèle 

N° de série 
Taux de réussite 

(nb animaux/total) 

Mortalité 

post‐chirurgie 
Durée chirurgie  Volume ± SD (mm

3
)  Variabilité 

1  46% (13/28)  54%  60 min  63 ± 27,6  44% 

2  50% (13/26)  42%  46 min  80 ± 33,0  41% 

3  57% (12/21)  19%  39 min  69 ± 28,9  42% 

4  88% (14/16)  6%  34 min  74 ± 20,6  28% 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Figure 87. Volumes de lésion cérébrale au cours des 4 séries après 24 heures de reperfusion 
Les tirets représentent les moyennes ± SD 

 

III.1.2  Discussion 

Les principales difficultés rencontrées au cours de cette phase d’apprentissage du modèle sont : 

• La précision des  gestes  chirurgicaux, qui  impacte  sur  le  taux d’animaux éliminés par  accident 

chirurgical (par exemple, par rupture de l’artère occipitale), mais qui peut aussi contribuer à la 

variabilité des volumes de lésion cérébrale 

• Le temps opératoire, très élevé en début d’apprentissage, du fait du manque de maîtrise de la 

procédure chirurgicale, a nécessité la ré‐administration d’anesthésique, ce qui peut expliquer la 

mortalité  per‐opératoire.  Par  ailleurs,  cette  anesthésie  prolongée  a  pu  favoriser  une 

hypothermie  chez  la  souris,  d’autant  plus  que  les  souris  régulent  mal  leur  température 

corporelle.  Or  il  est  clairement  établi  que  l’hypothermie  protège  le  cerveau  de  l’ischémie 

(Connolly et  al.,  1996),  ce  qui  peut  aussi  contribuer  à  la  variabilité  de  la  taille  des  lésions  et 

expliquer les plus faibles volumes mesurés dans la 1ère série. 

• La  préparation  des  filaments  constitue  également  un  facteur  critique  nécessitant  un  travail 

minutieux et de la pratique, afin de recouvrir le fil de nylon de colle de manière homogène et 

reproductible.  La  température  de  la  colle,  la  vitesse  de  passage  du  filament  dans  la  colle,  la 

forme  et  la  taille  du  filament  sont  autant  de  paramètres  qui  conditionnent  la  qualité  du 

filament. De plus,  il est  important d’adapter les filaments au poids de l’animal (diamètre : 190 

µm pour  une  souris  de  30  g),  afin  (1)  d’induire  une  chute  de DSC  suffisante  pour  provoquer 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l’ischémie cérébrale et (2) de ne pas léser la paroi vasculaire lors du passage du filament, ce qui 

pourrait produire une hémorragie (Connolly et al., 1996). 

Lors de ma 4ème série, les volumes de lésion cérébrale (74 ± 20,6 mm3), leur variabilité (28%), ainsi que la 

mortalité (6%) et le temps opératoire (environ 35 min) étant satisfaisants et en accord avec les données 

du  laboratoire,  j’ai  ensuite  réalisé  une  5ème  série  d’animaux  pour  évaluer  les  déficits  fonctionnels 

24 heures après l’occlusion de l’ACM. 

 

III.2  Evaluation du déficit neurologique 24 heures après l’ischémie cérébrale 

Ainsi, afin d’évaluer le déficit fonctionnel post‐ischémique à 24 heures, j’ai réalisé une batterie de tests 

comportementaux sur 3 groupes de souris (n=12‐13/groupe) : naïfs, Shams et ischémiés. 

 

III.2.1  Résultats 

Les résultats des différents tests sont présentés dans la figure 88 (A à F) et le Tableau XXXV : 

Le test des cercles ne met pas en évidence de différence entre les Shams et les naïfs (9,3 ± 1,50 versus 

9,8 ± 0,55), mais  il montre une  réduction du score chez  les  souris  ischémiées par  rapport aux Shams 

(7,7 ± 2,99 versus 9,3 ± 1,50 ; P<0,05). 

Le  score  neurologique  sur  13  points,  consistant  à  évaluer  différents  réflexes  sensorimoteurs,  est 

presque maximal chez les animaux naïfs et Shams (respectivement 12,5 ± 0,78 et 12,5 ± 0,52). Il montre 

un déficit des animaux ischémiés par rapport aux Shams (8,2 ± 2,76 versus 12,5 ± 0,52 ; P<0,001). 

Le  score  du  « grip »  n’est  pas  statistiquement  différent  chez  les  Shams  par  rapport  aux  naïfs  

(3,0 ± 0,00 versus 2,7 ± 0,75). Par contre, le score des animaux ischémiés est réduit par rapport à celui 

des Shams (2,2 ± 1,11 versus 3,0 ± 0,00 ; P<0 ,05)  

Le  test du « string » ne met en évidence aucune différence  statistique que  ce  soit  entre  les animaux 

Shams et naïfs (4,3 ± 1,06 versus 4,1 ± 1,85) ou entre les animaux ischémiés et Shams (2,3 ± 2,27 versus 

4,3 ± 1,06 ; P=0,06). 

Le test de  la poutre ne montre aucune différence significative entre  les Shams et  les naïfs (2,8 ± 1,48 

versus 3,3 ± 0,85), ni entre les animaux ischémiés et les shams (1,8 ± 1,60 versus 2,8 ± 1,48)  

Le  test  du  mât  montre  une  différence  significative  entre  les  Shams  et  les  naïfs  (1,6  ±  0,79  versus  

2,2 ± 0,44 ; P<0,05), mais pas entre les animaux ischémiés et les Shams (1,1 ± 0,90 versus 1,6 ± 0,79). 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Figure 88 et Tableau XXXV. Evaluation du déficit fonctionnel 24 heures après l’ischémie cérébrale 

 

Test 
Naïfs 

(moy ± SD) ; n = 13 

Shams 

(moy ± SD) ; n = 12 

Ischémiés 

(moy ± SD) ; n = 12 

Test des cercles  9,8 ± 0,55  9,3 ± 1,50  7,7 ± 2,99 * 

Score neurologique  12,5 ± 0,78  12,5 ± 0,52  8,2 ± 2,76 *** 

Test du « grip »  2,7 ± 0,75  3,0 ± 0,00  2,2 ± 1,11 * 

Test du « string»  4,1 ± 1,85  4,3 ± 1,06  2,3 ± 2,27 

Test de la poutre  3,3 ± 0,85  2,8 ± 1,48  1,8 ± 1,60 

Test du mât  2,2 ± 0,44  1,6 ± 0,79 §  1,1 ± 0,90 

   

§ : P<0,05 Shams versus naïfs ; * P<0,05 et *** P<0,001 ischémiés versus Shams. 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La somme de ces différents scores permet d’établir un score global sur 38 points qui met en évidence 

une  atteinte  fonctionnelle  significative  chez  les  animaux  ischémiés  par  rapport  aux  animaux  Shams 

(23,2 ± 9,81 versus 33,4 ± 2,53 ; P<0,01 ; Figure 89). Notons qu’il n’y a pas de différence entre les Shams 

et les animaux naïfs (33,4 ± 2,53 versus 34,6 ± 2,79). 

!"

#"

$!"

$#"

%!"

%#"

&!"

&#"

'!"

()*+,-."-+-"+/)0)." ()*+,-."+/)0)." 1.23)*,)."

4
2+
05
"6
&
7
"

** 

!"#"$%&$'"()*+,-."

 

Figure 89. Evaluation du score global 24 heures après l’ischémie cérébrale 
** P<0,01 ischémiés versus Shams 

 

III.2.2  Discussion 

Le modèle d’ischémie par voie endovasculaire induisant des lésions au niveau du cortex et du striatum, 

nous avons choisi, parmi les tests dont nous disposons au laboratoire, ceux qui explorent des fonctions 

liées à ces structures, à savoir des fonctions sensorielles, motrices et de coordination. 

Le  test des  cercles,  le  score neurologique et  le  test du « grip » ont permis de mettre en évidence un 

déficit  significatif  chez  les  animaux  ischémiés  par  rapport  aux  Shams,  ce  qui  est  en  accord  avec  les 

données  du  laboratoire  (Haddad et  al.,  2006).  Par  contre,  nous  n’avons  pas  retrouvé  le  déficit  post‐

ischémique  qui  avait  été  observé  avec  le  test  du  « string »  (données  du  laboratoire  non  publiées), 

probablement en raison de la variabilité observée dans les différents groupes. 

Les  autres  tests  (tests  de  la  poutre  et  du mât)  n’ont  pas mis  en  évidence  de  différence  significative 

entre  les  différents  groupes  d’animaux,  en  raison  notamment  d’une  grande  variabilité  au  sein  de 

chaque groupe. 

Par  ailleurs,  le  test  du  mât  a  montré  un  effet  de  la  chirurgie,  puisque  le  score  des  Shams  est 

significativement  réduit  par  rapport  à  celui  des  animaux  naïfs  et  ce  déficit  n’est  pas  aggravé  par 

l’ischémie  après  24  heures  de  reperfusion.  Ces  résultats  sont  en  accord  avec  les  données  de  la 

littérature et du  laboratoire qui suggèrent que  le test du mât semble plus pertinent pour montrer un 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déficit à 48 heures dans les modèles d’ischémie cérébrale transitoire (Bouet et al., 2007 ; El Amki et al., 

2012 ; données du laboratoire non publiées) en raison d’une éventuelle récupération des Shams. 

Le score global a mis en évidence un déficit chez  les animaux  ischémiés par rapport aux Shams.  Il est 

toutefois difficile de comparer ce score à d’autres études, car chaque laboratoire l’adapte en fonction 

de ses modèles et de ses problématiques. 

 

Après avoir pris en main le modèle d’ischémie cérébrale transitoire par voie endovasculaire et montré 

qu’il  induisait  des  déficits  neurologiques,  j’ai  réalisé  la  2nde  étape  de  cette  partie,  qui  a  consisté  à 

caractériser ce modèle en  termes d’activation plaquettaire et d’adhésion des   plaquettes  sur  la paroi 

des vaisseaux. 

 

III.3  Evaluation  de  la  cinétique  d’adhésion  des  plaquettes  et  de  l’expression  des 

molécules  d’adhésion  P‐sélectine,  ICAM‐1  et  VCAM‐1  à  la  suite  d’une  ischémie 

cérébrale transitoire 

Le but de cette étude a été de caractériser dans notre modèle d’ischémie l’adhésion des plaquettes sur 

la  paroi  des  vaisseaux  cérébraux,  ainsi  que  l’expression des molécules d’adhésion  au niveau  cérébral  

(P‐sélectine,  ICAM‐1 et VCAM‐1) ou au niveau plasmatique, en dosant  la sP‐sélectine, utilisée comme 

marqueur d’activation plaquettaire. 

Pour cela, nous avons étudié  les cinétiques de ces différentes molécules après 6, 24 ou 48 heures de 

reperfusion. Ces différents temps ont été choisis, afin de détecter l’expression de molécules impliquées 

dans  les  étapes  précoces  de  l’adhésion  plaquettaire,  comme  la  P‐sélectine  ou  plus  tardives,  comme 

ICAM‐1 et VCAM‐1. 

Ne disposant pas de  toutes  les  techniques nécessaires pour  réaliser  cette  caractérisation du modèle,  

de nombreuses mises au point ont dû être réalisées. 

 

III.3.1  Evaluation de l’adhésion des plaquettes sur les cellules endothéliales cérébrales 

Nous avons utilisé comme marqueur des plaquettes  la protéine CD41 également connue sous  le nom 

de GPIIb, couramment utilisée comme marqueur plaquettaire (Khandoga et al., 2004 ; Liu et al., 2011). 

Afin  de  pouvoir  quantifier  et  visualiser  l’accumulation  des  plaquettes  dans  les  vaisseaux  cérébraux, 

nous avons utilisé les techniques de WB et d’immunofluorescence. 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a. Western Blot de CD41 

Dans une 1ère expérience, nous avons évalué la spécificité de l’Ac primaire anti‐CD41. 

Pour cela, les mêmes échantillons de cerveaux ou de témoins positifs (PRP) ont été déposés sur 2 gels 

différents. Ces échantillons correspondent à des homogénats de cerveaux d’animaux naïfs et d’animaux 

ischémiés, exsanguinoperfusés ou non, et homogénéisés dans un tampon de broyage élaboré d’après 

l’étude de Liu et collaborateurs (2011). 

Après transfert sur deux membranes de PDVF, la membrane A a été incubée avec l’Ac primaire et l’Ac 

secondaire,  alors  que  la  membrane  B  n’a  été  incubée  qu’avec  l’Ac  secondaire.  Après  révélation,  on 

constate  l’apparition de nombreuses  bandes  non  spécifiques  sur  la membrane B  et  ceci  uniquement 

chez  les  témoins positifs  (Figure 90). Toutefois,  sur  la membrane A,  l’Ac primaire permet de détecter 

une bande supplémentaire vers 140 kDa, qui pourrait  correspondre à CD41, et  ceci  toujours  chez  les 

témoins positifs. 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Figure 90. Mise au point du Western Blot de CD41 : conditions 1 
Révélation ECL Advance Exposition 5 min ; Ac I de rat anti‐CD41 murin BD Pharmingen dilué au 1/500e ± Ac II de 
chèvre  anti‐IgG de  rat  couplé HRP dilué  au 1/10 000e ;  T+ :  PRP ;  échantilllons   de  cerveaux de  souris  naïves  et 
ischémiées ± exsanguinoperfusées 
 

N’ayant pas détecté la présence de la protéine CD41 dans les échantillons de cerveaux de souris qu’ils 

soient  exsanguinoperfusés  ou  non,  nous  nous  sommes  interrogés  sur  la  qualité  de  l’extraction  de  la 

protéine CD41. En effet, un rapport CD41/protéines totales trop faible pourrait masquer le signal de la 

protéine d’intérêt. 

 

Dans  une  2nde  expérience,  nous  avons  donc  cherché  à  optimiser  les  conditions  du WB,  ainsi  que  le 

protocole  d’extraction  des  protéines  dans  les  échantillons  de  cerveaux,  en  apportant  plusieurs 

modifications : 

1) utilisation d’un  gel  de migration  concentré  à  6% d’acrylamide au  lieu de 7,5%,  afin de mieux 

séparer les bandes présentes autour de 125‐150 kDa, 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2) le PRP a été remplacé par des plaquettes lavées (T2) ou non lavées (T1) comme témoin positif 

de  CD41,  afin  d’éliminer  les  bandes  parasites  observées  entre  150‐200  kDa  qui,  dans  nos 

conditions non réductrices, pourraient correspondre à des IgG, 

3) différentes  conditions  d’extraction  ont  été  testées,  afin  de  déterminer  dans  quelle  fraction 

protéique  se  trouvait  la  proteine CD41,  et  ainsi  pouvoir  la  concentrer.  Pour  cela,  nous  avons 

gardé : 

• la fraction protéique cytoplasmique soluble (extraite par un tampon Tris‐HCl) = fraction A, 

• la  fraction  protéique  cytoplasmique  liée  au  cytosquelette  (extraite  par  un  tampon  Tris 

Triton 1%) = fraction B, 

• la fraction protéique liée à la membrane (extraite par un tampon Tris SDS 4%) = fraction C, 

4) l’Ac secondaire a été dilué au 1/25 000ème, afin de réduire le fort signal non spécifique observé 

avec la dilution au 1/10 000 ème. 

Sur  les  deux  gels,  nous  avons  déposé  les  mêmes  échantillons  de  cerveaux  de  souris  naïves 

homogénéisés  selon  les  mêmes  conditions  que  dans  la  1ère  expérience  (échantillon  1)  ou  selon  les 

nouvelles conditions de fractionnement (échantillons 2 et 3). 

A B

T2 T1 T1T2B3 B2C3 C2 A2A3 11

Anticorps primaire + secondaire Anticorps secondaire seul

T2 T1 T1T2B3 B2C3 C2 A2A3 11

 

Figure 91. Mise au point du Western Blot de CD41 : conditions 2 
Révélation ECL Advance Exposition 25 min ; Ac  I de  rat anti‐CD41 murin BD Pharmingen dilué 1/500e ± Ac  II de 
chèvre anti‐IgG de rat couplé HRP dilué 1/25 000e ; T1 : témoin positif plaquettes non lavées ; T2 : témoin positif 
plaquettes lavées ; A2 et A3 : fraction soluble des échantillons 2 et 3 ; B2 et B3 : fraction liée au cytosquelette des 
échantillons 2 et 3 ; C2 et C3 : fraction liée à la membrane des échantillons 2 et 3 ; 1 : échantillon 1 directement 
extrait par le SDS 4% 
 

De  manière  surprenante,  sur  la  membrane  A,  nous  n’avons  observé  aucune  bande  dans  nos 

échantillons, quelle que soit  la fraction protéique considérée (Figure 91). De même, nous n’avons pas 

mis  en évidence  la protéine CD41 dans  les  témoins positifs  de plaquettes  lavées  (T2),  puisqu’aucune 

bande n’est présente. Une seule bande est présente dans les témoins positifs de plaquettes non lavées 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(T1),  mais  elle  se  retrouve  également  sur  la  membrane  B,  qui  a  seulement  été  incubée  avec  l’Ac 

secondaire, et semble donc non spécifique. 

Ainsi,  se  pose  la  question  (1)  de  la  spécificité  de  l’Ac  primaire  anti‐CD41  utilisé  et  (2)  du  seuil  de 

sensibilité de la technique de WB pour détecter CD41 au niveau cérébral. 

Au  vu  des  ces  résultats,  nous  avons  donc  décidé  d’étudier  l’expression  de  la  protéine  par  une  autre 

approche, l’immunohistochimie. 

 

b. Immunofluorescence de CD41 

Une autre série d’animaux a été utilisée pour réaliser les techniques d’immunohistochimie. 

 

• Mise au point et validation de la technique 

La  technique  de  l’immunohistochimie  présente  l’avantage  de  localiser  le marquage  dans  le  cerveau, 

contrairement  au  WB  qui  peut  «  noyer  »  le  signal  dans  l’homogénat  de  cerveau,  ce  qui  pourrait 

expliquer les résultats obtenus précédemment. 

Dans un essai préliminaire destiné à valider notre Ac primaire, nous avons réalisé l’immunofluorescence 

de CD41. Pour cela, nous avons utilisé comme témoin positif des coupes de cerveaux de souris ayant 

subi une hémorragie intracrânienne par voie mécanique (voir Partie Matériel et Méthode, paragraphe 

VI) dont le marquage est présenté Figure 92. 

 

Figure 92. Validation de l’Ac I anti‐CD41 en immunofluorescence sur des coupes témoins 
d’hémorragie  

 

Nos  résultats montrent que  la  zone hémorragique, qui  contient des plaquettes, est marquée par  l’Ac 

anti‐CD41 (marquage vert). Cet essai préliminaire permet de valider  l’utilisation de  l’Ac primaire anti‐

CD41 sur nos coupes de cerveau par immunohistochimie. 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Après avoir  validé  la  spécificité de notre Ac primaire, nous avons  testé différentes  concentrations de 

sérum de chèvre (pas de blocage, 1%, 2% ou 5%), afin de mettre au point les conditions du protocole 

d’immunofluorescence  de  CD41  (marqué  par  un  Ac  secondaire  couplé  au  FITC)  sur  des  coupes  de 

cerveaux de souris naïves, shams et ischémiées sacrifiées 24 heures après la reperfusion (n=3/groupe). 

Nous avons constaté que le blocage par le sérum de chèvre à 2% offre le meilleur rapport signal/bruit 

de fond (Figure 92). 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Figure 92. Essai préliminaire d’immunofluorescence de CD41 (marquage en vert) avec un blocage par 
le sérum de chèvre à 2% 

 

Les  photos  montrent  une  absence  de  marquage  sur  les  coupes  d’animal  naïf  (Figure  A),  un  faible 

marquage sur les coupes de sham (Figure B) et un marquage dense 24 heures après la reperfusion chez 

les animaux ischémiés (Figure C). 

 

• Résultats 

Après avoir validé la technique d’immunofluorescence de CD41, nous avons évalué l’accumulation des 

plaquettes  sur  les  coupes  de  cerveaux  de  souris  shams  et  ischémiées  après  6,  24  ou  48  heures  de 

reperfusion. 

Pour  cela,  nous  avons  tout  d’abord  observé  toutes  les  coupes  de  cerveaux,  afin  de  sélectionner  les 

champs d’intérêt où le marquage était particulièrement présent. Ces champs d’observation sont situés 

sur  les coupes 7 et 8, dans  la zone  infarcie, au niveau du tiers supérieur du cortex et délimités par  le 

carré rouge sur la Figure 94. 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Figure 94. Champ d’observation sur les coupes de cerveau 7 et 8 situé dans la zone de lésion 
 

Nos résultats montrent un marquage plus important chez les animaux ischémiés par rapport aux shams 

correspondants  (Figure  95).  Par  ailleurs,  visuellement,  il  semble  que  le  marquage  chez  les  animaux 

ischémiés  augmente  avec  le  temps  de  reperfusion.  Cependant,  seule  une  quantification  des  champs 

sélectionnés permettrait de l’affirmer. 

 

Figure 95. Photos représentatives de l’accumulation des plaquettes mise en évidence 
par le marquage de CD41 (FITC, en vert) sur des coupes de cerveaux de shams ou ischémiées  

après 6, 24 ou 48 heures de reperfusion 
 

Afin de déterminer si les plaquettes marquées sont bien adhérentes à l’endothélium, comme le suggère 

le marquage en forme de tubules, nous avons voulu réaliser un co‐marquage avec un marqueur de la 

paroi  vasculaire,  le  collagène  IV  (Gidday et al.,  2005 ; Mitsuhashi et al.,  2013). Pour  cela, nous avons 

utilisé des Ac secondaires couplés (1) au FITC pour marquer le collagène IV, qui apparaît donc en vert, 

et  (2)  au TRITC pour marquer CD41, qui  apparaît  en  rouge. Afin de  s’assurer que  les Ac primaires  et 



Effets plaquettaires d’inhibiteurs de PARP in vivo                                                                             Résultats et Discussion 

177 

secondaires des deux protéines n’interféraient pas, nous avons réalisé les contrôles nécessaires figurant 

ci‐dessous (Figure 96). 

!" !"#$%%$#&'(#$ #" $!"$%$)*+,$-$!"#$%%$ $" $!"$%$).((/012&$-$!"#$%%$

 

Figure 96. Contrôles de l’immunofluorescence CD41 (en rouge) et collagène IV (en vert) 
 

La présence d’un marquage uniquement rouge (CD41) sur la figure B et uniquement vert (collagène IV) 

sur  la  figure C montre que  les différents Ac n’interfèrent pas. Nous avons donc réalisé  les marquages 

sur nos échantillons. Cependant, comme l’illustre la figure 97, l’Ac secondaire couplé au TRITC (rouge) 

semble  se  fixer  sur  l’ensemble  du  tissu  ischémié  et  provoquer  un  bruit  de  fond  très  important  qui 

empêche de mettre en évidence un marquage de CD41. 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Figure 97. Co‐marquage CD41 (TRITC, rouge) et collagène IV (FITC, vert) sur des coupes de cerveaux 
ischémiés 

 

c. Discussion 

L’objectif  de  la  quantification  de  CD41  par  WB  était  d’évaluer  l’accumulation  post‐ischémique  des 

plaquettes au niveau cérébral, correspondant à la formation de thrombi après la reperfusion. 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Dans  le  1er  essai,  nous  n’avons  observé  aucune  bande  dans  les  échantillons  de  cerveaux 

exsanguinoperfusés  ou  non.  Nous  nous  sommes  donc  interrogés  sur  la  qualité  de  l’extraction  de  la 

protéine CD41. 

Dans  un  2nde  essai,  nous  avons  donc  préparé  d’autres  échantillons  en  distinguant  les  différentes 

fractions protéiques (solubles,  liées au cytosquelette ou à  la membrane). Cependant, aucun signal n’a 

été détecté dans  les  échantillons,  quelle que  soit  la  fraction  considérée,  ni  dans  les  témoins positifs.  

Un manque de  sensibilité de  la  technique pourrait  expliquer  ces  résultats.  En effet,  un  rapport de  la 

protéine  CD41/protéines  totales  cérébrales  pourrait  être  insuffisant,  et  par  conséquent,  masquer  le 

signal  de  CD41.  L’ajout  de  concentrations  croissantes  connues  de  plaquettes  à  des  homogénats  de 

cerveaux  permettrait  de  déterminer  le  seuil  de  sensibilité  de  détection  de  CD41  par WB  au  niveau 

cérébral.  Par  ailleurs,  de  nombreuses  conditions  restent  encore  à  tester,  notamment  un  nouvel  Ac 

primaire anti‐CD41. 

La technique de WB n’ayant pas permis de quantifier la présence de plaquettes dans nos échantillons 

cérébraux, nous avons voulu la visualiser par immunofluorescence. Nos résultats montrent, d’une part, 

un  marquage  de  CD41  plus  dense  chez  les  animaux  ischémiés  par  rapport  aux  animaux  témoins 

correspondants, et d’autre part, visuellement, ce marquage, et donc l’adhésion des plaquettes dans le 

cerveau, augmente avec  la durée de  reperfusion post‐ischémique. Cependant,  il  reste à quantifier  ce 

marquage. 

Par ailleurs, nous avons voulu vérifier si ces plaquettes étaient adhérentes à la paroi vasculaire. L’aspect 

du marquage en forme de tubule semble dessiner  les contours de vaisseaux et est donc en faveur de 

l’adhésion des plaquettes sur l’endothélium vasculaire. Afin de confirmer ce résultat, nous avons réalisé 

un essai de co‐marquage de CD41 et du collagène IV, un constituant de la paroi vasculaire. Cet essai n’a 

pas permis de mettre en évidence de marquage plaquettaire. Une des hypothèses pouvant expliquer ce 

résultat est que  le marquage du collagène  IV, une protéine abondamment présente dans  le  cerveau, 

par  le  FITC,  un  fluorophore  très  lumineux et donc  très  voyant,  atténue peut  être  le marquage  rouge 

(TRITC) des plaquettes, d’autant plus que contrairement au collagène, les plaquettes ne sont présentes 

que de manière très localisée. 

Ainsi, deux « pistes » d’optimisation de la technique pourraient être testées : 

1) une dilution plus  importante de  l’Ac secondaire du collagène  IV, afin d’atténuer  le marquage. 

L’augmentation  de  la  concentration  de  l’Ac  secondaire  de  CD41  ne  serait  quant  à  elle  pas 

judicieuse, car elle augmenterait davantage le bruit de fond déjà très important au niveau de la 

zone ischémiée, 

2) l’inversion des sondes fluorescentes des deux protéines, c’est‐à‐dire coupler l’Ac secondaire de 

CD41 au FITC et l’Ac secondaire du collagène IV au TRITC. 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Pour  conclure,  dans  notre  modèle  d’ischémie  cérébrale  transitoire,  cette  étude  montre  une 

accumulation  de  plaquettes  au  niveau  cérébral  dès  6  heures  de  reperfusion,  dont  la  densité  semble 

augmenter dans la zone ischémiée après 24 heures, et plus encore après 48 heures. La forme tubulaire 

du  marquage  suggère  que  ces  plaquettes  adhèrent  à  la  paroi  vasculaire.  Il  existe  peu  de  données 

concernant la cinétique d’accumulation des plaquettes dans le cerveau après une ischémie transitoire 

et celles‐ci sont assez disparates. Dans un modèle d’ischémie transitoire par occlusion de l’ACM chez le 

chat,  Jafar  et  collaborateurs  (1989)  ont  montré  une  augmentation  des  plaquettes  dans  différentes 

structures cérébrales ipsilatérales à l’occlusion cérébrale après 45 minutes de reperfusion. La limite de 

cette étude est qu’elle n’évalue la présence de plaquettes qu’à ce temps et n’établit pas de cinétique. 

Par contre, dans un modèle d’ischémie cérébrale par occlusion  transitoire de  l’ACC chez  la souris,  les 

plaquettes n’adhèrent pas à  la paroi vasculaire après 40 minutes de reperfusion, mais après 4 heures 

(Ishikawa et al., 2003). 

 

L’étape suivante de mon travail a été d’étudier si l’expression des molécules impliquées dans l’adhésion 

des  plaquettes  sur  l’endothélium  vasculaire  (P‐sélectine,  ICAM‐1  et  VCAM‐1)  était  modulée  dans  ce 

modèle d’ischémie, que ce soit au niveau sérique ou cérébral. 

 

III.3.2  Evaluation de l’activation plaquettaire par le dosage de la sP‐sélectine sérique 

Nous avons mesuré les concentrations de sP‐sélectine au niveau sérique chez les animaux utilisés pour 

les western blot de CD41. La sP‐sélectine, qui est notamment  libérée  lors de  la  sécrétion du contenu 

des  granules  α  des  plaquettes  activées,  constitue  un  marqueur  de  leur  activation  (Kisucka  

et al., 2009). Elle est également connue pour être un marqueur d’une augmentation de  l’activité pro‐

coagulante (André et al., 2000). 

 

• Résultats 

La sP‐sélectine a été dosée par ELISA après prélèvement de sang au niveau de la veine cave inférieure 

d’animaux  naïfs,  shams  et  ischémiés  après  6,  24  ou  48  heures  de  reperfusion  (n  =  3‐5/groupe).  

Les résultats sont présentés dans la Figure 98 et le Tableau XXXVI. 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Figure 98 et Tableau XXXVI. Concentrations plasmatiques de la sP‐sélectine après 6, 24 ou 48 heures 
de reperfusion 

 

 

L’analyse statistique ne montre aucune différence entre les groupes, mais il est à noter le faible nombre 

d’échantillons  par  groupe.  Toutefois,  on  remarque  une  tendance  à  l’augmentation  de  la  sP‐sélectine 

chez  les  animaux  ischémiés  par  rapport  aux  shams  correspondants  quel  que  soit  le  temps  de 

reperfusion. 

• Discussion 

Le  faible  nombre  d’échantillons  par  groupe  représente  évidemment  une  limite  à  l’interprétation  de 

cette  étude  qu’il  sera  donc  nécessaire  de  compléter.  On  remarque  toutefois  une  tendance  à 

l’augmentation des concentrations de sP‐sélectine chez  les animaux  ischémiés par rapport aux shams 

correspondants. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature où une augmentation de 

la  sP‐sélectine  a  été  observée  chez  l’Homme après  un AVC ou  un AIT  (Cha et  al.,  2003).  Cependant,  

les  cinétiques  d’expression  sont  discordantes.  En  effet,  il  été montré  une  augmentation  des  taux  de 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sP‐sélectine 1 jour, 3 jours et 7 jours après la survenue de l’AVC (Kozuka et al., 2002), alors que Wang et 

collaborateurs (2013) évoquent un pic d’expression de la sP‐sélectine après 24 heures.  

Il  existe  peu  de  données  concernant  la  cinétique  d’expression  de  la  sP‐sélectine  après  une  ischémie 

cérébrale chez  la souris. D’autres marqueurs peuvent  toutefois être étudiés pour mettre en évidence 

l’activation  plaquettaire,  tels  que  le  PF4,  contenu  dans  les  granules  α  et  denses,  dont  la  libération 

semble augmenter 24 heures après une  ischémie cérébrale transitoire  induite par occlusion de  l’ACM 

(Laufs et al., 2000). 

 

En parallèle de cette étude systémique, nous avons cherché à mettre en évidence au niveau cérébral, 

par WB, l’expression des molécules d’adhésion : la P‐sélectine, un médiateur précoce de l’adhésion des 

plaquettes  et  des  leucocytes  sur  les  cellules  endothéliales,  et  ICAM‐1  et  VCAM‐1  impliqués  dans  les 

phénomènes plus tardifs d’adhésion des leucocytes sur l’endothélium. L’ensemble de ces évènements 

contribue notamment à la formation d’amas leuco‐plaquettaires pouvant occlure les vaisseaux. 

 

III.3.3  Evaluation  de  l’expression  des  molécules  d’adhésion  au  niveau  cérébral  
par Western blot 

Les WB des molécules d’adhésion au niveau cérébral ont été réalisés sur une autre série d’animaux. 

 

a. Evaluation de l’expression de la P‐sélectine 

La 1ère étape de cette mise au point a été d’évaluer  la spécificité de  l’Ac primaire anti‐P‐sélectine que 

nous avons choisi d’utiliser (R&D Systems). Pour cela, nous avons réalisé une expérience dans laquelle 

les mêmes échantillons des zones de cœur  (c) ou pénombre  (p) d’homogénats de cerveaux de souris 

naïves,  shams  et  ischémiées  6  heures  ont  été  déposés  sur  deux  gels.  Après  transfert  sur  deux 

membranes  de  PVDF,  la  1ère membrane  a  été  incubée  avec  l’Ac  primaire  (dilué  au  1/1000ème)  et  l’Ac 

secondaire , alors que la 2nde membrane n'a été incubée qu'avec l’Ac secondaire. 

Nous avons également déposé sur les gels : 

• comme témoin positif de la P‐sélectine, des homogénats de cerveaux de souris traitées par le LPS 

pendant 3 ou 6 heures, perfusés ou non. En effet, les données de la littérature indiquent que le 

LPS induit une surexpression de la P‐sélectine endothéliale dans le cerveau (Gotsch et al., 1994) 

• des homogénats de cerveaux de souris traitées par le solvant du LPS, perfusés ou non. 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Après révélation, deux bandes à 112 kDa et 131 kDa ont été détectées sur la membrane incubée avec 

l’Ac primaire (Figure 99 A), pouvant correspondre respectivement à la forme soluble (100‐105 kDa) et à 

la forme transmembranaire de la P‐sélectine (140 kDa ; Ishiwata et al., 1994). 

En l’absence d’Ac primaire, ces deux bandes disparaissent dans tous les échantillons (Figure 99 B). 

Par  ailleurs,  l’expression  de  la  P‐sélectine  n’est  pas  augmentée  dans  nos  témoins  positifs  LPS  par 

rapport aux témoins solvant correspondants. 

 

Figure 99. Mise au point du western blot de P‐sélectine avec l’Ac primaire R&D Systems 
 

Deux hypothèses peuvent expliquer ces résultats: 

1) l’Ac primaire anti‐P‐sélectine utilisé n’est pas spécifique, 

2) l’administration du LPS par voie intrapéritonéale n’a pas suffi à induire une expression de 

P‐sélectine au niveau central et ne serait donc pas un bon témoin positif dans nos conditions. 

 

En répétant le WB dans les mêmes conditions, nous avons remarqué, de manière surprenante, que les 

bandes que nous avions détectées dans les précédents échantillons « disparaissaient » en raison d’un 

rapport signal/bruit de fond insuffisant, rendant la lecture impossible (Figure 100). 

Figure 100. Western blot représentatif avec l’Ac primaire R&D Systems. 
 

Nous avons donc cherché à optimiser  la technique en testant différentes conditions de blocage et de 

dilution des Ac (Tableau XXXVII). 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Tableau XXXVII. Conditions testées pour le Western Blot de la P‐Sélectine (membranes A, B, C et D) 

 
A  B  C  D 

Conditions de blocage 
TTBS 0,1% 

contenant 2% de 
mélange bloquant 

TTBS 0,1% 
contenant 5% de 

lait 

TTBS 0,1% 
contenant 5% de 

lait 

TTBS 0,1% 
contenant 5% de 

lait 

Dilution Ac I de chèvre 
anti‐P‐Sélectine 
(R&D Systems) 

1/600e  1/600e  1/600e  1/1000e 

Dilution Ac II anti‐IgG de 
chèvre 

1/200e  1/200e  1/500e  1/200e 

 

Les mêmes échantillons d’homogénats des zones de cœur (c) et de pénombre (p) de cerveaux de souris 

Sham 48 heures et ischémiées 24 heures ont été déposés sur 4 gels différents. 

Les résultats sont présentés dans la Figure 101. 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Figure 101. Western Blot de la P‐Sélectine avec différentes conditions de blocage et dilutions des Ac 
(Ac primaire R&D Systems) 

Western  blot  (membranes  A,  B,  C  et  D)  obtenus  après  le  dépôt  d’homogénats  des  zones  de  cœur  (c)  et  de 
pénombre (p) de cerveaux de souris Shams (48h) et ischémiées (24h) avec les différentes conditions de blocage et 
dilutions des Ac décrites dans le Tableau XXXVII. 
 

Après révélation, seule la membrane A présente une bande à environ 60 kDa. Cependant, cette bande 

ne correspond pas au poids moléculaire de la P‐Sélectine, qui est de 140 kDa. Aucune bande n’apparaît 

sur les autres membranes. 

 

Au  vu  de  ces  résultats,  nous  avons  testé  un  2nd  Ac  primaire  (Abcam),  en  évaluant  tout  d’abord  sa 

spécificité. 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La membrane A (avec Ac primaire et secondaire ; Figure 102 A) montre une multitude de bandes entre 

25 et 130 kDa qui ne sont plus présentes sur la membrane B (avec Ac secondaire seulement ; Figure 102 

B), mais aucune de ces bandes ne correspond au poids moléculaire de notre protéine d’intérêt. 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Figure 102. Western blot après incubation (A) ou non (B) avec l’Ac primaire anti‐P‐Sélectine (Abcam) 
dilué au 1/500ème  

Western blots obtenus après  le dépôt d’homogénats des zones de cœur (c) et de pénombre (p) de cerveaux de 
souris naïves, shams (Sh ; 6, 24 ou 48h) et ischémiées (I ; 6 ou 48h). 
 

Après avoir testé plusieurs Ac à différentes dilutions, différentes conditions de blocage ou de systèmes 

de révélation, nous n’avons pas pu retrouver le profil observé lors de nos toutes premières expériences, 

et ce, sans pouvoir véritablement trouver d’explication. 

 

b. Evaluation de l’expression d’ICAM‐1 

En  raison  de  ces  différents  niveaux  de  glycosylation,  la  protéine  ICAM‐1  est  détectée  entre  environ  

90 et 115 kDa par WB. 

 

• Mise au point et validation de la technique 

Nous  avons  tout  d’abord  testé  deux  Ac  primaires  anti‐ICAM‐1  (Santa  Cruz  et  Abcam),  qui  ont 

respectivement  montré  une  multitude  ou  l’absence  de  bandes  aux  poids  moléculaires  attendus  

d’ICAM‐1 (Figure 103). Comme témoin positif, nous avons déposé un lysat de cellules Raw 264.7, une 

lignée  macrophagique  murine  connue  pour  surexprimer  ICAM‐1.  Ce  témoin  positif  révélé  avec  l’Ac 

primaire Santa Cruz montre un signal très important aux alentours de 100 kDa, mais qui ne s’aligne avec 

aucune  des  bandes  présentes  dans  les  échantillons  (Figure  103  A).  En  revanche,  avec  l’Ac  primaire 

Abcam, aucune bande n’apparait au niveau du témoin positif (Figure 103 B). 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Figure 103. Western blot après incubation avec les Ac primaires anti‐ICAM‐1 
Santa Cruz (A) ou abcam (B) 

 

Nous avons finalement testé un 3ème Ac primaire (R&D Systems), en déposant sur deux gels les mêmes 

échantillons de cerveaux de souris naïves, shams (6 et 24 heures) et ischémiées (6 et 24 heures).  

Nos  résultats montrent  une  large  bande  aux  alentours  de  100  kDa,  aussi  bien  au  niveau  du  témoin 

positif que des échantillons  (Figure 104 A), qui  semble correspondre à  ICAM‐1. Ces bandes n’ont pas 

été observées en l’absence de l’Ac primaire, révélant ainsi sa spécificité (Figure 104 B). Nous avons donc 

retenu ce 3ème Ac pour quantifier notre protéine d’intérêt dans nos différents échantillons. 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Figure 104. Western blot après incubation (A) ou non (B) avec l’Ac I anti‐ICAM‐1 (R&D Systems) 

 

• Résultats 

Après avoir vérifié la spécificité de l’Ac primaire, nous avons déposé des échantillons d’homogénats des 

zones  de  cœur  (c)  et  de  pénombre  (p)  de  cerveaux  de  souris  naïves,  shams  (6,  24  et  48  heures)  et 

ischémiées (6, 24 et 48 heures). Deux échantillons communs (sham 6 heures et ischémié 48 heures) ont 

été déposés sur chaque gel, afin de pouvoir comparer l’expression d’ICAM‐1 entre tous les échantillons 

et de la quantifier. La Figure 105 présente deux exemples de membranes obtenues. 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Figure 105. Western Blots représentatifs après incubation avec l’Ac anti‐ICAM‐1 R&D Systems 

WB obtenus après le dépôt d’homogénats des zones de cœur (c) et de pénombre (p) de cerveaux de souris naïves, 
shams (Sh ; 6, 24 et 48h) et ischémiées (I ; 6, 24 et 48h). 
 

 

La Figure 106 et  le Tableau XXXVIII présentent  les  résultats de cette quantification dans  les  zones de 

cœur  et  de  pénombre. On  observe  le même  profil  d’expression  d’ICAM‐1  dans  ces  2  zones.  Dans  le 

cœur de la lésion et la zone de pénombre, son expression n’est pas différente entre les souris naïves et 

les  shams  après  6,  24  ou  48  heures  de  reperfusion.  L’ischémie  n’entraîne  pas  de  modification  de 

l’expression d’ICAM‐1 à 6 heures, qui augmente à partir de 24 heures. Après 48 heures de reperfusion, 

l’expression  d’ICAM‐1  est  fortement  augmentée  chez  les  animaux  ischémiés  par  rapport  aux  shams, 

que ce soit dans la zone de cœur (203,8 ± 55,33 UA versus 70,9 ± 20,26 UA ; P<0,01) ou de pénombre 

(209,7 ± 49,31 UA versus 83,3 ± 16,65 UA ; P<0,01). 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Figure 106 et Tableau XXXVIII. Cinétique de l’expression d’ICAM‐1 après l’ischémie dans les zones de 
cœur (A) et de pénombre (B)  

** P < 0,01 ischémiés versus shams 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c. Evaluation de l’expression de VCAM‐1 

La  mise  au  point  de  ce  WB  ayant  déjà  été  établie  au  sein  du  laboratoire  dans  un  autre  modèle 

d’ischémie cérébrale, les échantillons précédents ont été analysés par WB et quantifiés. 

La Figure 107 présente deux exemples (A et B) de membranes montrant la présence d’une seule bande 

vers 100 kDa, qui correspond au poids moléculaire de la protéine VCAM‐1. 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Figure 107. Western Blots représentatifs après incubation avec l’Ac primaire anti‐VCAM‐1  
WB obtenus après le dépôt d’homogénats des zones de cœur (c) et de pénombre (p) de cerveaux de souris naïves, 
shams (Sh ; 6, 24 et 48h) et ischémiées (I ; 6, 24 et 48h). 
 

Les résultats de la quantification, présentés dans la Figure 108 et le Tableau XXXIX, ne montrent aucune 

modulation de  l’expression de VCAM‐1 que ce soit par  la chirurgie  (Shams versus naïfs) ou  l’ischémie 

dans les zones de cœur et de pénombre. 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Figure 108 et Tableau XXXIX. Cinétique de l’expression de VCAM‐1 après l’ischémie 
dans les zones de cœur (A) et de pénombre (B) 

 

 

 

 

d. Discussion 
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L’objectif de ce travail était d’établir, dans notre modèle d’ischémie cérébrale transitoire, les cinétiques 

d’expression  de  trois  molécules  d’adhésion,  la  P‐sélectine,  ICAM‐1  et  VCAM‐1,  dans  le  parenchyme 

cérébral.  Pour  cela,  nous  avons  essayé  de mettre  au  point  leur  détection  par WB  en  distinguant  les 

zones de cœur et de pénombre de la lésion cérébrale. En effet, on pourrait supposer que la modulation 

de  l’expression  des  protéines  touche  particulièrement  le  cœur  de  la  lésion,  mais  en  raison  d’une 

nécrose importante, on sait aussi que la synthèse protéique y est très altérée (voir pour revue Moustafa 

et Baron, 2008). Ainsi,  il  était  indispensable de vérifier  l’expression des protéines en périphérie de  la 

lésion, où les cellules sont moins sévèrement touchées. 

 

La P‐sélectine est impliquée dans les phénomènes de ralentissement et d’initiation de l’adhésion entre 

les plaquettes, les leucocytes et les cellules endothéliales. En raison de cette fonction précoce et de la 

mobilisation potentiellement rapide des stocks de P‐sélectine des granules α et des corps de Weibel‐

Palade, nous nous attendions à une augmentation de cette molécule d’adhésion à des temps précoces. 

Cependant,  les deux Ac primaires anti‐P‐sélectine  testés n’ont pas apporté de  résultat  concluant,  car 

aucun  ne  semble  spécifique  de  notre  protéine  d’intérêt.  En  effet,  l’Ac  primaire  de  R&D  Systems  n’a 

détecté  qu’une  bande  à  environ  60  kDa,  correspondant  probablement  à  des  Ig  G  au  vu  du  poids 

moléculaire, alors que l’Ac primaire d’Abcam a quant à lui détecté de nombreuses bandes entre 25 et 

130 kDa. 

Afin d’évaluer la cinétique de la P‐Sélectine, il faudrait donc tester un nouvel Ac, en utilisant la protéine 

purifiée comme contrôle, afin localiser avec certitude la bande d’intérêt.  

Par ailleurs, nous avons cherché à détecter  la P‐sélectine par  immunofluorescence sur des coupes de 

cerveaux de souris mais la technique nécessite encore des mises au point.  

Les  données  de  la  littérature  évoquent  bien  une  expression  post‐ischémique  de  la  P‐sélectine,  aussi 

bien chez l’Homme que chez le rongeur, mais sa cinétique d’expression est variable selon les modèles. 

Dans un modèle d’ischémie transitoire cérébrale chez  le babouin,  la P‐sélectine est augmentée dès  la 

1ère  heure  de  reperfusion  et  jusqu’à  24  heures  (Okada  et  al.,  1994).  Dans  3  modèles  d’ischémie 

cérébrale transitoire (thrombotique, embolique et par suture de l’ACM), Zhang et collaborateurs (1998) 

ont  mis  en  évidence  une  expression  biphasique  de  la  P‐sélectine  puisqu’elle  a  été  détectée  dès  

15  minutes  de  reperfusion  avant  de  retrouver  un  niveau  basal  après  1  heure,  puis  une  nouvelle 

augmentation après 2 heures de reperfusion pour atteindre un pic à 6 heures. Ces 2 phases pourraient 

correspondre respectivement à  la mobilisation rapide de  la P‐sélectine stockée dans  les plaquettes et 

les  cellules  endothéliales,  puis  à  l’augmentation  de  son  expression  via  une  transcription  génique. 

Toutefois, Kasahara et collaborateurs (2010) ont montré, dans un modèle d’ischémie cérébrale focale 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transitoire  chez  la  souris,  une  expression  de  la  P‐sélectine  24,  48  et  72  heures  après  l’ischémie 

(Kasahara et al., 2010). 

 

Par ailleurs, nous avons cherché à caractériser la cinétique d’expression de molécules d’adhésion de la 

famille  des  immunoglobulines,  ICAM‐1  et  VCAM‐1.  Ces  protéines  sont  impliquées  dans  l’adhésion 

ferme des  leucocytes et des plaquettes, via  le fibrinogène, sur  la paroi endothéliale des vaisseaux, un 

phénomène plus tardif que ceux impliquant la P‐sélectine. 

Nos résultats ont montré lors du WB d’ICAM‐1 avec le 3ème Ac primaire (R&D Systems), une large bande 

vers 100 kDa, correspondant au poids moléculaire attendu. Chez la souris, ICAM‐1 comporte 10 sites de 

glycosylation  (base  de  données  UniProt  KB).  Ainsi,  en  fonction  des  niveaux  de  glycosylation  de  la 

protéine, son poids moléculaire peut varier, ce qui expliquerait  la  largeur de la bande observée. Nous 

avons mis en évidence une augmentation significative d’ICAM‐1 post‐ischémique, ce qui est en accord 

avec plusieurs études réalisées dans différents modèles transitoires et permanents qui ont révélé une 

augmentation de l’expression post‐ischémique dans le cerveau (Okada et al., 1994 ; Jander et al., 1995 ; 

voir  pour  revue  Yilmaz  et  Granger,  2008).  Chez  l'Homme,  des  études  montrent  également  une 

augmentation de l'expression d'ICAM‐1 dans le cortex ipislatéral après un AVCi (Bitsch et al., 1998 ; voir 

pour revue Yilmaz et Granger, 2008).  

Dans notre modèle, nous avons observé que cette augmentation était significative après 48 heures de 

reperfusion.  Ces  données  sont  cohérentes  avec  le  fait  que,  contrairement  à  la  P‐sélectine,  ICAM‐1 

n’existe  pas  sous  forme  stockée  et  nécessite  une  transcription  de  novo  et  donc  un  certain  délai 

correspondant  à  sa  synthèse.  Nos  résultats  vont  également  dans  le  sens  de  ceux  obtenus 

précédemment  au  laboratoire  et montrant,  dans  le même modèle  d’ischémie,  une  augmentation  de 

l’ARNm d’ICAM‐1 après 6 heures de reperfusion (Haddad et al., 2006). Chez le rat et la souris, ICAM‐1 a 

été détectée dans le cortex de rat et de souris à 24 et 48 heures (Jander et al., 1995) et à 24, 48 et 72 

heures  (Kasahara  et  al.,  2010)  après  ischémie.  Chez  l’Homme,  il  a  été  mis  en  évidence  une 

augmentation post‐ischémique d’ICAM‐1 qui présente un pic d’expression   à 24 heures  (Bitsch et al., 

1998). 

Il est clairement établi que  l’expression d'ICAM‐1 est une étape essentielle dans  l'adhésion ferme des 

plaquettes dans les micro‐vaisseaux cérébraux après une ischémie cérébrale (voir pour revue Yilmaz et 

Granger,  2008).  Nos  résultats  sont  en  accord  avec  ces  données  puisque  nous  avons  montré  que 

l’augmentation  de  l’expression  d’ICAM‐1  à  48  heures  s’accompagne  d’une  forte  adhésion  des 

plaquettes à ce temps. 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Enfin, concernant VCAM‐1, nos résultats ne montrent aucune différence entre les souris naïves, shams 

et ischémiées. L’ischémie ne semble donc pas moduler l’expression de VCAM‐1 dans notre modèle, ce 

qui serait en accord avec l’étude de Zhou et collaborateurs (2013) qui a montré une augmentation de 

l’ARNm de VCAM‐1 dans un modèle permanent d’ischémie cérébrale, mais pas  transitoire. Toutefois, 

d’autres études mettent en évidence l’augmentation post‐ischémique de VCAM‐1 aussi bien chez le rat, 

après 4 et 24 heures (Justicia et al., 2006), que chez l’Homme (Frijns et Kappelle, 2002). 

 

Au vu de nos résultats, il sera donc pertinent dans la suite de notre travail d’évaluer les effets du PJ34 

après  48  heures  de  reperfusion,  temps  auquel  nous  avons mis  en  évidence  une  forte  augmentation 

d’ICAM‐1  associée  à  une  importante  adhésion  des  plaquettes  au  niveau  cérébral.  Cette  étude  nous 

permettra de déterminer si l’inhibition de la PARP est capable de s’opposer à ces phénomènes. 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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Le  but  de  ce  travail  était  d’étudier  les  effets  de  la  PARP  sur  les  fonctions  plaquettaires  et  dans  ce 

contexte nous avons évalué  les effets plaquettaires « PARP‐indépendant » et « PARP‐dépendant » de 

différents  inhibiteurs de PARP. Cette étude a associé des travaux  in vitro d’agrégation plaquettaire et 

des  travaux  in  vivo  dans différents modèles.  Ce  travail  s’inscrit  dans une  thématique plus  globale du 

laboratoire qui recherche à identifier les effets de la PARP sur l’hémostase. En effet, la réduction des TH 

induites par le rt‐PA, mise en évidence avec des inhibiteurs de la PARP, pourrait être liée à une activité 

pro‐agrégante, ce qui compromettrait leur association avec le rt‐PA. A contrario, un effet anti‐agrégant 

pourrait  constituer  un  atout  pour  les  inhibiteurs  de  PARP,  car  ils  pourraient  ainsi  contribuer  à  une 

meilleure reperfusion, voire à une réduction des risques de réocclusion. 

 

L’objectif de la 1ère partie était d’évaluer le rôle des inhibiteurs de PARP dans l’agrégation plaquettaire in 

vitro sur du sang humain et murin. 

Le  point  de  départ  de  cette  étude  était  basé  sur  les  résultats  d’Alexy  et  collaborateurs  (2004)  qui 

avaient montré que des inhibiteurs de PARP exerçaient des effets anti‐agrégants, indépendamment de 

leur activité inhibitrice de la PARP, qu’ils ont supposés être liés à une analogie structurale avec l’ADP. 

Nos résultats montrent que certains inhibiteurs de PARP sont anti‐agrégants plaquettaires in vitro et 

que cet effet est « PARP‐indépendant ». Un tel effet anti‐agrégant de ces inhibiteurs de PARP pourrait 

constituer un élément favorable susceptible d’améliorer la reperfusion et/ou de diminuer les risques de 

réocclusion à la suite d’une ischémie cérébrale. 

 

Ces  résultats  sont  les premiers à mettre en évidence  in vitro un effet anti‐agrégant du PJ34  sur du 

sang  humain,  qui  pourrait  être  lié  à  un  antagonisme  du  récepteur  à  l’ADP,  P2Y12.  Toutefois,  une 

étude  de  «  binding  »  permettrait  de  conclure  rigoureusement  sur  ce  point.  Ainsi,  l’utilisation 

d’agonistes et/ou d’antagonistes radio‐marqués, tels que l’[3H]ADP ou le [33P]2MeS‐ADP, permettrait 

de caractériser précisément le type de liaison du PJ34 sur P2Y12 (Van Giezen et al., 2009). Par ailleurs 

cet  effet  anti‐agrégant  du  PJ34  semble  spécifique  à  l’Homme  puisqu’il  n’a  pas  été  retrouvé  chez  la 

souris, et ceci peut‐être en raison notamment de la différence structurale du récepteur P2Y12 entre les 

2 espèces (Pausch et al., 2004 ; von Kügelgen, 2006). 

Il  serait également  intéressant d’évaluer  l’effet du PJ34 sur  les phénomènes de sécrétion du contenu 

des granules plaquettaires, par exemple via  la détection de l’ATP. Si  le PJ34 inhibait cette sécrétion,  il 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présenterait  l’avantage  de  ne  pas  supprimer  totalement  l’agrégation  plaquettaire  pouvant  exposer  à 

des risques hémorragiques, mais de bloquer uniquement la phase d’amplification de l’agrégation. En ce 

qui concerne la structure du PJ34, il n’existe pas d’analogie structurale évidente avec l’ADP qui pourrait 

expliquer  son  effet  anti‐agrégant.  Toutefois,  il  est  aujourd’hui  clairement  établi  que  différents  types 

d’interaction sont mis en jeu entre le récepteur P2Y12 et ses différents ligands. En effet, une étude de 

la relation structure/activité entre l’ADP et P2Y12 a permis de mettre en évidence le rôle crucial de la 

lysine en position 280 dans cette  interaction (Ignatovica et al., 2012). Les résidus arginine en position 

256  et/ou  265  jouent  également  un  rôle  important  dans  la  reconnaissance  des  antagonistes  du 

récepteur (Mao et al., 2010). Par ailleurs,  le métabolite actif du clopidogrel se  lie à P2Y12 en formant  

2  ponts  disulfures,  grâce  à  son  groupement  thiol  (Ding  et  al.,  2003).  Ainsi,  il  serait  intéressant  de 

déterminer comment et sur quels sites s’établit la liaison P2Y12‐PJ34. 

Quant  à  la  minocycline,  elle  a  inhibé  de  manière  identique  tous  les  types  d’agrégation,  suggérant 

qu’elle  exercerait  son  activité  anti‐agrégante  via  un  mécanisme  plus  général  et  commun  aux  deux 

espèces, peut être en chélatant les ions calciques. Cette hypothèse reste bien sûr à démontrer. 

 

 

Dans la 2ème partie, nous avons évalué les effets du PJ34 et de la minocycline, les deux seuls inhibiteurs 

de PARP ayant montré un effet sur  l’agrégation plaquettaire  in vitro, dans des modèles  in vivo chez  la 

souris. 

• La 1ère étape a consisté à étudier  leurs effets  sur  l’hémostase, en utilisant 3  tests d’exploration des 

fonctions plaquettaires  :  le  temps de saignement, des modèles de thromboembolie pulmonaire et un 

modèle de thrombose carotidienne induite par le FeCl3, qu’il nous a, tout d’abord, fallu mettre au point. 

Nous  n’avons  mis  en  évidence  aucun  effet  de  ces  inhibiteurs  de  PARP  dans  nos  conditions 

expérimentales. 

D’une  part,  ces  résultats  suggèrent  que  le  PJ34  et  la minocycline  n'ont  aucun  effet  sur  l'hémostase 

primaire, évaluée par  le  temps de saignement. En conclusion,  in vivo,  le PJ34  (1) n’exerce pas d’effet 

anti‐agrégant  et  (2)  ne  semble  pas  présenter  non  plus  d’effet  pro‐agrégant  pouvant  expliquer  la 

réduction  des  TH  spontanées  ou  induites  par  le  rt‐PA,  observées  précédemment  dans  des  modèles 

expérimentaux d’ischémie cérébrale (Murata et al., 2008 ; Machado et al., 2009 ; Haddad et al., 2008, 

2013 ; Teng et al., 2013). Cet effet bénéfique pourrait donc être essentiellement lié à la préservation de 

l’intégrité vasculaire, notamment via l’inhibition de la dégradation de constituants de la BHE (claudine‐

5, ZO‐1 et VE‐cadhérine) et/ou de l’expression de certaines MMP. 



      Conclusion et Perspectives 

195 

D’autre part, le PJ34 et la minocycline n’ont révélé aucun effet pro‐ ou anti‐thrombotique quel que soit 

le terrain vasculaire au niveau de l’occlusion, lésé ou non (modèles de thromboembolie pulmonaire et 

de thrombose carotidienne induite par le FeCl3). 

L’ensemble  de  ces  résultats  montre  donc  l’absence  d’effet  du  PJ34  et  de  la  minocycline  sur  les 

fonctions plaquettaires in vivo chez la souris.  

 

• La 2nde étape de ces études in vivo a été d’évaluer les effets du PJ34 sur l’activité thrombolytique du 

rt‐PA. En effet,  les objectifs actuels en terme de thrombolyse sont (1) d’augmenter son efficacité, afin 

d’augmenter  les taux de recanalisation, et  (2) de diminuer  les effets  indésirables (TH), notamment en 

diminuant  les  doses  administrées.  Pour  répondre  à  ces  deux  problématiques,  il  est  nécessaire  de 

trouver une molécule qui puisse agir en synergie avec le rt‐PA. En effet, une éventuelle diminution de la 

thrombolyse par le PJ34 compromettrait l’association des deux molécules. 

Dans un modèle de thrombose de l’ACM induite par le FeCl3, nous avons observé que le PJ34 et le rt‐PA 

seuls  ou  en  association  retardent  le  début  de  l’occlusion  de  l’ACM,  mais  ne  s’y  opposent  pas. 

Concernant le rt‐PA, ce résultat serait lié à l’effet thrombolytique de la molécule, qui s’opposerait à la 

formation  précoce  du  thrombus.  L’effet  observé  avec  le  PJ34,  bien  que  faible,  pourrait  quant  à  lui 

s’expliquer  par  son  action  protectrice  de  la  paroi  vasculaire  que  nous  avons  mentionnée 

précédemment.  Ainsi  le  PJ34  pourrait  retarder  le  début  de  l’occlusion  de  l’ACM et  donc  la  chute  du 

DSC, en s’opposant à la lésion de l’endothélium par le FeCl3.  

En terme de reperfusion, notre étude montre que le PJ34 n’entrave pas la thrombolyse par le rt‐PA, 

mais  au  contraire,  une  tendance  à  l’améliorer  a  été  observée.  Ce  résultat  n’est  toutefois  pas 

significatif, notamment en raison d’une grande variabilité dans  les groupes d’animaux, ne permettant 

pas  une  puissance  statistique  suffisante  avec  les  effectifs  utilisés.  Cette  étude  mérite  donc  d’être 

poursuivie.  Par  ailleurs,  elle  pourrait  être  complétée par  l’évaluation  in  vitro,  sur  des  échantillons de 

sang  humain  et  murin,  de  l’effet  thrombolytique  de  l’association  rt‐PA  ‐  PJ34  à  l’aide  du  test  des 

euglobulines.  Ce  test  a  notamment  été utilisé  pour  évaluer  l’effet  du  rt‐PA  associé  à  l’INO‐1001 et  a 

montré que cet inhibiteur de PARP n’affectait pas l’activité du rt‐PA (Toth et al., 2006). 

 

•  Comme  nous  venons  de  le  voir,  nos  études  ne  sont  pas  en  faveur  d’un  effet  pro‐agrégant  des 

inhibiteurs de PARP pouvant  contribuer à  la  réduction des TH dans  l’ischémie  cérébrale, qui pourrait 

donc être essentiellement liée à un effet protecteur au niveau vasculaire. Par ailleurs, en rendant moins 

thrombogène  la  paroi  vasculaire,  l’inhibition  de  la  PARP  pourrait  également  réduire  le  risque  de 

formation  de  nouveaux  thrombi  et  donc  de  réocclusion,  comme  cela  a  été  suggéré  dans  un modèle 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d’ischémie/reperfusion  hépatique  (Khandoga  et  al.,  2002,  2004).  En  effet,  les  auteurs  ont  mis  en 

évidence une diminution de l’expression de molécules d’adhésion à la surface des cellules endothéliales 

hépatiques,  ainsi que  l’adhésion des plaquettes et des  leucocytes  sur  la paroi endothéliale,  associé à 

une meilleure perfusion des tissus. 

Ainsi, afin de pouvoir déterminer à terme si de tels effets surviennent au cours de l’ischémie cérébrale, 

nous  avons  parallèlement  évalué  dans  notre modèle  endovasculaire  d’ischémie  cérébrale  transitoire 

chez la souris, les cinétiques d’expression de molécules d’adhésion au niveau cérébral et plasmatique et 

de l’adhésion des plaquettes. 

Nos  résultats  montrent  une  adhésion  des  plaquettes,  évaluée  par  l’immunofluorescence  de  CD41, 

après 6 heures de reperfusion chez  les animaux  ischémiés, qui augmente à 24 heures et devient  très 

importante à 48 heures. Parallèlement, la sP‐sélectine plasmatique tend à augmenter de manière non 

significative  à  ces  3  temps,  témoignant  ainsi  d’une  légère  activation  plaquettaire.  Ce  résultat  reste 

toutefois  à  confirmer  étant  donné  la  faible  taille  des  échantillons.  Par  ailleurs,  l’expression  d’ICAM‐1 

tend à augmenter à 24 heures, et est significative à 48 heures, ce qui est en accord avec  la cinétique 

d’adhésion des plaquettes. 

Ainsi,  l’augmentation  de  l’adhésion  des  plaquettes  au  niveau  cérébral,  associée  à  l’augmentation  de 

l’expression d’ICAM‐1 à 48 heures,  justifient dans  l’avenir d’évaluer  l’implication de  la PARP dans ces 

phénomènes. 

Pour cela, une des stratégies envisagées sera d’évaluer l’effet d’un traitement par le PJ34 administré à 

la  dose  de  25  mg/kg,  dose  à  laquelle  il  a  été  montré  une  réduction  de  l’augmentation  de  l’ARNm 

d’ICAM‐1 dans ce modèle (Haddad et al., 2006). 

Par ailleurs, l’injection d’une solution de dextran couplé à du FITC (Hase et al., 2012), une technique qui 

sera très prochainement mise en place au laboratoire, permettra d’évaluer les zones de perfusion dans 

le  tissu  cérébral  directement  sur  des  coupes  de  cerveaux  ou  d’observer  les  défauts  de  perfusion  en 

temps réel, à travers une fenêtre crânienne, par microscopie intravitale (Karatas et al., 2011). 

Cette  technique microscopique permet également de visualiser directement  l’adhésion de plaquettes 

marquées, par exemple par la rhodamine 6G ex vivo, sur la paroi endothéliale, et leur contribution à la 

formation de thrombi (Khandoga et al., 2004).  

 

Afin  de  renforcer  l’intérêt  des  inhibiteurs  de  PARP  dans  le  traitement  des  AVC,  il  serait  également 

pertinent  de  confirmer  les  résultats  obtenus  dans  l’ensemble  de  ces  modèles  in  vivo  en  utilisant 

d’autres inhibiteurs de PARP ou des souris PARP‐/‐. 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En conclusion, à terme, l’ensemble de ces travaux pourrait contribuer à mettre en évidence un nouvel 

aspect  bénéfique  des  inhibiteurs  de  PARP.  En  effet,  au‐delà  de  leurs  effets  neuroprotecteurs  et 

vasculoprotecteurs, l’ensemble de ces données suggère qu’ils (1) ne perturbent pas l’hémostase et (2) 

n’entravent pas la thrombolyse par le rt‐PA, et qu’ils pourraient peut‐être même la favoriser. De plus, 

s’il s’avère que l’inhibition de la PARP réduit l’adhésion plaquettaire et donc le risque de formation de 

nouveaux thrombi associés aux phénomènes de réocclusion, ceci  renforcerait  l’intérêt des  inhibiteurs 

de PARP dans le traitement des AVC ischémiques. 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Summary  

Background and purpose 

After ischaemic stroke, clinicians are faced with incomplete tissue reperfusion and reocclusion, in which platelet 

activation/aggregation plays a key role. Data suggest that certain poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) inhibitors of a 

particular chemical structure could be antiaggregant. Beneficial role of PARP inhibition has been largely 

demonstrated in experimental models of cerebral ischaemia, particularly using the potent PARP inhibitor PJ34. In this 

in vitro study, we investigated in human blood the potential antiplatelet effect of PJ34 and three other PARP 

inhibitors 

(3-aminobenzamide, INO-1001, minocycline). 

Experimental approach 

The effect of PARP inhibitors on platelet aggregation induced by ADP, collagen or PAR1ap was evaluated on 

platelet-rich plasma by optical aggregometry. We chose ADP concentrations inducing a biphasic aggregation curve 

resulting from the successive activation of ADP receptors, P2Y1 and P2Y12. P2Y12 inhibition was assessed on 

whole blood using a flow cytometry method evaluating vasodilatator stimulated phosphoprotein (VASP) 

phosphorylation. 

Key results 

PJ34 inhibited the second phase of ADP-induced platelet aggregation, an effect reduced by incremental ADP 

concentrations. PJ34 increased VASP phosphorylation in a concentration-dependent manner. Minocycline reduced all 

agonist-induced platelet aggregation whereas 3-aminobenzamide and INO-1001 had no effect. 

Conclusions and implications 

We showed that two PARP inhibitors exert antiplatelet effect. While minocycline seems to act through a more 

general mechanism that remains to investigate, this is the first study to report that PJ34, a potent PARP inhibitor, 

could act via a competitive P2Y12 antagonism. The antiaggregant effect of PJ34 strengthens the interest of this 

molecule in stroke treatment. 

                                                   
 Abbreviations 

3-AB, 3-aminobenzamide; PAR, proteinase-activated receptor; PAR1ap, activating peptide of PAR1; PARP, 

poly(ADP-ribose)polymerase; PJ34, N-(6-oxo-5,6-dihydro-phenanthridin-2-yl)-N,N-dimethylacetamide; 

PRI, platelet reactivity index; PRP, platelet-rich plasma; rt-PA, recombinant tissue plasminogen activator; VASP, 

vasodilator stimulated phosphoprotein 

Keywords 

Platelet aggregation, poly(ADP-ribose)polymerase inhibitor, PJ34, P2Y12 receptor 
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Introduction 

Platelet adhesion, activation and aggregation is a 

crucial mechanism in arterial thrombosis, and 

therefore, in the pathophysiology of ischemic stroke 

(Del Zoppo, 1998; Yip et al., 2005; Stoll et al., 2008; 

Franks et al., 2010), a leading cause of death 

worldwide. Today, the only approved treatment for 

stroke is thrombolysis with the recombinant tissue 

plasminogen activator (rt-PA) that improves outcomes 

in acute ischemic stroke patients by restoring cerebral 

blood flow. Nevertheless, its use remains limited to 

less than 5% patients due to its narrow therapeutic 

window of 4.5 hours (Hacke et al., 2008) and the 

related risk of haemorrhagic transformation (The 

National Institute of Neurological Disorders and 

Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995). Moreover, 

rt-PA induces recanalization in only half of treated 

patients (Rha and Saver, 2007) and early arterial 

reocclusion also occurs after successful thrombolysis 

in about 20 to 30% of recanalized patients 

(Alexandrov and Grotta, 2002; Rubiera et al., 2005; 

Saqqur et al., 2007; Balami et al., 2013). Another 

major health concern in survival patients is the high 

risk of recurrent strokes within the following few 

weeks after the first event (Mohan et al., 2011). In 

addition to lifestyle changes and to the control of risk 

factors (hypertension, diabetes, dyslipidemia…), 

current guidelines recommend antiplatelet agents 

(aspirin, clopidogrel and dipyridamole) as the 

fundamental strategy of secondary stroke prevention 

in patients with noncardioembolic disease (Kischner, 

2012). However the modest benefit of these agents 

and the potential risk of bleedings point out the need 

for novel strategies (Fabre and Gurney, 2010; Di 

Minno et al., 2011; Weber et al., 2012). 

Almost 10 years ago, an in vitro study demonstrated 

that three poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) 

inhibitors 

(4-hydroxyquinazoline ; 2-mercapto-4(3H)-

quinazolinone ; HO-3089) were able to reduce ADP-

induced aggregation (Alexy et al., 2004). The authors 

attributed this effect to a potential competition 

between these inhibitors and ADP to bind to the 

receptors of this latter. This competition may be due 

to a molecular structure resembling that of the adenine 

moiety of nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) 

molecule and common to ADP. Such an inhibition of 

ADP-induced aggregation was not observed by Toth 

and collaborators (2006) with INO-1001, another 

potent PARP inhibitor with a different structure. 

Consequently, these data suggest that certain PARP 

inhibitors might exert antiplatelet effect and then be 

useful to improve thrombolysis in ischemic stroke 

patients and also in secondary stroke prevention. 

PARP is an ubiquitous nuclear enzyme 

physiologically involved in DNA repair, by catalysing 

the synthesis of poly(ADP-ribose) from NAD. As 

platelets are small anucleate cells, they theoretically 

cannot contain this enzyme. Accordingly, to our 

knowledge, there is no data reporting PARP presence 

in platelets. Consequently, the potential antiaggregant 

effect of PARP inhibitors would be PARP-

independent as suggested in Alexy’s study (2004). In 

pathophysiological conditions, such as stroke, the 

overactivation of PARP exerts deleterious effects, as 

demonstrated in several experimental models of 

cerebral ischaemia (see for review Komjáti et al., 

2005; Curtin and Szabo, 2013). In rodent models of 

cerebral ischaemia, we and others have shown that 

PJ34 (N-(6-oxo-5,6-dihydro-phenanthridin-2-yl)-N,N-

dimethylacetamide), a potent PARP inhibitor (IC50 = 

17 nM), reduces infarct volume, blood brain barrier 

permeability, brain oedema, spontaneous and rt-PA-

induced haemorrhagic transformations, inflammatory 

response, motor deficit, and enhances long-term 

neuronal survival and neurogenesis (Abdelkarim et al., 

2001; Park et al., 2004; Haddad et al., 2006, 2008 and 

2013; Lenzsér et al., 2007; Kauppinen et al., 2009; 

Teng et al., 2013).  
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In that context, the aim of this in vitro study was to 

evaluate on human blood whether, in addition to its 

already demonstrated protective effects in ischaemic 

stroke, PJ34 exerts antiplatelet effect and the potential 

mechanism involved. The effect of three other PARP 

inhibitors, that have demonstrated beneficial effects in 

experimental models of cerebral ischaemia (Couturier 

et al., 2003; Koh et al., 2004; Komjáti et al., 2004; Xu 

et al., 2004; Hayakawa et al., 2008), but with different 

chemical structures, was also studied (Figure 1): a 

benzamide (3-aminobenzamide or 3-AB; IC50 = 33 

µM), an isoindolinone derivative (INO-1001; IC50 < 

15 nM) and a tetracycline analogue (minocycline; 

IC50 ~ nM; Alano et al., 2006). To our knowledge, 

this is the first report that PJ34 inhibits ADP-induced 

platelet aggregation in human platelet-rich plasma 

(PRP) and that this effect could result from P2Y12 

antagonism. 

Figure 1  

 

Methods 

 

Chemicals and reagents 

ADP was obtained from Roche (Boulogne-

Billancourt, France) and PAR1ap (activating peptide 

of protease-activated receptor 1), use as a thrombin 

receptor activator, from Bachem (Bubendorf, 

Switzerland). Collagen was purchased from Nycomed 

(kit SKF Solution, Nycomed, Austria Takeda 

Pharmaceuticals International, Zurich, Switzerland). 

Minocycline and 3-aminobenzamide were purchased 

from Sigma (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, 

France) and INO-1001 from Seleck Chemicals 

(Euromedex, Souffelweyersheim, France). 

All reagents were dissolved and diluted in distilled 

water. 

 

Human platelet aggregation studies 

Venous blood from informed healthy donors was 

obtained from the French blood bank institute (EFS), 

according to the agreement between Paris Descartes 

University and EFS 

(C CPSL UNT No. 12/EFS/064). 

Whole blood samples were collected into Vacutainer® 

tubes containing 3.8% trisodium citrate (BD 

Vacutainer®, Becton Dickinson, Le Pont de Claix, 

France) and platelet-rich plasma (PRP) was separated 

by centrifugation at 133 g for 20 minutes at 25°C 

(OrtoAlresa Digtor 

21 R, Madrid, Spain) to obtain (PRP). After carefully 

removing PRP, the pellet was centrifuged at 2630 g 

for 20 minutes at 25°C to obtain platelet-poor plasma 

(PPP). The final platelet count in PRP samples was 

adjusted to 2.5x108 platelets ml-1 with autologous 

PPP. 

Platelet aggregation was quantified in PRP by optical 

aggregometry using a PAP- 8E Aggregometer 

(Bio/Data Corporation, Horsham, PA, USA) with a 

constant stirring rate of 1000 rpm at 37 °C. 

Ten microliters of PARP inhibitors (PJ34, 

3-AB, minocycline or INO-1001) or vehicle 

(reference) were added to 230 µl of PRP in glass 

cuvettes. Samples were pre-incubated at 37°C for 10 

minutes. After baseline adjustment, 10 µl of platelet 

agonist (ADP, collagen or PAR1ap) were added and 

aggregation was recorded for 8 minutes. A glass 

cuvette containing 20 µl of vehicle (distilled water) 

and 230 µl of PPP served as a control of "100% light 

transmission". 

Agonist concentrations were adjusted for each donor 

to induce a maximum aggregation of about 70%: 

collagen (1 - 1.5 or 2 µg ml-1) and PAR1ap (1 - 1.5 or 

2 µM). Moreover, ADP concentration has to be 

determined to produce a biphasic aggregation curve 

(1.5 - 2 - 2.5 - 4 or 5 µM). PJ34 was used at 1, 10, 25, 

50 or 100 µM and the other PARP inhibitors (3-AB, 

minocycline and INO-1001) at 50 µM. 

References were normalized to 100% and the maximal 

aggregation (%) measured in the presence of PARP 

inhibitor was compared to that of the corresponding 

reference, except for ADP-induced aggregation where 
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maximal aggregation was distinguished for each 

phase. 

To evaluate the antiaggregant effect of PJ34 on 

platelets stimulated with increasing ADP 

concentrations (1.5 to 10 µM), PRP was pre-incubated 

with fixed concentrations of PJ34 (50, 100 or 500 

µM). In this experiment, since the ADP concentration 

used did not always induce a biphasic aggregation 

curve, the maximum aggregation (%) in the presence 

of PJ34 was compared to the corresponding reference. 

The concentrations of PARP inhibitors or platelet 

agonist mentioned above correspond to the final 

concentration in 250 µl. 

 

VASP phosphorylation 

VASP (Vasodilator Stimulated Phosphoprotein) 

phosphorylation was measured using a modified 

commercial kit (PLT VASP/ P2Y12 assay, Biocytex, 

Marseille, France) on a FACS Calibur flow cytometer. 

VASP is an intracellular platelet protein which 

phosphorylation is regulated by cAMP and activation 

of a protein kinase pathway. PGE1 activates this 

pathway resulting in VASP phosphorylation (P-

VASP), whereas ADP inhibits this cascade through 

P2Y12 receptors and thus reduces P-VASP. 

Briefly, citrated whole blood was pre-incubated for 10 

minutes with PJ34 (final concentrations: 100, 250, 500 

or 1000 µM) or its vehicle. The results were expressed 

as the platelet reactivity index (PRI). 

PRI is calculated using corrected mean fluorescence 

intensities (MFI) in the presence of PGE1 alone (MFI 

PGE1), PGE1, ADP and PJ34 or its vehicle (MFI 

(PGE1+ADP±PJ34)), as follows: 

PRI = [ ( MFI PGE1 – MFI (PGE1+ADP±PJ34) ) / MFI PGE1 ] 

x 100 

One has to know that a low PRI is associated with a 

high VASP phosphorylation state. 

 

Statistical analysis 

Data are expressed as mean ± SD. Samples were 

compared with the reference value using a one-way 

ANOVA followed by Dunnett's test. Statistical 

significance was assigned at P<0.05. Tests were 

performed with GraphPad Prism 5 (GraphPad 

Software, Inc., La Jolla, USA). 

 

Results 

 

Effect of PJ34 on ADP-induced platelet aggregation 

The antiplatelet effect of PJ34 was first tested on 

ADP-induced PRP aggregation. ADP concentration 

has to be determined for each donor in order to 

induce, in our experimental conditions, a biphasic 

aggregation curve resulting from the activation of 

ADP receptors, P2Y1 and P2Y12, successively (Figure 

2A). 

In the absence of PJ34, basal aggregation was about 

40 ± 10.6% for the first phase and 24 ± 11.9 % for the 

second one. 

PJ34 had no effect on the first phase of ADP-induced 

platelet aggregation, but inhibited the second one by 

60% at 10 µM (P<0.01), by 80% at 25 µM and 50 µM 

(P<0.001), and totally at 100 µM (P<0.001; Figure 

2B). 

Figure 2  

 

Considering the dose-dependent effect of PJ34 on the 

second phase of ADP-induced aggregation, we then 

evaluated the potential competition between ADP and 

PJ34 using incremental concentrations of ADP. Figure 

3 shows that the more ADP concentrations increased 

(up to 10 µM) the less PJ34 had an inhibitory effect. 

For instance, 100 µM of PJ34 reduced by 60% the 

platelet aggregation induced by 1.5 µM of ADP 

(P<0.05), by 40% the 2.5 µM ADP-induced 

aggregation (P<0.05), by 25% the aggregation 

induced by 5 µM and by 15% the 10 µM ADP-

induced aggregation. 

Figure 3  

 

Effect of PJ34 on VASP phosphorylation 
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Because the second aggregation phase induced by 

ADP is mainly dependent on the engagement of P2Y12 

receptor, leading to the inhibition of VASP 

phosphorylation, we used flow cytometry 

quantification of P-VASP to investigate the 

interaction of PJ34 with P2Y12 signalling. This 

method is one of the most valuable to evaluate the 

efficacy of P2Y12 antagonists, such as clopidogrel 

(Aleil et al., 2005). In the condition test, a high VASP 

phosphorylation state is associated with a low PRI. 

The PRI of ADP reference was 70 ± 4.6%. PJ34 

reduced the PRI in a concentration-dependent manner 

by 30% at 250 µM (P<0.01), 60% at 500 µM 

(P<0.001) and totally at 1000 µM (P<0.001; Figure 4). 

Figure 4  

 

Effect of PJ34 on collagen- and PAR1ap-induced 

platelet aggregation 

In order to determine the specificity of PJ34 towards 

ADP-induced aggregation, we next investigated the 

inhibitory effect of PJ34 on two other platelet agonists 

(collagen and PAR1ap). Since it is well known that 

secreted ADP constitutes a second feedback 

amplification signal in the setting of platelet 

aggregation, we used agonist concentrations inducing 

a strong activation less dependent or independent on 

secreted ADP. Whatever the PJ34 concentration, no 

inhibitory effect was observed on either collagen- or 

PAR1ap-induced platelet aggregation (Figure 5). 

Figure 5  

 

Effect of other PARP inhibitors with various chemical 

structures on ADP-, collagen- and PAR1ap-induced 

platelet aggregation 

To precise whether the inhibitory effect on ADP-

induced platelet aggregation was specific to PJ34, we 

evaluated the effect of 3 structural different PARP 

inhibitors, 3-AB, minocycline and INO-1001, at 50 

µM. 

While no inhibitory effect of 3-AB and INO-1001 

could be observed, minocycline reduced both phases 

of ADP-induced platelet aggregation by 50% 

(P<0.001) and 65% (P<0.01), respectively, and also 

collagen- and PAR1ap-induced platelet aggregation 

by 60% (P<0.001; Figure 6). 

Figure 6  

 

Discussion and conclusions 

 

Beside their principal function at maintaining 

homeostasis, platelets are also involved in the 

formation of pathogenic thrombi. Platelet activation is 

triggered by a variety of agonists, such as sub-

endothelial collagen, thromboxane A2 and ADP 

released from activated platelets or thrombin 

generated by the coagulation cascade (Broos et al., 

2011). These agonists act on different platelet 

receptors, but they all trigger signalling pathways 

leading to intracellular calcium concentration increase 

(Varga-Szabo et al., 2009). ADP, which is a weak 

agonist compared to collagen or thrombin, is however 

considered as the main amplifier of initial aggregation. 

In this study, we showed that PJ34 inhibits ADP-

induced platelet aggregation. This antiplatelet effect 

seems specific to ADP receptors since PJ34 does not 

inhibit collagen or PAR1ap-induced platelet 

aggregation. Our results are in accordance with those 

of Alexy and collaborators (2004) who investigated 

the effects of three other PARP inhibitors 

(4-hydroxyquinazoline ; 2-mercapto-4(3H)-

quinazolinone ; HO-3089) and found that they 

reduced ADP-, but not epinephrine- or collagen-

induced platelet aggregation, presumably due to a 

competition between these PARP inhibitors and ADP 

for binding to its receptors. 

To go further in this hypothetical mechanism, we 

examined which ADP receptor(s), i.e. P2Y1 and 

P2Y12, may be implicated. Indeed, the mechanism of 

ADP-induced platelet aggregation is complex, since 

the co-activation of both G-protein-coupled receptors 

P2Y1 and P2Y12 is necessary to produce a complete 

aggregation response (Dorsam and Kunapuli, 2004; 
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Gachet, 2008). The Gq coupled-P2Y1 receptor is 

essential in the initiation of ADP induced-platelet 

activation; it mediates calcium mobilization from 

internal stores, which results in platelet shape change, 

and weak and transient aggregation. The Gi coupled-

P2Y12 receptor activation, via lowering cAMP levels 

induces the amplification of platelet aggregation and 

secretion; this receptor plays a pivotal role in 

sustaining platelet aggregation. For that purpose, ADP 

concentrations were chosen to produce a biphasic 

aggregation curve. In these conditions, PJ34 (10 to 

100 µM) only inhibited the second phase of ADP-

induced platelet aggregation without modifying the 

first one, suggesting that its antiaggregant effect is 

specifically linked to the P2Y12 receptor. 

Moreover, we observed that incremental ADP 

concentrations (1.5 to 10 µM) reduced the inhibitory 

effect of PJ34 (50, 100 and 500 µM), and that the 

antiaggregant effect of 100 µM PJ34 even disappears 

when applying ADP at 10 µM, suggesting a 

competitive effect of PJ34 with ADP for P2Y12. In 

order to test this hypothesis, we assessed by flow 

cytometry the phosphorylation state of the 

intracellular platelet protein VASP. This assay is 

commonly used in clinical practice to evaluate the 

efficiency of P2Y12 antagonism in patients treated 

with clopidogrel (Aleil et al., 2005). Therefore, any 

specific P2Y12 antagonist impedes VASP 

dephosphorylation, and consequently, promotes the 

phosphorylated form. This assay had to be performed 

with higher concentrations of PJ34 (100 to 1000 µM) 

than in aggregation studies. On one hand, these 

experimental conditions were partly attributed to the 

fact that we had to use whole blood for the PLT 

VASP/P2Y12 kit that does not work on PRP. It is 

important to note that, in both blood and plasma, ADP 

can be broken down to adenosine, an inhibitor of 

platelet aggregation. However, adenosine is readily 

removed from blood through uptake into red blood 

cells, which makes it unavailable to inhibit platelet 

aggregation. Therefore, adenosine can exert more 

efficiently its inhibitor effect on platelet aggregation 

in PRP where red blood cells are absent (Iyú et al., 

2011). This could explain that lower PJ34 

concentrations are necessary to inhibit ADP-induced 

platelet aggregation in PRP. On the other hand, as the 

concentration of ADP provided in the kit is not 

specified, one can imagine that this concentration may 

be higher than those we used before. Whatever the 

reason, our results show that PJ34 increased the 

amount of P-VASP in a dose-dependent manner, 

suggesting that PJ34 may act like a P2Y12 antagonist. 

Since our original hypothesis relied on a “PARP-

independent” mechanism, we then examined whether 

three other PARP inhibitors with different chemical 

structure exert similar antiplatelet effect. We opted for 

3-AB, INO-1001 and minocycline that also 

demonstrated beneficial effects in experimental 

models of cerebral ischaemia (Couturier et al., 2003; 

Koh et al., 2004; Komjáti et al., 2004; Xu et al., 2004; 

Hayakawa et al., 2008). The concentration of these 

PARP inhibitors (50 µM) was chosen based on the 

PJ34 concentration inducing an important 

antiaggregant effect, without referring to their IC50 

for PARP accordingly to our hypothesis. 

First, neither 3-AB nor INO-1001 modified platelet 

aggregation whatever the agonist used, which is 

consistent with previous results showing no effect of 

INO-1001 at 10 or 100 µM (Toth et al., 2006). The 

authors suggested that this lack of antiplatelet effect 

might simply be explained by its structure, but they 

also suspected the concentrations used. Indeed, in 

Toth’s study, INO-1001 concentrations are consistent 

with those preventing PARP activation in a 

cardiomyocyte oxidative challenge model or even 

with plasma concentrations measured in in vivo 

models, whereas Alexy and collaborators (2004) 

showed that inhibition of ADP-induced platelet 

aggregation with their PARP inhibitors occurred at 

higher concentrations than those inhibiting PARP 

activity in similar cell culture. 
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In our study, PJ34 significantly inhibited the second 

phase of ADP-induced platelet aggregation by 60% at 

10 µM, with a tendency at 1 µM (25%). Although 

these concentrations are higher than the IC50 for 

PARP inhibition (17 nM), they are similar to those 

used by Toth and collaborators with the equipotent 

PARP inhibitor, INO-1001 (IC50 < 15 nM). 

Moreover, PJ34 concentrations are consistent with 

those commonly used in in vitro studies. So, for 

example, pre-treatment with 30-1000 nM PJ34 

significantly protected neurons from OGD-induced 

cell death in a dose-dependent manner (Abdelkarim et 

al., 2001). PJ34 (10 or 100 µM) also protected 

cardiomyoblast cells against H2O2-induced injury 

(Szepes et al., 2013). In human umbilical vein 

endothelial cell (HUVEC) culture, Mathews and Berk 

(2008) showed that PJ34 at 10 µM reduced H2O2-

induced cell death. 

At last, surprisingly, our results show that minocycline 

reduced all agonists-induced platelet aggregation by 

50-60%, suggesting that this antiaggregant effect 

involves a more general mechanism. Indeed, 

minocycline can chelate divalent metal ions, such as 

calcium (Glette et al., 1984). Thus, since calcium 

plays a major role in platelet aggregation (Varga-

Szabo et al., 2009), its chelation might explain the 

antiplatelet effect of minocycline. 

 

In conclusion, we confirmed that certain PARP 

inhibitors are antiaggregant on human blood, but most 

importantly, our in vitro study is the first 

demonstrating that PJ34 inhibits ADP-induced platelet 

aggregation via a potential competitive P2Y12 

antagonism. As it is well established that 

pharmacological blockade of P2Y12 with 

thienopyridines like clopidogrel is a powerful 

antiplatelet strategy in the prevention of recurrent 

ischemic stroke, such an effect would add “another 

string to the bow” of PJ34, in addition to its already 

demonstrated beneficial effects in cerebral ischaemia, 

and thus strengthens its interest in stroke treatment. 
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Figure 1 

Chemical structure of the four PARP inhibitors: PJ34, 3-AB, INO-1001 and minocycline 
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Figure 2 

Effect of PJ34 on both phases of ADP-induced platelet aggregation. ADP concentration (1.5 to 5 µM) was 

determined for each donor to produce a biphasic aggregation curve (A). Human PRP samples were pre-incubated in 

the absence (= reference, Ref; normalized to 100%) or presence of PJ34 and then stimulated with ADP (B). Results 

are presented as the mean ± SD (n = 6-7) and expressed relatively to ADP the reference. **P<0.01 and ***P<0.01, 

significantly different from the corresponding ADP reference (one-way ANOVA followed by Dunnett's test). 
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Figure 3 

Effect of incremental concentrations of ADP on platelet aggregation in the presence of PJ34. Human PRP samples 

were pre-incubated in the absence (= reference; normalized to 100%) or presence of PJ34 and then stimulated with 

ADP. Results are presented as the mean ± SD (n = 4-7) and expressed relatively to the ADP reference. *P<0.05, 

**P<0.01 and ***P<0.001, significantly different from the corresponding ADP reference (one-way ANOVA 

followed by Dunnett's test). 
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Figure 4 

Effect of PJ34 on VASP phosphorylation. Human whole blood was pre-incubated in the absence (reference, Ref) or 

presence of PJ34 and stimulated with ADP. A low PRI is associated with a high VASP phosphorylation state and thus 

reflects P2Y12 inhibition. Results are presented as the mean ± SD (n = 3-4) and expressed relatively to the reference. 

**P<0.01 and ***P<0.001, significantly different from the reference (one-way ANOVA followed by Dunnett's test). 
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Figure 5 

Effect of PJ34 on collagen- and PAR1ap-induced platelet aggregation. Human PRP samples were pre-incubated in 

the absence (= reference, Ref; normalized to 100%) or presence of PJ34 and then stimulated with either collagen (1 to 

2 µg/ml) or PAR1ap (1 to 2 µM). Results are presented as the mean ± SD (n = 7-8) and expressed relatively to the 

reference. 
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Figure 6 

Effect of other PARP inhibitors (3-AB, minocycline and INO-1001) on ADP-, collagen- or PAR1ap-induced platelet 

aggregation. Human PRP samples were pre-incubated in the absence (= reference; normalized to 100%) or presence 

of PARP inhibitor (50 µM) and then stimulated with ADP (1.5 to 5 µM; to produce a biphasic aggregation curve), 

collagen (1 to 2 µg/ml) or PAR1ap (1 to 1,5 µM). Results are presented as the mean ± SD (n = 5-6) and expressed 

relatively to the reference. **P<0.01 and ***P<0.001, significantly different from the reference (one-way ANOVA 

followed by Dunnett's test). 

 


