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L N T R O D U C T I O N  ---- 

C e t t e  t h è s e  a  p o u r  o b j e t  l ' é t u d e  d e  l a  s t r u c t u r e  d e  

f r a c t i o n s  g l u c i d i q u e s  d e s  p l a q u e t t e s  e t  d e  l e u r  r ô l e  d a n s  l ' h é -  

m o s t a s e .  N O S  t r a v a u x  p o r t e n t  e n  p a r t i c u l i e r  s u r  l ' i m p o r t a n c e  

d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e .  

Le p o i n t  d e  d é p a r t  d e  n o s  r e c h e r c h e s  a  é t é  l ' h y p o t h è s e  

q u e  c e r t a i n e s  m a n i f e s t a t i o n s  p a t h o l o g i q u e s  d e s  p l a q u e t t e s  

p o u v a i e n t  a v o i r  l e u r  c a u s e  d a n s  d e s  a n o m a l i e s  d e  l a  c o n s t i t u -  

t i o n  d e s  c h a î n e s  g l u c i d i q u e s  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  d e s  membranes  

p l a q u e t t a i r e s .  

C e t t e  h y p o t h è s e  n o u s  a  c o n d u i t  à p r o v o q u e r  d e s  chan-  

g e m e n t s  d a n s  l a  c o m p o s i t i o n  d e  l a  p a r t i e  g l u c i d i q u e  e t  à 

c a r a c t é r i s e r  l e  c o m p o r t e m e n t  d e s  membranes  a i n s i  m o d i f i é e s .  



IDEES DIRECTRICES DES TRAVAUX 

Les plaquettes sanguines jouent un rôle important dans 

l'hémostase primaire, et il est couramment admis que les phé- 

nomènes de thromboses reposent essentiellement sur leur 

faculté d'adhésion et agrégat ion. 

Les activités plaquettaires ont leur point de départ 

dans les réactions de la membrane. Celle-ci est riche 

en glucides Les composants glucidiques sont : le D-galac- 

tose, le D-glucose, le D-mannose, le L-fucose des héxo- 

samines et des acides sialiques. 

Ayant constaté que des cas pathologiques (p.e. throm- 

basthénie (110,111,112) sont caractérisés par un écart avec 

la teneur normale en acide sialique, nous nous sommes proposé 

de provoquer expérimentalement la modification de la teneur en 

acide sialique des charries glucidiques plaquettaires. La mé- 

thode employée consiste à enrichir des plaquettes en acide 

sialique et à appliquer in vitro des tests biophysiques pour 

étudier les fonctions plaquettaires. Notre but est de reconnaz- 

tre si l'on peut mettre en évidence un parallélisme entre des 

anomalies de fonction des plaquettes et des modifications de 

la composition de leurs charnes glucidiques. 

Le plan de ces travaux et les méthodes employées 

peuvent être résumés de la façon suivante : 



LE PLAN DES TRAVAUX ET LES METHODES UTILISEES DANS L'ETUDE 

DU ROLE DE L'ACIDE SIALIQUE DANS LES FONCTIONS PLAQUETTAIRES 

E t u d e  a n a l y t i q u e  : 

- D é t e r m i n a t i o n  p a r  d e s  m é t h o d e s  c h i m i q u e s  e t  b i o c h i m i q u e s  

d e  l a  c o m p o s i t i o n  g l u c i d i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  n o r m a l e s  e t  

p a t h o l o g i q u e s .  

E t u d e  e n z y m a t i q u e  : 

- D o s a g e  d e s  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  e t  l e u r  u t i l i s a t i o n  d a n s  

l ' i n c o r p o r a t i o n  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  p a r  l e s  p l a q u e t t e s .  

- E n r i c h i s s e m e n t  d e s  p l a q u e t t e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e .  

- D é t e r m i n a t i o n  p a r  d e s  m é t h o d e s  c h i m i q u e s  e t  e n z y m a t i q u e s  

d e  l a  n a t u r e  d e  l a  l i a i s o n  e n t r e  p l a q u e t t e  e t  l ' a c i d e  

s i a l i q u e  i n c o r p o r é .  

R ô l e  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  : 

- E t u d e  p a r  d e s  t e s t s  b i o p h y s i q u e s  d e  l ' e f f e t  d e  l ' a c i d e  

s i a l i q u e  i n c o r p o r é  s u r  l e s  f o n c t i o n s  p l a q u e t t a i r e s .  

A v a n t  d ' e x p o s e r  n o s  t r a v a u x  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  s a n g u i -  

n e s ,  n o u s  r é s u m o n s  l e s  c o n n a i s s a n c e s  n é c e s s a i r e s  p o u r  l a  

c o m p r é h e n s i o n  d e  c e s  é t u d e s .  



R A P P E L  DES CONNAISSANCES SUR L E S  PLAQUETTES SANGUINES 





Figure 1  

PLAQUETTES NORMALES AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE : 

d'après  SIXMA e t  MOLENAAR (15Sa) 

a  = granules  

g = granules  de g lycogène  

m t  = microtubules  

mf = m i c r o f i b r i l l e s  

v = v a c u o l e s  

m = mitochondries  



C H A P I T R E  1 

APERÇU GENERAL 

1. RAPPEL HISTORIQUE 

P a r m i  l e s  é l é m e n t s  f i g u r é s  d u  s a n g ,  l e s  p l a q u e t t e s  o n t  

é t é  l e s  d e r n i e r s  à ê t r e  d é c o u v e r t s  à c a u s e  d e  l e u r  t a i l l e  t r è s  

p e t i t e .  

L e s  p r e m i è r e s  o b s e r v a t i o n s  c o n c e r n a n t  l e s  p l a q u e t t e s  
\ 

o n t  é t é  f a i t e s  e n  1 8 4 2  p a r  A l f r e d  DONNE ( 5 1 )  ; e t  l a  p a r t i -  

c i p a t i o n  d e  c e t  é l é m e n t  a u  p h é n o m è n e  d e  l ' h é m o s t a s e  a é t é  

d é c r i t e  e n  1 8 8 2  p a r  G e o r g e  HAYEM ( 6 5 ) .  

C e p e n d a n t  l ' é t u d e  d e  l ' u l t r a s t r u c t u r e  d e s  

p l a q u e t t e s  n ' a  é t é  p o s s i b l e  q u ' a v e c  l ' a p p a r i t i o n  d u  m i c r o s c o p e  

é l e c t r o n i q u e .  

L a  c o n j o n c t i o n  d e s  moyens  r e p r é s e n t é s  p a r  l a  m i c r o s c o p i e  

é l e c t r o n i q u e ,  p a r  l a  m i c r o é l e c t r o p h o r è s e  d e s  c e l l u l e s ,  p a r  l a  

n é p h é l o m é t r i e  d ' a g r é g a t i o n ,  e tc . . . ,  a  p e r m i s  d ' é t u d i e r  i n  

v i t r o ,  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  i s o l é e s ,  l e u r s  f o n c t i o n s  a i n s i  q u e  

l e s  c h a n g e m e n t s  d e  l e u r  s t r u c t u r e  a u  c o u r s  d e s  m a n i f e s t a t i o n s  

d e  l e u r  a c t i v i t é  ( 3 , 4 , 1 4 , 2 0 , 4 1 , 7 1 , 1 2 6 , 1 8 0 ) .  

L e s  r é s u l t a t s  d e s  a n a l y s e s  c h i m i q u e s  e t  b i o c h i m i q u e s  

o n t  c o m p l é t é  c e s  i n f o r m a t i o n s  m a i s  m a l g r é  l a  masse d e s  t r a v a u x  

r é a l i s é s ,  i l  r e s t e  e n c o r e  b e a u c o u p  à f a i r e  p o u r  e x p l i q u e r  

c o m p l è t e m e n t  l e  m é c a n i s m e  d e s  f o n c t i o n s  b i o l o g i q u e s  d e s  p l a -  

q u e t t e s .  



2. ULTRASTRUCTURE ET ORIGINE DES PLAQUETTES 

Dans l e  s a n g ,  l e s  p l a q u e t t e s  s o n t  p r é s e n t e s  comme d e s  

s t r u c t u r e s  i n d i v i d u e l l e s  d ' u n e  f o r m e  i r r é g u l i è r e  e t  d ' u n  d i a -  

m è t r e  d e  1 , 5  à 4 ;, a v e c  u n e  s u r f a c e  l i s s e  e n  g é n é r a l .  C e  

s o n t  d e s  c e l l u l e s  a n u c l é é e s  d o n t  l e  c y t o p l a s m e  e s t  s é p a r é  du  

p l a s m a  p a r  un s y s t è m e  d e  membranes.  Le c y t o p l a s m e  r e n f e r m e  

p l u s i e u r s  é l é m e n t s  l i m i t é s  c h a c u n  p a r  une  membrane 

( F i g u r e  1 ) .  

A l ' i n t é r i e u r  d e  l a  membrane o n  d i s t i n g u e  ( 1 4 , 7 1 )  d e s  

g r a n u l e s  d e  t a i l l e s  e t  d e  f o r m e s  d i f f é r e n t e s  ( g r a n u l e s  p h o s -  

p h o l i p i d i q u e s  e t  l y s o s o m e s ) ,  d e s  m i t o c h o n d r i e s  a y a n t  l e  r ô l e  

r e s p i r a t o i r e ,  d e s  v a c u o l e s ,  d e s  m i c r o t u b u l e s  f o r m é s  p a r  g r o u -  

pement  d e  m i c r o f  i b r i l l e s ,  d e s  m i c r o f  i b r i l l e s  f l o t t a n t e s ,  d e s  

g r a n u l e s  d e  g l y c o g è n e ,  e t  de ~ - B T ?  Dans c e r t a i n s  c a s ,  p l u s  

r a r e s ,  o n  p e u t  o b s e r v e r  un s y s t è m e  d e n s e  d e  membranes i n t e r n e s  

f o r m é e s  d r u n  e m p i l e m e n t  d e  t u b u l e s  a p l a t i s .  Ce t te  s t r u c t u r e  

e s t  i d e n t i q u e  à c e l l e  d e  l ' a p p a r e i l  d e  G o l g i .  Des o b s e r v a t i o n s  

u l t é r i e u r e s  s u g g è r e n t  q u e  c e s  s y s t è m e s  d e n s e s  s o n t  d e s  d é b r i s  

d ' a p p a r e i l s  d e  G o l g i  p r o v e n a n t  d e s  m é g a c a r y o c y t e s  ( 1 3 0 ) .  C e c i  

t i e n t  à l t o r i g i n e  d e s  p l a q u e t t e s .  C e s  d e r n i è r e s  s o n t  p r o d u i t e s  

u n i q u e m e n t  p a r  f r a g m e n t a t i o n  c y t o p l a s m i q u e  d e s  c e l l u l e s  g é a n t e s  

d e  l a  m o e l l e  d e s  o s ,  a p p e l é e s  m é g a c a r y o c y t e s .  L e s  p l a q u e t t e s  

a r r i v e n t  d a n s  l e  s a n g  e t  e l l e s  r e s t e n t  i n t r a v a s c u l a i r e s  pen-  

d a n t  t o u t e  l a  d u r é e  d e  l e u r  v i e  ( 1 3 2 ) .  Chez l 'homme l e u r  d u r é e  

d e  v i e  e s t  d ' e n v i r o n  8-10 j o u r s .  P e n d a n t  ce t e m p s  e l l e s  p e u v e n t  

a p p o r t e r  une  c o n t r i b u t i o n  m é t a b o l i q u e  a u  s y s t è m e  v a s c u l a i r e .  



Figure  2 

SCHEMA D E  L t  HEMOSTASE P R I M A I R E  
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3. ROLE DES PLAQUETTES SANGUINES DANS L'HEMOSTASE 

a )  P h y s i o l o g i e  d e  l ' h é m o s t a s e  

Le r ô l e  p r i n c i p a l  d e s  p l a q u e t t e s  s ' a c c o q p l i t  d a n s  

l ' h é m o s t a s e ,  o u  a r r ê t  d e  l ' é p a n c h e m e n t  s a n g u i n  d ' u n  v a i s s e a u  

l é s é .  ( F i g u r e  2 ) .  

L ' h é m o s t a s e  e s t  un phénomène complexe  d a n s  l e  d é r o u l e -  

men t  d u q u e l  o n  d i s t i n g u e  d e u x  p h a s e s  : l ' h é m o s t a s e  s p o n t a n é e  

o u  p r i m a i r e ,  e t  l ' h é m o s t a s e  f i n a l e  ou s e c o n d a i r e .  L ' h é m o s t a s e  

p r i m a i r e  c o r r e s p o n d  à l a  f o r m a t i o n  du  c l o u  p l a q u e t t a i r e  e t  

l ' h é m o s t a s e  f i n a l e ,  à l a  f o r m a t i o n  d u  c l o u  h é m o s t a t i q u e  ( 1 2 , 7 2 ) .  

D é c r i t  d ' u n e  f a ç o n  s i m p l i s t e ,  l e  d é r o u l e m e n t  d u  phénomène 

se p r é s e n t e  d e  l a  f a ç o n  s u i v a n t e  : 

H é m o s t a s e    rima ire ---------- ------- 
a )  A d h é s i o n  d e s  p l a q u e t t e s  aux f i b r e s  de  c o l l a g è n e  m i s e s  à 

n u  p a r  l a  l é s i o n  d u  v a i s s e a u  s a n g u i n ,  o u  d e  l a  membrane b a -  

s a l e  o u  même d e s  m i c r o f i b r i l l e s .  

6 )  " R e l e a s e "  ; l i b é r a t i o n  de  ~ ' A D P  i n t r a p l a q u e t t a i r e  ( e n t r e  

a u t r e s )  

y )  A g r é g a t i o n  d e s  p l a q u e t t e s  l e s  u n e s  a u x  a u t r e s  : c ' e s t  l e  

p r e m i e r  mur q u i  e s t  p e r m é a b l e  e t  p e u  r é s i s t a n t  : c ' e s t  l e  

c l o u  p l a q u e t t a i r e .  

6 )  A g r é g a t i o n  i r r é v e r s i b l e  d e s  p l a q u e t t e s  : c ' e s t  une  m o d i f i c a -  

t i o n  i r r é v e r s i b l e .  L e s  l a c u n e s  e n t r e  l e s  a g r é g a t s  ( e n t r e  

l e s  p i e r r e s  d u  mur)  s e  c o m b l e n t .  

H é m o s t a s e  f i n a l e  ---------------- 
F o r m a t i o n  d e  f i b r i n e .  C ' e s t  l ' i n j e c t i o n  e t  l e  r e v ê t e m e n t  

d e  c i m e n t  d e  l ' é d i f i c e .  On a b o u t i t  a u  c l o u  h é m o s t a t i q u e .  

L ' h é m o s t a s e  p r i s e  d a n s  s o n  e n s e m b l e  m e t  e n  j e u  u n e  

s u c c e s s i o n  d e  r é a c t i o n s ,  e n  p l u s i e u r s  s é q u e n c e s ,  a v e c  p a r  mo- 

m e n t s  d e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  é l é m e n t  d ' u n e  s é q u e n c e  e t  é l é m e n t  

d ' u n e  a u t r e  s é q u e n c e .  

Nous d o n n o n s  c i - a p r è s  un schéma d e  c e t  e n s e m b l e  d e  

r é a c t i o n s  e t  i n t e r a c t i o n s  e t  l ' a c c o m p a g n o n s  d e  c o m m e n t a i r e s .  



b )  H é m o s t a s e  p r i m a i r e  

a )  A d h é s i o n  d e s  ~ l a q u e t t e s  a u x  f i b r e s  d e  c o l l a g è n e  ------------- -- .......................... --- 
Dans l e s  v a i s s e a u x  i n t a c t s  l e  s a n g  e s t  f l u i d e  e t  l e s  

f a c t e u r s  d e  c o a g u l a t i o n  s o n t  i n a c t i f s ,  p r o b a b l e m e n t  g r â c e  à 

un m é c a n i s m e  r é g u l a t e u r  c o m p l e x e .  L e s  p l a q u e t t e s  n ' o n t  no rma-  

l e m e n t  a u c u n e  t e n d a n c e  à a d h é r e r  à l ' e n d o t h é l i u m  n o n  l é s é  d e  

l a  p a r o i  d e s  v a i s s e a u x ,  n i  à d ' a u t r e s  c e l l u l e s  d u  s a n g ,  n i  

e n t r e  e l l e s - m ê m e s .  L o r s q u ' u n  v a i s s e a u  e s t  l é s é ,  l e s  p l a q u e t t e s  

a d h è r e n t  a u  c o l l a g è n e  o u  à l a  membrane  b a s a l e  m i s  à n u  s u r  l a  

p a r o i  endommagée e t  s ' y  r a s s e m b l e n t  a v e c  r a p i d i t é  p o u r  e f f e c t u e r  

l a  p r e m i è r e  p h a s e  d e  l ' o b t u r a t i o n  d e  l a  l é s i o n  ( 7 2 ) .  L ' a d h é s i o n  

d e s  p l a q u e t t e s  a u x  f i b r i l l e s  d e  s o u s  e n d o t h é l i a l e s  d é c l e n c h e  

une  s o r t e  de  r é a c t i o n  e n  c h a î n e  ; l e s  membranes  d e s  p l a q u e t t e s  

s u b i s s e n t  u n e  t r a n s f o r m a t i o n  m o r p h o l o g i q u e  e t  c h i m i q u e  q u i  l e u r  

p e r m e t  d ' a d h é r e r  e n t r e  e l l e s .  

L e  c o n t a c t  e n t r e  l a  s u r f a c e  d e s  p l a q u e t t e s  e t  l e  c o l l a -  

g è n e  p r o v o q u e  l a  l i b é r a t i o n  d e  l r A D P  i n t r a p l a q u e t t a i r e  ; phé -  

nomène  d i t  " r e l e a s e "  ( 5 8 ) .  En  p l u s  d e  l t A D P  s e  t r o u v e n t  l i b é r é s  

d ' a u t r e s  c o m p o s a n t s  i n t r a p l a q u e t t a i r e s  ( 6 8 ) .  

D ' a p r è s  HOLMSEN e t  C o l l .  ( 1 9 7 1 )  ( 6 9 ) ,  l e  m é c a n i s m e  d e  

" r e l e a s e "  p l a q u e t t a i r e  p e u t  ê t r e  p r é s e n t é  d e  l a  f a ç o n  s u i v a n t e  : 

1. I n d u c t i o n  

2 .  T r a n s m i s s i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  

3. E x p u l s i o n .  

1. La  r é a c t i o n  d e  " r e l e a s e "  e s t  i n d u i t e  p a r  l e  c o n t a c t  e n t r e  

l a  membrane p l a q u e t t a i r e  e t  l e s  f i b r i l l e s  s o u s  e n d o t h é l i a l e s .  

2. L ' é n e r g i e  d'ATP d i s p o n i b l e  s o u s  l ' e f f e t  d e  c e t t e  i n d u c t i o n .  

Cet te  é n e r g i e  s e r a  u t i l i s é e  p o u r  l i b é r e r  c e r t a i n e s  s u b s t a n -  

c e s .  

3 .  L ' e x p u l s i o n  : l e s  s u b s t a n c e s  l i b é r é e s  à p a r t i r  d e s  g r a n u l e s  

s e r o n t  e x p u l s é e s  à t r a v e r s  l a  membrane .  



y )  A g r é g a t i o n  r é v e r s i b l e  d e s  p l a q u e t t e s  - .................................... 

Le mécan i sme  d e  l ' a g r é g a t i o n  d e s  p l a q u e t t e s  n ' a  p a s  é t é  

c o m p l è t e m e n t  é l u c i d é  à c e  j o u r .  On p e u t  c e p e n d a n t  a d m e t t r e  

comme b i e n  é t a b l i  q u e  l e  r ô l e  d e  1'ADP e s t  p r é p o n d é r a n t  m a i s  

q u ' i n t e r v i e n n e n t  a u s s i  l a  t h r o m b i n e  e t  l ' a d r é n a l i n e  ( 2 1 , 4 4 , 5 8 ,  

6 3 , 6 8 , 1 3 3 , 1 4 8 ) .  

L e s  m o l é c u l e s  d'ADP l i b é r é e s  a u  moment du " r e l e a s e "  

i n d u i s e n t  l ' a g r é g a t i o n  p l a q u e t t a i r e .  

D 'ap rès  BORN ( 1 9 7 0 )  l ' a c t i o n  d e  1'ADP s u r  l ' a g r é g a t i o n  

s e  p a s s e  e n  t r o i s  é t a p e s  : 

lère é t a p e  : M o d i f i c a t i o n  m o r p h o l o g i q u e  p a r  g o n f l e m e n t  

r a p i d e  ; l e s  p l a q u e t t e s  d e v i e n n e n t  p l u s  s p h é r i q u e s .  

2ème 
é t a p e  : A d h é s i o n  d e s  p l a q u e t t e s  g o n f l é e s ,  e n t r e  

e l l e s - m ê m e s , s o u s  f o r m e  d ' a g r é g a t s  l â c h e s .  C e t t e  é t a p e  n é c e s s i t e  

d ê j à  l ' i n t e r v e n t i o n  du  f i b r i n o g è n e  e t  d u  c a l c i u m .  

è m e  é t a p e  : A c c é l é r a t i o n  d e  l ' a g r é g a t i o n .  La  c o n c e n t r a -  

t i o n  d e  1'ADP d a n s  l e  p l a s m a  e n v i r o n n a n t  a u g m e n t e  p a r  l a  l i b é -  

r a t i o n  d e  m o l é c u l e s  dlADP i n t r a p l a q u e t t a i r e  e t  a u s s i  p a r  l ' i n -  

t e r v e n t i o n  d e  m o l é c u l e s  d'ADP p r o v e n a n t  d e s  é r y t h r o c y t e s .  P a r  

s u i t e  d e  c e t t e  a u g m e n t a t i o n  du t a u x  dlADP, l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t e -  

p l a q u e t t e  s ' a c c é l è r e ,  e t  d a n s  l e s  a g r é g a t s  l e s  p l a q u e t t e s  s e  

r e s s e r r e n t  p l u s  é t r o i t e m e n t . ( 2 1 ) .  

L e s  a g r é g a t s  s u b i s s e n t  l ' e f f e t  d e  l a  t h r o m b i n e  d a n s  l a  

d e r n i è r e  p h a s e  d e  l ' h é m o s t a s e  p r i m a i r e ,  p u i s q u e  p e n d a n t  l ' a g r é -  

g a t i o n  p l a q u e t t a i r e  r é v e r s i b l e ,  l e s  a u t r e s  é l é m e n t s  l i b é r é s  

p a r  l e  phénomène d e  " r e l e a s e "  a g i s s e n t  a v e c  d e s  é l é m e n t s  d e  

c o a g u l a t i o n  d u  p l a s m a  : c f  e s t - à - d i r e  q u e  l a  p r o t h r o m b i n a s e  

a c t i v e  l a  p r o t h r o m b i n e  e n  t h r o m b i n e  q u i ,  à s o n  t o u r ,  a g i t  s u r  

d i f f é r e n t s  s u b s t r a t s  a u  n i v e a u  d e s  p l a q u e t t e s  ( f a c t e u r  X I I I ,  

f i b r i n o g è n e ,  f i b r i n e ) .  ( 3 1 )  



6 )  A g r s g a t i o n  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  i r r é v e r s i b l e  

Nous p e n s o n s  d e v o i r  r e v e n i r  e n c o r e  s u r  l e  phénomène d e  
II r e l e a s e " ,  c a r  1 ' a g r é g a t i o n  i r r é v e r s i b l e  c o r r e s p o n d  à l a  p h a s e  

£ i n a l e  d e  c e  phénomène ; d i v e r s  g r a n u l e s  e t  s u b s t a n c e s  c o n t e n u s  

i n i t i a l e m e n t  d a n s  l e  c y t o p l a s m e ,  à l ' i n t é r i e u r  d e  l a  membrane ,  

s ' e n  t r o u v a n t  e x p u l s é s  c e  q u i ,  e n  f a i t ,  c o n d u i t  à l a  m o r t  d e  l a  

c e l l u l e .  Se m a n i f e s t a n t  d è s  l ' a d h é s i o n  d e s  p l a q u e t t e s  a u x  f i -  

b r e s  d e  c o l l a g è n e ,  l e  phénomène d e  " r e l e a s e "  s e  d é v e l o p p e  e t  

s ' a c h è v e  s o u s  l ' e f f e t  d e  l a  t h r o m b i n e ,  r e n f o r c é  p a r  l ' a d r é n a -  

l i n e .  I l  a  é t é  d é m o n t r é  q u e  l e s  t a u x  d e s  é l é m e n t s  l i b é r é s  pen-  

d a n t  l a  " r e l e a s e "  a u  n i v e a u  d e  l ' a g r é g a t i o n  r é v e r s i b l e  e t  a u  

n i v e a u  d e  l ' a g r é g a t i o n  i r r é v e r s i b l e  s o n t  d i f f é r e n t s  : 

Taux d e s  é l é m e n t s  l i b é r é s  

p a r  i n d u c t i o n  du  c o n t a c t  

a v e c  l e  c o l l a g è n e  : 

5 0  % ADP e t  ATP 

5 0  % 5 - H T ,  a d r é n a l i n e  

f i b r i n o g è n e  

AGREGATION R E V E R S I B L E  

Taux d e s  é l é m e n t s  l i b é r é s  

p a r  i n d u c t i o n  d e  l a  

t h r o m b i n e  : 

1 0 0  % ADP e t  A T P  

F i b r i n o g è n e ,  a l b u m i n e ,  
enzymes  l y s o s o m a l e s ,  
m u c o p o l y s a c c h a r i d e s ,  
PO p o t a s s i u m ,  s o d i u m  e t  

4  
c a l c i u m .  

AGREGATION IRREVERSIBLE 

L e s  m o d i f i c a t i o n s  m o r p h o l o g i q u e s  e t  l e s  m o d i f i c a t i o n s  

b i o c h i m i q u e s  s e  d é v e l o p p e n t  d e  f a ç o n  c o n c o r n i t t a n t e  p o u r  a b o u t i r  

à c e t t e  m é t a m o r p h o s e  v i s q u e u s e  q u i  c o r r e s p o n d  à un é t a t  e n c o r e  

f r a g i l e  du  c a i l l o t  ( 4 4 , 6 9 ) .  

c )  H é m o s t a s e  f i n a l e  - 

L ' h é m o s t a s e  f i n a l e  c o r r e s p o n d  à l a  r é t r a c t i o n  du  c a i l l o t  

e t  à s o n  r e n f o r c e m e n t  p a r  un  r é s e a u  d e  f i b r i n e .  C e t t e  r é t r a c t i o n  



e s t  e n  r e l a t i o n  a v e c  l e  m é t a b o l i s m e  d e  1 'ATP i n t r a p l a q u e t t a i r e  

p a r  i n t e r v e n t i o n  d e  l a  p r o t é i n e  c o n t r a c t i l e  q u ' e s t  l a  t h r o m b a s -  

t h é n i n e  a y a n t  u n e  a c t i v i t é  d l A T P - a s e  ( 3 6 , 1 2 7 ) .  

A p r è s  r é t r a c t i o n  d u  c a i l l o t  o u  p e u t - ê t r e , d e  f a ç o n  c o n c o -  

m i t t a n t e  à c e t t e  r é t r a c t i o n ,  se p r o d u i t  l e  r e n f o r c e m e n t  d u  

c a i l l o t  p a r  l e  r é s e a u  d e  f i b r i n e  : l e  f i b r i n o g è n e  q u i  i m p r è g n e  

l e  c a i l l o t  e s t  t r a n s f o r m é  e n  f i b r i n e  p a r  h y d r o l y s e  p r o t é o l y t i -  

q u e  s o u s  l ' e f f e t  d e  l a  t h r o m b i n e  p u i s  il y  a p o l y m é r i s a t i o n  d e  

l a  f i b r i n e  s o u s  l ' a c t i o n  d u  c a l c i u m  e t  d u  f a c t e u r  XIII ( 9 1 , 1 5 7 ) .  

F i b r i n o g è n e  *-/Monomère + F i b r i n o p e p t i d e s  A e t  B + d e  f i b r i n e  

T h r o m b i n e  
I 
1 P o l y m è r e  i n s t a b l e  

%) 
FSF i n a c t i f  FSF --> 

a c t i v é  C+ 
Ca P o l y m è r e  s t a b l e :  CLOU HEMOSTATIQUE 

f )  FSF= f a c t e u r  XIII 



C H A P I T R E  2 

COMPOSANTS CHIMIQUES DES PLAQUETTES 

1. INTRODUCTION 

L e s  p l a q u e t t e s ,  conformément  à l e u r s  r ô l e s  d é f i n i s ,  

c o m p o r t e n t  d e s  é l é m e n t s  c e l l u l a i r e s  q u i  s e  p r ê t e n t  à f o n c t i o n -  

n e r  l e s  u n s  a p r è s  l e s  a u t r e s  e n  f o r m a n t  une  c h a r n e  c o n t i n u e  de  

r é a c t i o n s  p a r t i e l l e s .  L a  s t r u c t u r e  c h i m i q u e  d e  c h a c u n  d e  c e s  

é l é m e n t s  a c t i f s  e s t  o r d o n n é e  e n f o n c t i o n  du  r ô l e  q u ' i l  a c c o m p l i t .  

D e  c e  f a i t  l e s  a n a l y s e s  b i o c h i m i q u e s  s o n t  d ' u n e  impor -  

t a n c e  p r i m o r d i a l e  d a n s  l a  r e c h e r c h e  d ' u n e  e x p l i c a t i o n  c o n c e r n a n t  

l e  m é c a n i s m e  c o m p l e x e  d e s  f o n c t i o n s  p l a q u e t t a i r e s .  

Dans  c e  c h a p i t r e  n o u s  r é s u m o n s  l e s  c o n n a i s s a n c e s  a c t u e l -  

l e s  s u r  l e s  c o m p o s a n t s  c h i m i q u e s  d e s  p l a q u e t t e s  : l e s  p r o t é i n e s ,  

l e s  l i p i d e s  ( y  c o m p r i s  l e s  enzymes  e t  l e s  f a c t e u r s  p l a q u e t t a i -  

r e s  d e  c o a g u l a t i o n ) ,  l e s  g l u c i d e s ,  e t c . .  P o u r  c h a c u n e  d e  c e s  

f a m i l l e s  n o u s  d o n n e r o n s  l e s  c o m p o s a n t s  i d e n t i f i é s  d a n s  l a  p l a -  

q u e t t e  p r i s e  g l o b a l e m e n t .  L e s  c o m p o s a n t s  i d e n t i f i é s  d a n s  l a  

membrane d e  l a  p l a q u e t t e  s e r o n t  e x p o s é s  d a n s  l e  c h a p i t r e  s u i -  

v a n t ,  où  n o u s  r e p r e n d r o n s  à p a r t  l e s  d o n n é e s  c o n c e r n a n t  l e s  

membranes p o u r  é c l a i r c i r  l e s  d i f f é r e n t s  a s p e c t s  d e  l e u r  r ô l e .  

P o u r  c a r a c t é r i s e r  l a  c o m p o s i t i o n  c h i m i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  

d a n s  s o n  e n s e m b l e  c i t o n s  d ' a b o r d  q u e l q u e s  p a r a m è t r e s  ( 1 0 0 )  : 

- L e s  p l a q u e t t e s  c o n t i e n n e n t  8 7  % d ' e a u  
9 - 1 0  p l a q u e t t e s  o n t  un p o i d s  s e c  d e  2 , 8  mg 

- S u r  l e u r  p o i d s  s e c  l e s  p l a q u e t t e s  c o n t i e n n e n t  : 

57  X d e  p r o t é i n e s  

8 % d e  g l u c i d e s  

1 7  % d e  l i p i d e s  

0 , 5  % d e  g l y c o g è n e  



- d e  l a  s é r o t o n i n e ,  d e  l ' a d r é n a l i n e ,  d e s  n u c l é o t i d e s  a d é n y l i -  

q u e s  d u  p o t a s s i u m ,  d u  s o d i u m ,  d u  c a l c i u m ,  du  magnés ium,  

e t c . .  . 

2 .  LES PROTEINES PLAQUETTAIRES 

L e s  p r o t é i n e s  p l a q u e t t a i r e s  d o n t  l e  r ô l e  p e u t  ê t r e  s t r u c -  

t u r a l  ou  f o n c t i o n n e l  s o n t  s o i t  d e s  p r o t é i n e s  s a n s  g l u c i d e s  e t  

d e s  g l y c o p r o t é i n e s ,  s o i t  d e s  l i p o p r o t é i n e s  e t  d e s  g l y c o l i p o p r o -  

t é i n e s .  

L e s  p r o t é i n e s  s t r u c t u r a l e s  s o n t  r é s u m é e s  d a n s  l e  t a b l e a u  

c i - d e s s o u s  ( 4 3 , 4 5 )  : T a b l e a u  1. 

L e s  p r o t é i n e s  i d e n t i f i é e s  s e l o n  l e u r s  f o n c t i o n s  s o n t  I 
d e s  f a c t e u r s  p l a q u e t t a i r e s  d e  l a  c o a g u l a t i o n  e t  l e s  enzymes  

p l a q u e t t a i r e s .  Nous l e s  p r é s e n t e r o n s  d a n s  l e s  p a r a g r a p h e s  

R é f é r e n c e s  

Maupin ( 1 9 6 1 )  

B e t t e x - G a l l a n d  e t  
L ü s c h e r  ( 1 9 6 5 )  

L ü s c h e r  ( 1 9 5 9 )  
S o k a l  e t  Heremans  ( 1 9 6 6 )  
B e z k o r o v a i n y  e t  
R a f e l s o n  ( 1 9 6 4 )  

II 

11 

II 

1 I 

11 

Composan t s  

P r o  t é i n e s  

Thrombas  t h é n i n e  

F i b r i n o g è n e  
Il 

11 

A l b u m i n e s  

G l y c o p r o t é i n e s  

A u t r e s  c o m p o s a n t s  
t h r o m b a s t h é n i n e  i n c l u e  

s u i v a n t s .  I 

T e n e u r s  
-s 

% / ~ o i d s  s e c  

57 

8,5 

3 , 9  

1 

1 

% / p r o t é i n e s  
t o t a l e s  

1 0 0  

1 5  

5  
1 0  
1 6 , 4  

2 , 2  

1 , 4  

44 

1 3  

2 3  

- a l b u m i n o i d e s  

- e u g l o b u l i n e s  

- i n s o l u b l e s  

2 5  

7 

1 3  



3 .  LIPIDES DES PLAQUETTES 

Dans l e s  p l a q u e t t e s  o n  p e u t  o b s e r v e r  a u  m i c r o s c o p e  

é l e c t r o n i q u e  d e s  i n c l u s i o n s  d e  l i p i d e s  l i b r e s ,  d o n t  l e  t a u x  

e s t  e n  r e l a t i o n  a v e c  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  l i p i d e s  d u  s a n g .  

D ' a p r è s  H O V I G  ( 1 9 6 8 )  ( 7 1 )  l e  t y p e  l e  p l u s  f r é q u e n t  d e  c e s  

i n c l u s i o n s  d a n s  l e s  p l a q u e t t e s  s o n t  d e s  p e t i t e s  v a c u o l e s  

p r e s q u e  v i d e s  d a n s  l e u r  p a r t i e  c e n t r a l e  e t  d o n t  l a  z o n e  p é r i -  

p h é r i q u e  c o n t i e n t  un m a t é r i a u  d e n s e  e t  homogène  c o n s t i t u é  d e  

l i p i d e s .  

Tous  l e s  é l é m e n t s  p l a q u e t t a i r e s  c o n t i e n n e n t  d e s  l i p i d e s  

comme c o n s t i t u a n t s  d e  l e u r s  s t r u c t u r e s .  

D ' a p r è s  COHEN ( 1 9 7 0 )  (38)  l e  m é t a b o l i s m e  d e s  l i p i d e s  

d a n s  l e s  p l a q u e t t e s  e s t  un  p r o c e s s u s  a u t o n o m e  e n  c o n t r a s t e  

a v e c  c e l u i  d e s  l i p i d e s  d e s  é r y t h r o c y t e s  e t  l e s  l e u c o c y t e s  d u  

s a n g .  

S e l o n  l e s  r é s u l t a t s  d e  MARCUS e t  C o l l .  ( 1 9 6 9 )  ( 1 0 0 , 1 0 1 ) ,  

l e s  l i p i d e s  r e p r é s e n t e n t  15 -17  % s u r  l e  p o i d s  s e c  d e s  p l a q u e t -  

t e s ,  e t  e n v i r o n  8 0  % d e s  l i p i d e s  p l a q u e t t a i r e s  s o n t  d e s  p h o s -  

p h a t i d e s .  

Le s u j e t  d e  c e t t e  t h è s e  é t a n t  c e n t r é  s u r  l ' i m p o r t a n c e  

d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  d e  l a  membrane  p l a q u e t t a i r e ,  n o u s  r e p r e n -  

d r o n s  l ' e x p o s é  s u r  l a  n a t u r e  e t  l e  r ô l e  d e s  g l y c o - l i p i d e s  

d a n s  l e  c h a p i t r e  c o n s a c r é  a u x  membranes .  

FACTEURS PLAQUETTAIRES 

Une p a r t i e  d e s  p r o t é i n e s  d e s  p l a q u e t t e s  s e  t r o u v e  s o u s  

f o r m e  d e  " f a c t e u r s  p l a q u e t t a i r e s "  l e s q u e l s ,  e n  é t a t  d ' a c t i v i t é ,  

c o n t r i b u e n t  à l a  c o a g u l a t i o n  d u  s a n g  a v e c  d ' a u t r e s  f a c t e u r s ,  



p l a s m a t i q u e s  ( 4 3 , 3 8 ) .  A v a n t  d e  p a r l e r  d e  f a c t e u r s  p l a q u e t t a i r e s  

n o u s  d o n n o n s  d ' a b o r d  l a  l i s t e  d e s  f a c t e u r s  de  c o a g u l a t i o n  

d a n s  l e  t a b l e a u  c i - d e s s o u s  : 

F a c t e u r  1 F i b r i n o g è n e  

F a c t e u r  II  P r o t h r o m b i n e  

F a c t e u r  I I I  T h r o m b o p l a s t i n e  

F a c t e u r  I V  C a l c i u m  

F a c t e u r  V P r o a c c é l é r i n e  ( a c c é l é r i n e )  

F a c t e u r  V I 1  P r o c o n v e r t i n e  

F a c t e u r  V I 1 1  F a c t e u r  a n t i h é m o p h i l i q u e  A 

F a c t e u r  I X  F a c t e u r  C h r i s t m a s  

F a c t e u r  a n t i h é m o p h i l i q u e  B 

F a c t e u r  X F a c t e u r  S t u a r t - P r o w e r  

F a c t e u r  X I  P l a s m a  t h r o m b o p l a s t i n e  a n t é c é d e n t  
(PTAI 

F a c t e u r  X I I  Hageman F a c t e u r  (HF) 

F a c t e u r  X I I 1  F a c t e u r  F i b r i n - s t a b i l i s a n t  (FSF) 

L e s  f a c t e u r s  p l a q u e t t a i r e s  s e  d i v i s e n t  e n  d e u x  g r o u p e s  

s e l o n  l e u r  l o c a l i s a t i o n  (49  , 1 3 ) .  

1. Ceux q u i  s o n t  a d s o r b é s  d a n s  l ' a t m o s p h è r e  p é r i p l a q u e t t a i r e  : 

F i b r i n o g è n e ,  F a c t e u r s  V ,  V I I ,  V I I I ,  I X ,  X I ,  X I I  8 X I I 1  

2 .  Ceux q u i  se t r o u v e n t  à l ' i n t é r i e u r  d e  l a  c e l l u l e  : F a c t e u r s  

2 ,  3 ,  4  e t  e n s u i t e  f i b r i n o g è n e  e t  FSF i n t r a p l a q u e t t a i r e .  

Nous n ' i n s i s t e r o n s  q u e  s u r  q u e l q u e s - u n s  p a r m i  c e s  f a c -  

t e u r s ,  c e u x  q u e  n o u s  t r o u v o n s  l e s  p l u s  i n t é r e s s a n t s  p o u r  n o t r e  

s u j e t  p a r c e  que  l e u r  p a r t i e  g l u c i d i q u e  a  é t é  é t u d i é e .  



F a c t e u r  p l a q u e t t a i r e  1 : F i b r i n o g è n e  

Le f i b r i n o g è n e  p l a q u e t t a i r e  f a i t  p a r t i e  i n t é g r a n t e  d e  

l a  c e l l u l e .  I l  s e  t r o u v e  e n  p a r t i e  l o c a l i s é  à l a  s u r f a c e  d e s  

p l a q u e t t e s ,  d a n s  l ' a t m o s p h è r e  p é r i p l a q u e t t a i r e  e t  e n  p a r t i e  à 

l ' i n t é r i e u r  d e  l a  c e l l u l e  comme c o n s t i t u a n t  d e  s a  s t r u c t u r e  

(57)  

I l  a  é t é  d é m o n t r é  p a r  CASTALDI e t  CAEN ( 1 9 6 5 )  ( 3 4 )  q u ' o n  

p e u t  é l i m i n e r  p a r  l a v a g e  l e s  m o l é c u l e s  d e  f i b r i n o g è n e  a d s o r b é e s  

à l a  s u r f a c e  p l a q u e t t a i r e ,  m a i s  q u ' a p r è s  d e s t r u c t i o n  d e s  p l a -  

q u e t t e s  l a v é e s  o n  t r o u v e  e n c o r e  un c e r t a i n  t a u x  d e  f i b r i n o g è n e  

i n t r a p l a q u e t t a i r e .  D e  p l u s  l e s  m ê m e s  a u t e u r s  o n t  m i s  e n  é v i d e n -  

c e ,  e n  u t i l i s a n t  un f i b r i n o g è n e  r a d i o a c t i f ,  q u ' i l  n ' e x i s t e  p a s  

d ' é c h a n g e  e n t r e  l e s  m o l é c u l e s  d e  f i b r i n o g è n e  i n t r a p l a q u e t t a i r e s  

e t  c e l l e s  de  l a  s u r f a c e  o u  d u  p l a s m a  e n v i r o n n a n t .  C e c i  f a i t  

p e n s e r  q u e  l e s  p l a q u e t t e s  s y n t h é t i s e n t  l e u r  f i b r i n o g è n e .  

La t e n e u r  t o t a l e  e n  f i b r i n o g è n e  d e s  p l a q u e t t e s  h u m a i n e s  

a  é t é  e s t i m é e  à 1 3 , 5  % p a r  BEZKOROVAINY e t  RAFELSON ( 1 9 6 4 )  ( 5 7 )  

e t  c e l l e  d e s  p l a q u e t t e s  b o v i n e s  à 1 4  % p a r  S O L U M  e t  LOPACIUR 

( 1 9 6 9 )  ( 1 5 8 , 1 5 9 ) .  

La q u e s t i o n  d e  s a v o i r  s ' i l  y a  u n e  d i f f é r e n c e  e n t r e  l a  

n a t u r e  du  f i b r i n o g è n e  p l a s m a t i q u e  e t  c e l l e  du f i b r i n o g è n e  p l a -  

q u e t t a i r e  a  é t é  l e  s u j e t  d e  n o m b r e u s e s  é t u d e s .  

I l  e s t  couramment  a d m i s  (McKEE e t  C o l l .  1 9 6 6 )  ( 9 8 1 ,  

BLOMBACK e t  C o l l .  ( 1 9 6 8 )  ( 1 8 , 1 9 )  q u e  l a  m o l é c u l e  d e  f i b r i n o g è n e  

d u  p l a s m a  e s t  composée  d e  t r o i s  c h a r n e s  : a ,  B ,  y a v e c  d e s  

p o i d s  m o l é c u l a i r e s  r e s p e c t i f s  d e  6 4 , 0 0 0  ; 5 6 , 0 0 0  e t  4 7 , 0 0 0  e t  

q u ' e n s u i t e  l a  c h a ï n e  a  s e  d i v i s e  e n c o r e  e n  s o u s - u n i t é s  : a l a 2 .  

L e s  r é s u l t a t s  d e  GANGULY ( 1 9 7 2 )  ( 5 6 )  o n t  d é m o n t r é  q u e  

l e  f i b r i n o g è n e  d e s  p l a q u e t t e s  h u m a i n e s  a  u n e  s t r u c t u r e  m o l é c u -  

l a i r e  s i m i l a i r e  à c e l l e  du f i b r i n o g è n e  d u  p l a s m a  e n  c e  q u i  

c o n c e r n e  l e s  c h a î n e s  a ,  6 ,  y m a i s  a u  n i v e a u  d e s  s o u s - u n i t é s  

o n  c o n s t a t e  d e s  d i f f é r e n c e s .  Notamment il y a  u n e  s e u l e  c h a î n e  

a, m a i s  deux  c h a î n e s  B ,  e t  d e u x  c h a Z n e s  y .  



S e l o n  l e s  mêmes a u t e u r s ,  l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  

moyen du  f i b r i n o g è n e  p l a q u e t t a i r e  e s t  d ' e n v i r o n  2 7 0 , 0 0 0  g / m o l ,  

t a n d i s  q u e  c e l u i  d u  f i b r i n o g è n e  p l a s m a t i q u e  e s t  d ' e n v i r o n  

3 3 0 , 0 0 0  g / m o l .  

C o n c e r n a n t  l a  s t r u c t u r e  c h i m i q u e ,  l e s  r é s u l t a t s  d e  

SOLUM e t  LOPACIUK ( 1 9 6 9 )  ( 1 5 9 )  o b t e n u s  s u r  d e s  p l a q u e t t e s  

d ' o r i g i n e  b o v i n e ,  o n t  d é m o n t r é  q u e  l e s  f i b r i n o g è n e s  p l a q u e t -  

t a i r e s  e t  p l a s m i q u e s  s o n t  t r è s  s e m b l a b l e s  q u a n t  à l e u r  m o b i l i t é  

é l e c t r o p h o r é t i q u e  e t  l e u r  c o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  a m i n é s ,  y com- 

p r i s  l e s  a c i d e s  a m i n é s  N- te rminaux .  

P a r  c o n t r e  i l s  s o n t  d i f f é r e n t s  a u  p o i n t  d e  v u e  d e  l a  

c o a g u l a t i o n  : l a  p o l y m é r i s a t i o n  d e s  monomères d e  f i b r i n e  p l a -  

q u e t t a i r e  e s t  p l u s  l e n t e  q u e  c e l l e  d e s  monomères d e  f i b r i n e  

p l a s m a t i q u e .  C o n c e r n a n t  l a  p a r t i e  g l u c i d i q u e ,  d a n s  l e  c a s  d e s  

f i b r i n o g è n e s  b o v i n s  l a  t e n e u r  e n  g l u c i d e s  s e  m o n t r e  p l u s  é l e v é e  

d a n s  l e  f i b r i n o g è n e  p l a q u e t t a i r e  q u e  d a n s  l e  f i b r i n o g è n e  du 

p l a s m a .  ( T a b l e a u  I I ) .  

du  f  i b r i n o g è n  -------------- e  d a n s  l ' a g r é g a t i  ---------- -- --- 

L ' a g r é g a t i o n  i n  v i t r o  d e s  p l a q u e t t e s  l a v é e s  i n d u i t e  p a r  

1'ADP n é c e s s i t e  d e s  i o n s  d u  c a l c i u m ,  m a i s  on p e u t  s t i m u l e r  

l ' a g r é g a t i o n  e n  a j o u t a n t  d u  f i b r i n o g è n e .  B i e n  q u e  l e s  p l a q u e t -  

t e s  a i e n t  u n e  t e n e u r  e n  f i b r i n o g è n e  q u i  s e m b l e  ê t r e  u n e  p a r t i e  

f o n c t i o n n e l l e  d e  l a  s t r u c t u r e  p l a q u e t t a i r e ,  l e s  p l a q u e t t e s  

l a v é e s  p e r d e n t  l e s  m o l é c u l e s  d e  f i b r i n o g è n e  a d s o r b é e s  s u r  l a  

s u r f a c e  e t ,  p a r  c o n s é q u e n t ,  l e s  p l a q u e t t e s  l a v é e s  n é c e s s i t e n t  

une  s o u r c e  e x t e r n e  d e  f i b r i n o g è n e  l e q u e l  s t i m u l e  b i e n  l ' a g r é g a -  

t i o n  i n d u i t e  p a r  1'ADP. De c e  f a i t  l e  f i b r i n o g è n e  p l a q u e t t a i r e  

s e m b l e  p a r t i c i p e r  e n s e m b l e  a v e c  ADP à u n e  s é q u e n c e  d e  r é a c t i o n s  

b i o c h i m i q u e s  d i s t i n c t e s  q u i  a b o u t i t  à l ' a g r é g a t i o n  d e s  p l a -  

q u e t t e s *  



Tableau  I I  

Teneur e n  g l u c i d e s  du f i b r i n o g è n e  d e s  p l a q u e t t e s  

b o v i n e s  e t  du f i b r i n o g è n e  du p lasma b o v i n  

F i b r i n o g è n e  
G l u c i d e s  A u t e u r s  

A c i d e  s i a l i q u e  Solum e t  C o l l .  H 
M e s t e r  e t  C0l l .p 8 

H e x o s e s  

Hexosamines 

g l u c i d e s  e x p r i m é s  g / 1 0 0  g  d e  p r o t é i n e s .  



Sous  l ' e f f e t  d e  l a  t h r o m b i n e ,  l e  f i b r i n o g è n e  e s t  t r a n s -  

f o r m é  e n  monomère d e  f i b r i n e .  L ' h y d r o l y s e  p r o t é o l y t i q u e  p a r  l a  

t h r o m b i n e  a u  n i v e a u  d e s  l i a i s o n s  a r g i n i n e  - g l y c i n e  d e  l a  

I c h a î n e  p e p t i d i q u e  l i b è r e  d e u x  f i b r i n o p e p t i d e s  à p a r t i r  d e  cha -  
l q u e  m o l é c u l e  d e  f i b r i n o g è n e  (6 ) .  La  c h a r g e  n é g a t i v e  d u  f i b r i -  
l 
I n o g è n e  p l a q u e t t a i r e  q u i  r e p r é s e n t e  1 4  % d e  l a  t e n e u r  en p r o t é -  
l 
I i n e s  d e s  p l a q u e t t e s  n ' e s t  p a s  n é g l i g e a b l e .  

I De n o m b r e u s e s  é t u d e s  o n t  e u  p o u r  o b j e t  d e  d é t e r m i n e r  s i  
l 

d e s  a n o m a l i e s  d e  l a  f o n c t i o n  p l a q u e t t a i r e  n ' a u r a i e n t  p a s  l e u r  

o r i g i n e  d a n s  d e s  v a r i a t i o n s  d e  l a  t e n e u r  e n  f i b r i n o g è n e  e t  d a n s  

d e s  a n o m a l i e s  d e  s a  s t r u c t u r e  ( 3 0 ) .  

i F a c t e u r  p l a q u e t t a i r e  2 e t  4 

L e s  f a c t e u r s  p l a q u e t t a i r e s  2 e t  4  s o n t  d e s  p r o t é i n e s  

i n t r a p l a q u e t t a i r e s .  

Le f a c t e u r  p l a q u e t t a i r e  2 e s t  un a c c é l é r a t e u r  d e  l a  t r a n s f o r -  

m a t i o n  d u  f i b r i n o g è n e  e n  f i b r i n e .  

F a c t e u r  p l a q u e t t a i r e  4 

l Le f a c t e u r  p l a q u e t t a i r e  4 a  u n e  a c t i v i t é  a n t i h é p a r i n e  

e n  a c c é l é r a n t  l a  r é a c t i o n  e n t r e  l e  f i b r i n o g è n e  e t  l a  t h r o m b i n e .  

POPLAWSKY e t  C o l l .  ( 1 9 6 4 )  ( 1 3 8 )  o n t  d é m o n t r é  q u e  l e  f a c t e u r  4 

i s o l é  e t  p u r i f i é  à p a r t i r  d e s  p l a q u e t t e s  d e s  p i g e o n s  c o n s i s t e  

e n  une  p r o t é i n e  d a n s  l a q u e l l e  i l s  o n t  t r o u v é  l e s  c o m p o s a n t s  

g l u c i d i q u e s  s u i v a n t s  : 

- g l u c o s a m i n e  0,4 % 

- L - f u c o s e  0,08 % 

F a c t e u r  p l a q u e t t a i r e  3 .  

Le f a c t e u r  3  a p p a r t i e n t  à l a  f r a c t i o n  p h o s p h o l i p i d i q u e  

q u i  e s t  f o r m é e  d e  p h o s p h a t i d y l s é r i n e ,  phosphatidyléthanolamine, 

i n o s i t o l - p h o s p h a t i d e ,  l é c i t h i n e  e t  s p h i n g o m y é l i n e .  Le r ô l e  du 

f a c t e u r  3  s ' i m p l i q u e  d a n s  l ' a c t i v i t é  c o a g u l a n t e  d e s  p l a q u e t t e s  

( 3 3 , 7 8 ) .  



F a c t e u r  p l a q u e t t a i r e  VI11 a d s o r b é  s u r  l a  s u r f a c e  d e s  

p l a q u e t t e s  

Le f a c t e u r  a n t i h é m o p h i l i q u e  A o u  f a c t e u r  V I 1 1  e s t  u n e  

p r o t é i n e  d e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  t r è s  é l e v é .  AU c o u r s  d u  

f r a c t i o n n e m e n t  d u  p l a s m a ,  l e  f a c t e u r  V I 1 1  s u i t  l e  f i b r i n o g è n e  

p o u r  l e q u e l  il p r é s e n t e  u n e  a f f i n i t é  r e m a r q u a b l e .  L e s  c o m p o s a n t s  

g l u c i d i q u e s  d u  f a c t e u r  V I 1 1  b o v i n  d ' a p r è s  SCHMER e t  C o l l .  ( 1 9 7 2 )  

( 1 5 4 )  s o n t  r é s u m é s  d a n s  l e  t a b l e a u  c i - d e s s o u s  : 

Hexose  

H e x o s a m i n e  

A c i d e  s i a l i q u e  

L e s  t e n e u r s  e n  g l u c i d e s  d e  f a c t e u r  V I 1 1  h u m a i n ,  s e l o n  l e s  

r é s u l t a t s  d e  MARCHES1 e t  C o l l .  ( 1 9 7 2 )  ( 9 9 )  s o n t  : 

- 1-2 % d ' h e x o s e s  

- 2 , 8  % d ' h e x o s a m i n e  

- 1 , O  % d ' a c i d e  s i a l i q u e .  

F a c t e u r  X I I ,  o u  f a c t e u r  Hageman (FH) a d s o r b é  s u r  

l e s  p l a q u e t t e s  

Le  f a c t e u r  Hageman e s t  une  s i a l o g l y c o p r o t é i n e  a y a n t  u n e  

a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  e s t é r a s e  ( 1 5 5 ) .  

La  s t r u c t u r e  d e  l a  p a r t i e  g l u c i d i q u e  d e s  m o l é c u l e s  d u  

f a c t e u r  Hageman e s t  l a  s u i v a n t e  : 

H e x o s e s  t o t a u x 5 , 9  % o u  - D - g a l a c t o s e  : 3 , 6  % - 
- D-mannose : l , 8  % 

H e x o s a m i n e  t o t a l e  4 , 8  % ou-  D - g l u c o s a m i n e  : 3 , 2  X 
- D - g a l a c t o s a m i n e  : 1 , 6  % 

A c i d e  s i a l i q u e  4 , 4  % 

T o t a l  : 1 5 , 1  % 



F a c t e u r  X I I I  (FSF) 

La p r é s e n c e  d e  FSF d a n s  l e s  p l a q u e t t e s  a  é t é  mise e n  

é v i d e n c e  p a r  l e s  t r a v a u x  d e  LUSCHER E.F. (1958)  ( 9 5 )  p u i s ,  

t r è s  récemment ,  P.GANGULY ( 1 9 7 1 )  (55)  l ' a  i s o l é  e t  p u r i f i é  â 

p a r t i r  d e s  p l a q u e t t e s  h u m a i n e s .  L e s  m o l é c u l e s  p r o t é i q u e s  de  

FSF s o n t  e n  m a j o r i t é  a d s o r b é e s  s u r  l a  s u r f a c e  d e s  p l a q u e t t e s ,  

m a i s  il e n  e x i s t e  un c e r t a i n  t a u x  i n t r a p l a q u e t t a i r e .  

I l  a  é t é  d é m o n t r é  q u e  l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  de FSF p l a q u e t t a i r e  

e s t  s u p é r i e u r  à c e l u i  d e  FSF du  p l a s m a  (55), ( 1 6 7 b ) .  La  compo- 

s i t i o n  g l u c i d i q u e  d u  f a c t e u r  X I I I  p l a s m a t i q u e ,  d ' o r i g i n e  b o v i n  

e t  humain  e s t  c o n s t i t u é e  de  D - g a l a c t o s e ,  D-mannose d e s  h e x o s a -  

m i n e s ,  d e  L - f u c o s e  e t  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  ( 1 1 2 a ) .  

Le f a c t e u r  X I I I  (FSF) e x i s t e  s o u s  f o r m e  d e  p r é c u r s e u r  

i n a c t i f  q u i  s e  t r a n s f o r m e  e n  enzyme a c t i f  s o u s  l ' e f f e t  de  l a  

t h r o m b i n e .  Son a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  s ' a c c o m p l i t  d a n s  1.a fo rma-  

t i o n  d e s  p o l y m è r e s  i n s o l u b l e s  d e  l a  f i b r i n e ,  c a t a l y s é e  p a r  

d e s  i o n s  c a l c i u m .  (82 ,160,911.  

Nouveau f a c t e u r  f l a q u e t t a i r e  : a c t i v a t e u r  d e  l a  f h o s p h o l i p a s e  ---------------- ----------- ----------------- ------------ 

J.M.DUCHESNE e t  C o l l .  (1972)  ( 5 1 / a )  o n t  m i s  e n  é v i d e n c e  

l ' e x i s t e n c e  d ' u n  f a c t e u r  p l a q u e t t a i r e  q u i  p e u t  a c t i v e r  l e  zymo- 

g è n e  d e  l ' e n z y m e  p h o s p h o l i p a s e  du  p l a s m a .  S e s  r é s u l t a t s  s o n t  

r é s u m é s  d e  f a ç o n  s u i v a n t e  : 

- Le p l a s m a  r e n f e r m e  u n e  p r o p h o s p h o l i p a s e  a c t i v a b l e  

p a r  l a  t r y p s i n e  b r u t e .  L e s  p l a q u e t t e s  d e  r a t  c o n t i e n n e n t  un 

a c t i v a t e u r  q u i  j o u e  l e  même r ô l e  q u e  l a  t r y p s i n e  b r u t e  e t  

t r a n s f o r m e  l e  zymogène e n  p h o s p h o l i p a a e  a c t i v e .  



N o u v e l l e  p r o t é i n e  p l a q u e t t a i r e  c o a g u l a b l e  ......................................... 

E n v i r o n  5 % d u  t a u x  d e s  p r o t é i n e s  p l a q u e t t a i r e s  e s t  r e p r é s e n t é  

p a r  u n e  p r o t é i n e ,  s e n s i b l e  à l ' e f f e t  d e  l a  t h r o m b i n e  m a i s  q u i  

d i f f è r e  d u  f i b r i n o g è n e ,  d e  l a  t h r o m b o s t h é n i n e  e t  d u  FSF ,  comme 

l e  m o n t r e  l a  s t r u c t u r e  d e  l a  p a r t i e  g l u c i d i q u e  d e  c e t t e  p r o t é i n e  

p l a q u e t t a i r e  : ( 5 ) ,  

A c i d e  s i a l i q u e  3 , 9  % 

N-Ac-g lucosamine  1 , 6  A( 

P o i d s  m o l é c u l a i r e  : 1 9 0 , 0 0 0  g / m o l .  

5 .  ENZYMES PLAQUETTAIRES 

L e s  p l a q u e t t e s  c o n t i e n n e n t  d e  t r è s  n o m b r e u x  e n z y m e s ,  c e  

q u i  e x p l i q u e  l e u r s  f o n c t i o n s  m u l t i p l e s .  

Nous p r é s e n t o n s  c i - d e s s o u s  l e s  e n z y m e s  p l a q u e t t a i r e s  

d o n t  l ' a c t i v i t é  a  é t é  i d e n t i f i é e  (1,7,16,27,28,34,87,88,90, 

9 2 , 1 2 8 , 1 4 7 , 1 5 6 , 1 7 1 , 1 7 2 ~ 1 7 8 ) .  

G l y c o g è n e - s y n t h é t a s e  

ATP-ases  

P y r o p h o s p h a t a s e  i n o r g a n i q u e  

B é  t a - g l u c u r o n i d a s e  

C a t a l a s e  

C a t h e p s  i n e  

L a c t a t e  d e h y d r o g é n a s e  

P h o s p h a t a s e - a c i d e  

A d é n o s i n e  d é a m i n a s e  

A d é n y l a t e  k i n a s e  

P y r u v a t e  k i n a s e  

C y t o c h r o m o x i d a s e  

Enzymes d e  c y c l e  Embden-Meyerhof  

G l y c o s i d a s e s  

G l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  

Enzymes l y s o s o m a l e s  

Succlntque-déhydrogénase 

P h o s p h a t a s e - a l c a l i n  

L e u c i n e  a m i n o p e p t i d a s e  

E s t é r a s e  

P h o s p h o d i e s  t é r n s c  

A c t i v a t e u r  d e  p l a s m i n o g è n e  

A n t i p l a s m i n e  

E l a s t a s e  



SCHEMA DE L'ACTIVATION DES FACTEURS DE COAGULATION 

C o n t a c t  d ' u n e  
s u r f a c e  " é t r a n g è r e "  F a c t e u r  Hageman ( X I I )  

F a c t e u r  X I I  a c t i v é  

Y 
F a c t e u r  X I  

F a c t e u r  t i s s u l a i r e  F a c t e u r  V I 1  F a c t e u r  X I  a c i t v é  F a c t e u r  I X  + C a l c i u m  
( 1  i p o p r o  t é  i n e )  y++ 
F a c t e u r  t i s s u l a i r e  V I 1  

YPTC 
F a c t e u r  I X  a c t i v é  

F a c t e u r  X 
F a c t e u r  V I 1 1  AHG 

.Y P h o s p h o l i p i d e s  
F a c t e u r  X F a c t e u r  V F a c t e u r  V I 1 1  Y a c t i v é  F a c t e u r  S t u a r t  (X) 

L i p i d e s  T++ 
v c a + +  

F a c t e u r  X a c t i v é  

V a c t e u r  V Ca++ 1 P h o s p h o l i p i d e s  
p l a q u e t t a i r e s  

ACTIVATEUR e x t r i n s è q u e  de+pR0THROMBINE A C T I V A T E U R  i n t r i n s è q u e  de  

PROTHROMBINE PROTHROMBINE J. Ca++ 

T H R O M B I N E  vFibriaogane 



La détermination de la répartition de l'activité des 

enzymes entre les fractions cellulaires des plaquettes peut 
A etre considérée comme une tentative de localisation des fonc- 

tions plaquettaires. Les résultats obtenus dans ce but par 

MARCUS et Coll. (1969) (101) sont présentés dans le tableau III. 

REPARTITION SUBCELLULAIRE DE QUELQUES UNS DES ENZYMES PLAQUETTAIRES 

Fraction 
soluble 

2 

31.6 f7.3 

(22.8)*7.7 

53.6 I8.2 

39.5 

(36.5)*13.2 

94.3 

(88.2)* 1.2 

97.8 

Membranes 

% 

16.0 f9.5 

(17.0)*8.5 

7.9 I0.5 

2.5 

(1.9)*2.6 

3.2 

(5.3)*0.4 

0.2 

Enzyme 

Phosphatase acide 

Béta-glucuronidase 

Cathepsine 

Catalase 

Lactate-déhydro- 
génase 

MARCUS (1969) (101) 

N o  d'ex- 
périences 

6 

(6) 

2 

1 

(2) 

1 

(3) 

1 

Granules 

2 

51.1 * 7.2 

(60.2)*10.7 

38.6 * 8.7 

58.1 

(61.7)*10.5 

2.6 

(6.5)* 1.7 

2.0 



La n a t u r e  e t  l e  n i v e a u  d ' a c t i v i t é  d ' u n  enzyme  q u ' o n  p e u t  

l o c a l i s e r  e t  d o n t  o n  p e u t  o b s e r v e r  l e  d é p l a c e m e n t  p e n d a n t  l e  

d é r o u l e m e n t  d e s  f o n c t i o n s  p l a q u e t t a i r e s ,  p e u t  f o u r n i r  d e s  

i n f o r m a t i o n s  p r é c i e u s e s  p o u r  p o u v o i r  a t t r i b u e r  a u x  é l é m e n t s  

d e s  p l a q u e t t e s  d e s  r ô l e s  s p é c i f i q u e s  d a n s  l e s  é t a p e s  d e  l ' h é -  

m o s t a s e .  

L e s  e n z y m e s  i n t r a p l a q u e t t a i r e s  l i b é r é s  p e n d a n t  l ' a g r é g a -  

t i o n  s o n t  p r o b a b l e m e n t  e n  r e l a t i o n  a v e c  c e t t e  é t a p e  d e  l a  f o n c -  

t i o n  p l a q u e t t a i r e .  HOLMSEN e t  DAY ( 1 9 7 1 )  ( 6 9 )  o n t  d é m o n t r é  

q u e  l ' a g r é g a t i o n  p l a q u e t t a i r e  i n  v i t r o ,  i n d u i t e  p a r  l a  t h r o m -  

b i n e  l i b è r e  p l u s i e u r s  c o m p o s a n t s  p r o t é i q u e s  q u i  o n t  é t é  i d e n t i -  

f i é s  comme a y a n t  u n e  a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e .  

ATP-ases  p l a q u e t t a i r e s  ...................... 

a )  L o c a l i s a t i o n  

WHITE e t  KRIVIT ( 1 9 6 5 )  ( 1 7 8 )  o n t  é t u d i é  l a  r é p a r t i t i o n  

d e  l ' a c t i v i t é  d 'ATP-ases  d a n s  l e s  p l a q u e t t e s ,  e t  i l s  l ' o n t  

r e p é r é e  a u s s i  b i e n  d a n s  l a  membrane  p l a q u e t t a i r e  q u e  d a n s  l e s  

g r a n u l e s  e t  d a n s  l e s  m i t o c h o n d r i e s  i n t r a p l a q u e t t a i r e s .  

SABA e t  C o l l .  ( 1 9 6 9 )  ( 1 4 7 )  o n t  d é m o n t r é  q u e  l e  n i v e a u  

d ' a c t i v i t é  d 'ATP-ase  e s t  s i m i l a i r e  d a n s  l e s  p l a q u e t t e s  e n t i è r e s  

e t  d a n s  l e s  f r a c t i o n s  d e s  membranes  i s o l é e s .  Une p a r t i e  d e  

1' a c t i v i t é  d '  ATP-ase p l a q u e t t a i r e  e s t  d u e  à l a  t h r o m b o s t h é n i n e  

p l a q u e t t a i r e  ( 1 2 7 ) .  



b )  Thromb o s  t h é n i n e  

P l u s i e u r s  a u t e u r s  o n t  s u g g é r é  u n e  s i m i l i t u d e  e n t r e  

l ' o r g a n i s a t i o n  c o m p l e x e  d e s  p l a q u e t t e s  e t  c e l l e  d u  s y s t è m e  d e s  

m u s c l e s .  En e f f e t ,  l e s  p l a q u e t t e s  c o n t i e n n e n t  d e s  f i b r i l l e s  d e  

8 0  à 1 0 0  A,  q u i  r e s s e m b l e n t  a u x  f i b r i l l e s  d e s  m u s c l e s  l i s s e s .  

L a  c a p a c i t é  d e  c o n t r a c t i o n  d e  l a  membrane  p l a q u e t t a i r e  e s t  

a t t r i b u é e  à u n e  p r o t é i n e  c o n t r a c t i l e  s i m i l a i r e  à l ' a c t o m y o s i n e  

d e s  m u s c l e s  ( 1 7 8 ) .  BETTEX-GALAND e t  LUSCHER ( 1 9 6 1 )  ( 1 6 ) ,  o n t  

i s o l é  u n e  p r o t é i n e  c o n t r a c t i l e ,  l a  t h r o m b o s t h é n i n e ,  à p a r t i r  

d e s  p l a q u e t t e s .  C e l l e - c i  c o r r e s p o n d  a u x  f i b r i l l e s  v u e s  a u  

m i c r o s c o p e  é l e ~ t r o n i q u e . ~ C e s  f i b r i l l e s  d e  t h r o m b o s t h é n i n e  s o n t  

l o c a l i s é e s  d a n s  l e s  m i c r o t u b u l e s  ( 7 1 )  q u i  s e  t r o u v e n t  d a n s  l a  

z o n e  é q u a t o r i a l e  d e  l a  membrane  p l a q u e t t a i r e  e t  m a i n t i e n n e n t  

l a  f o r m e  d i s c o r d e  d e s  p l a q u e t t e s  à l ' é t a t  d e  r e p o s .  P e n d a n t  

l ' a g r é g a t i o n ,  l e s  m i c r o f i b r i l l e s  d e  t h r o m b o s t h é n i n e  s e  t r a n s -  

f o r m e n t  e n  un  s y s t è m e  d e  m i c r o f i b r i l l e s  c o n t r a c t i l e s .  (178~84) 

La t h r o m b s s t h é n i n e  r e p r é s e n t e  1 5  % d e  l a  t o t a l i t é  d u  

t a u x  e n  p r o t é i n e  d e s  p l a q b e t t e s  e t  s o n  p o i d s  m o l é c u l a i r e  e s t  

e s t i m é  à 5 4 2 , 7 0 0  g l m o l  e n v i r o n  @0,127 ). 

c )  ATP-ases  d é p e n d a n t  d e s  c a t i o n s  mono e t  d i v a l e n t s  

WHITE e t  KRIVIT ( 1 9 6 7 ) [ 1 7 8  ) o n t  d é m o n t r é  l a  p r é s e n c e  
+ + d a n s  l e s  p l a q u e t t e s  d ' e n z y m e s  ATP-ases  Mg d é p e n d a n t s ,  d i s -  

t i n c t s  d e  l a  t h r o m b o s t h é n i n e .  

La  t h r o m b o s t h é n i n e  n e  p r o v o q u e  p a s  l a  d é p h o ~ p h o r ~ l a t i o n  

d e  l a  t o t a l i t é  d e  1'ATP p l a q u e t t a i r e ,  c ' e s t - à - d i r e  q u e  c ' e s t  

s e u l e m e n t  u n e  p a r t i e  d e  l ' a c t i v i t é  d 'ATP-ase q u i  f o u r n i t  l ' é n e r -  

g i e  n é c e s s a i r e  à l a  c o n t r a c t i o n  d e  l a  membrane.  

L ' a u t r e  p a r t i e  d u  t a u x  d l A T P - a s e  p r é s e n t  d a n s  l a  p l a -  

q u e t t e  d o i t  a v o i r  d e s  f o n c t i o n s  s i m i l a i r e s  a u x  ATP-ases  d e s  

a u t r e s  c e l l u l e s ,  à s a v o i r  n o t a m m e n t  l e  t r a n s f e r t  d e s  c a t i o n s  à 

t r a v e r s  l e s  membranes  b i o l o g i q u e s ,  f o n c t i o n  q u i  e s t  l i é e  à 

l ' a c t i v i t é  A T P - a s i q u e  Mg++, Na+ e t  K+ d é p e n d a n t e  ( 1 5 6 , 7 6 ) .  



P y r o p h o s p h a t a s e  m i n é r a l e  ........................ 

L o c a l i s é  d a n s  l a  membrane  p l a q u e t t a i r e ,  un enzyme p y r o -  

p h o s p h a t a s e  i n o r g a n i q u e  a  é t é  i d e n t i f i é ,  p a r  ABDULLA e t  Mc 

FARLANE ( 1 9 7 2 )  ( 1 ) .  Une p a r t i c u l a r i t é  d e  c e t  enzyme q u i  p o u r -  

r a i t  é c l a i r e r  un r ô l e  d a n s  l e  phénomène  d ' a d h é s i o n  d e s  p l a q u e t -  

t e s  a u  c o l l a g è n e  e s t  i n t é r e s s a n t e .  En e f f e t  c e t  enzyme  h y d r o l y s e  

l e s  p h o s p h a t e s  i n o r g a n i q u e s ,  m a i s  s e u l e m e n t  e n  p r é s e n c e  d u  

c o l l a g è n e .  

P l a s m i n o g è n e  e t  a n t i p l a s m i p e  ............................ 

CASTALDI e t  CAEN ( 1 9 6 5 )  (31) o n t  d é t e r m i n é  1' a c t i v i t é  

p r o a c t i v a t r i c e  d u  p l a s m i n o g è n e ,  e t  l ' a c t i v i t é  d e  l ' a n t i p l a s m i n e .  

Ce s o n t  d e u x  e n z y m e s  q u i  p e r m e t t e n t  a u x  p l a q u e t t e s  d e  p a r t i c i p e r  

a u  phénomène  d e  f i b r i n o l y s e  q u i  s u i t  n é c e s s a i r e m e n t  l e  p h é n o -  

mène d e  l ' h é m o s t a s e .  

G l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  .................... 

BARBER e t  C o l l .  ( 1 9 7 1 )  ( 7 , 8 )  o n t  m i s  e n  é v i d e n c e  l a  

p r é s e n c e  d e  d e u x  e n z y m e s  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  : 

- G a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e  

- G l u c o s y l t r a n s f é r a s e  

Tous  l e s  d e u x  s o n t  l o c a l i s é s  d a n s  l a  membrane p l a q u e t t a i r e  e t  

i l s  o n t  une  s p é c i f i c i t é  p o u r  l e s  m o l é c u l e s  d u  c o l l a g è n e  comme 

a c c e p t e u r s .  L e s  a u t e u r s  s u g g è r e n t  q u e  c e s  enzymes  g l y c o s y l -  

t r a n s f é r a s e s  s o n t  i m p l i q u é s  d a n s  l e  phénomène  d ' a d h é s i o n  e n t r e  

p l a q u e t t e  e t  c o l l a g è n e .  

Nous a v o n s  d é t e r m i n é  l e  n i v e a u  d ' a c t i v i t é  d e  d e u x  g l y -  

c o s y l t r a n s f é r a s e s  p l a q u e t t a i r e s  n o t a m m e n t  : ( 1 6 6 a )  

p a r m i  l e s  e n z y m e s  a d s o r b é s  s u r  l a  s u r f a c e  p l a q u e t t a i r e .  



G l y c o s i d a s e s  p l a q u e t  t a i r e s  .......................... 

H.B.BOSMANN ( 1 9 7 2 )  (27,28) a  m i s  e n  é v i d e n c e  l ' a c t i v i t é  

d e s  enzymes  g l y c o s i d a s e s  p r é s e n t s  d a n s  l e s  p l a q u e t t e s .  Ces 

g l y c o s i d a s e s  c o r r e s p o n d e n t  a u x  g l u c i d e s  p l a q u e t t a i r e s  e t  f o r -  

ment  t r o i s  g r o u p e s  s e l o n  l e u r  n i v e a u  d ' a c t i v i t é .  Ces n i v e a u x  

d ' a c t i v i t é  s o n t  en  r e l a t i o n  a v e c  l e u r s  t e n e u r s  d e  g l u c i d e s .  

6 .  GLYCOGENE ET GLYCOGENE-SYNTHETASE PLAQUETTAIRE 

a )  G l y c o ~ è n e  

O = 1 u n i t é  d e  g l u c o s e  

( S t r u c t u r e  d u  g l y c o g è n e  d ' a p r è s  K.H.MEYER). 



Dans  l e  c y t o p l a s m e  p l a q u e t t a i r e  s e  t r o u v e n t  d e  p e t i t s  

g r a n u l e s  c o n s t i t u é s  d e  g l y c o g è n e .  I l s  s o n t  d i s p e r s é s  e n t r e  

l e s  o r g a n e l l e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  comme d e s  é l é m e n t s  i s o l é s  o u  

s o u s  f o r m e  d ' a g r é g a t s .  ( 7  1 )  

Le g l y c o g è n e ,  c o n s t i t u é  p a r  d e s  m o l é c u l e s  d e  D - g l u c o s e ,  

s e m b l e  ê t r e  un d e s  m a t é r i a u x  é n e r g é t i q u e s  p r i n c i p a u x  p r é s e n t s  
9  

d a n s  l e s  p l a q u e t t e s  : s a  t e n e u r  e s t  d ' e n v i r o n  92  v g / 1 0  p l a -  

q u e t t e s .  

L e s  t r a v a u x  d e  V A I N E R  e t  WATTIAUX ( 1 9 6 8 )  ( 1 7 1 )  e t  l e s  

r é c e n t s  r é s u l t a t s  d e  V A I N E R  ( 1 9 7 1 )  ( 1 7 2 )  o n t  m i s  e n  é v i d e n c e  : 

- l ' a b o n d a n c e  d u  g l y c o g è n e  d a n s  l e s  p l a q u e t t e s  à l ' é t a t  

n o r m a l  

- l a  d i m i n u t i o n  d e  l a  t e n e u r  e n  g l y c o g è n e  a u  c o u r s  d e  

l ' a g r é g a t i o n  

- l e  r e n o u v e l l e m e n t  r a p i d e  d e  l a  t e n e u r  d e  g l y c o g è n e  

p e n d a n t  l ' a g r é g a t i o n  à c a u s e  d e  l ' z u g m e n t a t i o n  d e  l a  

g l y c o l y s e  e t  d e  l a  g l y c o g e n è s e  d a n s  l e s  p l a q u e t t e s  

a g r é g é e s  o u  p e n d a n t  l a  r é t r a c t i o n  d u  c a i l l o t .  En con-  

c l u s i o n  d e  c e s  o b s e r v a t i o n s  i l s  o n t  m i s  e n  é v i d e n c e  

l ' a p t i t u d e  d e s  p l a q u e t t e s  à e f f e c t u e r  l a  s y n t h è s e  d e  

l e u r  p r o p r e  g l y c o g è n e .  

La  g l y c o g è n è s e e t  l e s  a c t i v i t é s  a s s o c i é e s  a u  c y c l e  d e  

KREBS o n t  é t é  d é m o n t r é e s  d a n s  l e s  p l a q u e t t e s  h u m a i n e s ,  l e  p y r u -  

v a t e  e t  l e  c i t r a t e  é t a n t  c o n v e r t i s  e n  g l y c o g è n e  p l a q u e t t a i r e .  

La  s y n t h è s e  d u  g l y c o g è n e  d a n s  l e s  p l a q u e t t e s  i m p l i q u e  

u n e  p h o s p h o r y l a t i o n  d u  g l u c o s e  à l ' i n t é r i e u r  d e  l a  c e l l u l e ,  

r é a c t i o n  c a t a l y s é e  p a r  l ' h e x o k i n a s e  e n  p r é s e n c e  d '  A T P .  

La p l a q u e t t e  e f f e c t u e  l a  b i o s y n t h è s e  d u  g l y c o g è n e  s e l o n  

l a  v o i e  m é t a b o l i q u e  s u i v a n t e  : 



ADP 

H e x o k i n a s e  

GLUCOSE + ATP *-> ' A F6P G6P 7 

\ 
GTP, UDPG-PPase \ 

( G l y c o s y l - 1 - 1 . 4 ) n  
\ 

\ 

P h o s p h o r y l a s e  

G l y c o s y l - ( 1  . 4 ) n  
I 

T r a n s g l u c o s y l a s e  

1 T r a n s g l u c o s i d a s e  

GLYCOGENE 

LELOIR e t  C o l l .  ( 1 9 6 7 )  ( 8 7 ) ,  ( 1 9 6 9 )  ( 8 8 ) ,  o n t  d é m o n t r é  

q u e  l ' e n z y m e  q u i  e s t  i m p l i q u é  d a n s  l e  p r o c e s s u s  d e  l a  s y n t h è s e  

d u  g l y c o g è n e  e s t  : 

- UDP-glucose :  1-4 g l u c a n e  - 4  - g l u c o s y l t r a n s f é r a s e ,  

e t  i l s  l u i  o n t  d o n n é  l e  nom g l y c o g è n e s y n t h é t a s e .  

L ' a c t i v i t é  d e  l ' e n z y m e  a  é t é  r e p é r é e  no tamment  d a n s  l e  f o i e ,  

d a n s  l e s  t i s s u s  d e s  m u s c l e s ,  d a n s  l e s  l e u c o c y t e s  e t  d a n s  l e s  

p l a q u e t t e s  s a n g u i n e s .  (171 ) 

L e s  é t a p e s  s u i v a n t e s  c a t a l y s é e s  p a r  l a  g l y c o g è n e - s y n t h é -  

t a s e  c o n d u i s e n t  à l a  f o r m a t i o n  d e  l a  c h a î n e  d e  p o l y s a c c h a r i d e  

p a r  l ' a d d i t i o n  d ' u n i t é s  g l u c o s e  l i é e s  e n  p o s i t i o n  a-1-4. 



GLY COGENE 

( x )  u n i t é s  d e  g l u c o s e  

+ U D P - g l u c o s e  + g l y c o g è n e - s y n t h è t a s e  

& 

GLY COGENE 

I 
( X  + 1 )  u n i t é s  d e  

I g l u c o s e  I 

L ' a c t i v i t é  d e  g l y c o g è n e - s y n t h é t a s e  d e s  p l a q u e t t e s  s e  

m a n i f e s t e  s o u s  d e u x  f o r m e s  i n t e r c o n v e r t i b l e s  : @ g l y c o g è n e -  

s y n t h é t a s e  d é p e n d a n t e  d e  G' P ,  e t  @ g l y c o g è n e - s y n t h é t a s e  i n -  
6  

d é p e n d a n t e  d e  G6P. C ' e s t  un  enzyme  r é g u l a t e u r ,  s e n s i b l e  a u x  

v a r i a t i o n s  d u  n i v e a u  d e s  i n t e r m é d i a i r e s  g l y c o l y t i q u e s  comme 

G6P, ATP, ADP e t  AMP. 

L a  r e l a t i o n  e n t r e  l ' a c t i o n  d e s  d e u x  f o r m e s  d e  l a  g l y c o -  

g è n e - s y n t h é t a s e  i l l u s t r é e  p a r  l e  schéma  s e l o n  LARNER e t  C o l l :  

( 1 7 2 )  e s t  l a  s u i v a n t e  : 

PH0 SPHATASE 

TRANSGLUCOSYLASE 

( T u N s G L u . c o s n * s E  

ATP 

HEXOKINASE 

La  g l y c o g è n e - s y n t h é t a s e  e s t  un m a r q u e u r  d e  l ' â g e  d e s  

p l a q u e t t e s  ; o n  t r o u v e  d a n s  l e s  p l a q u e t t e s  j e u n e s  u n e  q u a n t i t é  

d ' e n z y m e s  2-3  f o i s  s u p é r i e u r e  à c e l l e  d e s  p l a q u e t t e s  v i e i l l i e s .  

( 7 9 , 9 8 ) .  



7. LES NUCLEOTIDES PLAQUETTAIRES 

L e s  p l a q u e t t e s  a c c u m u l e n t  u n e  q u a n t i t é  d e  n u c l é o t i d e s ,  

d é r i v é s  d ' a d é n i n e ,  d o n t  ADP e t  ATP c o n s t i t u e n t  l a  m a j e u r e  p a r -  

t i e .  S e l o n  l e s  r é s u l t a t s  d e  H o l m s e n  e t  C o l l .  ( 1 9 7 2 )  ( 6 7 )  

l e u r  m é t a b o l i s m e  l o c a l i s é  d a n s  l e  c y t o p l a s m e  e n  é t a t  d e  r e p o s  

a  d e s  f o n c t i o n s  d i f f é r e n t e s  d e  c e l u i  q u i  se  d é r o u l e  a u  d e h o r s  

d e s  p l a q u e t t e s .  

L e  m é t a b o l i s m e  d e s  n u c l é o t i d e s ,  q u i  se d é r o u l e  à l ' i n -  

t é r i e u r  d e s  p l a q u e t t e s ,  e n  é t a t  d e  r e p o s ,  r é s u l t e  d e  l a  r é s e r v e  

d'ADP e t  d lATP a c c u m u l é e  d a n s  l e s  g r a n u l e s .  

L e s  d é r i v é s  d é p h o s p h o r i l é s  d e s  n u c l é o t i d e s  d o n t  l e  m é t a -  

b o l i s m e  e s t  i n t e r n e  t r a v e r s e n t  l a  membrane  v e r s  l e  p l a s m a  s o u s  

f o r m e  d t h y p o x a n t h i n e  ; i l s  l a  r e t r a v e r s e r o n t  v e r s  l e  c y t o p l a s m e  

s o u s  f o r m e  d ' a d é n i n e  e t  d ' a d é n o s i n e .  

L e s  n u c l é o t i d e s  e m m a g a s i n é s  d a n s  l e s  g r a n u l e s  q u i t t e n t  

l a  p l a q u e t t e  e n  é t a t  s t i m u l é  s o u s  f o r m e  dtADP e t  d tATP.  L'ATP 

e t  l r A D P ,  l i b é r é s  a u  c o u r s  d e  l ' h é m o s t a s e  a u  moment d u  " re lease" ,  

a p p a r a i s s e n t  d a n s  l e  p l a s m a  e n v i r o n n a n t .  

Le  p l a s m a ,  l u i ,  c o n t i e n t  d e s  e n z y m e s  q u i  o n t  p o u r  f o n c -  

t i o n  d e  d é p h o s p h o r i l e r  ces n u c l é o t i d e s  l i b é r é s .  C e t t e  f o n c t i o n  

e n z y m a t i q u e  e s t  t rès  i m p o r t a n t e  p o u r  l e  c o n t r ô l e  du t a u x  d e  

l ' a d é n o s i n e  q u i  e s t  un  i n h i b i t e u r  d e  l ' a g r é g a t i o n .  

L a  s i t u a t i o n  e n t r e  l e s  p l a q u e t t e s  e t  l e  p l a s m a  e n v i r o n -  

n a n t  a p r S s  l e  " r e l e a s e " ,  q u i  m e t  e n  j e u  d e s  n u c l é o t i d e s  d ' a d é -  

n o s i n e ,  p e u t  ê t r e  e x p l i q u é e  s e l o n  HOLMSEN e t  DAY ( 1 9 7 1 )  (69), 

L e s  n u c l é o t i d e s  d ' a d é n i n e  p l a q u e t t a i r e s  l i b é r é s  e t  d é p h o s p h o -  

r i l é s  e n  p l u s i e u r s  é t a p e s  d a n s  l e  p l a s m a  o n t  d e s  e f f e t s  d i f f é -  

r e n t s  s u r  l ' a g r é g a t i o n  p l a q u e t t a i r e .  



L1= a c t i v e  1 '  a g r é g a t i o n  

p l a q u e t t a i r e ,  l l A T P  - q u i  

e s t  l i b r é e  e n  même t e m p s  

q u e  1'ADP s e r a  c o n v e r t i  

d a n s  une  p r o p o r t i o n  d e  1 0 %  

a l o r s  q u e  l e  r e s t e  s e r a  

d é p h o s p h o r y l é  d i r e c t e m e n t  

e n  AMP c e l u i c i -  r a p i d e m e n t  

t r a n s f o r m é  e n  a d é n o s i n e .  

ADENOSINE e s t  un i n h i b i t e u r  

d ' ' a g r é g a t i o n  q u i  r e n d  

i n a c t i v e  l a  p l a q u e t t e  

a d h é s i v e .  L ' e f f e t  c o m b i n é  

d e  ~ ' I N O S I N E  e t  d e  1'HYPO- - 
XANTHINE r e n f o r c e  l ' a c t i o n  

i n h i b i t r i c e  d e  1 'ADENOSINE 

( 3 3 a ,  7 7 a ) .  

H Y P O X A N T H  l NE 

8 .  SEROTONINE INTRAPLAQUETTAIRE 

L e s  o r g a n e l l e s  c o n s t i t u a n t  l e s  s i t e s  d l a c c u m u l a t i o n  d e  

s é r o t o n i n e  (5 -HT)  d a n s  l e  c y t o p l a s m e  d e s  p l a q u e t t e s  s o n t  d e s  

g r a n u l e s  o s m o p h i l e s  d ' u n e  s t r u c t u r e  o p t i q u e m e n t  d e n s e  a u  m i -  

c r o s c o p e  é l e c t r o n i q u e  ( 4 8 , 1 8 2 ) .  C e s  g r a n u l e s  s o n t  l i m i t é s  p a r  

d e s  membranes  d o n t  l a  c o m p o s i t i o n  e n  p h o s p h o l i p i d e s  a  é t é  

d é m o n t r é e  p a r  l e s  r é s u l t a t s  d ' a n a l y s e s  c h i m i q u e s  d e  DA PRADA 

e t  C o l l .  ( 1 9 7 2 )  ( 4 7 ) .  



Ces g r a n u l e s  c o n t i e n n e n t  un c e r t a i n  t a u x  d'ATP e t ,  q u a n d  

l e s  p l a q u e t t e s  r e l â c h e n t  l e u r  5-HT p e n d a n t  l ' a g r é g a t i o n ,  l a  p l u s  

g r a n d e  p a r t i e  d e  l e u r  t a u x  d'ATP d i s p a r a î t  e n  même t e m p s .  C e c i  
la 

c o n f i r m e  l ' h y p o t h è s e  q u e  5-HT i n t r a p l a q u e t t a i r e  e s t  l i é e  à 

1' ATP. L e s  p l a q u e t t e s  v i v a n t e s  i n c o r p o r e n t  de  l a  s é r o t o n i n e  

q u a n d  e l l e s  p a s s e n t  à t r a v e r s  l e s  c a p i l l a i r e s  i n t e s t i n a u x  

( 2 2 , 1 1 5 ) *  

F i x a t i o n  d e  l a  s é r o t o n i n e  p a r  l e s  p l a q u e t t e s  

La c a p a c i t é  q u e  p o s s è d e n t  l e s  p l a q u e t t e s  p o u r  s e  l i e r ,  

i n  v i v o  comme i n  v i t r o ,  à { e s  a m i n e s  v a r i é e s ,  s u g g è r e  q u e  c e  

phénomène p o u r r a i t  a v o i r  u n e  s i g n i f i c a t i o n  p h y s i o l o g i q u e .  La 

f i x a t i o n  d e  s é r o t o n i n e  e s t  c o n s i d é r é e  comme u n e  f o n c t i o n  p l a -  

q u e t t a i r e  p r i m o r d i a l e .  D e s  e x p é r i e n c e s  f a i t e s  p a r  B O R N ,  s u r  l e  

c h i e n ,  o n t  m o n t r é  q u e  l e s  p l a q u e t t e s  f i x e n t  i n  v i v o  d e  5  à 1 0  % 

du  t o t a l  d e  l a  s é r o t o m i n e  i n j e c t é e  à d e s  c o n c e n t r a t i o n s  t r è s  

b a s s e s  d a n s  l e  p l a s m a .  P a r  c o n t r e ,  l a  f i x a t i o n  i n  v i t r o  n é c e s -  

s i t a i t  d e  h a u t e s  c o n c e n t r a t i o n s  d a n s  l ' e n v i r o n n e m e n t  ( 2 2 ) .  

Quand  l e  PRP e s t  s o u m i s  à u n e  i n c u b a t i o n  à 37OC a v e c  de 5-HT, 

l e s  p l a q u e t t e s  f i x e n t  l a  5-HT j u s q u ' à  un  p o i n t  t e l  q u e  l e u r  

c o n c e n t r a t i o n  e n  s é r o t o m i n e  d é p a s s e  l a r g e m e n t  c e l l e  du p l a s m a .  

A l a  l i m i t e ,  l e s  p l a q u e t t e s  s ' e n r i c h i s s e n t  e n  5-KT j u s q u ' à  e n  

e x t r a i r e  l a  t o t a l i t é  d e  ce q u i  e s t  p r é s e n t  d a n s  l e  p l a s m a  (22 ,  

2 3 , 2 4 , 6 1 , 1 7 7 ) .  

D ' a p r è s  BORN,  l a  v i t e s s e  d e  l ' i n c o r p o r a t i o n  i n  v i t r o  

a t t e i n t  s o n  maximum q u a n d  l a  c o n c e n t r a t i o n  de 5-HT d a n s  l e  

m i l i e u  p l a s m i q u e  e s t  1 , 5  pg /ml .  

P u i s q u e  l e  p l a s m a  v i v a n t  ( p a r  e x e m p l e  c h e z  l e  c h i e n )  ( 7 4 )  

c o n t i e n t  a u  p l u s  0 , 0 0 6  pg/ml d e  5-HT, o n  p e u t  d i r e  que  l e s  

p l a q u e t t e s  i n  v i v o  n e  r e n c o n t r e n t  j a m a i s  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e  

5-BT a u s s i  é l e v é e s  q u e  c e l l e s  q u i  p r o d u i s e n t  l ' i n c o r p o r a t i o n  

maxima i n  v i t r o .  

S u r  l a  s u r f a c e  d e s  p l a q u e t t e s  n o r m a l e s  l e  nombre d e s  

s i t e s  r é c e p t e u r s  p o u r  f i x e r  l a  s é r o t o n i n e  e s t  1 0 4  p a r  p l a q u e t t e ,  

m a i s  c e t t e  c a p a c i t é  d e  l a  f i x a t i o n  p o u r  l a  s é r o t o n i n e  n ' e s t  

p a s  l a  même d e s  p l a q u e t t e s  d e  p o i d s  e t  d ' â g e  d i f f é r e n t  (24.32). 



Q u a n t  à l a  v i t e s s e  même d e  l ' i n c o r p o r a t i o n  d e  5-HT p a r  

l e s  p l a q u e t t e s  s o i t  i n  v i v o  s o i t  i n  v i t r o ,  e l l e  e s t  t r è s  f a i b l e  

s i  o n  l a  c o m p a r e  a v e c  c e l l e  d e s  c a t i o n s  m i n é r a u x  o u  d e s  a c i d e s  

a m i n é s  p a r  l e s  c e l l u l e s  d e s  m a m m i f è r e s  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  com- 

p a r a b l e s .  E x p r i m é  e n  p r n o l e / s e c / c m 2  d e  s u r f a c e  c e l l u l a i r e ,  

l ' i n f l u x  d e  K+ d a n s  l e s  p l a q u e t t e s  h u m a i n e s  e s t  : 0 , 6 8  - 1 , 1 3  

e t  l ' i n f l u x  d e  K+ d a n s  l e s  é r y t h r o c y t e s  e s t  e n v i r o n  0 , 5  e t  l e  

t e m p s  n é c e s s a i r e  p o u r  s a t u r e r  l a  m o i t i é  d e s  p l a q u e t t e s  a v e c  

d e  l a  5-HT e s t  d e  3 0  à 60 m i n u t e s  ( 2 3 ) .  

R ô l e  d e  l a  s é r o t o n i n e  d a n s  l ' a g r é g a t i o n  p l a q u e t t a i r e  

Le r ô l e  d e  l a  s é r o t o n i n e  i n t r a p l a q u e  t t a i r e  commence 

a v e c  l e  ' " r e l e a s e "  q u a n d  l e s  p l a q u e t t e s  l i b è r e n t  l a  5-HT accumu- 

l é e  d a n s  l e s  g r a n u l e s  d e  l e u r  c y t o p l a s m e  ( 1 1 ) .  

L e s  o b s e r v a t i o n s  d'ALEDORT e t  C o l l .  ( 2 )  s u r  l a  l i b é r a -  

t i o n  da 5-HT i n t r a p l a q u e t t a i r e ,  e n  r é p o n s e  a u x  a g e n t s  d ' a g r é -  

g a t i o n  i n  v i t r o  o n t  m o n t r é  : 

- q u e  l e s  p l a q u e t t e s  o n t  l i b é r é  a u  moment d e  l a  r é t r a c t i o n  d u  

c a i l l o t  e n t r e  6 0  e t  1 0 0  % d e  l e u r  t a u x  e n  s é r o t o n i n e  

- q u ' e n t r e  l e s  a g e n t s  d ' a g r é g a t i o n  comme I 'ADP, l a  t h r o m b i n e  e t  

l e  t i s s u  c o n j o n c t i f  ( c o l l a g è n e ) ,  c e  d e r n i e r  e s t  l e  p l u s  e f f i -  

c a c e  p o u r  l i b é r e r  l a  s é r o t o n i n e  i n t r a p l a q u e t t a i r e .  

C e c i  c o n c o r d e  a v e c  l e s  h y p o t h è s e s  c o n c e r n a n t  l e  r ô l e  d u  

c o n t a c t  e n t r e  l e s  p l a q u e t t e s  e t  l e  c o l l a g è n e  d a n s  l a  p r e m i è r e  

é t a p e  d e  l ' h é m o s t a s e ,  q u i  p r o v o q u e  l e  phénomène  d e  " r e l e a s e " .  



9 .  GLUCIDES DES PLAQUETTES 

L e s  p r o t é i n e s  p l a q u e t t a i r e s  r e p r é s e n t e n t  5 7  % du p o i d s  

s e c  d e s  p l a q u e t t e s .  L e s  g l y c o p r o t é i n e s  q u i  o n t  é t é  i d e n t i f i é e s  

c o r r e s p o n d e n t  à 20 % ,  à s a v o i r  : 

- 1 5  % f i b r i n o g è n e  

- 5 % u n e  a u t r e  p r o t é i n e  c o a g u l a b l e  

- F a c t e u r  4 . 2  

- F a c t e u r  X I I I  

C e p e n d a n t  s i  l l e x i s t e . n c e  e t  l e s  f o n c t i o n s  d e  b e a u c o u p  

d ' a u t r e s  p r o t é i n e s  a y a n t  u n e  p a r t i e  g l u c i d i q u e  o n t  é t é  démon- 

t r é e s ,  l e u r  c o n s t i t u t i o n  c h i m i q u e  n ' a  p a s  é t é  é t a b l i e  d a n s  l a  

p l u p a r t  d e s  c a s .  L e s  d i f f i c u l t é s  q u e  p r é s e n t e n t  l ' i s o l e m e n t  e t  

l ' a n a l y s e  d e  s i  f a i b l e s  q u a n t i t é s  d e  m a t é r i a u x  s o n t  b i e n  c o n n u e s .  

P a r  c o n t r e  s u r  l a  t o t a l i t é  d e s  g l u c i d e s  a p p a r t e n a n t  a u x  

g l y c o p r o t é i n e s  e t  g l y c o l i p i d e s  p l a q u e t t a i r e s ,  l e s  m é t h o d e s  b i o -  

c h i m i q u e s  o n t  p e r m i s  d ' o b t e n i r  d e s  i n f o r m a t i o n s .  Le t a u x  d e s  

g l u c i d e s  d e s  p l a q u e t t e s  v a r i e  s e l o n  d i f f é r e n t s  a u t e u r s  e n t r e  5 

e t  8 % p a r  r a p p o r t  à l e u r  p o i d s  sec.(98,77,100). 

L a  s t r u c t u r e  d e  l a  p a r t i e  g l u c i d i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  e s t  

c o m p o s é e  d e  D - g a l a c t o s e ,  d e  D-mannose, d e  D - g l u c o s e ,  d e  L - f u c o s e ,  

d e  D - g l u c o s a m i n e ,  d e  D - g a l a c t o s a m i n e  e t  d ' a c i d e  s i a l i q u e .  

En a s s o c i a n t  l e s  r é s u l t a t s  q u i  o n t  é t é  m i s  e n  é v i d e n c e  

p a r  d e  n o m b r e u x  c h e r c h e u r s ,  o n  p e u t  t i r e r  q u e l q u e s  c o n c l u s i o n s  

c o n c e r n a n t  l a  s t r u c t u r e  c h i m i q u e  d e  l a  p a r t i e  g l u c i d i q u e  d e s  

p l a q u e t t e s  d ' u n e  p a r t  e t  c e l l e  d e  l a  membrane  p l a q u e t t a i r e  

d ' a u t r e  p a r t .  PEPPER e t  C o l l .  ( 1 9 6 8 )  ( 1 3 6 )  o n t  é t u d i é  l ' e f f e t  

d e  d é g r a d a t i o n  d e  c o u r t e  d u r é e  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  i n t a c t e s  a v e c  

d i f f é r e n t s  e n z y m e s  p r o t é o l y t i q u e s  e t  i l s  o n t  i s o l é  d e s  p r é c u r -  

s e u r s  d e s  g l y c o p e p t i d e s  r e l a t i v e m e n t  p e u  c o n t a m i n é s  p a r  d e s  

p e p t i d e s  n o n  g l u c i d i q u e s .  L e s  h y d r o l y s e s  d e s  p l a q u e t t e s  a v e c  

l a  t r y p s i n e ,  l a  p r o n a s e ,  e t  la p a p a ï n e  l i b è r e n t  n o t a m m e n t  t r o i s  

g l y c o p e p t i d e s  p r i n c i p a u x ,  c a r a c t é r i s é s  p a r  d e s  p o i d s  m o l é c u l a i r e s  



d i f f é r e n t s  : 

C o m p o s i t i o n  d e s  g l y c o p e p t i d e s  p l a q u e t t a i r e s  

GP 1 GP I I  GP I I I  

P o i d s  m o l é c u l a i r e  1 2 0 , 0 0 0  2 2 , 5 0 0  5 0 0 0  

L e s  t a u x  e n  g l u c i d e s  g / 1 0 0  g  

F u c o s e  0 , 6 5  

Manno s e  0 , 8 3  

G a l a c t o s e  1 6 , 5  

G l u c o s e  0 , 9 i  

A c i d e  s i a l i q u e  2 2 , 4  

G l u c o s a m i n e  1 5  

Ga1 a c t o  s a m i n e  1 4  

MULLINGER e t  C o l l .  ( 1 9 6 8 )  ( 1 2 5 )  o n t  i s o l é  d e u x  f r a c t i o n s  

g l y c o p e p t i d i q u e s  à p a r t i r  d e s  p l a q u e t t e s  d e s  p i g e o n s  : 

1. La  m a j e u r e  f r a c t i o n  o b t e n u e  p a r  h y d r o l y s e  e n z y m a t i q u e  p a r  

l a  p a p a ï n e  e s t  un g l y c o p e p t i d e  d o n t  l a  c o m p o s i t i o n  e s t  l a  

s u i v a n t e  : 

- g a l a c t o s e  : 1 6 , 5  % 

- h e x o s a m i n e  : 1 5  9, 

- a c i d e  s i a l i q u e  : 9 , 6  9, 

- f u c o s e  : 1 , 2  % 

2.  Comme d e u x i è m e  f r a c t i o n  o n  a  o b t e n u  un g l u c o s a m i n o g l y c a n ~ ~ s .  

En q u a n t i t é ,  l a  d e u x i è m e  f r a c t i o n  e s t  t r o i s  f o i s  p l u s  f a i b l e  

q u e  l a  p r e m i è r e .  

Q u e  l e s  p l a q u e t t e s  c o n t i e n n e n t  d e s  g l u c o s a m i n o g l y c a n n e s ,  

c e l a  a  é t é  s i g n a l é  d é j à  p a r  ANDERSEN ( 1 9 6 4 )  e t  e n s u i t e  c o n f i r m é  

p a r  OLSON e t  GARDELL ( 1 9 6 6 )  (13t). Ces d e r n i e r s  o n t  d é m o n t r é  l a  

s t r u c t u r e  c h o n d r o i t i n e - 4 - s u l f a t e  p o u r  l a  f r a c t i o n  o b t e n u e  p a r  



h y d r o l y s e  a v e c  l a  p a p a r n e .  Ce c o m p o s a n t  r e p r é s e n t e  d e  0 , 8  à 1 % 

d e s  p l a q u e t t e s .  11 c o n t i e n t  2 0 , 7  % d ' h e x o s a m i n e ,  2 5  % d ' a c i d e  

u r o n i q u e ,  11 % d e  s u l f a t e  p a r  r a p p o r t  à s o n  p o i d s  sec .  

JAMIESON e t  C o l l .  ( 1 9 7 1 )  o n t  d é t e r m i n é  l a  r é p a r t i t i o n  

d e  l ' h e x o s a m i n e  d a n s  l e s  p r o d u i t s  d e  d é g r a d a t i o n  t r y p s i q u e  d e s  

p l a q u e t t e s .  L e u r s  r é s u l t a t s  s u g g è r e n t  q u e  l e s  g l u c o s a m i n y l g l y c a n -  

n e s  p l a q u e t t a i r e s  s o n t  l o c a l i s é s  d a n s  l e  c y t o p l a s m e  d ' o ù  i l s  

p e u v e n t  ê t r e  l i b é r é s  p a r  h y d r o l y s e  e n z y m a t i q u e  m a i s  i l s  n e  f o n t  

p a s  p a r t i e  d e s  f r a c t i o n s  d e  l a  membrane  e x t é r i e u r e  d e s  p l a q u e t -  

t e s .  ( 7 7 )  

1 0 .  COMPOSANTS MINERAUX 

L e s  c o m p o s a n t s  m i n é r a u x  ( 1 0 0 )  p r é s e n t s  d a n s  l e s  p l a q u e t -  

t e s  s o n t  : 

- P o t a s s i u m  2,9 m g / g r  p o i d s  s e c  

- S o d i u m  0 , 5 7  11 

- M a g n é s i u m  0 , 3 0  11 

- C a l c i u m  2 , 9 2  11 

- P h o s p h o r e  12,OO I I  



C H A P I T R E  3  

LA MEMBRANE PLAQUETTAIRE 

1. ULTRASTRUCTURE 

L e s  o b s e r v a t i o n s  a u  m i c r o s c o p e  é l e c t r o n i q u e  ( 7 1 , 1 4 , 1 8 1 ,  

3 7 )  o n t  m i s  e n  é v i d e n c e  q u e  l a  membrane  d e s  p l a q u e t t e s  e s t  

c o m p o s é e  d e  t r o i s  c o u c h e s ,  (comme t o u t e s  l e s  c e l l u l e s  d e s  mammi- 

f è r e s )  ( 5 3 )  l e  t o u t  a y a n t  u p e  é p a i s s e u r  d e  70-90 A .  Ce s y s t è m e  

d e  membranes  c o m p r e n d ,  s e l o n  DANIELLI, l e s  p a r t i e s  s u i v a n t e s  

( 4 6 )  : 

1. La c o u c h e  e x t e r n e  d e  l a  c e l l u l e  c o n s t i t u é e  d e  p r o t é i n e s  

e t  d e  g l y c o p r o t é i n e s .  

2. La  p a r t i e  i n t e r m é d i a i r e  : un s y s t è m e  d e  " d o u b l e -  

c o u c h e s "  c o n s t i t u é  d e  l i p i d e s .  

3 .  La c o u c h e  i n t e r n e  a u  c y t o p l a s m e  : c o n s t i t u é e  d e  

p r o t é i n e s .  

M a i s  à l ' e x t é r i e u r  d e  c e  s y s t è m e  d e  " t r i p l e - c o u c h e s " ,  on  

o b s e r v e  un e n r o b a g e  ( 7 1 ) .  C e t t e  z o n e  p é r i p h é r i q u e ,  c o n s t i t u é e  

d ' u n e  s u b s t a n c e  a m o r p h e ,  a  u n e  é p a i s s e u r  d ' e n v i r o n  1 0 0 - 1 5 0  A.  
ROSKAM ( 1 9 2 2 )  ( 1 4 5 )  a p p e l a i t  c e t t e  z o n e  " l ' a t m o s p h è r e  p l a s m a -  

t i q u e  p é r i p l a q u e t t a i r e " .  L e s  r é s u l t a t s  d e  p l u s i e u r s  é t u d e s  o n t  

d é m o n t r é  q u e  c e t t e l ' a t m o s p h è r e "  q u i  e n r o b e  l a  c e l l u l e  c o n t i e n t  

d e s  p r o t é i n e s  t e l l e s  q u e  l e  f i b r i n o g è n e ,  d e s  e n z y m e s  e t  d e s  

f a c t e u r s  d e  c o a g u l a t i o n .  



F i g u r e  4 

MODELE D E  MEMBRANE C E L L U L A I R E  D'APRES DANIELLI(4,46) 

1 - : S u r f a c e  i n t e r n e  a v e c  d e s  c o u c h e s ,  d e s  enzymes,  des  

m i c r o f i b r i l l e s  e t  d e s  m i c r o t u b u l e s ,  e t c . .  

E - : S u r f a c e  e x t é r i e u r e  c o n s t i t u é e  d e  p r o t é i n e s ,  mucoides  

e t  m u c o p o l y s a c c h a r i d e s .  



P h o t o  1 

AGREGAT D E S  P L A Q U E T T E S  AU M I C R O S C O P E  E L E C T R O N I Q U E  ( 7 1 )  



L ' e n r o b a g e  c o r r e s p o n d a n t  à " l ' a t m o s p h è r e  p é r i p l a q u e t -  

t a i r e "  (ROSKAM, 1 9 2 2 ,  1 4 5 )  c o n t i e n t  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s ,  d e s  

m u c c o p r o t é i n e s  e t  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  o c c u p a n t  b e a u c o u p  d ' e s p a c e ,  

p a r c e  q u e  f a c i l e m e n t  h y d r a t é s .  Pho to  2 .  

Quand l e s  p l a q u e t t e s  f o r m e n t  un  a g r é g a t  i n  v i v o  o u  i n  

v i t r o ,  e l l e s  se t r a n s f o r m e n t  d e  c e l l u l e s  l i b r e m e n t  f l o t t a n t e s  

e n  un t i s s u  p l a q u e t t a i r e .  La  d i s t a n c e  q u e  l ' o n  p e u t  o b s e r v e r  

a u  m i c r o s c o p e  é l e c t r o n i q u e  e n t r e  l e s  p l a q u e t t e s  v o i s i n e s  d a n s  

u n  a g r é g a t  e s t  d u e  p r o b a b l e m e n t  à c e t t e  z o n e  d ' e n r o b a g e  a u t o u r  

d e s  p l a q u e t t e s .  Son r ô l e  p e u t  ê t r e  d ' e m p ê c h e r  un c o n t a c t  d i r e c t  

e n t r e  l e s  m e m b r a n e s  d e s  p l a q u e t t e s .  I l  s e m b l e  r a i s o n a b l e  d e  

p e n s e r  q u e  l e s  c o m p o s a n t  d e  c e t t e  a t m o s p h è r e  p é r i p l a q u e t t a i r e  

p r é s e n t e n t  d e s  s i t e s  r e s p o n s a b l e s  d e  l ' a d h é s i o n  e n t r e  l e s  p l a -  

q u e t t e s ,  s u r t o u t  e n  c o n n a i s s a n t  l a  p r é s e n c e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  

a d s o r b é e s  comme l e  f i b r i n o g è n e  e t  l e s  a u t r e s  f a c t e u r s  d e  c o a  - 
g u l a t i o n .  

2. STRUCTURE CHIMIQUE E T  ROLE SPECIFIQUE 

L a  membrane  d e s  p l a q u e t t e s  e s t  c o m p o s é e  c h i m i q u e m e n t  d e  

5 7  % d e  p r o t é i n e s ,  3 3  % d e  l i p i d e s  e t  8 % d e  g l u c i d e s  ( 1 0 0 , 1 0 1 ,  

9). C h a c u n  d e s  c o m p o s a n t s  s e m b l e  ê t r e  d i s p o s é  p o u r  j o u e r  un 

r ô l e  s p é c i f i q u e  d a n s  l a  f o n c t i o n  d e  l a  membrane  : 



- l e s  g l u c i d e s  o n t  l a  c a p a c i t é  d e  m a i n t e n i r  u n e  p h a s e  

h y d r a t é e ,  

- l e s  l i p i d e s  é t a n t  h y d r o p h o b e s  s e r v e n t  comme f r o n t i è r e  

d ' u n  m i l i e u  a p p r o p r i é  p o u r  l e s  r é a c t i o n s  m é t a b o l i q u e s  c e l l u l a i -  

r e s ,  mais  a u s s i  i l  E p e u v e n t  c o n s t i t u e r  u n e  b a r r i è r e  a u  p a s s a g e  

d e s  m o l é c u l e s  e n  a s s u r a n t  u n e  s e m i - p e r m é a b i l i t é  d e  l a  c e l l u l e ,  

- l e s  e n z y m e s ,  q u i  s o n t  c o m p o s é s  d e  p r o t é i n e s  e t  d e  

l i p i d e s  s o n t  l e s  c o n s t i t u a n t s  e s s e n t i e l s  d e  t o u t  s y s t è m e  b i o l o -  

g i q u e m e n t  a c t i f .  

O n  p e u t  c o n s i d é r e r  q u e  l a  m e m b r a n e  c e l l u l a i r e  e s t  e s s e n -  

t i e l l e m e n t  u n e  b a r r i è r e  d e " 1 i p i d e s  m o d i f i é e  p a r  d e s  p r o t é i n e s ,  

d e s  p o l y s a c c h a r i d e s  e t  d e s  e n z y m e s ,  c e  q u i  i m p l i q u e  d e s  i n t e r -  

r u p t i o n s  d a n s  l e s  c h a î n e s  d e s  l i p i d e s  ( 5 3 ) .  

L e  r a p p o r t  q u a n t i t a t i f  e n t r e  l i p i d e s  e t  p r o t é i n e s  d e  l a  

m e m b r a n e  d ' u n e  c e l l u l e  e s t  e n  r e l a t i o n  a v e c  l a  c a p a c i t é  m é t a -  

b o l i q u e  d e  l a  m e m b r a n e  e n  q u e s t i o n .  L a  m e m b r a n e  d e s  p l a q u e t t e s  

a u n e  t e n e u r  e n  p r o t é i n e s  t r è s  é l e v é e  p a r  r a p p o r t  à c e l l e  d e s  

l i p i d e s  ; c e c i  i n d i q u e  u n e  f o r t e  a c t i v i t C  m é t a b o l i q u e ,  e t  e n  

e f f e t  o n  p e u t  l e u r  a t t r i b u e r  p l u s i e u r s  f o n c t i o n s  b i o l o g i q u e s .  

L a  m e m b r a n e  d e s  p l a q u e t t e s  a u n  r ô l e  c a p i t a l  e n  d e h o r s  d e  s o n  

r ô l e  s i m i l a i r e  à c e l u i  d e s  a u t r e s  c e l l u l e s  p l a s m a t i q u e s  : il 

s ' a g i t  d e  l e u r  f a c u l t é  d ' a d h é s i o n  e t  d ' a g r é g a t i o n .  L ' a d h é s i o n  

a u  c o l l a g è n e  e t  l ' a d h é s i o n  e n t r e  e l l e s - m ê m e s ,  d ' u n e  p a r t ,  

a g r é g a t i o n ,  d i l a t a t i o n ,  f o r m a t i o n  d e s  p s e u d o p o d e s  e t  e n f i n  

c o n t r a c t i o n ,  d ' a u t r e  p a r t ,  s o n t  d e s  f o n c t i o n s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

d e  l a  m e m b r a n e  p l a q u e t t a i r e .  

L a  c o m p o s i t i o n  c h i m i q u e  d e  l a  m e m b r a n e  p l a q u e  t t a i r e ,  

p a r t i c u l i è r e m e n t  c e l l e  d e s  g l u c i d e s ,  p e u t  ê t r e  c a r a c t é r i s é e  

p a r  l e s  r é s u l t a t s  d ' a n a l y s e s  d e  BARBER e t  J A M I E S O N  ( 1 9 7 0 )  ( 9 )  

r é s u m é s  s u r  l e  t a b l e a u  c i - a p r è s .  

L a  c o l o n n e  1 c o n c e r n e  l e s  p l a q u e t t e s  e n t i è r e s  e t  l e s  

c o l o n n e s  I I  e t  I I I  l e s  f r a c t i o n s  d e  l a  m e m b r a n e  p l a q u e t t a i r e .  



- 4 1  - 
T a b l e a u  I V  

D ' a p r è s  MARCUS e t  C o l l .  ( 1 9 6 9 )  ( 1 0 0 , 1 0 1 )  l a  c l a s s e  

p r i n c i p a l e  d e s  l i p i d e s  d e  l a  membrane ,  a u s s i  b i e n  q u e  d e s  g r a -  

n u l e s  i n t e r p l a q u e t t a i r e s  e t  d e s  p l a q u e t t e s  i n t i è r e s ,  e s t  c e l l e  

d e s  p h o s p h o l i p i d e s  ( 8 0  %). 

L e s  g a n g l i o s i d e s  p l a q u e t t a i r e s  r e p r é s e n t e n t  0 , 5  % d e  

l a  t e n e u r  t o t a l e  e n  l i p i d e s  e t  i l s  p o r t e n t  6 % d e  l a  t e n e u r  

t o t a l e  e n  a c i d e  s i a l i q u e  d e s  p l a q u e t t e s .  

III 

g / 1 0 0  g  

4 0 , 0 9  

6 , 8 5  

1 , 3 2  

1 , 2 4  

1 , 5 9  

0 , 2 0  

1 , 7 1  

O ,  27  

0 , 5 2  

4 8 , 2 1  

3 9 , 3 3  

8 , 8 8  

0 , 3 9  

C o m p o s a n t s  1 

g / 1 0 0  g  

...... A c i d e s  a m i n é s  6 4 , 5 1  

C a r b o h y d r a t e . . . . . . . .  5 , 8 1  

G l u c o s e . . . . . . . . . . .  2 , 1 1  

G a l a c t o s e . . . . . . . . .  1 , 5 1  

Mannose . . . . . . . . . . .  0 , 8 2  

Fucose . . . . . . . . . . . .  0 , 0 9  

G l u c o s a m i n e  ...... 0 , 7 9  

G a l a c t o s a m i n e  .... 0 , 1 9  

A c i d e  s i a l i q u e . . . .  0 , 3 0  

.......... L i p i d e . . . .  24,OO 

..... P h o s p h o l i p i d e  2 0 , 3 0  

 hol le stérol. ...... 3 , 7 0  

R N A . . . . . . . . . . . . . . . . .  0 , 2 3  

D N A . . . . . . . . . . . . . . . . .  0 , 0 9  

MARCUS e t  C o l l .  ( 1 9 7 2 )  ( 1 0 3 )  o n t  m i s  e n  é v i d e n c e  t r o i s  

f r a c t i o n s  p r i n c i p a l e s  d e  g a n g l i o s i d e s  p l a q u e t t a i r e s  : 

II 

g / 1 0 0  g  

3 1 , 9 0  

7 , 2 7  

0 , 9 6  

1 , 7 6  

1 , 6 3  

0 , 2 7  

1 , 7 9  

0 , 3 1  

0 , 5 5  

5 5 , 9 2  

4 4 , 8 7  

1 1 , 0 5  

0 , 3 3  

l è r e  
f r a c t i o n  : H é m a t o s i d e  G q u i  c o n s t i t u e  9 2  % d e  l a  6 

t e n e u r  t o t a l e  e n  g a n g l i o s i d e s ,  c o n t e n a n t  : 

D - g l u c o s e  

D - g a l a c t o s e  d a n s  l e  r a p p o r t  1:l:l 

a c i d e  s i a l i q u e  

2 è m e  f r a c t i o n  : r e p r é s e n t a n t  5  % d e  l a  t o t a l i t é  e t  
-- 

c o n t e n a n t  : 

I D - g a l a c t o s e  
d a n s  l e  r a p p o r t  1: 2 : l :  1 

a c i d e  s i a l i q u e  
g l u c o s a m i n e  
g a l a c t o s a m i n e  



ème f r a c t i o n  : r e p r é s e n t a n t  2  % d e  l a  t o t a l i t é  e t  

c o n t e n a n t  : 

D i s i a l y L  - l a c t o s y l e - c é r a m i d e  

L ' h y p o t h è s e  d e  L E H N I N G E R  ( 1 9 6 8 )  ( 8 6 )  s u g g é r a n t  q u e  l e s  

g a n g l i o s i d e s  c h a r g é s  n é g a t i v e m e n t  p e u v e n t  s e  p r o l o n g e r  a u - d e l à  

d e  l a  s u r f a c e  d e  l a  membrane  e x t é r i e u r e  v e r s  l e  m i l i e u  e n v i r o n -  

n a n t  e s t  e n  a c c o r d  a v e c  l e s  r é s u l t a t s  d e  l ' o b s e r v a t i o n  f a i t e  

s u r  l e s  é r y t h r o c y t e s  d e  P A R S O N  e t  C o l l .  ( 1 9 7 2 )  ( 1 3 4 )  q u i  o n t  

p r o p o s é  un m o d è l e  p o u r  l a  s t r u c t u r e  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s  d e  l a  

s u r f a c e  d e s  é r y t h r o c y t e s .  ( F i g u r e  5) 

GLYCOL1 P I  D E S  

\ L I  P O P R O T  ~ ~ N E S  

Le m o d è l e  i l l u s t r é  p a r  l a  f i g u r e  e s t  b a s é  s u r  l e s  

o b s e r v a t i o n s  r e c u e i l l i e s  a u  m i c r o s c o p e  é l e c t r o n i q u e  e t  r e p r é -  

s e n t e  l ' e n v e l o p p e  d e  l a  c e l l u l e  d e s  é r y t h r o c y t e s  d u  s a n g .  

On v o i t ,  e x p l i c i t é s ,  d e s  f i l a m e n t s  d e  g l y c o p r o t é i n e s  

q u i  s e  d é g a g e n t  s u r  u n e  l o n g u e u r  d e  1 0 0  à 3 0 0  A a u - d e s s u s  d e  
O 

l a  c o u c h e  d e s  l i p i d e s  d e  l a  membrane .  



M o d è l e  A : l e s  g l y c o p r o t é i n e s  c o n s e r v e n t  u n e  s t r u c t u r e  f i l a m e n -  

t e u s e  à l ' é t a t  h u m i d e  ; M o d è l e  B : s o u s  l ' e f f e t  d e  s é c h a g e  s o u s  

v i d e  il y a un t a s s e m e n t  d e s  f i l a m e n t s  d o n t  l ' é p a i s s e u r  s e  
O 

r é d u i t  à e n v i r o n  6 0  A .  

3 .  CHARGE NEGATIVE D E  LA MEMBRANE PLAQUETTAIRE 

P a r m i  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  i m p l i q u é e s  d a n s  l e s  f o n c t i o n s  

d e s  p l a q u e t t e s ,  q u i  s o n t . d u e s  à l a  s t r u c t u r e  c h i m i q u e  d e s  

g l u c i d e s  d e  l a  membrane ,  p r e n o n s  d ' a b o r d  l a  c h a r g e  n é g a t i v e  

d e  l a  s u r f a c e  p l a q u e t t a i r e .  

Le p o t e n t i e l  é l e c t r o c i n é t i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  h u m a i n e s  

n o r m a l e s  d a n s  l e  s é r u m  e s t  é g a l  à 25-35 mV.  

La  c h a r g e  n é g a t i v e  d e s  p l a q u e t t e s  p e u t  ê t r e  m e s u r é e  p a r  

l e u r  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d a n s  l ' a p p a r e i l  d e  m i c r o -  

é l e c t r o p h o r è s e  d e s  c e l l u l e s  ( c y t o s p h é r o m è t r e  ) ( 1 6  4 ) .  

La m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  e n  f o n c t i o n  

d u  pH e s t  r é v e r s i b l e  a v e c  d e s  pH s i t u é s  e n t r e  3,5 e t  9 , 5  e t  l a  

c o u r b e  d e  l a  f i g u r e  c i - d e s s o u s  i n d i q u e  l ' a l l u r e  d ' u n e  s u r f a c e  

a m p h o t è r e  r a p p e l a n t  l e s  p r o t é i n e s  ( 5 9 , 6 0 ) .  ( F i g u r e  6 )  



C e c i  c o n c o r d e  a v e c  d e s  r é s u l t a t s  d e  SEAMAN e t  V A S S A R  

(1965,153 ) q u i  o n t  t r o u v é  q u e  l a  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  

d e s  p l a q u e t t e s  i s o l é e s  e t  s u s p e n d u e s  d a n s  u n e  s o l u t i o n  d e  

NaCl i s o t o n i q u e  e s t  : 

0 , 8 5 / i ~ / s e c / V / c m ,  a v e c  un p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  à pH 3 , 6 .  

La  r e l a t i o n  e n t r e  l e  pH e t  l a  m o b i l i t é  d e s  p l a q u e t t e s  

d i f f è r e  d e  f a ç o n  f r a p p a n t e  d e  c e l l e  q u i  e x i s t e  p o u r  l e s  g l o b u -  

l e s  r o u g e s  d u  s a n g ,  c a r  l e s  g l o b u l e s  r o u g e s  m i g r e n t  t o u j o u r s  

v e r s  l ' a n o d e  d a n s  t o u s  l e s  pH q u i  d é p a s s e n t  1 , 7  ( 1 5 2 , 1 5 3 ) .  

R ô l e  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  d a n s  l a  c h a r g e  n é g a t i v e  d e s  

p l a q u e t t e s  

L ' a c i d e  s i a l i q u e  a  é t é  t r o u v é  comme l e  c o n s t i t u a n t  d e  

t o u t e s  l e s  s u r f a c e s  c e l l u l a i r e s  d e s  m a m m i f è r e s  é t u d i é e s  j u s q u ' à  

p r é s e n t .  I l  a  é t é  d é m o n t r é  q u ' e n v i r o n  l e s  2 / 3  d e  l a  t e n e u r  

t o t a l e  e n  a c i d e  s i a l i q u e  d e s  c e l l u l e s  e s t  l o c a l i s é e  s u r  l e u r  

s u r f a c e  e x t é r i e u r e .  

La  c h a r g e  n é g a t i v e  d e  l a  s u r f a c e  d e s  p l a q u e t t e s  p e u t  

ê t r e  a t t r i b u é e  à l ' a c i d e  s i a l i q u e  p a r c e  q u e  l e u r  m o b i l i t é  

é l e c t r o p h o r é t i q u e  se  m o n t r e  d i m i n u é e  a p r è s  é l i m i n a t i o n  d e  5 0  

à 6 0  % d e  l a  t e n e u r  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  p a r  un t r a i t e m e n t  

a v e c  l e s  e n z y m e s  n e u r a m i n i d a s e s .  L e s  60  % d ' a c i d e  s i a l i q u e  

l i b é r é s  c o r r e s p o n d e n t  a u x  m o l é c u l e s  d '  a c i d e  s i a l i q u e  s i t u é e s  

s u r  l a  s u r f a c e  e x t é r i e u r e  d e  l a  p l a q u e t t e  ( 1 2 5 , 6 0 ) .  

R a p p o r t  e n t r e  l e  t a u x  d ' a c i d e  s i a l i q u e  e t  l a  c h a r g e  

n é g a t i v e  d e s  p l a q u e t t e s  

D ' a p r è s  l e s  c a l c u l s ,  b a s é s  s u r  l e  p o t e n t i e l  d e  l a  c h a r g e  

n é g a t i v e  c o r r e s p o n d a n t  à u n e  q u a n t i t é  d e  groupes-COOH i o n i s é s  

d ' a c i d e  s i a l i q u e ,  u n e  p l a q u e t t e  a y a n t  2 8 , 3  p 2  d e  s u r f a c e  c e l -  

l u l a i r e  c o n t i e n t  3 , 2  x 1 0 4  m o l é c u l e s  d ' a c i d e  s i a l i q u e  p a r  LI 
2 

d e  s a  s u r f a c e .  



La v a l e u r  q u ' o n  o b t i e n t  p a r  l e s  m é t h o d e s  c h i m i q u e s  

s e l o n  Aminoff  (4a) e t  War ren  ( 1 7 4 )  e s t  e n v i r o n  t r o i s  f o i s  p l u s  

é l e v é e  c ' e s t - à - d i r e  1 0 5  m o l é c u l e s  p a r  p 2  de  l a  s u r f a c e .  Un 

é c a r t  s i m i l a i r e  ( x a p p o r t  1 à 3 )  a  é t é  t r o u v é  p o u r  l e s  g l o b u l e s  

r o u g e s  du  s a n g  (39) .  

M o d i f i c a t i o n s  p o s s i b l e s  d e  l a  c h a r g e  n é g a t i v e  d e s  

p l a q u e t t e s  (152) 

L e s  m e s u r e s  d e  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  q u i  o n t  é t é  

u t i l i s é e s  comme i n d i c e  d e s a c h a n g e m e n t s  i n d u i t s  p a r  d e s  r é a c t i f s  

v a r i é s  à l a  s u r f a c e  d e s  p l a q u e t t e s  o n t  d é m o n t r é  q u e  : 

a )  Il e s t  p o s s i b l e  d ' a u g m e n t e r  l a  c h a r g e  n é g a t i v e  d e s  

p l a q u e t t e s  p a r  é l i m i n a t i o n  d e s  i o n s  à c h a r g e  p o s i t i v e ,  

b )  I l  e s t  p o s s i b l e  d ' a u g m e n t e r  l a  c h a r g e  p o s i t i v e  e n  

b l o q u a n t  l e s  i o n s  à c h a r g e  n é g a t i v e ,  

c )  l a  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  c h a n g e  p e n d a n t  1 ' a g r é -  

g a t i o n  p l a q u e t t a i r e .  

a )  L a  p r é s e n c e  d e s  g r o u p e s  amino e t  SH q u i  o n t  u n e  c h a r g e  p o s i -  

t i v e  a  é t é  d é m o n t r é e  s u r  l a  s u r f a c e  d e s  p l a q u e t t e s  ( 6 0 ) .  On 

p e u t  b l o q u e r  l e s  g r o u p e s  amino p r o t é i q u e s  p a r  l ' a n h y d r i d e  de  

l ' a c i d e  m a l é i q u e ,  l e s  g r o u p e s  SH a v e c  d e  l ' a c i d e  6 , 6 ' - d i t h i o -  

d i n i c o t i n i q u e ,  e t  p r o v o q u e r  a i n s i  l ' a u g m e n t a t i o n  de  l a  m o b i l i t é  

é l e c t r o p h o r é t i q u e d u e à l a c h a g e  n é g a t i v e .  L e s  t a u x  d e  l ' a u g m e n -  

t a t i o n  s o n t  d e  2 8  e t  17  Z r e s p e c t i v e m e n t .  

b )  L e s  p l a q u e t t e s  i s o l é e s  e t  f i x é e s  p a r  l ' a c é t a l d é h y d e  m o n t r e n t  

une  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  m o d i f i é e  s o u s  l ' i n f l u e n c e  d e  

l a  p r é s e n c e  d ' u n  nombre  i m p o r t a n t  de  g r o u p e s  amino (NH2) s u r  

l a  s u r f a c e  p l a q u e t t a i r e .  



La  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  n a t i v e s  à pH 7 

e s t  0 , 8 5  u / s e c / V / c m  ; a p r è s  t r a i t e m e n t  à l a  n e u r a m i n i d a s e  c e t t e  

v a l e u r  d i m i n u e ,  d e v i e n t  0 , 4 .  L e s  p l a q u e t t e s  f i x é e s  e n  a c é t a l -  

d é h y d e  m o n t r e n t  u n e  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e  1 , 0 2  p / s e c / V / c m  

e t  c e s  p l a q u e t t e s  f i x é e s  e n  a c é t a l d é h y d e  e t  t r a i t é e s  à l a  

n e u r a m i n i d a s e  e n s u i t e  m o n t r e n t  u n e  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  

d e  0 , 8  p / s e c / V / c m .  

F i g u r e  7 

RELATION ENTRE p H  E T  MOBILITE ELECTROPHORETIQUE DES PLAQUETTES : 

d e s  p l a q u e t t e s  n a t i v e s  

0-0 d e s  p l a q u e t t e s  d é s i a l i n i s é e s  

A -  d e s  p l a q u e t t e s  f i x é e s  e n  a c é t a l d é h y d e  

A-A d e s  p l a q u e t t e s  f i x é e s  e n  a c é t a l d é h y d e  e t  e n s u i t e  

d é s i a l i n i s é e s .  



c )  M o d i f i c a t i o n  d e  l a  c h a r g e  n é g a t i v e  e n  r e l a t i o n  a v e c  l ' a g r é -  

g a t i o n  p l a q u e t t a i r e  i n  v i v o  : 

D ' a p r è s  BORN ( 1 4 0 )  l a  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e s  

p l a q u e t t e s  ( d u  c h i e n )  d i m i n u e  p e n d a n t  l a  d u r é e  d u  s a i g n e m e n t  

e t  d u  t r a u m a t i s m e ,  e t  e n  même t e m p s  l e s  t a u x  d e  1'ADP e t  d e  l a  

5-HT a u g m e n t e n t  d a n s  l e  p l a s m a  e n v i r o n n a n t .  C e c i  s u g g è r e  l a  

p o s s i b i l i t é  d e  c h a n g e m e n t s  s u b i t s  p a r  l a  c h a r g e  n é g a t i v e  q u a n d  

1'ADP o u  l a  5-HT, o u  t o u s  l e s  d e u x ,  a g i s s e n t  s u r  l e s  p l a q u e t t e s .  

M o d i f i c a t i o n  d e  l a  c h a r g e  n é g a t i v e  i n  v i t r o  : 

L e s  t r a v a u x  d e  STOLTZ e t  C o l l .  ( 1 9 6 8 )  ( 1 6 5 )  o n t  d é m o n t r é  

q u e ,  d a n s  l e  m i l i e u  d u  p l a s m a ,  1'ADP e t  1 'ATP p r o d u i s e n t  d ' a b o r d  

u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  p u i s  u n e  d i m i n u -  

t i o n .  L a  v a r i a t i o n  r e l a t i v e  d e  l a  m o b i l i t é  d e s  p l a q u e t t e s  e n  

f o n c t i o n  d u  t e m p s ,  s o u s  l ' a c t i o n  d e  1'ADP e t  d e  1'ATP m o n t r e  

q u ' i l  y a  r e t o u r  à l a  m o b i l i t é  n o r m a l e  a u  b o u t  d ' u n e  h e u r e  

( F i g u r e  8 ). C e s  c o u r b e s  t r a d u i s e n t  p e u t - ê t r e  l a  f o r m a t i o n  d e  

l ' é q u i l i b r e  p h y s i o l o g i q u e  ATP + ADP + (AM)P + ... + i n o s i t o l .  

L e s  a g e n t s  d '  a g r é g a t i o n  comme ADP, t h r o m b i n e ,  a c c é l è r e n t  

l a  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  j u s q u ' à  u n e  c e r -  

t a i n e  c o n c e n t r a t i o n , a u  d e l à  i l s  r a l e n t i s s e n t  l a  v i t e s s e  d e  m i -  

g r a t i o n .  L ' h é p a r i n e  q u i  e s t  un c o f a c t e u r  a n t i c o a g u l a n t  a c c è l è r e  

m o d é r é m e n t  l a  v i t e s s e  d e  l a  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e ,  l ' a n t i -  

h é p a r i n e ,  l e  s u l f a t e  d e  p r o t a m i n e  r a l e n t i s s e n t  l a  m o b i l i t é .  

L ' e f f e t  d e  c e s  d e u x  d e r n i e r s  v a r i e  d a n s  l e  même s e n s  q u e  l e u r  

c o n c e n t r a t i o n  ( F i g u r e  9 ) .  



FIGURE 8 

ACTION DE L ' A T P  E T  DE L ' A D P  SUR LA MOBILITE 

ELECTROPHORETIQUE DES PLAQUETTES : 

VARIATION EN FONCTION DU TEMPS 

Temps d '  incubation (minutes) 
A 

normale 

1 A T P  O ~ O S r n g / I i t r c ~  
'OUS DE 8 2 A T P  O.O4mg/litrr + 



F i g u r e  9 .  

M O D I F I C A T I O N  DE L A  M O B I L I T E  E L E C T R O P H O R E T I Q U E  D E S  P L A Q U E T T E S  

DANS L E  M I L I E U  P L A S M A T I Q U E  S O U S  L ' A C T I O N  DE : 

O-@ ADP a-, H é p a r i n e  

x . . - - - x  A T P  S u l f a t e  d e  p r o t a m i n e  

( a n t i h é p a r i n e )  O--* T h r o m b i n e  

O d e  c h a n g e m e n t  Y 
de  l a  m o b i l i t é  

9 - - - - - O -  . . &  
b i l t t e  n o r m a l e  



A g r é g a t i o n  p l a q u e t t a i r e  i n  v i t r o  : i n d u i t e  p a r  ADP e t  p a r  5-HT 

L ' a g r é g a t i o n  p l a q u e t t a i r e  i n  v i t r o  i n d u i t e  p a r  1 'ADP s e  

d é r o u l e  e n  d e u x  " v a g u e s " .  P r e m i è r e  " v a g u e "  : l o r s q u ' o n  a j o u t e  

d e  1'ADP a u  p l a s m a  r i c h e  e n  p l a q u e t t e s  l e s  p l a q u e t t e s  s u b i s s e n t  

l ' a g r é g a t i o n  q u i  p r o v o q u e  l e  phénomène  d e  " r e l e a s e " .  E n s u i t e  

1'ADP i n t r i n s è q u e  l i b é r é  p a r  l e  " r e l e a s e "  p r o d u i t  l a  s e c o n d e  

v a g u e  d e  1' a g r é g a t i o n .  

L ' a g r é g a t i o n  d e s  p l a q u e t t e s  i n d u i t e  p a r  l a  s é r o t o n i n e  

e s t  f a i b l e  e t  a u s s i t ô t  r é v e r s i b l e  e t  n ' e n t r e  j a m a i s  e n  s e c o n d e  
II v a g u e "  d ' a g r é g a t i o n .  C ' e s t - à - d i r e  q u e  l a  s é r o t o n i n e  a j o u t é e  a u  

PRP n e  p r o v o q u e  p a s  l e  phénomène  d e  " r e l e a s e "  p o u r  l i b é r e r  

1'ADP i n t r i n s è q u e .  L a  v i t e s s e  d ' a g r é g a t i o n  e t  c e l l e  d e  d é s a g r é -  

g a t i o n  a t t e i n t  s o n  maximum q u a n d  l e  t a u x  d e  5-HT a j o u t é  a u  p l a s -  

ma se  s i t u e  e n t r e  5  e t  1 0  p m o l e s  d e  5-HT p a r  m l  d e  p l a s m a .  L e s  

d o s e s  p l u s  é l e v é e s  o n t  un e f f e t  d e  r a l e n t i s s e m e n t  d e s  d e u x  phé -  

n o m è n e s .  P o u r  e x p l i q u e r  l e  m é c a n i s m e  d e s  f o n c t i o n s  d e  l a  5-HT 

l ' h y p o t h è s e  s u g g é r é e  p a r  B o r n  s e r a i t ,  q u e  l a  5-HT p r o d u i s e  c e s  

e f f e t s  e n  c o m b i n a i s o n  a v e c  d e s  r é c e p t e u r s  s p é c i f i q u e s  d e  l a  m e m -  

b r a n e  p l a q u e t t a i r e  q u i  s o n t  i d e n t i q u e s  a v e c  d e s  r é c e p t e u r s  i m -  

p l i q u é s  d a n s  l a  f i x a t i o n  d e  l a  5-HT. C e t t e  f i x a t i o n  d e  5-HT e s t  

l a  p r e m i è r e  é t a p e  d e  l ' a c c u m u l a t i o n  d e  l a  5-HT e t  a u s s i  d u  p r o -  

c e s s u s  d e  1' a g r é g a t i o n .  

A c c u m u l a t i o n  : l e s  r é c e p t e u r s  d e  l a  s u r f a c e  p l a q u e t t a i r e  f i x e n t  

d ' a b o r d  e t  t r a n s p o r t e n t  e n s u i t e  l a  5-HT t r è s  r a p i d e m e n t  à t r a -  

v e r s  l a  membrane .  Dans  l a  z ô n e  g r a n u l o m è r e  d e s  p l a q u e t t e s  c e s  

c o m p l e x e - r é c e p t e u r s  s e  d i s s o c i e n t .  La  5-HT s e  d i f f u s e  d a n s  l e  

c y t o p l a s m e  e t  s' i n c o r p o r e  a u x  o r g a n e l l e s  d '  a c c u m u l a t i o n  p a r  s o n  

a f f  i n i t é  p o u r  1 'ATP.  

A g r é g a t i o n  i n d u i t e  p a r  l a  5-HT : se  commence a u s s i  p a r  l a  f i x a -  

t i o n  u t i l i s a n t  l e s  m ê m e s  r é c e p t e u r s ,  e t  l a  p o s s i b i l i t é  d '  a g r é -  

g a t i o n  s u b s i s t e  a u s s i  l o n g t e m p s  q u e  c e s  r é c e p t e u r s  e n  p r o p o r -  

t i o n  s u f f i s a n t e  s o n t  l i b r e s  à r é a g i r  a v e c  l e s  m o l é c u l e s  d e  5-HT. 

Le t a u x  é l e v é ,  a j o u t é  a u  PRP e x e r c e  u n e  i n f l u e n c e  s t a b i l i s a t r i c e  

s u r  l a  membrane p l a q u e t t a i r e .  La s a t u r a t i o n  d e s  s i t e s  r e c e p t e u r s  



p r o b a b l e m e n t  p a r  l e  c h a n g e m e n t  d e  l e u r  c h a r g e  é l e c t r i q u e  n é g a -  

t i v e  c o n d u i t  a u  d é v e l o p p e m e n t  d ' u n  ef f e t  i n h i b i t e u r  s u r  l ' a g r é -  

g a t i o n  " r e v e r s a 1  e f f e c t " .  A i n s i  l e  p o u v o i r  d e s  p l a q u e t t e s  

d ' a d h é r e r  e t  d e  s ' a g r é g e r  n e  p e u t  ê t r e  i n d u i t  q u e  s i  1'ADP e t  

l a  5 -HT r e n c o n t r e n t  s u r  l a  s u r f a c e  p l a q u e  t t a i r e  d e s  s i t e s  r é c e p -  

t e u r s  e n  n o m b r e  s u f f i s a n t .  

S u r  l a  s u r f a c e  d e s  p l a q u e t t e s  n o r m a l e s  l e  n o m b r e  d e s  r é c e p t e u r s  
4 p o u r  1'ADP e s t  d e  l ' o r d r e  d e  1 0 5 ,  e t  p o u r  l a  5 - H T  e s t  1 0  p a r  

p l a q u e t t e .  En a c c o r d  a v e c  c e c i  o n  t r o u v e  u n e  d i f f é r e n c e  i m p o r -  

t a n t e  e n t r e  l a  d o s e  d e  c e s  d e u x  a g e n t s  d ' a g r é g a t i o n  g r â c e  à l a -  

q u e l l e  o n  p e u t  p r o v o q u e r  l e s  maxima d ' a g r é g a t i o n  i n  v i t r o  : 

- 3 0  - 1 0 0  p m o l e s  d e  1'ADP 

- 5 - 1 0  u m o l e s  d e  5 - H T  

D e  p l u s  l a  v i t e s s e  d ' a g r é g a t i o n  i n d u i t e  p a r  1'ADP e s t  t r o i s  

f o i s  p l u s  é l e v é e  q u e  c e l l e  i n d u i t e  p a r  l a  5-HT.  



EXPOSE DES TRAVAUX ORIGINAUX 

P R E M I E R E  P A R T I E  

ETUDE ANALYTIQUE DE L A  PARTIE GT ,UCIDIQUE DES PLAQUETTES 



C H A P I T R E  1 

ETUDE DES PLAOUETTES NORMALES 

INTRODUCTION 

La p a t h o l o g i e  d e s  p l a q u e t t e s  p e u t  s e  m a n i f e s t e r  s o u s  

p l u s i e u r s  f o r m e s  q u i  o n t  é t é  m i s e s  e n  é v i d e n c e  p a r  d e  t r è s  

n o m b r e u s e s  o b s e r v a t i o n s  c l i n i q u e s .  D A V I D  ( 1 9 7 l )  a  d o n n é  un r é -  

sumé d e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  c a s  d e  p a t h o l o g i e  p l a q u e t t a i r e ,  

n o t a m m e n t  d ' a p r è s  d e s  a u t e u r s  comme BERNARD e t  SOULIER ( 1 9 4 8 ) ,  

HARDISTY ( 1 9 6 6 ) ,  HIRSCH ( 1 9 6 7 ) ,  O ' B R I E N  ( 1 9 6 7 ) ,  CAEN e t  C o l l .  

( 1 9 6 7 ) ,  BOWIE e t  C o l l .  ( 1 9 6 9 ) ,  GROTTUM e t  SOLUM ( 1 9 6 9 ) ,  MILLS 

e t  HARDISTY ( 1 9 7 0 ) ,  WEISS e t  HOLMSEN (1971),((42))* 

Nous n o u s  c o n t e n t e r o n s  d e  c i t e r  l e s  c a s  p a t h o l o g i q u e s  

p o u r  l e s q u e l s  l e s  c h a n g e m e n t s  d a n s  l a  s t r u c t u r e  c h i m i q u e  d e s  

p l a q u e t t e s  o n t  é t é  é t u d i é s ,  d é m o n t r a n t  q u ' i l  e x i s t e  d e s  p e r t u r -  

b a t i o n s  d a n s  l e s  f o n c t i o n s  p l a q u e t t a i r e s  d o n t  l a  c a u s e  r é s i d e  

d a n s  d e s  a n o m a l i e s  d e  l a  s t r u c t u r e  c h i m i q u e  d e s  g l u c i d e s .  

L e s  m a l a d i e s  c o n g é n i t a l e s  ( s a i g n e m e n t  c o n g é n i t a l )  d u e s  

a u x  d é f a u t s  q u a l i t a t i f s  d e s  p l a q u e t t e s  s o n t  g é n é r a l e m e n t  s é p a -  

r é e s  e n  d e u x  c a t é g o r i e s  p r i n c i p a l e s  : 

- T h r o m b a s t h é n i e  

- T h r o m b o c y t o p a t i e  

La  t h r o m b a s t h é n i e  p l a q u e t t a i r e  e s t  c a r a c t é r i s é e  p a r  l e  

f a i t  q u e  l e s  p l a q u e t t e s  s o n t  i n a p t e s  à a g r é g e r  s o u s  l ' e f f e t  d e  

1'ADP. 

3 ' a p r è s  CAEN, i l  y a  d e u x  s o r t e s  d ' a f f e c t i o n s  d e  t h r o m -  

b a s t h é n i e  (30 ,31a) :  



1. L ' u n e  c a r a c t é r i s é e  p a r  un t a u x  b a s  d e  f i b r i n o g è n e  p l a q u e t t a i -  

r e  q u i  s e  t r a d u i s e n t  p a r  u n e  r é t r a c t i o n  a n o r m a l e  d u  c a i l l o t .  

2 .   a autre c a r a c t é r i s é e  p a r  l a  d i m i n u t i o n  d e s  enzymes  d e  l a  g l y -  

c o l y s e  d e  l f A T P ,  m a i s  un f i b r i n o g è n e  p l a q u e t t a i r e  s u b n o r m a l  

e t  u n e  r é t r a c t i o n  s u b n o r m a l e  du  c a i l l o t .  

L e s  t h r o m b o c y t o p h a t i e s  s o n t  s o u v e n t  c a r a c t é r i s é e s  p a r  u n e  

a n o m a l i e  d e  l ' u t i l i s a t i o n  d e  l a  p r o t h r o m b i n e  e t  s o u v e n t  une l i b é -  

r a t i o n  i n c o m p l è t e  de  I'ADP i n t r a p l a q u e r t a i r e .  BERNARD e t  SOULIER 

( 1 9 4 8 )  ( 1 5 )  o n t  o b s e r v é  u n e  f o r m e  s p é c i a l e  de t h r o m b o c y t o p a t h i e  

c o n g é n i t a l e  c a r a c t é r i s é e  p a r  d e s  p l a q u e t t e s  g é a n t e s .  P o u r  d e s  

c a s  s i m i l a i r e s  d e  t h r o m b o c y t o p é n i a  c o n g é n i t a l e ,  GROTTUM e t  SOLUM 

( 1 9 6 9 )  ( 5 9 , 6 0 )  o n t  t r o u v é  q u e  l e s  p l a q u e t t e s  g é a n t e s  p r é s e n t e n t  

une m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  r é d u i t e  e t  une  t e n e u r  e n  a c i d e  

s i a l i q u e  d i m i n u é e  c e  q u i  c a r a c t é r i s e  u n e  d é f e c t u o s i t é  d e  l a  mem- 

b r a n e  p l a q u e t t a i r e .  

D e p u i s  1 9 6 7  n o u s  a v o n s  p o u r s u i v i  l ' é t u d e  d e  l a  compos i -  

t i o n  g l u c i d i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  s a n g u i n e s  d a n s  l e s  c a s  p a t h o l o -  

g i q u e s  ( 1 1 1 )  e n  r a i s o n  d e  l ' i m p o r t a n c e  s u p p o s é e  d e  s e s  a n o m a l i e s  

d a n s  l e s  p e r t u r b a t i o n s  f o n c t i o n n e l l e s  d e s  p l a q u e t t e s .  En r a p p o r t  

a v e c  c e s  p e r t u r b a t i o n s  p l u s i e u r s  t r a v a u x  o n t  d é m o n t r é  l a  d i m i n u -  

t i o n  d u  t a u x  d ' a c i d e  s i a l i q u e .  C e p e n d a n t  l a  c o m p o s i t i o n  d e  l a  

p a r t i e  g l u c i d i q u e  o u  l a  v a r i a t i o n  p r é c i s e  de  l a  t e n e u r  e n  a u t r e s  

g l u c i d e s  n ' a  p a s  é t é  c a r a c t é r i s é e  d a n s  d e s  c a s  p a t h o l o g i q u e s .  

P o u r  d é f i n i r  d e s  a n o m a l i e s  p a r  r a p p o r t  a u x  v a l e u r s  n o r -  

m a l e s  d e s  g l u c i d e s ,  n o u s  a v o n s  e f f e c t u é  p l u s i e u r s  s é r i e s  d ' a n a -  

l y s e s  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  n o r m a l e s .  I l  n o u s  s e m b l e  n é c e s s a i r e  

d e  n o t e r  q u e  l e s  m é t h o d e s  a p p l i q u é e s  d a n s  l ' i s o l e m e n t  d e s  p l a -  

q u e t t e s  à p a r t i r  d u  p l a s m a  s a n g u i n  o n t  é t é  l a r g e m e n t  d é v e l o p p é e s  

d a n s  l e s  d e r n i è r e s  a n n é e s .  Au f u r  e t  à m e s u r e  d e  c e s  d é v e l o p p e -  

m e n t s  m é t h o d i q u e s ,  n o u s  a v o n s  o b t e n u  l e s  s u s p e n s i o n s  d e s  p l a -  

q u e t t e s  i s o l é e s  i n t a c t e s  e t  p e u  c o n t a m i n é e s  p a r  d ' a u t r e s  héma- 

t i e s  o u  p a r  l e s  p r o t é i n e s  p l a s m a t i q u e s .  A i n s i  l e s  a n a l y s e s  c h i -  

m i q u e s  e t  b i o c h i m i q u e s  q u e  n o u s  a v o n s  a c h e v é e s  e n  1972  o n t  don- 

n é  d e s  r é s u l t a t s  q u i  s o n t  v r a i s e m b l a b l e m e n t  p l u s  p r o c h e s  d e  l a  

r é a l i t é  c o n c e r n a n t  l a  c o m p o s i t i o n  c h i m i q u e  d e s  p l a q u e t t e s .  

L e s  s u j e t s  d u  c h a p i t r e  s u i v a n t  s e r o n t  n o s  r é s u l t a t s  

d ' a n a l y s e s  o b t e n u s  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  n o r m a l e s  d ' a b o r d  e t  

e n s u i t e  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  d e s  c a s  p a t h o l o g i q u e s .  



2 .  COMPOSITION GLUCIDIQUE DES PLAQUETTES NORMALES 

a )  G l u c i d e s  d e s  p l a q u e t t e s  e n t i è r e s  

L e s  d o s a g e s  d e s  g l u c i d e s  e f f e c t u é s  s u r  l e s  é c h a n t i l l o n s  

d e  p l a q u e t t e s  n o r m a l e s  i s o l é e s  n o u s  o n t  f o u r n i  d e s  r é s u l t z t s  

g l o b a u x  c o r i c e r n a n t  l a  p a r t i e  g l u c i d i q u e  d 2 s  p l a q u e t t e s  : 

T a b l e a u  A 

H e x o s e s  n e u t r e s . 4 , l . O  % o u  2 2 , 7 9  u m o l é c u l e s  p a r  1 0 0  m g  d r o t S P n e ç  

H e x o s a m i n e s . .  . . . l , 4 5  X o u  8 , 0 5  p m 3 l é c u ! e s  II 

A c i d e  s i a l i q u e .  . 0 , 8 4  Z o u  2 , 7 0  m o l é c u l e s  1 I 

T o t a 1 . . . . . . . . . . . 6 , 3 9  % o u  3 3 , 7 2  m o l é c u l e s  d e  g l u c i d e s  p a r  

1 0 0  mg d e  p r o t é i n e s  p l a q u e t t a i r e s .  

b )  G l u c i d e s  d e s  f r a c t i o n s  s u b c e l l u l a i r e s  

I l  e s t  i n t é r e s s a n t  d e  d i s t i n g u e r  d a n s  c e  taux d e  g l u c i d e s  

l a  p a r t  q u i  se  t r o u v e  d a n s  l a  membrane  e t  c e l l e  q u i  se  t r o u v e  

à l ' i n t é r i e u r  d e  l a  p l a q u e t t e ,  e t  d e  p l u s  d e  f a i r e  l a  d i s t ï n c -  

t i o n  e n t r e  l e s  g l u c i d e s  c o n s t i t u a n t  l e s  g î y c o p r o t 6 i n e â  e t  c e u x  

c o n s t i t u a n t  l e s  g l y c o l i p i d e s .  Dans  ce b u t  n o u s  a v o n s  s u i v i  un  

p r o t o c o l e  d ' a n a l y s e  p r é s e n t é  s u r  l a  f i g u r e  s u i v a n t e .  



PROTOCOLE D'ANALYSE DES PLAQUETTES ISOtE!ic 
----. -- 

C o m p a r a i s o n  d e s  r é s u l t a t s  p o u r  
o b t e n i r  l e s  r a p p o r t s  e n t r e  l e s  
c o m p o s a n t s  p r o t é i q u e s ,  l i p i d i -  
q u e s  e t  g l u c i d i q u e s  p l a q u e t t a i r e s .  

L e s  l e t t r e s  e n t r e  p a r e n t h è s e s  (A B C D E  F)  i n d i q u e n t  l e s  
t a b l e a u x  q u e  n o u s  p r é s e n t o n s  a v e c  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  d a n s  
c h a c u n e  d e  c e s  é t a p e s  d e  l a  F i g u r e l ~ l .  * GLUCIDES = H e x o s e s  H e x o s a m i n e s ,  a c i d e  s i a l i q u e  e t  f u c o s e .  

(A) 

't: tes p l a q u e t t e s  
D o s a g e  d e s  p r o t é i n e s  

HOMOGENAT DE PLAQUETTES LAVEES : Dosage  c e s  g l u c i d e s *  
D é g r a d a t i n n  p a r  l a  
p r o n a s e  ( P  ) 

1 I 
I (DIA 

P u r i f i c a t i o r  

(C) 
d e s  g l y c o l  y .- 

l t i d e s  s u r  
EXTRACTION co11)rir ies  -.ph. 

( C H C ~ : : M ~ ~ O H )  

I 
O 

:E)A 
CENTRIFUGATION CENTRIFUGATION E l e  l t r o ~ t .  j r è sc  , ( B ) l  , I d e s  g l y c o  > e p -  

t i d t ? s  
7' 

F r a c t i o n  F r a c t i o n  1 
h y d r o p h o b e  s o l u b l e  P h a s e  c h l o -  P h a s e  a q u e u s e  , r o j r m i q u e  

I 
D O C  0 , l  % 

homog. 
P2  

D é g r a d a t i o n  
p a r  l a  p r o n a s e  

(B) 
8 

(B ) 
î 

(Cl (Cl 
A 
(pl  CC) 

D o s l e s  : - - D o s a g e s  : 
I I 

D o s a g e s  : D o s a g e s  : P u r i f  i c a t i o u  
- p r o t e  r l e s  - p r o  t é i n e s  - p r o t é i n e s  - p r o t é i n e s  d e s  g l y c o p e p -  
- l i p i d e s  - l i p i d e s  - l i p i d e s  t i d e s  s u r  
- g l u c i d e s *  - g l u c i d e s *  - g l u c i d e s *  c o l o n c t  s s c r ~ n .  
-5 -HT JI 

( E l  (Cl  
I 

E L e c t r o p h o l - è  s e  
d e s  g l y c o p e y -  
t i d e s  
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T a b l e a u  B 

p l a q u e t t a i r e  ( e n  s o l .  

i s o t o n i q u e  d e  N a z i )  + 

0 , 2 5  ml d e  s o l .  1 % d e  

d i g i t o n i n e .  

C e c i  c o r r e s p o n d  à : 

I O 0  mg d e  p r o t é i n e s  e t  

6 , 3 9  mg d e  g l u c i d e s  

I 
1 0 , 0 0 0  t / m i n .  p e n d a n t  6 0  m i n .  

m v 
( s u r n a g e a n t )  

FRACTION HYDROPHOBE FRACTION HYDROPHYLE 
I 

Q u a n t i t é s  
t o t a l e s  d e  
p r o  t é i n e s  

( L o w r y )  

DCf;AGES DES GLUCIDES DES FRACTIONS : 

% 

HEXOSES N = e - + ~ - v -  3 , 2 7  

HEXO SAMINES 

ACIDE SIALIQUE 

TOTAL GLUCIDES 

9,OO 1 , 3 6  

L I P I D E S  

1 , 8 0  0 , 5 7  

7 , 7 2  % 

4 2  mg I 8,7 mg 

4 , 4 5  % 



Tableau C 

HOMOGENAT DES PLAQUETTES BROYEES 

mélangé avec MetOH:CHC13(1:3) 

4,1x109 plaquettes 

dans 2 ml d'eau + 

I 5 ml de MetOH:CHC13 

CENTRIFUGATION (3 fois répétée) 
1 

3000 t/min. pendant 10 min. 

I 
I 

1 

PHASE MetOH:CC13 PHASE AQUEUSE 
a 

évaporation : évaporation : 
I I 

poids sec : 2,38 mg poids sec  : 6 , 4 5  mg 

I I 
Séparation par 

8 
CHROMATOGRAPHIE 

8 
SUR COUCHE MINCE 1 

I 
(séparation) 

I 

- 
SANS GLUCIDES 2.095 mn 

*) 
GLUCIDES r 

dé terminés par chroma) 
tographie sur couche mince. 

ACIDE SIALZQUE 3,6 % 2,O % 

HEXOSES NEUTRES 4,O % 6,O X 

XEXOSiAMINES 8,O X 3,O % 

- - - - - - - - - - - - -  
* ) S u r  p o i d s  sec.  



3. ETUDE SUR LES GLYCOPROTEINES PLAQUETTAIRES 

' a p r c s  l e s  r é s u l t a t s  d e s  a u t r e s  c h e r c h e u r s  e t  d ' a p r è s  

c e u x  qir- no i l s  a v o n s ,  nous-mêmes ,  o b t e n u s  il e s t  é v i d e n t  q u e  

5 à 8 % d e s  g l u c i d e s  s o n t  l i é s  à d e s  p r o t é i n e s  o u  à d e s  l i p i d e s .  

P o u r  c o n n a î t r e  l a  n a t u r e  d e s  g l y c ç p r o t é i n e s  o u  p l u t ô t  l a  compo- 

s i t i o n  d e  l e u r s  c h a î n e s  g l u c i d i q u e s  n o u s  a v o n s  e n t a m é  l ' é t u d e  

d e  c e s  g l y c o p e p t i d e s  e n  s o u m e t t a n t  d e s  p l a q u e t t e s  à l ' h y d r o l y s e  

p a r  d e s  e n z y m e s  p r o t é o l y t i q u e s  comme l a  p r o n a s e .  

Mode o p é r a t o i r e  : n o u s  a v o q s  e f f e c t u é  l e s  é t a p e s  s u i v a n t e s  : 

- d é g r a d a t i o n  p a r  l a  p r o n a s e  

- i s o l e m e n t  d e s  g l y c o p e p t i d e s  : p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  

c o l o n n e  S e p h a d e x ,  e t  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  p a p i e r  

- d o s a g e s  d e s  g l u c i d e s  d a n s  l e s  g l y c o p e p t i d e s ,  

s e l o n  l e s  m é t h o d e s  d é c r i t e s  d a n s  l ' a n n e x e  t e c h n i q u e .  



Figure  D. 
A. 1. 

CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE SEPHADEX G-25 D 'UN 

HYDROLYSAT PRONASIQUE DES PLAQUETTES NORMALES 

10 20 3040 50 60 70 80 90 

FRACTIONS 

HEXOSES NEUTRES ( ~ r c i n o l )  

X-- -  X PEPTIDES E T  ACIDES AMINES LIBRES (Ninhydrine) 



Figure D. 
A. 2 (+) 

CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DEAE-SEPHADEX 

DU MELANGE DES GLYCOPEPTIDES PLAQUETTAIRES 

FRACTIONS 

1 Les courbes correspondent avec les  taux des glucides et acides 
aminds dans l es  dluats recueillis. 

X HEXOSES NEUTRES (Anthrone) O HEXOSAMINES (Erlich) 

A ACIDE SIALIQUE (Warren) r r a PEPTIDES E T  ACIDES 
(Ninhydrine) 

-- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -I -- -- I- 
+ (voir protocole d'analyse p. 53)  
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a )  I s o l e m e n t  d e s  n l y c o p e p t i d e s  i s s u s  d e  l a  d é g r a d a t i o n  

p r o n a s i q u e  des p l a q u e t t e s  n o r m a l e s  p a r  6 l e c t r o p h o r è s e  s u r  p a p i e r  

S e l o n  l a  m i g r a t i o n  s o u s  h a u t  v o l t a g e  d e  1 ' 6 l e c t r o p h o r è s e  

s u r  p a p i e r  o n  p e u t  d i s t i n g u e r  l e s  p r i n c i p a u x  g l y c o p e p t i d e s  : 

1 9 2 , 3 g 4 a  

b )  C a r a c t é r i s a t i o n  d e r  g l y c o p e p t i d e s  p a r  L e u r  t e n e u r  

e n  g l u c i d e s  

" L ' é l u a t  r i c h e  e n  g l u c i d e s "  c o n t e n a n t  un m é l a n g e  d e s  

g l y c o p e p t i d e s  p l a q u e t t a i r e s  a é t é  d o s é  p o u r  o b t e n i r  d e s  t e n e u r s  

g l o b a l e s  e n  g l u c i d e s .  
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Composition g l u c i d i q u e  de mélange d e s  g l y c o p e p t i d e s  p u r i f i é s  : 

HEXOSES NEUTRES....18 . 5 X 

HEXOSAMINES........29 . 5 % 

A C I D E  SIALIQUE*.*me15 * 10 % . L - F U C O S E . . . . . . . . . . *  2  10 X 

% 

: A u t o t a 1 6 4 ~ d e g l u c i d e s ' o n t é t é t r o u v é s  s u r l e p o i d s  

s e c  de subs tances  l y o p h y l i s é e s .  

Nous résumons l e s  r é s u l t a t s  d e s  3 é t a p e s  de l ' a n a l y s e  

des  g l y c o p r o t é i n e s  p l a q u e t t a i r e s  s u r  l e  t a b l e a u  I r 1  

1 .  E lec trophorèse ,  ' 

2 .  Analyse q u a l i t a t i v e  des  g l u c i d e s ,  

3 .  Dosages q u a n t i t a t i f s  des  g l u c i d e s .  



T a b l e a u  1.1 

E t a p e  1 : E l e c t r o p h o r è s e  s u r  p a p i e r  d e s  g l y c o p e p t i d e s  

p l a q u e t t a i r e s  i s s u s  d r  un h y d r o l y s e  p r o n a s i q u e ,  a p r è s  p u r i f  i- 

c a t i o n  s u r  c o l o n n e  S e p h a d e x .  

F i g u r e -  
@ 

E t a p e  2  : C h r o m a t o g r a p h i e  q u a l i t a t i v e  d e s  g l u c i d e s  d e s  

g l y c o p e p t i d e s  i s s u s  d t  une  h y d r o l y s e  a c i d e  ( d e s  t a c h e s  é l u é e s  

du p a p i e r  d ' é l e c t r o p h o r è s e ) :  

A c i d e  s i a l i q u e  

D - g a l a c t o s e  

D-g lucose  

D-manno se 

D-g lucosamine  

D - g a l a c t o  s a m i n e  

L-f u c o s e  

E t a p e  3 : R é s u l t a t s  d e s  d o s a g e s  q u a n t i t a t i f s  d e s  g l u c i d e s  d e s  

g l y c o p e p t i d e s  : 

A C I D E  SIALIQUE..... 7,O 15,O 22,O p g / 1 0 0  pg d e  s u b s t a n c e s  
l y o p h y l i s é e s  

HEXOSES............20,0 21,O 15,O p g / 1 0 0  pg 11 

L e s  g l y c o p e p t i d e s  p r i n c i p a u x  notamment  l e  1, 2 e t  4 

p e u v e n t  ê t r e  c a r a c t é r i s é s  p a r  l e s  r a p p o r t s  d e  l e u r s  t e n e u r s  

e n  g l u c i d e s  d e  l a  f a ç o n  s u i v a n t e  : ( F i g u r e  1 . 3 )  



Figure 1.3 

CARACTERISATION DES GLYCOPEPTIDES PLAQUETTAIRES 

PAR LEUR TENEUR EN GLUCIDES 

1 2 4 
ACIDE SIALIQUE 2,3 r é s i d u s  5,0 r é s i d u s  7 , 3  r é s i d u s  

HEXOSES 11,O " 11,O a" 8,0 " 
HEXOSAMINES 1 a ,*O l r  14,o II 17,o II 

GP.1 GP.2. GP.4 . 

HEXO SAMINES HEXOSES 



Nous a v o n s  t e n t é  d e  d i f f é r e n c i e r  l e s  g l y c a p e p t i d e s  p r o -  

v e n a n t  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  d e  c e u x  q u i  o n t  l e u r  o r i g i n e  d a n s  l e s  

g l y c o l  i p i d e s .  P o u r  c e l a  n o u s  a v o n s  p r a t i q u é  d e s  é l e c t r o p h o r è s e s  

c o m p a r a t i v e s  s u r  l e s  h y d r o l y s a t s  p r o n a s i q u e s  : 

1 -  d ' u n e  p a r t  d ' u n  homogéna t  d e  p l a q u e t t e s  e n t i è r e s  (D.A.) 

IL- d ' a u t r e  p a r t  d ' u n  homogénaf d e  p l a q u e t t e s  d o n t  l a  p a r t i e  

l i p i d i q u e  a v a i t  é t é  e x t r a i t e  (D.C.) 

F i g u r e  1 . 4  

ELECTROPHORESE DES ECHANTILLONS D.A. ET E.C. ( P r o t o c o l e  p: 53)  

On p e u t  o b s e r v e r  s u r  l e  chromatogramme l a  d i s p a r i t i o n  

d e  l a  t a c h e  3.  L e s  d o s a g e s  g r a v i m é t r i q u e s  o n t  m o n t r é  q u e  l e s  

g l y c o p e p t i d e s  e t  4 s o n t  a u s s i  d i m i n u é s .  

E l e c t r o p h o r è s e  à 4000  V - 30  m i n . ,  pH 6 , 3 .  

EA : Mélange  d e s  g l y c o p e p t i d e s  é l u é s  d e  c o l o n n e  S é p h a d e x G 2 5 .  

EC : Mélange  d e s  g l y c o p e p t i d e s  p u r i f i é s  s u r  c o l o n n e  DEAE 

S é p h a d e x  



En c o n c l u s i o n  d e  c e s  r é s u l t a t s ,  on  p o u r r a i t  d i r e  : 

- q u e  l e s  g l y c o p e p t i d e s  "1" e t  "2" p r é s e n t e n t  l e s  c h a Z n e s  

g l u c i d i q u e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  GLYCOPROTEINES PLASMATIQUES, 

comme l e  f i b r i n o g è n e  e t  l e  FSF, e t c . .  

- q u e  l e  g l y c o p e p t i d e  "4" p r é s e n t e  l e s  c h a i n e s  g l u c i d i q u e s  q u i  

c a r a c t é r i s e n t  l e s  GLUCOSAMINYLGLYCANNES, 

- q u e  l e  g l y c o p e p t i d e  "3" d o i t  ê t r e  i s s u  d ' u n  g l y c o l i p i d e  

- q u e  l e s  8 %, 1 , 4  % e t  2 , 5  % d e  g l y c o p e p t i d e  "l", "2" e t  "4" 

r e s p e c t i v e m e n t ,  s o n t  i s s u s  d e s  g l y c o l i p i d e s  (non i d e n t i f i é s ) .  

TABLEAU F. ( v o i r  p r o t o c o l  p:53) 

COMPOSITION DES PLAQUETTES ENTIERES ISOLEES, LAVEES. 
* 

PROTEINES 54.5 % s u r  poids  s e c  

LIPIDES 2 0 , 9  % ' O 1  I I II 

(GLY COLIPIDES 2 , 9  %) 
GLUCIDES 6 ,39  % s u r  p r o t é i n e s  

SEROTONINE 2.4 % s u r  poids  s e c  

GLY COGENE 1, 8 $, II II II 

( en  D-GLUCOSE) 

COMPOSITION DES FRACTIONS SUBC ELLULAIRES DES PLAQUE TTES 

FRACTIONS INSOLUBLES FRACTIQN S SOLUBLES 

PROTEINES 68,5 % 
LIPIDES 33 .84  % 

( GLY COLIPIDES 3.10 $1 
GLUCIDES 7 , 7  % 

(ACIDE SIALIQUE 1 .7  %) 

31.5 % s u r  poids s e c  

8 . 7 %  " " t I 

(1.1 %) 

4 , 5  % s u r  p r o t e i n e s  

( 0 . 5 7  %) s u r  p r o t e i n e s  



C H A P I T R E  2 

ETUDE DES PLAQUETTES PATHOLOGIQUES 

1. CARACTERISATION DES PLAQUETTES PATHOLOGIQUES PAR LA 

VARIATION DE LEUR TENEUR EN GLUCIDES 

Nos r e c h e r c h e s  s u r  l e s  c a s  p a t h o l o g i q u e s  o n t  e u  p o u r  b u t  

l a  c a r a c t é r i s a t i o n  d e s  c h a n g e m e n t s  c h i m i q u e s  d e s  c h a r n e s  g l u c i -  

d i q u e s  c o r r e s p o n d a n t  aux  a n o m a l i e s  f o n c t i o n n e l l e s  d e s  p l a q u e t -  

t e s .  
Nous a v o n s  e f f e c t u é  d e s  s é r i e s  d ' a n a l y s e s  s u r  d e s  é c h a n -  

t i l l o n s  d e s  p l a q u e t t e s  i s o l é e s  de  1 7  c a s  normaux p a r a l l è l e m e n t  

a v e c  d e s  é c h a n t i l l o n s  d e  p l a q u e t t e s  d e  4 c a s  d e  t h r o m b o p a t h i e  

c o n g é n i t a l e  e t  d e  3 c a s  d e  t h r o m b o p a t h i e ,  a c q u i s e ,  o u  syndrome 

p r é l é u c é m i q u e .  
Les r é s u l t a t s  o b t e n u s  n o u s  o n t  p e r m i s  d e  c a r a c t é r i s e r  l a  

s t r u c t u r e  d e  l e u r s  c o n s t i t u a n t s  g l u c i d i q u e s .  

L e s  a n o m a l i e s  d e s  t a u x  d ' a c i d e  s i a l i q u e  e t  c e l l e s  d e s  

t a u x  d u  L - f u c o s e  d a n s  l e s  c a s  p a t h o l o g i q u e s  se m a n i f e s t e n t  d a n s  

l e s  r a p p o r t s  a v e c  d e s  a u t r e s  s u c r e s  e t  a v e c  l a  t e n e u r  t o t a l e  

e n  g l u c i d e s .  

Compte t e n u  du nombre  l i m i t é  d e s  c a s  é t u d i é s ,  compte  

t e n u  a u s s i  d u  f a i t  q u ' i l  n ' a  p a s  é t é  p o s s i b l e  d e  s u i v r e  d a n s  l e  

t emps  l ' é v o l u t i o n  d e s  c a s  p a t h o l o g i q u e s ,  il s e r a i t  p r é m a t u r é  

d e  v o u l o i r  e n  t i r e r  d e s  c o n c l u s i o n s  d é f i n i t i v e s .  Nous e s p é r o n s  

c e p e n d a n t  q u e  n o s  t r a v a u x  o u v r e n t  u n e  v o i e  q u ' i l  e s t  v a l a b l e  

d e  p o u r s u i v r e .  



Mode o p é r a t o i r e  

Nous a v o n s  e f f e c t u é  l ' a n a l y s e  d e  l a  s t r u c t u r e  d e s  g l u c i d e s  

d e s  c e l l u l e s  l a v é e s  e n  deux  t e m p s ,  Dane une  p r e m i è r e  s e r i e  n o u s  

a v o n s  d o s é  l e s  o s e s ,  h e x o s e s ,  h e x o e a m i n e s ,  a c i d e s  o i a l i q u e s ,  

p o u r  o b t e n i r  l e s  t e n e u r s  t o t a l e s .  Dans une a u t r e  s é r i e  d e  t r a -  

v a u x  n o u s  a v o n s  e f f e c t u é  une  é t u d e  c i n é t i q u e  d e  l ' h y d r o l y s e  s u r  

l e s  é c h a n t i l l o n s  d e  p l a q u e t t e s  i n t a c t e s  p a r  d i f f é r e n t s  a g e n t s  

c h i m i q u e s  p o u r  o b t e n i r  l e s  t a u x  d e  g l u c i d e s  d a n s  l e s  m e i l l e u r e s  

c o n d i t i o n s .  

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  p e u v e n t  ê t r e  r é s u m é e  d e  l a  f a ç o n  

s u i v a n t e  : 

T a b l e a u  1 , I V  

DOSAGES DES GLUCIDES PAR LES METHODES SPECTROPHOTOMETRIQUES 

1 P L A Q U E T T E S  

L e s  v a l e u r s  s o n t  e x p r i m é e s  e n  microgramme p a r  1 0 0  microgrammes 
d e  p r o t é i n e s  p l a q u e t t a i r e s  T ~ o w r y ) .  

GLUCIDES 

HEXOSES NEUTRES 

HEXOSAMINES 

ACIDE SIALIQUE 

L-FUCOSE 

TOTAL 

* L e s  4  c a s  d e  t h r o m b a s t h é n i e  c o n g é t i a l e  s o n t  : Ca...A, LIE,  

BLA, C a a a a M a  

th  es 3 c a s  d e  s y n d r o m e s  p r é l e u c é m i q u e s  s o n t  r B R O - M i r . ,  LAG, FEN 

de 1 7  c a s  

normaux 

4 , 7 0  

1 , 4 5  

0 , 8 4  

0 , 1 8  

7 ,17  % 

D é t e r m i n é s  p a r  d e s  m é t h o d e s  d e  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  

p a p i e r  e t  s u r  c o u c h e  m i n c e ,  l e s  s o u e - u n i t é s  d e s  c o m p o s a n t s  

g l u c i d i q u e s  s e  p r é s e n t e n t  d a n s  l a  p r o p o r t i o n  s u i v a n t e  : 

d e  4  c a s  d e  

~ h r o m b a s  t h é n i e *  
c o n g e a i  t a l e  

4 , 4 7  

1 , 6 6  

0 , 5 7  

0 , 2 4  

6 , 9 4  X 

d e  3 c a s  d e  

i y n d r o m a e  R I  
p r é l e u c é m i q u e s  

4 , 5 4  

1 , 6 2  
t 

0 , 4 4  

0 , 2 7  

6 , 8 7  % 



T a b l e a u  1 . V  

* Exprimé e n  Z s u r  l a  t e n e u r  e n  p r o t é i n e s  (Lowry). 

GLUCIDES* 

D-MANNOSE 

D-GLUCOSE 

D-GALACTOSE 

D-GLUCOSAMINE 

D-GALACTOSAMINE 

A C I D E  SIALIQUE 
N-acé t y l e  

A C I D E  SIALIQUE 
N - g l y c o l y l e  

L-FUCOSE 

TOTAL 

On p e u t  n o t e r  un é c a r t  e n t r e  l e s  v a l e u r s  du t a u x  d e s  

g l u c i d e s  i s s u e  de  d e u x  s é r i e s  d ' a n a l y s e s  : c e t  é c a r t  e s t  dû  

aux  méthodes  p e u t - ê t r e  i n s u f f  i samment  a d a p t é e s  aux  q u a n t i t é s  

f a i b l e s  de  s u b s t a n c e s  e t  a u x  t a u x  t r è s  b a s  d e s  composan t s .  

D ' a p r è s  l e s  moyennes d e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  p a r  d e s  m é -  

t h o d e s  d i f f é r e n t e s ,  l a  p r o p o r t i o n  de  c h a q u e  composant  de  l a  

p a r t i e  g l u c i d i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  p e u t  ê t r e  i l l u s t r é e  de  f a ç o n  

s u i v a n t e  : chaque  g l u c i d e  e s t  e x p r i m é  en X s u r  l a  t o t a l i t é  d e  

l a  t e n e u r  d e s  g l u c i d e s  d e s  c a s  é t u d i é s ,  où l e s  t e n e u r s  t o t a l e s  

s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  d e  : 6 , 3 9  - 5 , 9 5  - 5 , 7 8  X .  

( T a b l e a u  l . V I ,  F i g u r e  1.5) . 

P L A Q U E T T E S  

PRELEUCEMIQUES 

z 

0 , 9 8  

1 , 2 2  

1 , 3 0  

1 , 4 5  

0 , 2 7  

0 , 4 2  

O ,  09  

0 , 2 3  

5 , 9 5  % 

NORMALES 

50 

1 , 0 4  

1 , 3 0  

1 , 6 2  

1 , 3 5  

0 ,17  . 
0 , 8 0  

O ,  07 

0 , 1 9  

6 ,54  % 

~HROMBASTHENIQUES 

a 

0 ,92  

1 , 2 9  

1 , 3 8  

1 , 5 4  

0 , 2 4  

0 ,57  

O ,  06  

0 ,22  

6 ,25  % 



T a b l e a u  1 . V I  

REPARTITION DES TAUX DES COMPOSANTS DE LA PARTIE GLUCIDIQUE 

DES PLAQUETTES NORMALES ET PATHOLOGIQUES 

EN POURCENT SUR DES GLUCIDES TOTAUX 

20 LES DIFFERENTS DEGRES DE DIMINUTION DE LA TENEUR EN A C I D E  

SIALIQUE 

GLUCIDES 

TOTAL 
s o i t  100  % 

D-MANNOSE 

D-GLUCOSE 

D-GALACTOSE 

HEXOSAMINES 

ACIDE SIALIQUE 

L-FUCOSE 

B i l a n  

L ' a n a l y s e  de  l a  p o r t i o n  d ' a c i d e  s i a l i q u e  e t  de  L - fucose  

d a n s  l a  p a r t i e  g l u c i d i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  d e s  c a s  p a t h o l o g i q u e s  

e s t  d ' u n e  i m p o r t a n c e  p r i m o r d i a l e .  Nous a v o n s  comparé l e s  t a u x  

d ' a c i d e  s i a l i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  d e s  c a s  de t h r o m b a s t h é n i e  congé-  

n i t a l e  e t  d e s  c a s  de  t h r o m b o p a t h i e  a c q u i s e  p r é l e u c é m i q u e .  

Mode o p é r a t o i r e  

L ' a c i d e  s i a l i q u e  a  é t é  dos6  a p r è s  l ' h y d r o l y s e  c i n é t i q u e  

d e s  p l a q u e t t e s  de  4  c a s  de  t h r o m b a s t h é n i e  c o n g é n i t a l e  e t  3  c a s  

de  p r é l e u c é m i e  p a r  r a p p o r t  à l a  moyenne d e  1 7  t é m o i n s  ( c a s  

normaux) .  

P L A Q U E T T E S  

n o r m a l e s  

6 , 3 9  

1 6 , 2 0  % 

1 9 , 8 0  X 

25 , lO  X 

2 2 , 6 5  99 

1 3 , 0 6  X 

2 , 8 1  % 

99 ,62  X 

t h r o m b a s t h é n i q u e s  

5 ,95  

15 ,56  % 

21,70 % 

23,08 % 

26 , lO X 

9 ,47  X 

3 ,80  X 

99 ,81  W 

p r é l é u c é m i q u e s  

5 , 7 8  

1 7 , 0 3  % 

21 , lO % 

22 ,50  % 

27 ,28  % 

7 , lO  X 

4 , 5 0  X 

1 0 0 , 0 3  % 



L e s  moyennes  d e s  r é s u l t a t s  q u e  n o u s  a v o n s  o b t e n u s  p a r  

d e s  a n a l y s e s  e f f e c t u é e s  p a r a l l è l e m e n t  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  d e s  

s u j e t s  t é m o i n s  (normaux)  e t  s u r  c e l l e s  d e s  s u j e t s  m a l a d e s  
de syndromes 

( c a s  d e  t h r o m b a s t h é n i e  e t / p r e l e u c é m i q u e s ) s o n t  i l l u s t r é e s  d a n s  

l a  f i g u r e  1.6. Les  c o u r b e s  t r a c é e s  m o n t r e n t  d e s  c a r a c t è r e s  

d i f f é r e n t s  e n  f o n c t i o n  d e s  t e m p s  d ' h y d r o l y s e  o ù  l e s  v a l e u r s  

m a x i m a l e s  o n t  é t é  e n r e g i s t r é e s .  L a  d i m i n u t i o n  d e  l a  t e n e u r  

e n  a c i d e  s i a l i q u e  e s t  p l u s  i m p o r t a n t e  p o u r  l e s  p l a q u e t t e s  d e s  

s u j e t s  p r é l e u c é m i q u e s  que  p o u r  l e s  p l a q u e t t e s  d e s  s u j e t s  a t -  

t e i n t s  d e  t h r o m b a s t h é n i e .  

L e s  r é s u l t a t s  p e u v e n t  ê t r e  r é s u m é s  d e  l a  f a ç o n  s u i v a n t e  : 

- La t e n e u r  e n  a c i d e  s i a l i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  d e s  c a s  d e  throm- 

b a s t h é n i e  c o n g é n i t a l e  p a r  r a p p o r t  à l a  moyenne d e s  p l a q u e t t e s  

n o r m a l e s  : 

PLAQUETTES 

Moyenne d e s  c a s  normaux................ 1 0 0  % 

r LIE............... 66  % 

THROMBASTHENIES 

CONGENITALES 

1 A N I  ............... 6 0  2 

I MAR..,............ 6 1  % 

- La t e n e u r  e n  a c i d e  s i a l i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  l a v é e s  d e s  c a s  d e  

t h r o m b o p a t h i e  a c q u i s e  ( p r é l e u c é m i e )  p a r  r a p p o r t  à l a  moyenne 

d e s  p l a q u e t t e s  n o r m a l e s  : 

PLAQUETTES 

Moyenne d e s  c a s  normaux......,.....c... 1 0 0  X 
r 

THROMBOPATHIES 

ACQUISES 1 FEN............... 53 Z 

En c o n c l u s i o n  d e s  r é s u l t a t s  q u e  n o u s  a v o n s  e x p o s é s ,  il 

s e m b l e  p e r m i s  d e  d i r e  q u e  l ' o n  p e u t  c a r a c t é r i s e r  l e s  c a s  p r é -  

c i t é s  d e  p a t h o l o g i e  p l a q u e t t a i r e  p a r  l e  d e g r é  d e  l a  d i m i n u t i o n  

d u  t a u x  d ' a c i d e  s i a l i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  ( 1 1 1 )  
t 



L I B E R A T I O N  DE L'ACIDE S l A L l Q U E  AU COURS DE L ' H Y D R O L Y S E  

AC1 DE DES SUSPENSIONS DE PLAQUETTES L AVEES 

PLAQUETTES NORMALES 
X PLAQUETTES THROMBASTHENIQUES 
O PLAQUETTES PRELEUCEMIPUES 

m i n u  t e s  



- 70 - 
3 .  TAUX AUGMENTE DE L-FUCOSE,. 

Dans l e s  c a s  p a t h o l o g i q u e s  i l  n e  s ' a g i t  p a s  d ' u n e  s i m p l e  

é l i m i n a t i o n  d ' a c i d e  s i a l i q u e ,  m a i s  un c h a n g e m e n t  complexe  de  l a  

p a r t i e  g l u c i d i q u e .  S i  on  r e g a r d e  l a  c o m p o s i t i o n  d e s  c h a r n e s  

g l u c i d i q u e s  ( p r é s e n t é e  p l u s  h a u t  d a n s  l e  t a b l e a u  III  e t  f i g u r e  

1) on  p e u t  c o n s t a t e r  q u e  d a n s  l a  p l u p a r t  d e s  c a s ,  l a  d i m i n u t i o n  

de  l ' a c i d e  s i a l i q u e  e s t  compensée  p a r  l ' a c c r o i s s e m e n t  d e  l a  

t e n e u r  e n  L - f u c o s e .  

P o u r  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  l e  r a p p o r t  e n t r e  l e s  t a u x  

d ' a c i d e  s i a l i q u e  e t d u b f u c o s e  d a n s  l e s  d i f f é r e n t s  c a s  d e  p a t h o -  

l o g i e  p l a q u e t t a i r e  n o u s  a v o n s  e x é c u t é  l e s  a n a l y s e s  s u r  l e s  

p l a q u e t t e s  d e s  c a s  p r é c i t é s .  

Mode o p é r a t o i r e  

S e l o n  l e s  f i g u r e s  q u e  n o u s  a v o n s  p r é s e n t é e s  p l u s  h a u t  

l e s  h y d r o l y s e s  p a r t i e l l e s  d e s  p l a q u e t t e s  l a v é e s  n o u s  o n t  p e r m i s  

d ' é t a b l i r  l e s  c o u r b e s  d e  l a  l i b é r a t i o n  d ' a c i d e  s i a l i q u e  e n  

f o n c t i o n  d u  t emps  d ' h y d r o l y s e  e t  e n  même t e m p s  d r e n  o b t e n i r  l a  

t e n e u r  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  o p t i m a l e s .  Le t a u x d u l - f u c o s e  a  é t é  

d é t e r m i n é  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  p a p i e r  e t  s u r  c o u c h e  mince .  

R é s u l t a t s ;  

Nous p r é s e n t o n s  s u r  l e  t a b l e a u  c i - d e s s o u s  l e s  r é s u l t a t s  

d ' a n a l y s e s  d e s  t r o i s  t y p e s  p r é c i t é s  d ' a n o m a l i e s  e t  n o u s  l e s  

comparons  a v e c  ceux d e s  p l a q u e t t e s  n o r m a l e s  : 



Tableau 1 .VII  

P L A Q U E T T E S  

NORMALES 

THROMBASTHE- 
NIQUES 

Syndromes 

PRELEUCEMIQUES 

Selon l e s  moyennes des  v a l e u r s  p r é s e n t é e s  c i - d e s s u s  l e s  

rapports  d ' a c i d e  n i a l i q u e / ~ - f u c ~ 7 s e  seront  pour l e s  p l a q u e t t e s  -- 
normales 0 , 8 4 / 0 . 1 8  =@ pour l e s  p l a q u e t t e s  thrombastheniques 

0 , 5 7 / 0 , 2 2  = 2 , 5 e t  pour l e s  p l a q u e t t e s  de syndromes préleucémiques 

0 , 4 2 / 0 , 2 2  = 2 



Figure 1 . 7  

VARIATION DES TAUX D'ACIDE SIALIQUE E T  DU L-FUCOSE DES 

PLAQUETTES PATHOLOGIQUES 

PLAQUETTES : 

NORMALES THROMBAS THENIQUES SYNDROMES 
TYPE II  rare TYPE 1 PRELEUCEMIQUES 

w- 

ACIDE SIALIQUE L-FUCOSE @ 



6 .  ANOMALIES DANS LA REPARTITION DU TAUX D'ACIDE SIALIQUE ENTRE 

LES FRACTIONS SUBCELLULAIRES DES PLAQUETTES PATHOLOGIQUES 

Nos r é s u l t a t s  s u g g è r e n t  q u '  il e x i s t e  d e s  m o d i f i c a t i o n s  

d e  l a  c h a r g e  n é g a t i v e  d e  l a  s u r f a c e  p l a q u e t t a i r e  p o u r  d e s  

c a u s e s  d i f f é r e n t e s  : 

- i l  y a  l e s  c a s  où l ' a c i d e  s i a l i q u e  e s t  a n o r m a l e m e n t  b a s  e t  

où l ' a c i d e  s i a l i q u e  manquan t  e s t  r e m p l a c é  p a r  l e  L - f u c o s e  ; 

- i l  y  a  l e s  c a s  où l e  t a u x  d ' a c i d e  s i a l i q u e  e s t  n o r m a l ,  m a i s  

s a  c h a r g e  n é g a t i v e  e s t  masquée ,  p a r  un t a u x  a c c r u  d e  L - f u c o s e .  

P o u r  c o n f i r m e r  c e s  h y p o t h è s e s  n o u s  n ' a v o n s  q u e  d e s  r é -  

s u l t a t s  p r é l i m i n a i r e s .  D ' a b o r d  n o u s  a v o n s  e s s a y é  d e  l o c a l i s e r  

l ' a c i d e  s i a l i q u e  d a n s  l e s  p l a q u e t t e s  e n t i è r e s  p a r  d e s  d o s a g e s  

f a i t s  s u r  l e s  p a r t i e s  i n s o l u b l e s  e t  s o l u b l e s  d e s  p l a q u e t t e s  

b r o y é e s  ( n o r m a l e s  e t  d e s  p l a q u e t t e s  d e s  c a s  de  t h r o m b o p a t h i e  

p l a q u e t t a i r e )  . 
L e s  r a p p o r t s  e n t r e  l e  t a u x  d ' a c i d e  s i a l i q u e  d e s  f r a c t i o n s  

i n s o l u b l e s  e t  c e l u i  d e s  f r a c t i o n s  s o l u b l e s  s o n t  l e s  s u i v a n t s  : 

P l a q u e t t e s  n o r m a l e s  4 , 8  

Type 1 3 , l  
P l a q u e t t e s  t h r o m b a s t h é n i q u e s  

Type 2,7 

Nos r é s u l t a t s  p r é s e n t é s  n e  c o n c e r n e n t  q u e  l a  r é p a r t i t i o n  

a p p r o x i m a t i v e  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e .  I l  s e r a  t r è s  u t i l e  d e  p o u v o i r  

m e t t r e  e n  é v i d e n c e  l a  r é p a r t i t i o n  d e  L - f u c o s e  d a n s  l e s  c a s  p r é -  

c i t é s .  C e c i  p e r m e t t r a i t  d e  p r o u v e r  q u e  l a  c a u s e  d e  l a  m o d i f i -  

c a t i o n  d e  l a  c h a r g e  n é g a t i v e  d e s  p l a q u e t t e s  d é p e n d  de  c e s  d e u x  

s u c r e s  t e r m i n a u x .  



T a b l e a u  1 . I X  

TENEUR E N  A C I D E  S I A L I Q U E  D E S  F R A C T I O N S  S U B C E L L U L A I R E S  

D E S  P L A Q U E T T E S  PAR R A P P O R T  A  LA T E N E U R  D E S  P L A Q U E T T E S  E N T I E R E S  



REPARTITION DU TAUX DE L'ACIDE SIALIQUE ENTRE LES FRACTIONS 

SUBCELLULAIRES DES PLAQUETTES NORMALES (N) E T  DES 

PLAQUETTES DES CAS PATHOLOGIQUES 

(THROMBASTHENIE TYPE 1 E T  TYPE II) 

THROMBAS THENJE N- - 

LI! E 

1 Tyr  II 
10d 
80 
60. 
40 
20 

- 
- 
- 

O Fractions inso?ilblea 

A 
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Fractions soluble8 
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&TUDM ENZYMATIQUES 



C H A P I T R E  1 

BIOSYNTHESE DES GLYCOPROTEINES 

1. INTRODUCTION 

P o u r  met t re  e n  é v i d e n c e  l e  r ô l e  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  d a n s  

l e s  f o n c t i o n s  d e  l a  s u r f a c e  p l a q u e t t a i r e ,  n o u s  a v o n s  m o d i f i é  

s o n  t a u x  i n i t i a l  : d ' u n e  p a r t  n o u s  l ' a v o n s  d i m i n u é  p a r  d é g r a d a -  

t i o n  e n z y m a t i q u e ,  e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  augmenté  p a r  i n c o r p o r a t i o n  

d e  m o l é c u l e s  d ' a c i d e  s i a l i q u e .  

A v a n t  d ' e x p o s e r  n o s  t r a v a u x  d a n s  c e  domaine  il n o u s  s e m -  

b l e  n é c e s s a i r e  d e  r a p p e l e r  d e s  c o n n a i s s a n c e s  s u r  l a  b i o s y n t h è s e  

d e s  g l y c o p r o t é i n e s  p l a s m a t i q u e s .  

2. MECANISME ET LOCALISATION 

L e s  m i c r o s o m e s  d e s  c e l l u l e s  du f o i e  s o n t  l e s  s i t e s  

f o n d a m e n t a u x  d e  l a  b i o s y n t h è s e  d e 8  g l y c o p r o t é i n e s  p l a s m a t i q u e s  

B 1' e x c e p t i o n  d e s  i m m u n o g l o b u l i n e s  . 
La c h a r n e  p o l y p e p t i d i q u e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  e s t  s y n t h é -  

t i s é e  a u  n i v e a u  d e s  r i b o s o m e s  p a r  l e  mécanisme d e  m e s s a g e  g é n é -  

t i q u e  q u i  d é t e r m i n e  l e  nombre e t  l a  s é q u e n c e  d e s  a c i d e s  a m i n é s .  

Le t o u t  e s t  commandé p a r  un u n i q u e  s y s t è m e  e n z y m a t i q u e  p r o b a -  

b l e m e n t  s a n s  s p é c i f i c i t é .  

Au c o n t r a i r e  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  c h a f n e s  g l u c i d i q u e s  d e s  

g l y c o p r o t é i n e s  s e  p r o d u i t  s o u s  l ' a c t i o n  d ' u n  s y s t e m e  s p é c i f i q u e  



d e  multiglycosyltransferases. La s t r u c t u r e  d e s  c h a i n e s  g l u c i d i -  

q u e s  e s t  d é t e r m i n é e  t r è s  p r o b a b l e m e n t  p a r  un c o n t r ô l e  g é n é t i q u e  

i n d i r e c t .  L e s  enzymes  g l y c o s y l t r a n s f e r a s e s  e x i g e n t  d e s  s u b s t r a t s  

a p p r o p r i é s  à l e u r  s p é c i f i c i t é ,  i l s  t r a n s f è r e n t  d e s  g l u c i d e s  à 

p a r t i r  d e s  n u c l é o t i d e s - s u c r e s  c o r r e s p o n d a n t s  v e r s  l e s  a c c e p t e u r s  

k l y c o p r o t é i n e s )  i n c o m p l e t s .  (143)  

D e  n o m b r e u s e s  h y p o t h è s e s  o n t  é t é  a v a n c é e s  s u r  l a  l o c a l i -  

s a t i o n  d e  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  c h a i n e s  g l u c i d i q u e s  d e s  g l y c o p r o -  

t é i n e s .  L e s  t r a v a u x  d e  MOLNAR, ROBINSON e t  WINZLER ( 1 9 6 5 )  ( I l & ) ,  

LAWFORD e t  SCHACHTER ( 1 9 6 6 )  ( 8 4 ) ,  MOLNAR e t  SY ( 1 9 6 7 )  (123), 

LOUISOT e t  C o l l .  ( 1 9 7 0 )  ( 9 3 )  o n t  d é m o n t r é  q u e  : 

- l a  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  i n i t i a l e  e s t  v r a i s e m b l a b l e m e n t  a t t a c h é e  

à l a  c h a î n e  p o l y p e p t i d i q u e  d o n t  l a  s y n t h è s e  e s t  e n c o r e  e n  

c o u r s  s u r  l e s  r i b o s o m e s ,  

- a p r è s  l a  s é p a r a t i o n  d e s  p o l y p e p t i d e s  d ' a v e c  l e s  r i b o s o m e s  l a  

g l y c o s y l a t i o n  se d é r o u l e  a u  c o u r s  d u  p a s s a g e  d e s  g l y c o p r o -  

t é i n e s  d a n s  l e s  c a n a u x  du  r e t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  e t  d e  

l ' e r g a s t o p l a s m e .  

L e s  t r a v a u x  d e  LOUISOT e t  GOT ( 1 9 6 8 )  ( 9 2 )  o n t  m i s  e n  

é v i d e n c e  q u e  l ' a c q u i s i t i o n  d e s  c h a i n e s  g l u c i d i q u e s  d ' u n e  g l y c o -  

p r o t é i n e  p e u t  s ' e f f e c t u e r  a u  n i v e a u  d e  t r o i s  s i t e s  c y t o p l a s m i -  

q u e s  d i f f é r e n t s ,  à s a v o i r  : l e s  r i b o s o m e s ,  l e s  membranes  endo-  

p l a s m i q u e s ,  e t  l a  p h a s e  c y t o p l a s m i q u e  i s o l é e  à p a r t i r  d e  c e l l u -  

les .  C e s  f r a c t i o n s  s u b c e l l u l a i r e s  m o n t r e n t  d e s  s i t e s  d e  g l y c o s y -  

l a t i o n  i n d é p e n d a n t s  l e s  u n s  d e s  a u t r e s .  

S e l o n  l e s  a u t e u r s  p r é c i t é s ,  l a  p r é s e n c e  d e  g l y c o p r o t é i n e s  

( o b s e r v é e  a u  m i c r o s c o p e  é l e c t r o n i q u e )  d a n s  l e s  ( 9 2 )  

a p p a r e i l s  d e  G o l g i  n e  s i g n i f i e  p a s  q u ' i l  s ' a g i s s e  l à  d ' u n  s i t e  

p r é f é r e n t i e l  d e  g l y c o s y l a t i o n .  Le r ô l e  d e s  a p p a r e i l s  d e  G o l g i  

se  m a n i f e s t e  d a n s  l a  c o n c e n t r a t i o n  e t  l a  d é s h y d r a t a t i o n  p r é s é -  

c r é t o i r e  d e s  p r o t é i n e s  d e s t i n é e s  à l ' e x c r é t i o n .  



a )  A p p a r e i l s  d e  G o l g i  

L e s  f r a c t i o n s  s u b c e l l u l a i r e s  du  f o i e  r i c h e s  e n  a p p a r e i l s  

d e  GOLGI m o n t r e n t  u n e  a c t i v i t é  t r è s  é l e v é e  de  s i a l y l t r a n s f é r a s e s .  

L e s  membranes d e s  t u b u l e s  d e s  a p p a r e i l s  d e  GOLGI p r é s e n t e n t  

d e s  s i t e s  de  g l y c o s y l a t i o n  ( 8 4 , 1 3 9 ) .  

Le c h e m i n e m e n t  q u e  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  s u i v e n t  d a n s  l e s  

t u b u l e s  d e  l ' a p p a r e i l  de  GOLGI e n  se c o m p l é t a n t  a v e c  d e s  g l u c i -  

d e s ,  a  é t é  s u g g é r é  p a r  SCHACHTER e t  C o l l .  (1970)  ( 1 5 0 ) .  En e f f e t ,  

HEATH ( 1 9 7 1 )  ( 6 6 )  p a r  a p p l i c a t i o n  d ' u n e  t e c h n i q u e  d e  c o l o r a t i o n  

s é l e c t i v e  p o u r  l e s  g l u c i d e s ,  a  pu me t t r e  e n  é v i d e n c e  au m i c r o s -  

c o p e  é l e c t r o n i q u e  q u e  l ' a p p a r e i l  d e  GOLGI p r é s e n t e  d e s  s u b s t a n -  

c e s  o s i d i q u e s  e n  q u a n t i t é  i m p o r t a n t e  du c ô t é  a v a l  OS se  t r o u v e n t  

l e s  g l y c o p r o t é i n e s  s e c r é t é e s .  P a r  c o n t r e ,  on t r o u v e  t r è s  p e u  d e  

c o l o r a t i o n  d u e  aux  s u c r e s ,  d a n s  l a  p a r t i e  amont d e  l ' a p p a r e i l  

d e  GOLGI, p a r  o ù  l e s  p r é c u r s e u r s  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  e n t r e n t  d a n s  

1' a p p a r e i l  d e  GOLGI. 

L a  l o c a l i s a t i o n  s u b c e l l u l a i r e  d e s  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  

d a n s  l ' a p p a r e i l  d e  GOLGI, e t  l e u r  f o n c t i o n  a  é t é  é t u d i é e  p a r  

ROSEMAN e t  C o l l .  ( 1 9 7 0 )  ( 1 4 4 ) .  Les  t r a n s f é r a s e s  s o n t  i n i t i a l e m e n t  

' l o c a l i s é s  d a n s  l a  membrane,  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  s e  t r o u v e n t  

d a n s  l e s  t u b u l e s  e t  l e s  n u c l é o t i d e s  s u c r e s  s o n t  p r é s e n t s  d a n s  

l e  c y t o p l a s m e  d e  l ' a p p a r e i l  d e  GOLGI. On t r o u v e  d o n c  d e  p a r t  

e t  d ' a u t r e  d e  l a  membrane : l e s  o s e s  n u c l é o t i d e s  e t  l e s  g l y c o -  

p r o t é i n e s  i n c o m p l è t e s .  P o u r  q u ' u n e  q u a n t i t é  d ' o s e  i s s u e  d ' u n  

n u c l é o t i d e  p u i s s e  ê t r e  t r a n s f é r é e  s u r  u n e  g l y c o p r o t é f n e ,  i l  f a u t  

b i e n  s u p p o s e r  q u e  l e s  t r a n s f é r a s e s  t r a v e r s e n t  l a  membrane d e s  

t u b u l e s  e t  é t a b l i s s e n t  à t r a v e r s  c e l l e - c i  un r e l a i s  p e r m e t t a n t  

a u x  u n i t é s  d ' o s e s  d e  l a  t r a v e r s e r .  Ce t te  h y p o t h è s e  a '  a c c o r d e  

a v e c  l e s  r é s u l t a t s  d e s  o b s e r v a t i o n s  f a i t e s  s u r  l e s  membranes  

d e s  b a c t é r i e s .  
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F i g u r e  2 .1  

LE CHEMINEMENT DES GLYCOPROTEINES PENDANT LEUR BIOSYNTHESE 

DANS L'APPAREIL DE GOLGI ( 1 5 0 )  

R E R  REL 

AG : a p p a r e i l  d e  GOLGI T  : g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  
n  

RER : r e t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  T j  : N - a c é t y l g l u c o s a m i n y l  
d e  s u r f a c e  r u g e u s e  t r a n s f é r a s e  

REL : r e t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  T2 : g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e  
d e  s u r f a c e  l i s s e  

Tl : s i a l y l t r a n s f é r a s e s  
MP : membrane  p l a s m i q u e  d e  

c e l l u l e  d e  f o i e  : p r é c u r s e u r s  d e s  g l y c o p r o -  

R : r i b o s o m e s  t é i n e s .  

L e s  n u c l é o t i d e s - s u c r e s  o u  glycosyldiphosphonucléosides 

s o n t  d ' a p r è s  LELOIR e t  C A R D I N 1  ( 1 9 5 7 )  ( 8 7 )  l e s  f o r m e s  a c t i v e s  

d e s  g l u c i d e s  d a n s  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  : 



- 8 0  - 

Tableau 2.1 

a) Forme active de l'acide sialique ................................ 

C-O- 

O H-C-OH 

Abréviation 

UDP-Ga1 

GDP-Man 

UDP-Glu 

GDP-FUC 

UDP-GluNac 

UDP-GalNac 

CMP-NANA 

Unité de glucides 

GALACTOSE 

MANN0 SE 

GLUCOSE 

FUCOSE 

N-ACETYLGLUCOSAMINE 

N-ACETYLGALACTOSAMINE 

ACIDE N-ACETYLNEURA- 
MINIQUE 

-c-H 
I 

H-C-OH 
I 

H-C-OH 
I 

Nucléotides 

URIDINE-DIPHOSPHOGALACTOSE 

GUANOSINE-DIPHOSPHOMANNOçE 

URIDINE-DIPHOSPHOGLUCOSE 

GUANOSINE-DIPHOSPHOFUCOSE 

UDP-N-ACETYLGLUCOSAMINE 

UDP-N-ACETYLGALACTOSAMINE 

ACIDE CYTIDINE-MONOPWOSPHO- 
N-ACETYLNEURAMINIQUE 

H-C-OH 

P-O- 
II 

CMP -NANA 



B )  Biosynthèse de CMP-NANA ---- ------------------ 

HULTSCH et Coll. (1972) (75) ont démontré qu'une 

l 
fraction soluble du foie de rat peut convertir le N-acétylglu- 

cosamine en acide sialique en présence de ATP et UTP. De plus 

ce système, quand il est complété avec un taux additionné de 

CTP peut fournir le CMP-NANA. - 
Les analyses cinétiques ont montré que les intermédiaires 

se produisant au cours de la synthèse de CMP-NANA - par la 
méthode précitée - sont identiques à ceux qui ont été mis en 

évidence par les travaux de LELOIRE (88,89). 

y )  Synthèse de CMP-NANA .................... 

Forme activée de l'acide sialique, l5ccie cytidine- 

monophospho-N-acétylneuraminique (KEAN et ROSEMAN, 1966,(80) 

est préparé par condensation du CTP (cvtidine triphos~hate) 

avec l'acide N-acétylneuraminiaue en présence de lrenzvme sia - 
lyl-synthétase extrait des glandes sous-maxillaires de boeuf : 

CTP + NANA a-> CMP-NANA + Pl? 
+ R - S H  

La réaction est effectuée en présence de groupements-SH 

apportés par le glutathion qui intervient comme protecteur vis 

à vis de l'enzyme en complexant les ions métalliques éventuel- 

lement présents. 



c )  G l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  : s i a l y l t r a n s f é r a s e s  

L e s  e n z y m e s  g l y c o s y l f é r a s e s  c a t a l y s e n t  l e  t r a n s f e r t  d e s  

g l u c i d e s  à p a r t i r  d e  s o n  d é r i v é  n u c l é o t i d e ,  s u r  d e s  c h a r n e s  g l u -  

c i d i q u e s  i n c o m p l è t e s  d e  g l y c o p r o t é i n e s .  P a r m i  e u x ,  l e s  s i a l y l -  

t r a n s f é r a s e s  s o n t  i m p l i q u é s  d a n s  l e  t r a n s f e r t  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e .  

C e s  e n z y m e s  e x i g e n t  d e s  s u b s t r a t s  a p p r o p r i é s  à l e u r  s p é c i f i c i t é .  

A i n s i  l e s  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  r e p è r e n t  s u r  l e s  charries g l u c i d i -  

q u e s  d e s  p r o t é i n e s  i n c o m p l è t e s ,  l e s  s i t e s  r é c e p t e u r s  q u i  c o r r e s -  

p o n d e n t  : 

- a u  d é r i v é  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  

- à l a  s t r u c t u r e  d e  g l u c i d e  a c c e p t e u r  

- e t  e n f i n  à l a  p o s i t i o n  s u r  l a q u e l l e  l a  l i a i s o n  s e r a  

é t a b l i e  e n t r e  l f a . c c e p t e u r  g l u c i d e  e t  l ' a c i d e  s i a l i q u e .  

Compte t e n u  d e  l a  g r a n d e  v a r i é t é  d e s  s i a l o g l y c o p r o  t é i n e s  

q u i  s o n t  p r é s e n t s  d a n s  l e  s a n g ,  o n  p o u r r a i t  i m a g i n e r  q u ' i l  y  a  

p l u s i e u r s  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  q u i  i n t e r v i e n n e n t  d a n s  l e u r  b i o -  

s y n t h è s e .  L '  i n c o r p o r a t i o n  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  p a r  l a  s i a l y l -  

t r a n s f é r a s e  d e  s é r u m  e t  d u  f o i e  a é t é  é t u d i é e  p a r  HUDGIN e t  

C o l l .  (73 ). I l s  o n t  t r o u v é  q u e  p o u r  l ' a c t i v i t é  d e  s i a l y l t r a n s -  

f é r a s e  d u  s é r u m  h u m a i n  d e u x  f a c t e u r s  s o n t  e s s e n t i e l s  : 

1. l e  r é s i d u  g a l a c t o s e  e n  p o s i t i o n  t e r m i n a l e  l i é  a v e c  

u n e  l i a i s o n  (1-4)  

2.  l e  r é s i d u  N - a c é t y l h e x o s a m i n e  d a n s  l a  p o s i t i o n  a v a n t  

d e r n i è r e .  

L a  s i a l y l t r a n s f é r a s e  d e  s é r u m  e s t  c a p a b l e  d '  i n c o r p o r e r  1' a c i d e  

s i a l i q u e  : 

- s u r  l a  g l y c o p r o t é i n e  a c i d e  d é s i a l i s é  

- s u r  l a  f é t u i n e  

- s u r  l a  N - a c é t y l - l a c t o s a m i n e  

e t  s e l o n  n o s  é t u d e s ,  

- d a n s  l e s  p l a q u e t t e s  n a t i v e s .  

L a  s i a l y l t r a n s f é r a s e  d u  f o i e  d u  r a t  e s t  c a p a b l e  d e  t r a n s f é r e r  

l ' a c i d e  s i a l i q u e  : 



- dans l e s  g l y c o p r o t é i n e s  d é s i a l i s é e s  

- dans l e  f i b r i n o g è n e  d é s i a l i s é ,  

e t  s e l o n  nos  r é s u l t a t s ,  

- dans l e s  p l a q u e t t e s  n a t i v e s  e t  d é s i a l i s é e s .  



C H A P I T R E  2 

DOSAGE DES SIALYL1ïKANSFERASES ET L E U R  UTILISATION DANS -- 
L'INCORPORATION D E  L'ACIDE SIALIQUE S U R  LES PLAQUETTES 

1. NATURE ET LOCALISATION D E  LA SIALYLTRANSFERASE D U  FOIE DE RAT 

L ' a c t i v i t é  d e  l ' e n z y m e  s i a l y l t r a n s f é r a s e  d u  f o i e  d e  

s o u r c e s  d i f f é r e n t e s  a  é t é  m i s e e n  é v i d e n c e  p a r  l e s  t r a v a u x  d e  

ROSEMANN ( l 4 3 ) ,  SPIRO ( 1 6 3 3 ,  SCHACHTER e t  Col3.. ( l S O ) ,  PRZCER 

e t  ASHWELL ( 1 3 9 ) ,  L A W F O R D  e t  C o l l .  ( 8 4 ) .  

L e s  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  p ré senW.5  d a n s  l e  f o i e  s o n t  l i é e s  

à l a  membrane  l i s s e  e t  r u g u e u s e  d e s  c e l l u l e s -  

( R e t i c u l u r n  e n d o p l a s m i q u e ,  a p p a r e i l s  d e  G o l g i ) .  Ces  e n z y m e s ,  

i s o l é s ,  s o u s  f o r m e  d e s  f r a c t i o n s  d ' h o m o g é n a t  d e  f o i e ,  p e u v e n t  

ê t r e  c o n s e r v é s  à - ZO°C p e n d a n t  p l u s i e u r s  s e m a i n e s .  

L e s  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  s o n t  s o l u b l e s  d a n s  l e s  s o l v a n t s  

o r g a n i q u e s  e t ,  p a r  e x t r a c t i o n  d e s  f r a c t i o n s  m i c r o s o m a l e s  h é p a -  

t i q u e s  a v e c  l ' a c é t o n e )  o n  o b t i e n t  d e s  f r a c t i o n s  r i c h e s  en  s i a l y l -  

t r a n s f é r a s e s .  C e p e n d a n t  l ' e n z y m e  a i n s i  p u r i f i é  m o n t r e  u n e  a c t i -  

v i t é  p e u  d u r a b l e .  A p r è s  42 h e u r e s  l e s  p r é p a r a t i o n s  d ' e n z y m e  

p e r d e n t  t o t a l e m e n t  l e u r  a c t i v i t é  ( F i g u r e  2 . 3 ) .  

On p e u t  c o n c l u r e  d e  ce f a i t  q u e  l a  membrane  s e r t  a v e c  

s o n  c o m p l e x e  d e  l i p i d e s ,  comme c o n s e r v a t e u r  d e  l ' a c t i v i t é  d e  

s i a l y l t r a n s f é r a s e  d a n s  l e s  h o m o g é n a t s  d e  f o i e .  E n s u i t e ,  p e n d a n t  

l ' i n c u b a t i o n ,  l ' e n z y m e  e s t  l i b é r é  p a r  d e s  d é t e r g e n t s  e t  p e u t  

e n t r e r  i n s t a n t a n é m e n t  e n  a c t i o n  p o u r  t r a n s f é r e r  l ' a c i d e  s i a l i q u e  

p r é s e n t  d a n s  l e  m é l a n g e  r é a c t i o n n e l  , s o u s  f o r m e  d e  CMP-NANA, 

v e r s  l e  s u b s t r a t  a p p r o p r i é .  ( L ' i n f l u e n c e  d e s  d é t e r g e n t s  s u r  

l ' a c t i v i t é  d e  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  d e  l ' h o m o g é n a t  d e  f o i e  d e  r a t  

e s t  m o n t r é e s u r  l a  f i g u r e  2 . 4 ) .  



Figure 2.3 

CONSERVATION DES FRACTIONS RICHES EN SIALYLTRANSFERASE DE F O I E  DE RAT 

I-L- 
30 jours, 

l-> Temps de conservation 

COMPARAISON DES ACTIVITES RESPECTIVES DANS L E  TEMPS 

X des fractions microsomales de foie de rat 

@ d e  l'extrait (par acétone) de l'enzyme sialyltransfé- 

rase de foie de rat, 



Figure 2 .4  

INFLUENCE DES DETERGENTS SUR L'ACTIVITE DE SIALYLTRANSFERASE 

DE FOIE DE RAT 

- TEMPS D'INCUBATION 

Mélange d'  i n c u b a t i o n  : a c i d e d l g l y c o p r o t é i n e  d é s i a l i n i s é e  + 
CMP-NANA + homogénat de f o i e  d e  r a t  
p u r i f i é  

X s a n s  d é t e r g e n t ,  a a v e c  P I P E S - T R I S  

a v e c  PIPESCTriton-X (mélange h a b i t u e l )  

O a v e c  d é s o x y c h o l a t e  de sodium (DOC 0 , 1 2  X )  



2. NATURE ET LOCALISATION DE SXALYLTRANSFERASES DES FRACTIONS DU 

SANG : D U  SERUM, D U  PLASMA RICHE EN PLAQUETTES, DES PLAQUETTES 

La p r é s e n c e  d e  l ' a c t i v i t é  d e  s i a l y l t r a n s f é r a s e  d a n s  l e  

s é r u m  humain  a é t é  mise e n  é v i d e n c e  p a r  K I M  e t  C o l l .  (1971)  ( 8 1 ) ,  

SCHACHTER e t  C o l l .  ( 1 9 7 1 )  ( 1 5 1 ) ,  HUDGIN e t  C o l l .  ( 1 9 7 1 )  ( 7 3 ) .  

I l  a  é t é  s u g g é r é  q u e  l e s  c e l l u l e s  d u  s a n g  p e u v e n t  ê t r e  une  s o u r c e  

d e s  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  d u  sérum.  Du f a i t  q u e  l ' a c t i v i t é  d e  

l ' e n z y m e  d u  s é r u m  a u g m e n t e  d ' u n e  f a ç o n  n o t a b l e  q u a n d  u n  é c h a n -  

t i l l o n  d e  s a n g  t o t a l  e s t  l a i s s é  p e n d a n t  u n e  h e u r e  à t e m p é r a t u r e  

a m b i a n t e ,  il e s t  p o s s i b l e  q a e  l a  s i a l y l t r a n s f é r a s e  s o i t  s e c r é t é e  

p a r  d e s  c e l l u l e s  o u  s o i t  l i b é r é e  p a r  d é g r a d a t i o n  de  c e r t a i n e s  

c e l l u l e s .  

Nous a v o n s  d é m o n t r é  q u e  l e s  p l a q u e t t e s  o n t  a u s s i  une 

a c t i v i t é  d e  s i a l y l t r a n s f é r a s e * .  En c e  q u i  c o n c e r n e  l a  l o c a l i s a -  

t i o n  d e  c e s  enzymes  d a n s  l e s  p l a q u e t t e s ,  il y a  d e u x  p o s s i b i -  

l i t é s  : s e l o n  l a  p r e m i è r e ,  i l s  se t r o u v e n t  d a n s  l e s  a p p a r e i l s  

d e  GOLGI, p r o v e n a n t  d e s  m é g a c a r y o c y t e s ,  s i t u é s  o u  d a n s  l e  

c y t o p l a s m e  d e s  p l a q u e t t e s  o u  d a n s  l ' a t m o s p h è r e  p é r i p l a q u e t t a i r e  

a d s o r b é s  s u r  l a  membrane p l a q u e t t a i r e .  S e l o n  l a  d e u x i é m e ,  il 

e s t  p o s s i b l e  q u e  l a  s o u r c e  d e s  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  d e s  p l a q u e t t e s  

s o i t  i d e n t i q u e  à c e l l e  d e s  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  d u  s é r u m ,  B 

s a v o i r  l e s  membranes  d e  c e r t a i n e s  c e l l u l e s  d u  s a n g ,  e t  p a r m i  

e l l e s ,  c e l l e s  d e s  p l a q u e t t e s .  

Dans u n e  s é r i e  d ' e x p é r i e n c e s ,  n o u s  a v o n s  e f f e c t u 6  l e s  

i n c u b a t i o n s  e n  p r é s e n c e  e t  e n  a b s e n c e  d e  d é t e r g e n t  " T r i t o n  X-100. 

L e s  r é s u l t a t s  s o n t  m o n t r é s  d a n s  l e  t a b l e a u  s u i v a n t  : 



F i g u r e  2. 5 

L ' I N F L U E N C E  DES D E T E R G E N T S  SUR L t A C T I V I T E  D E  S I A L Y L -  

TRANSFERASE D E  : 

1 - SERUM 

II  - PLASMA RICHE E N  P L A Q U E T T E S  

III - PLASMA DEPOURVU D E  P L A Q U E T T E S  

INCUBATIONS SANS D E T E R G E N T  

INCUBATIONS AVEC TRITON X- 100 

4-4  INCUBATIONS AVEC D. O. C. (DESOXY CHOLATE DE 
SODIUM 0, 12 %) 



F i g u r e  2. 6 

L'INFLUENCE DES DETERGENTS SUR L'ACTIVITE DE SIALYL- 

TRANSFERASE DES PLAQUETTES : 

1 - PLAQUETTES ENTIERES 

II - FRACTIONS SOLUBLES 

III - FRACTIONS INSOLUBLES (MEMBRANAIRES~ 

a-* INCUBATIONS SANS DE TERGENT 

X-XINCUBATIONS AVEC TRITON X- 100 

&-&INCUBATIONS AVEC D. O. C. (DESOXY CHOLATE DE 
SODIUM 0 ,  12 %) 



T a b l e a u  2 . 1 1  

L ' I N F L U E N C E  DES DETERGENTS S U R  L E  DEVELOPPEMENT DE L ' A C T I V I T E  

DE SIALYLTRANSFERASE PRESENBDANS L ' H O M O G E N A T  DE FOIE DE RAT 

ET DANS LES FRACTIONS DU SANG HUMAIN NORMAL 

- 9  * L e s  v a l e u r s  s o n t  e x p r i m é e s  en  1 0  m o l e s  NANA i n c o r p o r é e s  

s u r  l ' a c c e p t e u r  ( a  - a c i d e  g l y c o p r o t é i n e  d é s i a l i s é e  s o u s  
1 

l ' e f f e t  d e  1 mg d e  l ' e n z y m e  ( e x p r i m é  e n  p r o t é i n e s  Lowry)  

Dans  u n e  a u t r e  s é r i e  d ' e x p é r i e n c e s  n o u s  a v o n s  s u i v i  l t é v o -  

l u t i o n  d a n s  l e  t e m p s  d e  l ' a c t i v i t é  d e s  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  d e  

s o u r c e s  d i f f é r e n t e s  e n  p r é s e n c e ,  e t  e n  a b s e n c e ,  d e  d é t e r g e n t s . .  

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l e s  f i g u r e s  2 .5  e t  , 2 .6 .  

M é l a n g e  ( h a b i t u e l )  
d '  i n c u b a t i o n  a v e c  

TRITON X-100 

s a n s  

TRITON X-100 

On p e u t  c o n s t a t e r  : l 

FOIE DE RAT 

HOMOGENAT 
Ql 

E N T I E R  
FRACTroNS 
PURIFIEES 

5 , 4  v m o l e s *  6 , 7  p m o l e s  

106' % 1 0 0  % 

1 , 4 5  0 , 8 3  

30 % 11 % 

SANG HUMAIN 

- q u e  l e s  d é t e r g e n t s  n ' o n t  p a s  d ' e f f e t  s u r  l e  d é v e l o p p e m e n t  d e  

l ' a c t i v i t é  du  s i a l y l t r a n s f é r a s e  d e  s é r u m ,  c e  q u i  v e u t  d i r e  

q u e  l ' e n z y m e  e s t  s o l u b l e  d a n s  l e  s é r u m  ( 7 3 , 8 1 ) .  

- q u e  l e s  d é t e r g e n t s  e x e r c e n t  u n  e f f e t  s u r  l e  d é v e l o p p e m e n t  d e  
du plasma 

l ' a c t i v i t é  d e  l t e n z y m p  e f f e t  q u i  e s t  c e p e n d a n t  d i v e r s i f i é  

d u  f a i t  q u ' u n e  p a r t i e  d e  l ' e n z y m e  e s t  s o l u b l e  d a n s  l e  plasma, 

e t  q u e  l ' a u t r e  e s t  l i é e  à l a  membrane  d e s  c e l l u l e s  se t r o u v a n t  

d a n s  c e  p l a s m a .  

PLAQUETTES 

4 , 6  

1 0 0  2 

2,2 

50% 

SERUM 

0 , 8 5  

1 0 0  % 

0 9 9  

100% 

- q u e  d a n s  l e  p l a s m a  r i c h e  e n  p l a q u e t t e s  l ' e f f e t  d e  d é t e r g e n t  

a u g m e n t e  a v e c  l a  t e n e u r  d u  p l a s m a  e n  p l a q u e t t e s ,  

PRP 

1 0  

1 0 0  % 

3 , 1  

??$ 

0) pog O 161. 



- q u e  d a n s  l e  p l a s m a  p a u v r e  e n  p l a q u e t t e s  l ' e f f e t  d e  d é t e r g e n t  

d i m i n u e  compte  t e n u  du  p e t i t  nombre  d e  p l a q u e t t e s  q u ' i l  

: : ? n t i e n t ,  

- q u e  l e s  p l a q u e t t e s  e n t i è r e s ,  a u s s i  b i e n  q u e  l e s  f r a c t i o n s  * 
m e m b r a n a i r e s  i s o l é e s ,  m o n t r e n t  u n e  a c t i v i t é  a u g m e n t é e  du 

s i a l y l t r a n s f é r a s e  s o u s  l ' e f f e t  d e s  d é t e r g e n t s .  

3.  ROLE DES ANOMALIES DE L'ACTIVITE DES SIALYLTRANSFERASES 

DANS L  ' BEMOSTASE PATHOLOGIQUE 

a )  C o r r é l a t i o n s  e n t r e  l e s  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  du s é r u m  

e t  :CS a n o m a l i e s  d e  l a  s t r u c t u r e  du  f i b r i n o g è n e  -- 

Au c o u r s  d e  n o s  é t u d e s  a n a l y t i q u e s  s u r  l a  s t r u c t u r e  d e  

l a  f r a c t i o n  g l u c i d i q u e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  q u i  s o n t  i m p l i q u é e s  

d a n s  l ' h é m o s t a s e ,  n o u s  a v o n s  m i s  e n  é v i d e n c e  d e s  m o d i f i c a t i o n s  

d e  l a  c o m p o s i t i o n  g l u c i d i q u e  d u  f i b r i n o g è n e  d a n s  l e s  c a s  d e  

d y s f  i b r i n o g é n é m i e  c o n g é n i t a l e  e t  a c q u i s e  ( 1 0 7 , 1 0 8 , 1 0 9 ) .  t e s  

c a s  p a t h o l o g i q u e s  s o n t  c a r a c t é r i s é s  p a r  d e s  a n o m a l i e s  d e  fo rma-  

t i o n  d u  c a i l l o t  h é m o s t a t i q u e  e t  l e s  f i b r i n o g è n e s  d e s  c a s  p r é c i -  

t é s  m o n t r e n t  d e s  d i f f é r e n c e s  n o t a b l e s  d a n s  l e u r  t e n e u r  e n  a c i d e  

s i a l i q u e .  

Dans l e  t a b l e a u  c i - a p r è s  n o u s  p r é s e n t o n s  l e s  r é s u l t a t s  

d ' u n e  s é r i e  d ' a n a l y s e s  e x é c u t é e s  s u r  l e  f i b r i n o g è n e  p r o v e n a n t  

d e s  c a s  d e  d y s f  i b r i n o g é n é m i e  a c q u i s e .  

Nous a v o n s  c o n s t a t é  u n e  a u g m e n t a t i o n  d u  t a u x  d ' a c i d e  

s i a l i q u e  d a n s  c h a c u n  d e s  c a s  d e  d y s f  i b r i n o g é n é m i e  c o n g é n i t a l e  

o u  a c q u i s e  q u e  n o u s  a v o n s  é t u d i é s .  

En c o n c l u s i o n ,  i l  n o u s  s e m b l e  q u e  d a n s  l e s  c a s  d e  d y s f i -  

b r i n o g é n é m i e  c o n g é n i t a l e  o u  a c q u i s e ,  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  c h a î n e s  

g l u c i d i q u e s  s o i t  p e r t u r b é e . ( 1 0 8 )  

* V o i r  p a g e  1 4 0  



Du f a i t  q u e  l a  b i o s y n t h è s e  d u  f i b r i n o g è n e  s ' e f f e c t u e  

d a n s  l e  f o i e ,  i l  e s t  n o r m a l  q u e  d a n s  l ' é t a t  p a t h o l o g i q u e  d u  

f o i e  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  c h a i n e s  g l u c i d i q u e s  e t  p l u s  p a r t i c u l i è -  

r e m e n t  c e l l e  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e ,  s o i t  l a  p l u s  a f f e c t é e .  

T a b l e a u  2 . 1 1 1  - 
TENEUR L N  ACIDE SIALIQUE DES FIBRINOGENES ANORMhTiX - --- -- 

T a b l e a u  2 - 1 1  

TENEUR EN ACIDE SIALIQUE D U  FIBRINOGENE 

DANS LES CAS DE DYSFIBRINOGENEMIE ACQUISE 

Yib r i r i o g è n e  t é m o i n  

1 . C a s  d e  d y s f i b r i n o -  
g é n é m i e  a c q u i s e  

2 .Cas  d e  d y s f i b r i n o -  
g é n é m i e  a c q u i s e  

F i b r i n o g è n e  
* 

A c i d e  s i a l i q u e  

0 , 5 4  

0 , 9 6  

1 , 2 1  

* mg d ' a c i d e  s F a l i q u e / 1 0 0  mg d e  p r o t é i n e  c o a g u l a b l e .  

A c i d e  s i a l i q u e *  

0 , 6 6  

0 , 6 6  

0 , 6 5  

1 , 3 5  

1 , l O  

1 , 4 3  

1 , 1 2  

0 , 9 5  

0 , 9 6  

1 , 2 1  

N o  C a s  

1 Normal  

2  M a l a d e  : G I C  
C i r r h o s e  

3 G A R  
C i r r h o s e  

4  COT 
C i r r h o s e  

5 B O D  
C i r r h o s e  

6  BER 
C i r r h o s e  

7 LAN 
C i r r h o s z  

8 G U I  
C i r r h o s e  

9 LET 
I c t è r e  

1 0  P RE 
I c t è r e  

i s o l é  p a r  

D .Ménaché  

J e S o r i a  

J . S o r i a  

J - S o r i a  

J . S o r i a  

J e S o r i a  

J e  S o r i a  

J e S o r i a  

D .Ménaché 

D.Ménaché 





On p e u t  s u p p o s e r  q u e  l e  t a u x  é l e v é  d ' a c i d e  s i a l i q u e  d a n s  

c e s  c a s  e s t  l e  r é s u l t a t  d ' u n e  t e n e u r  p l u s  g r a n d e  d e  l ' e n z y m e  
II s i a l y l t r a n s f é r a s e "  d a n s  l e  f o i e  d e s  s u j e t s  a t t e i n t s  d e  c e s  

m a l a d i e s .  

A p a r t i r  d e  c e t t e  donnée SCHACHTER e t  C o l l .  (1968)  o n t  

é t u d i é  l ' a c t i v i t é  d e  l ' e n z y m e  s i a l y l t r a n s f é r a s e  p a r  d o s a g e  

e f f e c t u é  s u r  d e s  p r é l è v e m e n t s  t i s s u l a i r e s  de  f o i e  de  c e s  m a l a d e s *  

P a r  s u i t e  d e s  d i f f i c u l t é s  p o u r  o b t e n i r  d e s  f r a g m e n t s  d e  f o i e  

humain i n  v i v o ,  MESTER (1969)  a  s u g g é r é  d e  p r a t i q u e r  l e s  d o s a g e s  

d e  l ' e n z y m e  s u r  l e  s é r u m  d e s  m a l a d e s .  

L ' h y p o t h è s e  q u e  l e  s é r u m  d o i t  r e f l é t e r  l e s  a n o m a l i e s  d e  

l a  b i o s y n t h è s e  d u  f i b r i n o g è n e  a  é t é  v é r i f i é e  p a r  une  é t u d e  

e f f e c t u é e  s u r  l ' a c t i v i t é  d e  l ' e n z y m e  s i a l y l t r a n s f é r a s e  d a n s  l e  

s é r u m  d e s  m a l a d e s  a t t e i n t s  d ' h é p a t i t e  g r a v e .  

Mode o p é r a t o i r e  



b )  E f f e t  d e s  n e u r a m i n i d a s e s  

B i e n  q u e  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  s u r  l e  s é r u m  d e  m a l a d e s  

a t t e i n t s  d ' h é p a t i t e  g r a v e  s e m b l e n t  c o n f i r m e r  q u e  l a  t e n e u r  é l e -  

v é e  e n  a c i d e  s i a l i q u e  du f i b r i n o g è n e  e s t  d u e  à u n e  a c t i v i t é  p l u s  

p o u s s é e  d e s  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  c h e z  c e s  m a l a d e s ,  o n  p e u t  s e  

demander  q u e l l e  e s t  l ' i n f l u e n c e  d e s  enzymes n e u r a m i n i d a s e s  

p r é s e n t s  d a n s  l e  sé rum.  Dans un s y s t è m e  a u s s i  c o m p l e x e  que l e  

s a n g ,  l e s  enzymes o n t  l e  r ô l e  d e  m a i n t e n i r  un é q u i l i b r e  : l e s  

enzymes d é g r a d a n t s  o n t  l e  r ô l e  d e  l i m i t e r  l \ e f e t  d e s  t r a n s f é -  

r a s e s .  

Dans l e s  c a s  d e s  a n o m a l i e s  s t r u c t u r a l e s  d e s  g l y c o p r o -  

t é i n e s  o n  p e u t  s u p p o s e r  un a c c r o i s s e m e n t  d e  l ' a c t i o n  d e s  enzymes  

g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s ,  m a i s  il s e r a i t  @ g a l e m e n t  p o s s i b l e  q u q  un 

manque d ' a c t i v i t é  d é g r a d a n t e  s o i t  e n  c a u s e .  P o u r  t r a n c h e r  e n t r e  

c e s  deux  p o s s i b i l i t é s ,  n o u s  a v o n s  r e a l i s é  l e  d o s a g e  d e  l V a c t h v i t é  

d e s  s i a l i d a s e s  d a n s  l e s  s é r u m s  d e s  s u j e t s  a t t e i n t s  d e  d i s f i b r i -  

n o g é n é m i e  a c q u i s e  p a r a l l è l e m e n t  a u  d o s a g e  d e  l ' a c t i v i t é  d e s  

s i a l y l t r a n s f é r a s e s  ( F i g u r e  2 . 7 ) .  

A l a  s u i t e  d e  n o s  r é s u l t a t s ,  on n e  p e u t  p a s  c a n s i d é r e r  

q u ' u n  manque d e  s i a l i d a s e s  s o i t  i m p l i q u é  d a n s  c e s  c a s  p a t h o l o -  

g i q u e s .  Au c o n t r a i r e ,  il s e m b l e  r a i s o n n a b l e  de  c h e r c h e r  l a  

c a u s e  d e  l ' a c c r o i s s e m e n t  d u  t a u x  d ' a c i d e  s i a l i q u e  d a n s  l v a c t i -  

v i t é  a c c r u e  d e s  enzymes s i a l y l t r a n s f 6 r a s e s  d e s  s é r u m s  é t u d i é s .  

c )  C o r r é l a t i o n  e n t r e  l e s  s i a l y l t r a n s f é r a s e s ,  l e s  a n o m a l i e s  

d e  l a  s t r u c t u r e  d e s  g l y c o p ' r s t é i n e s  p l a q u e t t a i r e s  e t  l e u r s  f o n c -  

t i o n s .  

Le t a u x  m o d i f i é  d e  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  d a n s  l a  membrane 

d e s  p l a q u e t t e s  p e u t  ê t r e  l e  r e s p o n s a b l e  d e s  a n o m a l i e s  de  l ' a g s é -  

g a t i o n  e t  d e  l ' a d h é s i o n  p l a q u e t t a i r e .  

C e s  a n o m a l i e s  f o n c t i o n n e l l e s  s o n t  r e f l é t é e s  p a r  l a  v a r f  a t i o n  

d e  t a u x  d e  g l u c i d e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  q u i  s o n t  l e s  c o n s t i t u a n t s  



Figure 2. 7 

L ' E F F E T  DES NEURAMINIDASES ENDOGENES 

SUR L'ACTIVITE DE SIALYLTRANSFERASES DU SERUM 

DOSAGES DE SIALYLTRANSFERASE E T  MESURES DE RADIOACTIVITE 

UTILISANT COMME SOURCES DE L'ENZYME DES : 

- A SERUMS NORMAUX 

S - - - SERUM DE CAS PATHOLOGIQUE (THROMBASTHENIE (BLA) 

O- - SERUM DE CAS PATHOLOGIQUE (HEPATITE GRAVE) (TAB) 

dl (14c)-NANA INCORPORE SUR a l  GLYCOPROTEINE ACIDE DESIALI- 

DEE. . 2) NANA RADIOACTIF LIBRE E T  DES PRODUITS DE 

DEGRADATION NON IDENTIFIES. 3) CMR ( l 4  CI-NANA, - 
(0 4 4 2  cm : migra t ion  en  cm). 





d e s  s i t e s  a c t i f s  d e  l a  s u r f a c e  p l a q u e t t a i r e .  La c h a r g e  d e  

c e s  s i t e s  d é p e n d  d i r e c t e m e n t  d e  l a  s t r u c t u r e  d e s  charries g l u -  

c i d i q u e s  s ' y  t r o u v a n t .  ROSEMAN e t  C o l l . ( 1 4 4 )  o n t  é t u d i é  l e  

p r o c e s s u s  d e  l ' a d h é s i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  p o u r  d é t e r m i n e r  s i  d e s  

g l u c i d e s  é t a i e n t  i m p l i q u é s  d a n s  c e  p r o c e s s u s  o u  non.  
L e s  p l a q u e t t e s  c o n t i e n n e n t  d e s  g l u c i d e s  s u r  l e u r s  s u r -  

f a c e s ,  m a i s  l e s  membranes c o n t i e n n e n t  é g a l e m e n t  d e s  g l y c o s y l -  

t r a n s f é r a s e s  e t  d e s  g l y c o s i d a s e s  ( n e u r a m i n i d a s e ) .  P a r  c o n s é q u e n t ,  

i l  e s t  p o s s i b l e  d ' a t t r i b u e r  un r ô l e  a u x  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  

e t  a u x  g l y c o s i d a s e s  d a n s  l ' a d h é s i o n  i n t e r p l a q u e t t a i r e  (144)  

Nous a v o n s  d o s é  l ' a c t i v i t é  d e s  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  d a n s  

l e s  s é r u m s  d e  p l u s i e u r s  c a s e d e  p a t h o l o g i e  p l a q u e t t a i r e .  Nos 

r é s u l t a t s  o b t e n u s  m o n t r e n t  q u e  l a  d i m i n u t i o n  de  l a  t e n e u r  e n  

a c i d e  s i a l i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  e s t  accompagnée d ' u n e  a c t i v i t é  

d i m i n u é e  d e s  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  d a n s  l e  s é r u m  d u  m ê m e  s u j e t  

( m a l a d e )  ( T a b l e a u  2 .V1;A). 

P a r  r e c o u p e m e n t  d e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  a u  c o u r s  d e  n o s  

é t u d e s  d ' i n c o r p o r a t i o n  d ' a c i d e  s i a l i q u e  p a r  l e s  p l a q u e t t e s  

n o r m a l e s  e t  t h r o m b a s t h é n i q u e s  d ' u n e  p a r t ,  e t  l e  n i v e a u  d ' a c t i -  

v i t é  d e s  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  d e  s é r u m  e t  PRP d ' a u t r e  p a r t  : n o u s  

p o u v o n s  d i s t i n g u e r  l e s  p l a q u e t t e s  n o r m a l e s  e t  l e s  p l a q u e t t e s  

t h r o m b a s  t h é n i q u e s .  

L e s  v a l e u r s  i l l u s t r é e s  d a n s  l e  t a b l e a u  (2.YiB)montrent  : 

- q u e  l e s  p l a q u e t t e s  d e s  c a s  d e  t h r o m b a s t h é n i e  p l a q u e t t a i r e  

i n c o r p o r e n t  l ' a c i d e  s i a l i q u e  d a n s  une  q u a n t i t é  p l u s  f a i b l e  

q u e  l e s  p l a q u e t t e s  n o r m a l e s ,  q u a n d  on l e s  s o u m e t  à une  i n c u -  

b a t i o n  a v e c  d e  l ' h o m o g é n a t  d e  f o i e  d e  r a t ,  q u i  e s t  r i c h e  e n  

enzymes  s i a l y l t r a n s f é r a s e s .  



- q u e  l e  s é r u m  e t  l e  PRP normaux o n t  un t a u x  p l u s  f a i b l e  en  

s i a l y l t r a n s f é r a s e  q u e  l ' h o m o g é n a t  d e  f o i e ,  m a i s  l e  p o u v o i r  

a c c e p t e u r  d e s  p l a q u e t t e s  n o r m a l e s  e t  p a t h o l o g i q u e s  v a r i e  à 

p e u  p r è s  d a n s  l e s  m ê m e s  p r o p o r t i o n s  q u e  c e  q u i  a é t é  c o n s t a -  

t é  l o r s  d e  l l t ; t i l i s a t i o n  de  l ' h o m o g é n a t  d e  f o i e .  

- q u e  l e  s é r u m  e t  l e  PRP t h r o m b a s t h é n i q u e  o n t  une  a c t i v i t é  

d e  s i a l y l t r a n s f é r a s e  d i m i n u é e  q u i  s e  m a n i f e s t e  é g a l e m e n t  d a n s  

les cas ou nous avons c h o i s i  comme accepteur les p laque t t e s  nor - 
males Bu les  p laque t t e s  thrombasth6niques. 

T a b l e a u  ~ . V I =  . 
INCORPORATION D'ACIDE S-IALIQUE RADIOACTIF PAR LES PLAQUETTES 

NORMALES ET PATHOLOGIQUES EN FONCTION 

DES SOURCES DE SIALYLTRANSFERASE 

SOURCE DE L'ENZYME 

SIALYLTRANSFERASE 

HOMOGENAT DE 

FOIE DE RAT 

SERUM NORMAL 

PRP NORMAL 

SERUM THROMBASTHENIQUE 

PRP THROMBASTHENIQUE 

IO-' m o l e s  N A N A ( ' ~ C )  i n c o r p o r é e s  

p a r  10' p l a q u e t t e s  l a v é e s  

NORMALES 

1 4 , 4 0  

1 , 3 0  

1 , 6 5  

0 , 7 0  

0 , 7 3  

TBROMBASTHENIQUES 

8 , 9 8  

0 , 8 5  

0 , 9 7  

0 , 7 0  

0 , 7 2  



C H A P I T R E  3  

ENRICHISSEMENT DES PLAQUETTES EN ACIDE SIALIQUE 

1. INTRODUCTION 

Nous a v o n s  d é j à  m e n t i o n n é  q u e  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  c h a r n e s  

g l u c i d i q u e s  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  se p r o d u i t  s o u s  l ' a c t i o n  d 'un  

s y s t è m e  s p é c i f i q u e  d e s  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s .  La  s u c c e s s i o n  d e s  

g l u c i d e s  d a n s  l a  v o i e  d e  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  c h a I n e s  g l u c i d i q u e s  

d e s  g l y c o p r o t é i n e s  p l a s m a t i q u e s  a  é t é  d é m o n t r é e  p a r  l e s  t r a v a u x  

d e  ROSEMAN e t  C o l l .  ( 1 4 3 , 1 4 4 ) .  

SCHEMA DE LA BIOSYNTHESE DES 

UNITES OLIGOSACCHARIDIQUES TERMINALES 

CMP-acide sial ique+,Gal-GlcNAc -Man -R,+ 
( 3  

, a c i d e  s i a l i q u e  -Gal-GlcNAc-Man-R,+CMP 

L a  d e r n i è r e  é t a p e  a b o u t i t  à l ' i n c o r p o r a t i o n  d e  l ' a c i d e  

s i a l i q u e  e n  p o s i t i o n  t e r m i n a l e  s u r  l a  c h a î n e  g l u c i d i q u e  d e s  

g l y c o p r o t é i n e s .  

N o t r e  b u t  é t a i t  d e  r e p r o d u i r e  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  l a  

d e r n i è r e  p h a s e  d e  l a  b i o s y n t h è s e  p r é c i t é e  à l ' a i d e  d e  s i a l y l -  

t r a n s f é r a s e  d e  f o i e  d e  r a t  e t  d e  CMP-NANA r a d i o a c t i f .  



2. INCORPORATION DE L'ACIDE SIALIQUE SUR L A  MEMBRANE 

PLAQUETTAIRE 

Au c o u r s  d ' u n e  i n c u b a t i o n  ménagée d e s  p l a q u e t t e s  a v e c  

l e  C M P - N - ( ~ ~ C ) - ~ C ~ ~ ~ ~  a c i d e  s i a l i q u e  e t  e n  p r é s e n c e  d e  s i a l y l -  

t r a n s f é r a s e ,  l ' a c i d e  s i a l i q u e  r a d i o a c t i f  e s t  f i x é  a u  n i v e a u  

d e s  membranes.  

Mode o p é r a t o i r e  

Un p l a s m a  humain c o n t e n a n t  4 ,27x108  p l a q u e t t e s  p a r  m l  

é t a i t  soumis  à l ' i n c u b a t i o q  à 3 7 O ~  p e n d a n t  1 0  o u  3 0  m i n u t e s  

a v e c  CMP-NANA marqué au  ( 1 4 c ) ,  e n  p r é s e n c e  d e  s i a l y l t r a n s f é r a s e  

d e  f o i e  de  r a t .  A c h a q u e  p r i s e  d e  5 m l  PRP ( p l a s m a  r i c h e  e n  p l a -  

q u e t t e s )  é t a i e n t  a j o u t é s  0 , 5  m l  d e  tampon pH 7 , 4 ,  4 5  p l  d e  

l ' e n z y m e  e t  2 0 0  p l  d ' u n e  s o l u t i o n  1 0  mM d e  C M P - ( 1 4 c ) - N ~ N ~ .  

L e s  p l a q u e t t e s  a i n s i  t r a i t é e s  o n t  é t é  s é p a r é e s  d e s  p r o -  

t é i n e s  du p l a s m a  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  s o u s  h a u t  v o l t a g e  (4000  V ,  

4 5  min. ,  p a p i e r  Whatmann 3MM, s o l v a n t  P y r i d i n e  - e a u  - a c i d e  

a c é t i q u e  = 250:50:1 ,  pH = 7 , 4 ) .  D e s  m e s u r e s  d e  r a d i o a c t i v i t é  

m o n t r e n t  u n e  a u g m e n t a t i o n  d u  t a u x  e n  a c i d e  s i a l i q u e  d e s  p l a q u e t -  

t e s  ( F i g u r e s  2 . 8 a e t  2.8b). 

Cet te  a u g m e n t a t i o n  é t a i t  d e  1 3 , 3 ~ 1 0 - ~  m o l e s  d ' a c i d e  

s i a l i q u e  p a r  10' p l a q u e t t e s  a p r è s  1 0  m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n  e t  d e  

2 2 , 3 x 1 0 - ~  m o l e s  p a r  10' p l a q u e t t e s  a p r è s  30 min.  d '  i n c u b a t i o n .  

Compte t e n u  d e  l a  t e n e u r  e n  a c i d e  s i a l i q u e  g é n é r a l e m e n t  a d m i s e  

p o u r  l e s  p l a q u e t t e s  h u m a i n e s  n o r m a l e s ,  l e s  q u a n t i t é s  i n c o r p o r é e s  

r e p r é s e n t e n t  r e s p e c t i v e m e n t  un a c c r o i s s e m e n t  d e  1 9  e t  32  %. 



Figure  2 , 8 0 8 0  

ELECTROPHORESE ET MESURES DE RADIOACTIVITE DE L'ACIDE SIALIQUE 

INCORPORE SUR LES PLAQUETTES en milieu plasmatique. 

ELECTROPHORESE 4000 V, 45 minute, papier Whatmann 3NH, TAMPON: pyridine-eau- acide 
acetique; 250:50:1, à pH 6,4. Révélation des taches par la ninhydrine. 



CINETIQUE D'INCORPORATION DE L'ACIDE SIALIQUE PAR 

LES PLAQUETTES EN MILIEU PLASMATIQUE (PRP) 
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3. POUVOIR ACCEPTEUR DES PLAQUETTES LAVEES ET DES PLAQUETTES 

EN MILIEU PLASMATIQUE 

L e s  p l a q u e t t e s  s u r v i v e n t  à u n e  i n c u b a t i o n  e n z y m a t i q u e  

ménagée  s o i t  s o u s  f o r m e  d e  s u s p e n s i o n  d e  p l a q u e t t e s  i s o l é e s  

l a v é e s ,  s o i t  s o u s  f o r m e  de  p l a s m a  r i c h e  e n  p l a q u e t t e s  (PRP). 

De c e  f a i t ,  il a  é t é  p o s s i b l e  d e  p r o v o q u e r  l ' i n c o r p o r a -  

t i o n  d ' u n  t a u x  s u p p l é m e n t a i r e  d ' a c i d e  s i a l i q u e  r a d i o a c t i f  s u r  

d e s  s i t e s  r é c e p t e u r s  g l y c o p r o t é i q u e s  d e  l a  membrane d e  c e l l u l e s  

i n t a c t e s ,  

En t a n t  q u e  r é c e p t e u r s  p o u r  l ' i n c o r p o r a t i o n  d e  l ' a c i d e  

s i a l i q u e  l e s  p l a q u e t t e s  d a n s  l e u r  m i l i e u  p l a s m a t i q u e  s e  compor- 

t e n t  d i f f é r e m m e n t  d e s  p l a q u e t t e s  l a v é e s  e n  s u s p e n s i o n .  

Nos t r a v a u x  o n t  d é m o n t r é  q u e  l ' i n c o r p o r a t i o n  d e  l ' a c i d e  

s i a l i q u e  e s t  f o n c t i o n  du  t emps  d '  i n c u b a t i o n  j u s q u ' à  30 m i n u t e s ,  

p é r i o d e  p e n d a n t  l a q u e l l e  l e s  m o l é c u l e s  d e  l ' a c i d e  s i a i i q u e  

s o n t  f i x é e s  p r i n c i p a l e m e n t  a u  n i v e a u  d e  l a  membrane d e s  p l a q u e t -  

t e s  " v i v a n t e s " .  E n s u i t e  il  s e m b l e  q u e  p l u s  l e s  p l a q u e t t e s  o n t  

s u b i t  l ' e f f e t  d e  l ' i n c u b a t i o n ,  p l u s  e s t  a c c e n t u é e  l a  p é n é t r a t i o n  

d e  ( l 4 c ) - N ~ N ~  à l ' i n t é r i e u r  d e s  p l a q u e t t e s .  

Dans l e  c a s  d e s  p l a q u e t t e s  i s o l é e s ,  e n t r e  1 0  e t  30 m i n u t e s  

d '  i n c u b a t i o n ,  1' i n c o r p o r a t i o n  a t t e i n t  un n i v e a u  c o n s t a n t  s u i v i  

d ' u n e  d i m i n u t i o n  s u b i t e ,  s i  1' i n c u b a t i o n  e s t  p r o l o n g é e  j u s q u ' à  

1 h e u r e  ( F i g u r e  2.9 ). P a r  c o n t r e  d a n s  l e  c a s  d e  PRP o n  n ' a  

c o n s t a t é  c e  p l a f o n d  q u ' a p r è s  2 h e u r e s  d ' i n c u b a t i o n .  A p r è s  30 m i -  

n u t e s  d '  i n c u b a t i o n  l '  i n c o r p o r a t i o n  a u g m e n t e  e n  f l è c h e ,  m a i s  

c e l l e - c i  se p r o d u i t  s u r  l e s  a u t r e s  f r a c t i o n s  du  p l a s m a ,  a p r è s  l a  

s a t u r a t i o n  d e s  p l a q u e t t e s .  

D ' a p r è s  l e s  v a l e u r s  o b t e n u e s  o n  p e u t  c o n s i d é r e r  q u e  

d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  d o n n é e s  l e  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  op t imum e s t  

d e  3 0  m i n u t e s  e t  l e  p o u v o i r  r é c e p t e u r  d e  10'  p l a q u e t t e s  n o r -  

males a u g m e n t e  j u s q u ' à  i n c o r p o r a t i o n  d e  11 B 1 7  m i c r o m o l e s  



' a c i d e  s i a l i q u e  p a r  l e s  p l a q u e t t e s  l a v é e s ,  a l o r s  que  l e s  p l a -  

u e t t e s  r e s t a n t  d a n s  l e u r  m i l i e u  p l a s m a t i q u e  e n  i n c o r p o r e n t  d e  

1 7  à 2 2 , 5 0  m i c r o m o l e s  ( T a b l e a u  2 . n Q .  

Nous c o m p r e n o n s  p a r  l à  une i n c o r p o r a t i o n  s u r  l e s  s i t e s  

a c c e s s i b l e s  d e  l a  s u r f a c e  d e s  membranes p l a q u e t t a i r e s ,  c a r  n o u s  

a v o n s  c o n s t a t é  que  l a  v i t e s s e  i n i t i a l e  d ' i n c o r p o r a t i o n  d e  

l ' a c i d e  s i a l i q u e  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  e s t  f o n c t i o n  d e  l a  concen-  

t r a t i o n  e n  enzyme s i a l y l t r a n s f é r a s e  du m é l a n g e  d ' i n c u b a t i o n .  

Nous a v o n s  é t u d i é  l e s  c o n d i t i o n s  o p t i m a l e s  d ' i n c o r p o r a t i o n  

d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  p a r  l e s  s i t e s  a c c e p t e u r s  d e  l a  membrane d e s  

p l a q u e t t e s .  L e s  f i g u r e s  s u i v a n t e s  i l l u s t r e n t  l e s  v a r i a t i o n s  du 

p o u v o i r  r é c e p t e u r  d e  l a  membrane e n  f o n c t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  

d e  l ' e n z y m e  q u a n d  l e s  a u t r e s  é l é m e n t s  d u  m i l i e u  s o n t  r e s t é s  

c o n s t a n t s  ( F i g u r e  2 .10) .  

La c o m p a r a i s o n  e n t r e  l e  p o u v o i r  r é c e p t e u r  d e s  p l a q u e t t e s  

e n  m i l i e u  p l a s m a t i q u e  e t  c e l u i  des p l a q u e t t e s  l a v é e s  a m o n t r é  

q u e  d a n s  c e t t e  d e r n i è r e  p r é p a r a t i o n ,  ce p o u v o i r  e s t  i n f é r i e u r  

à c e l u i  d e s  p l a q u e t t e s  r e s t a n t  d a n s  l e u r  p lasma .  



CINETIQUE DE L'INCORPORATION DE L'ACIDE SIALIQUE PAR 

LES PLAQBETTES LAVEES 

O NANA ( 1 4 c )  INCORPORE PAR LES PROTEINES MEMBRANAIRES 

NANA (14c) INCORPORE PAR LES PROTEINES INTRAPLAQUETTAIRES 

AaS* de ( l 4 c - N ~ ~ ~ )  = 0,5 x 106 epm par mieromole 
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Figure 2 .  10 

INCORPORATION DE L'ACIDE SIALIQUE PAR LES PLAQUETTES 

EN FONCTION DU TAUX DE SIALYLTRANSFERASE 

CHAMPS DES VALEURS MESUREES SUR DES PLAQUETTES LAVEES 

CHAMPS DES VALEURS MESUREES SUR 
DES PLAQUETTES E N  MILIEU PLASMATIQUE 

pl DE FRACTION MICROSOMALE DE L'HOMOGENAT DE FOIE 
DE RAT AJOUTES A 108 PLAQUETTES. 

(par i n c u b a t i o n  

d e  30 m i n . )  





4 .  L"EEPFET DE NEURAMINIDASE SUR LqINCORPORATIQN DE L'ACIDE 

SIALIQUE SUR LES PLAQUETTES 

P o u r  é t a b l i r  s i  un enzyme d é g r a d a n t  p r é s e n t  d a n s  l e s  

p l a q u e t t e s  o u  d a n s  l ' h o m o g é n a t  d e  f o i e  d e  r a t  p o u r r a i t  ê t r e  

r e s p o n s a b l e  d ' u n e  p e r t e  d e  I f  a c t i v i t é  d g  i n c o r p o r a t i o n  d ' a c i d e  

s i a l i q u e ,  n o u s  a v o n s  é t u d i é  l ' e f f e t  de l a  n e u r a m i n i d a s e  s u r  

1' a c t i v i t é  s i a l y l t r a s f é r a ç i q u e  d w  u n e  p a r t  e t  s u r  l e  p o u v o i r  

r é c e p t e u r  d e s  p l a q u e t t e s  d s a u t r e  p a r t ,  

Nous a v o n s  s o u n i s  à l ' i n c u b a t i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s  d e  

p l a q u e t t e s  l a v é e s  a v e c  l a  e i a l y l t r a n s f é r a s e  e n  p r é s e n c e  d ' u n e  

q u a n t i t é  f a i b l e  d e  n e u r a m i n i d a s e  d e  C l o s t r i d i u m  p e r f r i n g e n s .  

Nous a v o n s  c o n s t a t é  q u ' e n  p r é s e n c e  d e  n e u r a m i n i d a s e  1' i n c o r p o -  

r a t i o n  sur l e s  p l a q u e t t e s  s e  m o n t r e  d i m i n u é e .  

Les  r é s u l t a t s  s o n t  p r é s e n t é s  d a n s  l a  f i g u r e  2 . 1 1  d o n t  

l a  l é g e n d e  e s t  l a  s u i v a n t e  : 
t e m p s  

d '  i n c u b a t i o n  

1. Courbe  d e  c/m d e  2 5  pmole d e  N A N A ( ~ ~ C )  - 
2 .  Courbe  

3 .  Courbe  

4 .  Courbe  

9 1 0  p l a q u e t t e s  + 

25 vmoles  N A N A ( ' ~ C )  30 m i n u t e s  

1 0  v l  d e  f r a c t i o n  d e  f o i e  de  r a t  

9 1 0  p l a q u e t t e s  + 

25 umoles  N A N A ( ' ~ C )  30 m i n u t e s  

1 0  p l  d e  f r a c t i o n  d e  f o i e  d e  r a t  

0 , 0 0 0 1  U.I. d e  n e u r a m i n i d a s e  d e  
C l o s t r i d i u m  p e r f  r i n g e n s  

l e  m e m e  m é l a n g e  q u e  p o u r  l a  2 h e u r e s  
c o u r b e  3 

L e s  p i c k s c o r r e s p o n d e n t  : 

a  = CMP-NANA( '~C)  é t a l o n  

b = N A N A - ( ~ ~ C )  l i b r e  

c  = p r o d u i t s  d e  d é g r a d a t i o n  non i d e n t i f i é s  

d  = N A N A - ( ~ ~ C )  i n c o r p o r é  



Figure 2. 1 1  

,INFLUENCE DE LA NEURAMINIDASE SUR L ' I N C O R P O R A T I ~  

.PE L'ACIDE S - m  

Temps  e t  mélanges  

CMP-NANA 

PLAQUETTES + 
CMP-NANA + 
SIALYL TRANSFERASE 

PLAQUETTES + 
CMP-NANA + 
SIALYL TRANSFERASE 
NEURAMINIDASE 
d e  Clost .  Perfr .  

MESURES DE J a m A C T I V I T E  APRES ELECTROPHORESE DES 
ECHANTIT LONS DIINCUBATIQ& ,? !: 7 

a) CHP(14~)-NANA etrion, b) (14c)-NANA libre 

O 
14 

C )  produits de dégradation non idcntif iés, d) ( c)-NANA incorporé. 
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5. REPARTITION DE L ' ACIDE SIALIQUE RADIOACTIF INCORPORE ENTRE 

GLYCOPROTEINES ET GLYCOLIPIDES PLAQUETTAIRES 

Nous a v o n s  t e n t é  d e  l o c a l i s e r  l e s  r é s i d u s  d ' a c i d e  s i a l i -  

que  i n c o r p o r é s  s u r  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  e t  g l y c o l i p i d e s  d e  l a  

membrane d e s  p l a q u e t t e s .  

Mode o p é r a t o i r e  

+) En u t i l i s a n t  l a  méthode  d ' e x t r a c t i o n  d e s  l i p i d e s  p a r  l e s  

s o l v a n t s ,  n o u s  a v o n s  d é t e r m i n é  l a  r a d i o a c t i v i t é  d e s  g l y c o p r o  - 
t é i n e s  e t  d e s  g l y c o l i p i d e s .  

T a b l e a u  2 . v ~  

L' INCORPORA 

GLYCOPROTEI 

I n c o r p o r a t i o n  t o t a l e  

F r a c t i o n  d e s  g l y c o -  
p r o  t é i n e s  

F r a c t i o n  d e s  l i p i d e s  

P e r t e , .  o u  a u t r e s  
f r a c t i o n s  s o l u b l e s  
n o n  i d e n t i f i é e s  

B i l a n  

C I O N  RESPECTIVE DE L'ACIDE SIALIQUE SUR LES 

IES ET SUR LES GLYCOLIPIDES PLAQUETTAIRES 

Temps d e  1 ' i n c u b a t i o n  
d g  i n c o r p o r a t i o n  d e  N A N A ( ~ ~ C )  8-3 

30 m i n u t e s  

~ n o l e s  N A N A - ( ' ~ ~ c )  1 

Ci;  
6 0  m i n u t e s  

*moles  N A N A - ( ~ ~ C ) I  

O 
f i x é e s  p a r  1 e n  X 
9  
1 0  p l a q u e t t e s  1 
l 

14 .84 1 L O O  

I 
9.40 

I 
6 3  

1.95 1 1 3 . 2  

I 
3.49 23.0 

I 
99.2% 

I 

f i x é e s  p a r  ( e n  2  

1 0  9 p l a q u e t t e s  ) 

22 ,40  I 100 2  
I 

13.57 1 6 0 , s  

2 ,24 
I 
1 8  , 4 

I 
6.59 1 2 9 , O  

I 

1 97.92 



D ' a p r è s  c e s  r é s u l t a t s ,  o n  p e u t  c o n c l u r e ,  q u e  p o u r  l e  

CMP-NANA d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  d ' i n c u b a t i o n  p r é c i t é e s  p l u s  h a u t ,  

l e  t a u x  d e  l a  f i x a t i o n  e s t  d e  9 , 4  à 1 3 , 6  pmoles  d ' a c i d e  s i a l i q u e  

p o u r  l e s  p r o t é i n e s ,  t a n d i s  q u e  p o u r  l e s  l i p i d e s  il n ' e s t  q u e  

d e  1 , 9  à 2 , 2 5  v m o l e s  d ' a c i d e  s i a l i q u e ,  c ' e s t - à - d i r e  4 e t  6 

f o i s  p l u s  f a i b l e .  

On p e u t  n o t e r  a u s s i  q u ' e n t r e  30 e t  60 m i n u t e s  d ' i n c u b a -  

t i o n  l e  t a u x  d t a c i d e  s i a l i q u e  i n c o r p o r é  s u r  l e s  p r o t é i n e s  e s t  

augmenté  d ' e n v i r o n  4 4  X ,  c e p e n d a n t  q u e  l e  t a u x  i n c o r p o r é  p a r  

l e s  g l y c o l i p i d e s  n e  m o n t r e  q u e  1 4  % d ' a u g m e n t a t i o n  e n t r e  30 e t  

60 m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n ,  

V r a i s e m b l a b l e m e n t ,  a p r è s  30 m i n u t e s  d '  i n c u b a t i o n  l e s  

s i t e s  d e s  g l y c o l i p i d e s  d e  l a  s u r f a c e  p l a q u e t t a i r e  s o n t  s a t u r é s .  

S i  l ' i n c u b a t i o n  se p r o l o n g e a i t  j u s q u ' à  l a  d e s t r u c t i o n  p a r t i e l l e  

d e s  p l a q u e t t e s ,  c e l l e - c i  p e r m e t t r a i t  p r o b a b l e m e n t  l ' e n t r é e  e n  

j e u  d e  p r o t é i n e s  i n t r a p l a q u e t t a i r e s  p r é s e n t a n t  d e s  s i t e s  a c c e p -  

t e u r s  p o u r  l e s  m o l é c u l e s  d e  NANA. 

C e p e n d a n t  l e s  g l y c o l i p i d e s  i n t r a p l a q u e t t a i r e s  n e  p r é s e n -  

t e n t  q u e  p e u  d e  s i t e s  p o u r  l ' i n c o r p o r a t i o n  d ' a c i d e  s i a l i q u e .  

C e c i  c o n c o r d e  a v e c  l e  r a p p o r t  e n t r e  l e s  t a u x  e n  g l y c o p r o -  

t é i n e s  e t  e n  g l y c o l i p i d e s  d e s  p l a q u e t t e s .  



C H A P I T R E  4 

N A T U R E  D E  L A  L I X I Ç O i V  E N T R E  L E S  G L Y C O P R O T G I N E S  DE L A  

S U R F A C E  P L A Q U E T T A I R E  E T  L ' A C I D E  S I A L I Q U E  R A D I O A C T I F  I N C O R P O R E  - 

1. I N T R O D U C T I O N  

Comment p e u t - o n  i m a g i n e r  1' i n c o r p o r a t i o n  i n  v i t r o  d e  

l ' a c i d e  s i a l i q u e  s u r  d e s  c h a î n e s  g l u c i d i q u e s  d e  l a  membrane 

d e s  p l a q u e t t e s  ? 

L e s  d i f f é r e n t e s  s o r t e s  d e  g l y c o p r o t é i n e s  s o n t  c a r a c t é -  

risées p a r  l e u r  c h a î n e  g l u c i d i q u e  e t  p a r  l a  n a t u r e  d e  l a  l i a i -  

s o n  d e  c e t t e  c h a î n e  g l u c i d i q u e  a v e c  l a  p a r t i e  p r o t i d i q u e .  E n  

c e  q u i  c o n c e r n e  l a  n a t u r e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  o n  p e u t  l e s  i l l u s -  

t r e r  p a r  l e s  s c h é m a s  g é n é r a u x  d e s  3 c l a s s e s  des g l y c o p r o t é i n e s  

(66)  : 
GLycopho;tEineo pLabriatiq ues 

GalNAc 

NAN 

G al 
I 

F u c  

I 
Ser 

O U  

Tl1 r 
I 
O 
I 

G a l N A  



L e s  g l y c o p r o t é i n e s  d u  g r o u p e  1 o n t  l e s  u n i t é s  t e r m i n a l e s  

n o n - r é d u c t r i c e s  d e  l a  c h a î n e  g l u c i d i q u e  : :acide s i a l i q u e  o u  

l e  L - f u c o s e .  L e  g a l a c t o s e  e t  u n e  p a r t i e  d e  N-Ac-g lucosamine  

c o n s t i t u e n t  l e s  r é s i d u s  l i é s  a u x  u n i t é s  t e r m i n a l e s ,  l e  r e s t e  

d u  N-Ac-glucosamine  e t  l e  m a n n o s e  se t r o u v e n t  h a b i t u e l l e m e n t  

à l ' i n t é r i e u r  d e  l a  c h a î n e  e n  l i a i s o n  a v e c  l a  p a r t i e  p e p t i d i q u e  

d e s  p r o t é i n e s .  Cet te  l i a i s o n  se  r é a l i s e  p a r  u n e  a t t a c h e  N-glyco-  

s i d i q u e  e n t r e  l e  N-Ac-g lucosamine  e t  un r é s i d u  d e  1' a s p a r a g i n e  

d e  l a  p r o t é i n e .  

L e s  g l y c o p r o t é i n e s  d e s  g r o u p e s  2 e t  3 o n t  l e s  c h a î n e s  g l u -  

c i d i q u e s  s a n s  d e s  u n i t é s  d e  m a n n o s e ,  e t  e l l e s  s o n t  a t t a c h é e s  p a r  

u n e  l i a i s o n  O - s é r i n e  o u  O - t h r é o n i n e .  

A 1' i n t é r i e u r  d e  l a  c h a r n e  g l u c i d i q u e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s ,  

l e s  m o l é c u l e s  d ' a c i d e  s i a l i q u e  p e u v e n t  ê t r e  l i é e s  a u x  r é s i d u s  d e  

g a l a c t o s e  o u  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  m a i s  a u s s i  à d '  a u t r e s  r é s i d u s  

d ' a c i d e  s i a l i q u e .  D e  ce f a i t ,  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  c o m p o r t a n t  d e s  

c h a î n e s  g l u c i d i q u e s  c o m p l è t e s  s o n t  a u s s i  d e s  a c c e p t e u r s  d ' a c i d e  

s i a l i q u e .  P a r  e x e m p l e ,  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  p l a s m i q u e s  comme l e  

f i b r i n o g è n e ,  même à l ' é t a t  n a t i f  i n c o r p o r e n t  un c e r t a i n  t a u x  

d '  a c i d e  s i a l i q u e .  

Nous a v o n s  c h o i s i  comme s o u r c e  d e  s i a l y l t r a n s f é r a s e  l e s  

f r a c t i o n +  m i c r o s o m a l e s  d e  f o i e  d e  r a t .  Le  t a b l e a u  c i - c o n t r e  p r é -  

s e n t e  l e s  q u a l i t é s  d i f f é r e n t e s  d e s  p r é p a r a t i o n s  d e  s i a l y l t r a n s -  

f é r a s e  p r o v e n a n t  d e  s o u r c e s  d i f f é r e n t e s  ( T a b l e a u  2 .  IX) . 
L ' i n c o r p o r a t i o n  d ' a c i d e  s i a l i q u e  s u r  l e s  g l y c o l i p i d e s  

p l a q u e t t a i r e s  s e m b l e  ê t r e  p o s s i b l e .  D ' a p r è s  MARCUS e t  C o l l .  

( 1 9 6 9 )  ( 1 0 3 )  l a  membrane  d e s  p l a q u e t t e s  c o n t i e n t  a u  m o i n s  t r o i s  

s o r t e s  d e  g a n g l i o s i d e s  d o n t  l e  p l u s  i m p o r t a n t  e s t l ' h é m a t o s i d e .  

S e l o n  l e  s c h é m a  d é c r i t  p a r  STOFFEL ( 1 9 6 8 )  ( 1 6 4 )  l ' e n z y m e  s i a l y l -  

t r a n s f é r a s e  e s t  i m p l i q u é  d a n s  l a  s y n t h è s e  d e s  g a n g l i o s i d e s  d e  

l a  f a ç o n  s u i v a n t e  : 

CERAMIDE CERAMIDE 
1 1 4  

GLUCOSE CMP-NANA( C) I 
GLUCOSE 

1 SIALYLTRANSFERAS 
GALACTOSESNANA 

I 
GALACTOSE+NANA+NANA ( 1 4 c )  



Tableau 2 .XI. 

NEURAMINYL T R A N S F E R A S E S  

SUBSTRATE ACCEPTOR P R O D U C T  
OCCURRENCE 

( i s o l a t t d )  

C M P - N A N A  a - D -  GalpNAc 1 - S t r  
T h r  }PRO 

0-D-Ga lp  1 - 4  P - D -  GpNAc 1- ... PRO 

P-D-Ga lp  1 - 4  P-D-G~NAC 1-1 C E R  

a .NA 2 . 6 a - D - G a l p N A c  - P R O  shetp submaxillary 
gland 

goast colostrum r a t  
a- N A  2-3 P - ~ - ~ a l p l - 4  0 - D - G p N A c l . .  . P R O  mammary gland, 

lirtr preparations 
a-  N A  2-3 P - D - G a l p l - 4  P-D-GPI-I C E R  tmbryonic chicken 

( G ~ a c t )  brain 

G ~ a c t  a - N A  2 - 8 a - N A 2 - 3  P - D - ~ a l ~ l - 4 P - ~ - ~ ~ l . l  CER embryonic chicken 
(GLact) b n i n  

b D - G a l p 1 - 4 P - ~ - ~ p ~ ~ c  1. ... P R O  a - N A 2 - 6  P - D - G a l p l - 4  P - D - G p N A c l - .  . . P R O  r a t  colostrum 

P-D-Galp 1 - 3  0 - D - G a l p N ~ c l - 4  0 - D - G a l p  1-4 P -D-G~  1-1 CER P-D- alp pl-3 P - D - G a l p N A c l - 4  0 - D - G a l p l - 4  P-D-G~I-I CER tmbryonic 
3 chicken brain 

0-D-Galp 1-3 D - G p N A c  
D- GalpNAc 1.. . P R O 

(Gangliosidt Gd) 
I 
2 

a- N A  

P N A  2.3 ~ . D - G ~ I ~ ~ - ~ D - G ~ N A C  
a N A 2 - 3  D-GaipNAc1- . . .  P R O  

r a t  colostrum 
postulatcd 



l D e  c e  f a i t ,  o n  p e u t  p e n s e r  q u ' à  p a r t i r  d e  l ' h é m a t o s i d e  

p l a q u e t t a i r e ,  l a  s i a l y l t r a n s f é r a s e  c a t a l y s e  l a  f o r m a t i o n  d ' u n e  

l i a i s o n  e n t r e  'deux m o l é c u l e s  d ' a c i d e  s i a l i q u e  e t  il e n  r é s u l t e  

u n e  d i s i a l o g a n g l i o s i d e .  

2. DETERMINATION DE LA LIAISON ENTRE PLAQUETTE ET A C I D E  

SIALIQUE INCORPORE PAR HYDROLYSE A C I D E *  - 

Du f a i t  q u e  l e s  d o s a g e s  d e  r a d i o a c t i v i t é  e f f e c t u é s  s u r  

l e s  p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  en a c i d e  s i a l i q u e  ( 1 4 c )  o n t  donné d e s  

v a l e u r s  r e p r o d u c t i b l e s  o n  p e u t  c o n c l u r e  q u ' u n e  l i a i s o n  e n t r e  

p l a q u e t t e  e t  a c i d e  s i a l i q u e  i n c o r p o r é  a  é t é  é t a b l i e .  De p l u s  

n o u s  a v o n s  d é m o n t r é  q u e  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  e t  l e s  g l y c o l i p i d e s  

p l a q u e t t a i r e s  o n t  p a r t i c i p é  comme a c c e p t e u r s  à l ' i n c o r p o r a t i o n  

d ' a c i d e  s i a l i q u e  d a n s  l a  membrane p l a q u e t t a i r e .  

I l  n o u s  res te  e n c o r e  à c a r a c t é r i s e r  l a  n a t u r e  d e  c e t t e  

l i a i s o n  e n t r e  p l a q u e t t e  e t  l ' a c i d e  s i a l i q u e  r a d i o a c t i f  : 

- s t a g i t - i l  s i m p l e m e n t  d ' a d s o r p t i o n ,  o u  

- d ' u n e  l i a i s o n  c h i m i q u e ,  ou  

- d e s  d e u x  ? 

Dans c e  b u t  p r é c i s ,  n o u s  a v o n s  d é t e r m i n é  l e  t a u x  d ' a c i d e  

s i a l i q u e  r a d i o a c t i f  i n c o r p o r é ,  c h i m i q u e m e n t  l i é .  

La n a t u r e  d e s  l i a i s o n s  e n t r e  l es  g l y c o p r o t é i n e s  d e  l a  

membrane p l a q u e t t a i r e  e t  1' a c i d e  s i a l i q u e  r a d i o a c t i f  i n c o r p o r é  

p e u t  ê t r e  d é t e r m i n é  : 

1 )  p a r  h y d r o l y s e  a c i d e  

2 )  p a r  d é g r a d a t i o n  e n z y m a t i q u e  

H y d r o l y s e  a c i d e  

A f i n  d e  v é r i f i e r  l a  s t a b i l i t é  d e  c e s  l i a i s o n s ,  l e s  p l a -  

q u e t t e s  p r é c é d e m m e n t  e n r i c h i e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e  s o n t  s o u m i s e s  
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2  

d e s  p l a q u e t t e s  n a t i v e s .  La c i n é t i q u e  d e  l i b é r a t i o n  d e  l ' a c i d e  

s i a l i q u e  à p a r t i r  d e s  p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  e t  d e s  p l a q u e t t e s  

n a t i v e s  o n t  é t é  c o m p a r é e s  p a r  d o s a g e  s e l o n  WARREN. 

Nos r é s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  s u r  l e s  f i g u r e s  2 . 1 2 . a  e t  

2 .12 .b .  I l s  m o n t r e n t  q u e  s o u s  l ' a c t i o n  d ' u n e  h y d r o l y s e  a c i d e  l a  

l i a i s o n  d e s  m o l é c u l e s  d ' a c i d e  s i a l i q u e  ( 1 4 c )  f i x é e s  s u r  l e s  p l a -  

q u e t t e s  r é s i s t e  d ' u n e  f a ç o n  s i m i l a i r e  à c e l l e  d e s  m o l é c u l e s  

d ' a c i d e  s i a l i q u e  d ' o r i g i n e  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  n a t i v e s ,  c ' e s t - à -  

d i r e  q u ' i l  s ' a g i t  d ' u n e  l i a i s o n  c h i m i q u e .  



Figure 2.12.0 

CINETIQUE DE LIBERATION DE L'ACIDE SIALIQUE AU COURS DE 

L'HYDROLYSE ACIDE DES PLAQUETTES LAVEES 

l-> Temps de 1 @ hydml y se 

-PLAQUETTES NATIVES (65 micromoles NANA/IO' plaquettes) *- -*PLAQUETTES ENRICHIES (65 plus Il micromoles NANA incor- 
EN ACIDE SIALIQUE porées ayant en total 76 micromoles 

NANA par IOy plaquettes). 
(par incubation 

de 30 min.) 



Figure  2.12.b 

CINETIQUE DE LIBERATION DE L'ACIDE SIALIQUE AU COURS 

DE L'HYDROLYSE ACIDE DES PLAQUETTES LAVEES 

b Temps de 1 hydrolyse 

9 *- PLAQUETTES NATIVES (65 micromoles N A N A / ~ O  p l a q u e t t e s )  

A-.'* PLAQUETTES ENRICHIES (65 p l u s  22 micromoles NANA i n c o r -  
EN ACIDE SIALIQUE porées  ayant en  t o t a l  8 7  micromoles 

(par incubat ion NANA par 1OY p l a q u e t t e s ) .  

de 60 min.)  



- 1 0 6  - 

T a b l e a u  2.XI 

SYNTHESE I N  VITRO DEGRADATION SUBSEQUENTE 
( p a r  h y d r o l y s e  a c i d e )  

*) 10' p l a q u e t t e s  = 2 . 4 3  mg d e  p r o t é i n e  p l a q u e t t a i r e ,  
d é t e r m i n é  s e l o n  Lowry 

W )  A c i d e  s i a l i q u e  d é t e r m i n é  s e l o n  l a  m é t h o d e  W a r r e n  

R )  A c i d e  N - a c é t y l - n e u r a m i n i q u e  a c i d e  m a r q u é  a u  1 4 c a r b o n e  
d o s é  p a r  c o m p t a g e  ( 1 4 ~ ) .  

PLAQUETTES NATIVES 

PLAQUETTES ENRICHIES 
( p a r  30 m i n u t e s  
d '  i n c u b a t i o n )  

PLAQUETTES ENRICHIES 
( p a r  60 m i n u t e s  
d '  i n c u b a t i o n )  

I l  e x i s t e  un é c a r t  e n t r e  l e s  v a l e u r s  d e  l ' i n c o r p o r a t i o n  m e s u r é e s  

p a r  c o m p t a g e  d e  r a d i o a c t i v i t é  e t  l e s  v a l e u r s  d é t e r m i n é e s  p a r  l e s  

d o s a g e s  p u r e m e n t  c h i m i q u e s .  D e  1 4 , 8  p m o l e s  N A N A  i n c o r p o r é e s  n o u s  

n 'avons r e t r o u v é  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  q u e  11 p m o l e s  N A N A  

s u p p l é m e n t a i r e s ,  s u r  2 9 ,  5 p m o l e s  n o u s  a v o n s  r e t r o u v é  2 2  p m o l e s .  

C e s  r é s u l t a t s  n e  s o n t  p a s  c a r a c t é r i s t i q u e s  p o u r  i n c o r p o r a t i o n  

p a r c e  q u ' i l s  r e f l è t e n t  a u s s i  l a  s e n s i b i l i t é  d e  l a  m é t h o d e  d e  

W a r r e n  e t  e n c o r e  l e s  p e r t e s  d e  m a t é r i e l  p e n d a n t  l e s  n o m b r e u s e s  

m a n i p u l a t i o n s .  

1 

T e n e u r  e n  
a c i d e  
s i a l i q u e  
pmo'esl  

9 
1 0  p l a -  
q u e t t e s  * 

W. 

6 5  

7 7  

87  

I I  

1 4  ( C)-NANA 
i n c o r p o r é  
p m o l e s /  

9  
1 0  p l a -  
q u e t t e s  

R .  

0,OO 

1 4 , 8  

29 ,5 

I I I  

( 1 4 ~ ) - ~ ~ N ~  
i n c o r p o r é ,  e t  l i b é r e  
p a r  h y d r o l y s e  a c i d e  

u m o l e s / 1 0 9  p l a q u e t t e s  

W .  

0,OO 

1 1 s  

2 2  



3 .  DETERMINATION DE LA NATURE DE LA LIAISON ENTRE PLAQUETTE ET 

ACIDE SIALIQUE PAR DES METHODES ENZYMATIQUES 

a )  C i n é t i q u e  d e  l i b é r a t i o n  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  r a d i o a c t i f  . - .  . 
d é g r a d é  p a r  l a  n e u r a m i n i d a s e  

L ' e n r i c h i s s e m e n t  e n  a c i d e  s i a l i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  l a v é e s  

d e  d i v e r s  s u j e t s  normaux  a  m o n t r é  q u e  l a  s a t u r a t i o n  d e s  s i t e s  

r é c e p t e u r s  d e  l a  membrane p o u r  l ' a c i d e  s i a l i q u e  e s t  a t t e i n t e  

a p r è s  3 0  m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n  à 37OC. Dans ces c o n d i t i o n s  l e s  

p l a q u e t t e s  o n t  i n c o r p o r é  e q v i r o n  20 v m o l e s  d e  NANA p a r  1 0  9 

p l a q u e t t e s .  

Dans u n e  a u t r e  s é r i e  d ' e x p é r i e n c e s  o ù  10' p l a q u e t t e s  

l a v é e s  i n t a c t e s  o n t  i n c o r p o r é  1 9 , 3 2  v m o l e s  NANA r a d i o a c t i v e s ,  

n o u s  a v o n s  i s o l é  l e s  p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  

e t  n o u s  a v o n s  p r é p a r é  3  é c h a n t i l l o n s  q u e  l ' o n  a s o u m i s  à une  

i n c u b a t i o n  a v e c  d e  l a  n e u r a m i n i d a s e  p e n d a n t  2 ,  24 e t  7 2  h e u r e s  

r e s p e c t i v e m e n t .  E n s u i t e  l e s  m o l é c u l e s  d e  NANA m a r q u é e s  l i b é r é e s  

p a r  l a  n e u r a m i n i d a s e  é t a i e n t  i d e n t i f i é e s  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  

p a p i e r  e t  d o s é e s  p a r  c o m p t a g e  d u  ( 1 4 c )  ( F i g u r e s  2.13 e t  2 . 1 4 ) .  

L e s  c o u r b e s  d e  l a  f i g u r e  2.14 r e p r é s e n t e n t  : 

- l e s  m o l é c u l e s  d e  N A N A - ( ' ~ C )  l i b é r é e s  p a r  l a  n e u r a m i n i d a s e  

- l e s  m o l é c u l e s  d e  N A N A - ( ' ~ C )  r é s i s t a n t e s  à l ' a c t i v i t é  d e  

l a  n e u r a m i n i d a s e .  

1 4  On p e u t  d o n c  n o t e r  q u e  0 , 8  p m o l e s  d e  NANA-( C) s e u l e m e n t  

e x i s t e n t  à l ' é t a t  l i b r e  a v a n t  l ' a c t i o n  d e  l a  n e u r a m i n i d a s e .  

A p r è s  7 2  h e u r e s  d e  d é g r a d a t i o n  p a r  l a  n e u r a m i n i d a s e  5 , 6  v m o l e s  

d e  N A N A - ( ' ~ C )  p r é a l a b l e m e n t  i n c o r p o r é e s  r é s i s t e n t  e n c o r e  à l a  

d é g r a d a t i o n  e n z y m a t i q u e .  C e t t e  q u a n t i t é  e s t  s e m b l a b l e  â c e l l e  

c o n s t a t é e  l o r s  d e s  d é g r a d a t i o n s  p a r  l a  n e u r a m i n i d a s e  d e s  g l y c o -  

p r o t é i n e s  d ' o r i g i n e  d i v e r s e .  



- 1 0 8  - 

Des l i a i s o n s  e n t r e  l e s  p l a q u e t t e s  e t  l e s  m o l é c u l e s  

d ' a c i d e  s i a l i q u e  i n c o r p o r é e s  s e m b l e n t  ê t r e  d i f f é r e n t e s  p o u r  l 
l e s  p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e  p a r  r a p p o r t  a u  t e m p s  

d l  i n c u b a t i o n  d e  s y n t h è s e  a v e c  l ' e n z y m e  s i a l y l t r a n s f é r a s e  e t  

CMP-NANA. Notamment l a  l i a i s o n  c r é é e  a p r è s  1 0  e t  3 0  m i n u t e s  

e s t  p l u s  r é s i s t a n t e  q u e  c e l l e  a p r è s  6 0  o u  1 2 0  m i n u t e s  d ' i n c u b a -  

t i o n  de  s y n t h è s e .  Le t a b l e a u  c i - d e s s o u s '  m o n t r e  : l 
1. l e  t a u x  d e  l ' i n c o r p o r a t i o n  e n  f o n c t i o n  du t e m p s  

d ' i n c u b a t i o n ,  

II .  l e s  m o l é c u l e s  r é s i s t a n t e s  e n  f o n c t i o n  du t e m p s  d e  1 
d é g r a d a t i o n .  

72 h e u r e s  

L a n t e s  a u  t r a i t e m e n t  

L e s  v a l e u r s  s o n t  d é t e r m i n é e s  p a r  c o m p t a g e  d u  ( l 4 c ) - k J ~ ~ ~ .  

Ces r é s u l t a t s  p e r m e t t e n t  d e  c o n c l u r e  : 

- q u e  67 à 78 % ( s e l o n  l e s  d u r é e s  d ' i n c u b a t i o n )  d e s  m o l é c u l e s  

d ' a c i d e  s i a l i q u e  marqué  a u  (14C) q u i  s o n t  f i x é e s  a u  c o u r s  

d e  l a  b i o s y n t h è s e  i n  v i t r o ,  s o n t  l i é e s  p a r  d e s  LIAISONS 

CHIMIQUES a v e c  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  de  l a  s u r f a c e  d e s  p l a q u e t -  

t e s .  



Figure 2.13.  

ELECTROPHORESE DES PLAQUETTES ENRICHIES E N  ACIDE 

SIALIQUE AVANT E T  APRES TRAITEMENT A L A  NEURAMINIDASE. 

(14Cj) NANA 

TEMOIN 
O 

a.. . d  

DEGRADATION 
par  l e  I 

Incub a r  i o n  
h a b i t u e l l e  
d' i n c o r p o r a t i o n  
de 30 min. 

n e u r a m i n i d a s e  
de  C l o s t b P e r f b  
i n c u b a t i o n  2  h 

I 1 

DEGRADATION 
* 

idem 
i n c u b a t i o n 7 2  h 

O 14 ( C) NANA INCORFORE 

(14c) NANA RESISTANT A LA NEURAMINIDASE 

m (14c) NANA LIBERE PAR LA NEURAMINIDASE 

PRODUITS DE DEGRADATION NON IDENTIFIES :.t 



Figure 2. 14 

CINETIQUE DE LIBERATION DE L'ACIDE SIALIQUE (14c) PAR 

DEGRADATION ENZYMATIQUE PAR L A  NEURAMINIDASE 

3(C-J(C NANA (14c)  LIBERE PAR LA NEURAMINIDASE 

14 *-a NANA ( C) ,RESISTANT A L'ACTIVITE DE L A  
NEURAMTNID &SE 



b )  L i b é r a t i o n  de  l a m e m b r a n e  p l a q u e t t a i r e  d e s  s i a l o n l y -  

c o p e p t i d e s  m a r q u é s  a u  ( 1 4 c )  p a r  h y d r o l y s e  e n z y m a t i q u e  p a r  l a  

p r o n a s e  

L e s  p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e J 4 c  o n t  é t é  

t r a i t é e s  p a r  l a  p r o n a s e .  U t i l i s a n t  l e s  c o n d i t i o n s  e t  l e s  m é t h o d e s  

h a b i t u e l l e s ,  n o u s  a v o n s  i d e n t i f i é  d e s  s i a l o g l y c o p e p t i d e s  m a r q u é s  

a u  ( 1 4 c )  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  e t  c o m p t a g e  du 1 4 c .  

Nos r é s u l t a t s  s o n t  r é s u m é s  d a n s  l a  f i g u r e  s u i v a n t e  : 

F i g u r e  1 l 

cpm 10 6 1.  I 
I 
I 
I 
I 

1 ,O - I 
I 

Gpl .  Gp4. 1 I 

20 cm 

--* 1. M e s u r e s  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d e s  g l y c o p e p t i d e s  i s s u s  d e  
l ' h y d r o l y s e  p r o n a s i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  e n  a c i d e  
s i a l i q u e  marqué  a u  ( 1 4 ~ ) .  

a.) M i g r a t i o n  d e s  g l y c o p e p t i d e s  : t a c h e s  r é v é l é e s  p a r  l a  
n i n h y d r i n e .  

- - - BLANC : Le m é l a n g e  d e s  g l y c o p e p t i d e s  p r o v e n a n t  d e s  p l a q u e t -  
t e s  n a t i v e s  i n c u b é s  a v e c  d u  CMP-NANA s a n s  enzyme. 



1 

On c o n s t a t e  l ' i n c o r p o r a t i o n  d ' a c i d e  s i a l i q u e  m a n i f e s t a n t  

d a n s  l e s  g l y c o p e p t i d e s  1 e t  4 .  

E n s u i t e  n o u s  a v o n s  t r a i t é  l e  m é l a n g e  d e  c e s  g l y c o p e p t i d e s  

r a d i o a c t i f s  p a r  l a  n e u r a m i n i d a s e  d e  C l o s t r i d i u m  P e r f .  à pH 5,5, 

à 3 7 ' ~  p e n d a n t  6 h e u r e s .  La  f i g u r e  2 p r é s e n t e  l a  m i g r a t i o n  ( b )  

d e s  g l y c o p e p t i d e s  d é s t a l i n i s é s ,  m o d i f i é e  p a r  r a p p o r t  à l a  m i g r a -  

t i o n  i n i t i a l e  ( a ) .  L e s  m e s u r e s  d e  r a d i o a c t i v i t é  m o n t r e n t  l a  

q u a n t i t é  d ' a c i d e  s i a l i q u e  ( 1 4 c )  l i b é r é  p a r  l a  n e u r a m i n i d a s e  (y), 
e t  m o n t r e n t  é g a l e m e n t  q u ' u n e  p a r t i e  d e  , l ' a c i d e  s i a l i q u e  r é s i s -  

t a n t e  a u  t r a i t e m e n t  p a r  l a  n e u r a m i n i d a s e  , (x)  f e s t e  d a n s  l e s  

g l y c o p e p t i d e s .  

F i g u r e  2 

ELECTROPHORESE ET MESURES DE RADIOACTIVITE DES GLYCOPEPTIDES 

DES PLAQUETTES ENRICHIES EN ACIDE SIALIQUE 

APRES TRAITEMENT PAR L A  NEURAMINIDASE -- .-. -- - - ----- - 

2, M e s u r e s  d e  r a d i o a c t i v i t é  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  ( 1 4 c )  : 
X) r é s i s t a n t  a u  t r a i t e m e n t  à l a  n e u r a m i n i d a s e ,  
Y j  l i b é r é  p a r  l a  n e u r a m i n i d a s e  
2) p r o d u i t s  d e  d é g r a d a t i o n  n o n  i d e n t i f i é s  

b )  M i g r a t i o n  d e s  g l y c o p e p t i d e s  d é s i a l i n i s é s  ( r é v é l a t i o n  p a r  l a  
n i n h y d r i n e  

c )  M i g r a t i o n  d e  1' a c i d e  s i a l i q u e  l i b r e  ( T é m o i n )  ( R é v é l a t i o n  p a r  
AgN03 



T R O I S I E M E  P A R T I E  

ROLE DE L'ACIDE SIALIQUE 



I N T R O D U C T I O N  

L e s  a c t i v i t é s  b i o l o g i q u e s  d e s  p l a q u e t t e s  v u e s  a u  c o u r s  

d e  l ' h é m o s t a s e  comme l ' a d h é s i o n  e t  l ' a g r é g a t i o n  p e u v e n t  ê t r e  

r e p r o d u i t e s  i n  v i t r o  d a n s  l e  p l a s m a  r i c h e  e n  p l a q u e t t e s  ou d a n s  

l e s  s u s p e n s i o n s  d e  p l a q u e t t e s  i s o l é e s .  L '  i n d u c t i o n  p a r  l e s  a c t i -  

v a t e u r s  o u  l ' e m p ê c h e m e n t  p a r  d e s  i n h i b i t e u r s  d e  c e s  r é a c t i o n s  

c o n s t i t u e n t  d e s  moyens p o u r  r e c u e i l l i r  d e s  i n f o r m a t i o n s  

p r é c i s e s  s u r  l e  c o m p o r t e m e n t  d e s  p l a q u e t t e s  d a n s  l e u r s  f o n c -  

t i o n s  s p é c i f i q u e s .  Dans l e  c a s  d e s  p l a q u e t t e s  n o r m a l e s ,  l e  

d é r o u l e m e n t  d e  c e s  t e s t s  r e f l è t e  une  s u r f a c e  p l a q u e t t a i r e  m u n i e  

d e s  s i t e s  a c t i f s .  P r o p r e m e n t  d i t ,  l e s  c o m p o s a n t s  c h i m i q u e s  d e  

l a  s u r f a c e  : p r o t é i n e s ,  l i p i d e s  e t  g l u c i d e s  s o n t  e n  é q u i l i b r e .  

P a r  c o n s é q u e n t  d e s  enzymes ,  d e s  f a c t e u r s  p l a q u e t t a i r e s  d e  l a  

c o a g u l a t i o n ,  l a  c h a r g e  é l e c t r i q u e  d e  l a  s u r f a c e  s e  m a n i f e s t e n t  

comme é t a n t  p r ê t s  à f o n c t i o n n e r .  

L e s  p l a q u e t t e s  d e s  c a s  p a t h o l o g i q u e s  m o n t r e n t  d e s  ano-  

m a l i e s  d a n s  l e s  t e s t s  i n  v i t r o ,  l e s q u e l s  r e f l è t e n t  l e s  p e r t u r -  

b a t i o n s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d a n s  l e u r  f o n c t i o n  i n  v i v o .  L e s  d e u x  

m a n i f e s t a t i o n s  d e  l a  p e r t u r b a t i o n  f o n c t i o n n e l l e  a c c u s e n t  une  

a n o m a l i e  d a n s  l ' é q u i l i b r e  e n t r e  l e s  c o m p o s a n t s  de  l a  s u r f a c e  

d e s  p l a q u e t t e s  p a t h o l o g i q u e s .  

Dans p l u s i e u r s  c a s  p a t h o l o g i q u e s ,  comme n o u s  l e s  a v o n s  

p r é s e n t é s ,  l e s  c o m p o s a n t s  g l u c i d i q u e s  m o n t r e n t  l e s  a n o m a l i e s  

a u  n i v e a u  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e ,  p a r  c o n s é q u e n t  a u  n i v e a u  f o n c -  

t i o n n e l  d e  l a  c h a r g e  é l e c t r i q u e  d e  l a  s u r f a c e  p l a q u e t t a i r e .  Nous 
a v o n s  e s s a y é  d e  mettre  e n  é v i d e n c e  s ' i l  y  a  o u  n o n  un r ô l e  a t -  

t r i b u a b l e  à c e  g l u c i d e  d a n s  l e s  a n o m a l i e s .  Nous a v o n s  c o n s i d é r é  

q u e  l e s  c h a n g e m e n t s  p r o v o q u é s  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  n o r m a l e s  s o n t  

s i g n i f i c a t i f s  d a n s  l a  m e s u r e  où l ' o n  p o u r r a i t  l e s  d é m o n t r e r  e t  

v é r i f i e r  p a r  l e s  t e s t s  u t i l i s é s  p o u r  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  d e s  

f o n c t i o n s  p l a q u e t t a i r e s  p a t h o l o g i q u e s .  



C H A P I T R E  1 

ROLE DE L ' A C I D E  SIALIQUE E N  TANT QUE PORTEUR DE CHARGE 

1. ACIDE SIALIQUE ET CHARGE ELECTRIQUE DE LA SURFACE PLAQUETTAIRE 

Le r ô l e  d e  l ' a c i d e  s . i a l i q u e  comme r e s p o n s a b l e  d e  l a  c h a r g e  

n é g a t i v e  e t  d e  c e r t a i n e s  a c t i v i t é s  d e  l a  s u r f a c e  p l a q u e t t a i r e  a  

é t é  m i s  e n  é v i d e n c e  p a r  SPAET e t  ZUCKER e t  p a r  MADOFF, EBBE e t  

BALDINI ( 9 6 , 1 6 2 ) .  L e s  a u t e u r s  o n t  r a p p o r t é  q u e  l e  t r a i t e m e n t  

d e s  p l a q u e t t e s  p a r  l a  n e u r a m i n i d a s e  d i m i n u e  c o n s i d é r a b l e m e n t  l e u r  

m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e .  

Le r ô l e  é v e n t u e l  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  d a n s  l e  c o m p o r t e m e n t  

d e s  p l a q u e t t e s  p a t h o l o g i q u e s  a  é t é  é t u d i é  p a r  G R O T T U M  e t  SOLUM 

( 5 9 )  q u i  o n t  s i g n a l é  l e s  p r e m i e r s ,  e n  1 9 6 9 ,  l e s  t e n e u r s  f a i -  

b l e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e  d a n s  d e u x  c a s  d e  t h r o m b o c y t o p é n i e  a v e c  

p l a q u e t t e s  g é a n t e s .  I l s  o n t  e n v i s a g é  q u e  l e  c o m p o r t e m e n t  a n o r m a l  

d e s  p l a q u e t t e s  a u  c o u r s  d e  l ' a g r é g a t i o n  e t  l a  d i m i n u t i o n  de l a  

m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  de  c e s  p l a q u e t t e s  p o u v a i e n t  ê t r e  a t -  

t r i b u é s  a u  d é f a u t  d ' a c i d e  s i a l i q u e .  

P a r t a n t  d e s  o b s e r v a t i o n s  e t  d e s  h y p o t h è s e s  d e s  a u t e u r s  

p r é c i t é s ,  n o u s  n o u s  sommes donné  p o u r  t â c h e  d e  v é r i f i e r  e x p é r i -  

m e n t a l e m e n t  l e  r a p p o r t  e n t r e  l e s  v a r i a t i o n s  d e  l a  c h a r g e  n é g a t i v e  

d e s  p l a q u e t t e s  e t  l e s  v a r i a t i o n s  d e  l e u r  t a u x  e n  a c i d e  s i a l i q u e .  

A p p l i q u a n t  d e s  m é t h o d e s  p e r m e t t a n t  d e  d i m i n u e r  l a  t e n e u r  e n  

a c i d e  s i a l i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  o u  a u  c o n t r a i r e  d e  l ' a u g m e n t e r  

a u  d e l à  d e  l a  n o r m a l e ,  n o u s  a v o n s  pû m o n t r e r  q u e  t o u t e s  c h o s e s  

é g a l e s  p a r  a i l l e u r s ,  l e s  v a r i a t i o n s  d e  l a  t e n e u r  e n  a c i d e  s i a l i -  

q u e  se r é p e r c u t e n t  d i r e c t e m e n t  s u r  l a  c h a r g e  n é g a t i v e  d e s  p l a -  

q u e t t e s .  



2.  RAPPORT ENTRE LE TAUX D'ACIDE SIALIQUE ET LA MOBILITE ELEC- 

TROPHORETIQUE C E S  PLAQUETTES 

a )  L a  d i m i n u t i o n  d e  l a  t e n e u r  e n  a c i d e  s i a l i q u e  a  é t é  

o b t e n u e  e n  s o u m e t t a n t  l e s  p l a q u e t t e s  à u n e  d é g r a d a t i o n  p a r  l a  

n e u r a m i n i d a s e .  

b )  L ' a u g m e n t a t i o n  d e  l a  t e n e u r  e n  a c i d e  s i a l i q u e  a  é t é  

o b t e n u e  p a r  s y n t h è s e  e n z y m a t i q u e  s o u s  1 ' a c t i o n  d e  s i a l y l  t r a n s -  

f é r a s e .  L e s  c h a r g e s  n é g a t i v e s  o n t  é t é  d é t e r m i n é e s  p a r  m e s u r e  d e  

l a  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e s  p l a q u e t t e s .  

Nous a v o n s  m e s u r é  à l ' a i d e  d ' u n  a p p a r e i l  d e  c y t o s p h é r o m è -  

t r e ,  l a  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  n a t i v e s  e t  

d e s  p l a q u e t t e s  d o n t  l a  c h a r g e  a  é t é  m o d i f i é e .  

Nous a v o n s  u t i l i s é  l ' o b j e c t i f  8x, e t  l e  c o u r a n t  

2 0 0  v o l t s .  Nous  a v o n s  o b s e r v é ,  s u r  l ' o c u l a i r e  q u a d r i l l é ,  l a  

d u r é e  d e  p a r c o u r s  d e s  p l a q u e t t e s ,  e n  s e c o n d e s  ; d i x  f o i s  d a n s  

l e s  d e u x  s e n s  o p p o s é s ,  l e  champ é l e c t r i q u e  é t a n t  i n t e r r o m p u  

a p r è s  c h a q u e  m i g r a t i o n .  N o u s  a v o n s  c o n s t a t é  q u e  l a  v i t e s s e  d e  

l a  m i g r a t i o n  s ' e s t  t rouvéc :  m o d i f i é e  ( T a b l e a u x  3 . 1  e t  3 J I ) .  Nous 

a v o n s  d é d u i t  l a  m o b i l i t é  é l e c  t r o p h o r é t i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  n o r -  

m a l e s ,  d é s i a l i s é e s  e t  e n r i c h i e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e  ( T a b l e a u  3 . 3 ) .  

L e s  c o u r b e s  d e  GAUSS é t a b l i e s  à p a r t i r  d e  c e s  v a l e u r s  m o n t r e n t  

q u e  l e s  m i g r a t i o n s  d e  c e s  t r o i s  c s c é g o r i e s  d e  p l a q u e t t e s  d a n s  

un c h a a p  é l e c t r i q u e  s o n t  d i f  f é r e n t - e s  ( F i g u r e  3 . 1 ) .  

On p e u t  c o n c l u r e  q u e  l e s  c h a r g e s  é l e c t r i q u e s  p o r t é e s  

p a r  l e s  p l a q u e t t e s  s o n t  d o n c  p r o f o n d é m e n t  m o d i f i é e s  p a r  l ' a p -  

p a u v r i s s e m e n t  o u  l ' e n r i c h i s s e m e n t ,  e n  a c i d e  s i a l i q u e .  



MESURES DE LA MOBILITE DES PLAQUETTES : EN SECONDES SUR 120  ki 

(moyennes  d e  5  é c h a n t i l l o n s )  

T a b l e a u  3 .  II 

VITESSE DE LA MIGRATION DES PLAQUETTES : 

n a t i v e s  

4 , 8  2 5,O 

6  5 , 5  

5  5  

5 , 5  6,O 

5 , 5  6,O 

I d i m i n u t i o n  d e  
l a  v i t e s s e  d e  

f r a i t é e s  à l a  

n e u r a m i n i d a s e  

8,O = 7,O 

1 0 , 5  6 , 5  

18 6 

8  , i3 5 , 6  

1 0 , 5 '  5 , 6  

n a t i v e s  

1 )  
s e c 1 1 2 0  p 

5 , 2 5  5 , 5 2  

l a  m i g r a t i o n  

3 1 , 3  % 

e n r i c h i e s  e n  

a c i d e  s i a l i q u e  

4,O 2 5,O 

3 , 8  4,O 

3 , 4  4,O 

4 , 2  4,O 

3 , 5  4 , 2  

I A u g m e n t a t i o n  de  
l a  v i t e s s e  d e  

4 , l  4 , 4  

4 , 4  4 , s  

4 , 6  5 , 2  

4 , 3  3,O 

4 , 7  4-,5 

f 

T r a i t é e s  à l a  

n e u r a m i n i d a s e  

s e c 1 1 2 0  l , ~  

* 7 , 2 5  6 , 9 0  

** 7 , 7 7  7 , 3 2  

l a  m i g r a t i o n  

8 , 7 7  90 

1 0 , 6 0  % 

6,O 5 , 5  

5 , 2  5 , 2  

4 , 8  4 , 6  

6,O 7,O 

5,2 4 , 4  

E n r i c h i e s  e n  

a c i d e  s i a l i q u e  

s e c 1 1 2 0  LI 

*** 4 , 4 7  4 , 2 2  

**** 4 , 3 8  4 , 1 6  

- 
l' L e s  v a l e u r s  c o r r e s p o n d e n t  à un p a r c o u r s  d e  1 2 0  ki * 

Temps d ' i n c u b a t i o n  d e s  p l a q u e t t e s  a v e c  d e  l a  n e u r a m i n i d a s e  
d e  C l o s i  P e r f r .  o n t  é t é  1 e t  2 h e u r e s  r e s p e c t i v e m e n t  p o u r  
h e t  **. - Temps d ' i n c u b a t i o n  d e s  p l a q u e t t e s  a v e c  du s i a l y l -  
t r a n s f é r a s e  e t  d u  CMP-NANA o n t  é t é  3 0  e t  45  m i n u t e s  r e s p e c -  
t i v e m e n t  p o u r  * k t  e t  R t t t .  

9 7,O 

9 10,O 

5 8  

1 3  6  

9,O 8 , 5  



T a b l e a u  3 .  I I I  

MODIF,ICATION D E L A  NOBILITE 

PLAQUETTES 

N A T I V ~ S  

t r a i t é e s  à l a  

n e u r a m i n i d a s e  

3 0  min.  

d '  i n c u b a t i o n  

idem 

1 H d ' i n c u b a t i o n  

idem 

2  H d F i n c u b a t i o n  

E n r i c h i e s  e n  

a c i d e  s i a i i q u e  

1 0  min.  d ' i n c .  

d '  i n c o r p o r a t i o n  

idem 

20 min. d ' i n c u b a t i o n  

idem 

3 ' i n c u b a t i o n  

TRAITEMENTS **) 

ENZYMATIQUES 

DES PLAQUETTES 

e f f e c t u é s  : 

C ... 
-k) L e s  v a l e u r s  s o n t  

I, / 
c h a q u e  é c h a n t i l l o n ,  c o r r e s p o n d a n t  a v e c  l ' o b s e r v a t i o n  d e  1 0  
p a r t i c u l e s  i n d i v i d u e l l e s .  

 es t r a i t e m e n t s  ( i n c u b a t i o n )  p a r  l e s  enzymes s i a l y l t r a n s f é -  
r a s e s  e t  n e u r a m i n i d a s e s  o n t  é t é  e f f e c t u é s  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  

m i l i e u  p l a s m a t i q u e  ( c o l o n n e  1 )  d ' u n e  p a r t  , e t  s u r  l e s  
a q u e t t e s  l a v é e s  ( c o l o n n e  T I ) .  

ELECTROPHORETIQUE DES PLAQUETTES 

*) 
M o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  

e n  p / s e c / V / c m  

1 

1 , 0 5  

0 , 8 5  

0 , 8 5  

0 , 8 0  

1 , 0 9  

1 4 1 3  

1 , 1 9  

e n  PRP 

II 
1) 

1 , O  2 1 0 %  

0 , 8 5  

0 , 8 5  

0 , 7 2  1 210% 

1 ,O4 

1 ,O7 

1 , l O  

e n  s u s p e n s i o n  d e s  

p l a q u e t t e s  l a v é e s  
L 

d e s  moyennes  d e  2x10 m e s u r e s  e f f e c t u é e s  s u r  



F i g u r e  3 .1  - 
REPARTITION DES PLAQUETTES SELON LEUR MOBILITE ELECTROPHORETIQUE - 

0-• P l a q u e t t e s  n o r m a l e s  

X - - -- P l a q u e t t e s  t r a i t é e s  à l a  n e u r a m i n i d a s e  

A-- - P l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e  

* Mobilité electrophorétique vlslVlcm. 
Données  : Le champ e s t  d e  2 0 0 / 1 0  = 20 v o l t s  p a r  cm. O b j e c t i f  8x,  

l ' i n t e r v a l l e  e n t r e  d e u x  l i g n e s  v e r t i c a l e s  e s t  d e  1 2 0  m i c r o n s  ; 

l a  v i t e s s e  d ' u n e  p l a q u e t t e  e s t  d o n c  d e  1 2 0  s e c o n d e s  m e s u r é e s  
BQ? 

( t e m p s  p o u r  un i n t e r v a l l e ) .  CI S.-../" 

La m o b i l i t é  e s t  e x p r i m é e  e n  m i c r o n  p a r  s e c o n d e  p a r  v o l t  e t  p a r  

cm. 



l Figure 3 . 2  

CHANGEMENT DE L A  MOBILITE ELECTROPHORETIQUE DES 

PLAQUETTES ENRICHIES E T  APPAUVRIES E N  ACIDE SIALIQUE. 

MOBILITE NORMALE DES PLAQUETTES LAVEE .I)œœ-...- NATIVES 

$J DE CHANGEMENT 
DE L A  MOBILITE 

MOBILITE DES PLAQUETTES TRAITEES A LA 
X-X NEURAMINIDASE 

20- 

IOm 

0- O MOBILITE DES PLAQUETTES INCUBEES AVEC DE 
SIALYLTRANSFERASE E T  DE CMP-NANA 

œ 

œ 

m 

+ 
8-.I- ---------~œ-..)œœœ-~œ.I)-.I)- 

MOBILITE NORMALE % - - ~ œ ~ - ~ œ d - ~ - ~ œ  - 

20 'O; 

+ 

X 

\x 
x x x  - 

1 

10 fo I 1 

60 90 
1 

120 min d'incubation 



3 .  MODIFICATION D E  LA CHARGE ELECTRIQUE DES PLAQUETTES 

PAR FIXATION DE SEKOTONINE 

Nous a v o n s  v u  q u e  l a  c h a r g e  é l e c t r i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  

n a t i v e s  e s t  n é g a t i v e  e t  s o n  p o t e n t i e l  p e u t  ê t r e  c a r a c t é r i s é  

p a r  l a  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e s  p l a q u e t t e s .  

La  c h a r g e  n é g a t i v e  p e u t  ê t r e  a u g m e n t é e  e x p é r i m e n t a l e m e n t  

p a r  i n c o r p o r a t i o n  d e  m o l é c u l e s  s u p p l é m e n t a i r e s  d ' a c i d e  s i a l i q u e  

e t  d i m i n u é e  p a r  é l i m i n a t i o n  d e  m o l é c u l e s  d ' a c i d e  s i a l i q u e  p a r  

l a  n e u r a m i n i d a s e .  La  c h a r g e  n é g a t i v e  d e s  p l a q u e t t e s  p e u t  ê t r e  

d i m i n u é e  a u s s i  p a r  f i x a t i o n  d e  l a  s é r o t o n i n e  é l e c t r o p o s i t i v e  

s u r  d e s  s i t e s  a c c e p t e u r s  deq l a  membrane  p l a q u e t t a i r e .  

- F i x a t i o n  d e  s é r o t o n i n e  é l e c t r o p o s i t i v e  s u r  d e s  s i t e s  

a c c e p t e u r s .  

L a  s é r o t o n i n e  p o s s è d e  u n e  c h a r g e  é l e c t r o p o s i t i v e .  L a  

f i x a t i o n  d e  m o l G c u l e s  d e  c e t t e  s é r o t o n i n e  s u r  d e s  s i t e s  a c c e p -  

t e u r s  d e  ' a  r?embrane  p 1 a q u e : t a i r e  v a  d ' a b o r d  m a s q u e r  p r o g r e s s i -  

veme:c l a  r h z . r g e  é l e c t  r o n é g a t i v e  c o n f é r e e  p a r  1' a c i d e  s i a l i q u e ,  

m a i s  c : t t e  f i x a t i o n  p e u t  s e  p o u r s u i v r e  au  d e l à  d u  p o i n t  i s o -  

é l e c t r i q u e .  L a  f i x a t i o n  d e  m o l é c u l e s  d e  l a  s é r o t o n i n e  p e u t  a l l e r  

j u s q u ' à  c o n f é r e r  a u x  p l a q u e t t e s  n a t i v e s  u n e  c h a r g e  é l e c t r o p o s i -  

t i v e ,  c t  c e c i  s a n s  q u e  l a  t e n e u r  e n  a c i d e  s i a l i q u e  a i t  é t é  mod i -  

f i é e .  

Nos t r a v a u x  e x p é r i m e n t a u x  s u r  l a  m o d i f i c a t i o n  d e  l a  c h a r g e  

é l e c t r i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  p a r  f i x a t i o n  d e  m o l é c u l e s  d e  s é r o t o n i n e  

o n t  p o r t é  n o n  s e u l e m e n t  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  n a t i v e s  m a i s  a u s s i  

s u r  d e s  p l a q u e t t e s  p r é a l a b l e m e n t  e n r i c h i e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e .  



Dans l e  c a s  d e s  p l a q u e t t e s  n a t i v e s  l a  f i x a t i o n  d e  s é r o -  

t o n i n e  p e u t  a l l e r  j u s q u ' à  l e u r  c o n f é r e r  u n e  c h a r g e  é l e c t r o p o s i -  

t i v e  i m p o r t a n t e  m a i s  d a n s  l e  c a s  d e s  p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  e n  

a c i d e  s i a l i q u e  on  n ' a r r i v e  p a s  à une c h a r g e  é l e c t r o p o s i t i v e  a u s s i  

f o r t e ,  c a r  a l o r s  l e  nombre  r e q u i s  d e  m o l é c u l e s  d e  s é r o t o n i n e  

e s t  p l u s  g r a n d .  

P o u r  a u g m e n t e r  o u  d i m i n u e r  l a  c h a r g e  n é g a t i v e ,  n o u s  a v o n s  

m i s  e n  p r a t i q u e  l e s  m é t h o d e s  h a b i t u e l l e s  c o n d u i s a n t  à l ' i n c o r -  

p o r a t i o n  o u  à l a  d é g r a d a t i o n  d ' a c i d e  s i a l i q u e  d a n s  l e s  p l a q u e t -  

t e s .  P o u r  d o n n e r  une  c h a r g e  p o s i t i v e  a u x  p l a q u e t t e s  n o u s  a v o n s  

u t i l i s é  l a  m é t h o d e  de  f i x a t i o n  du  5-HT d é c r i t e  p a r  BORN e t  

GILSON ( 1 9 5 9 )  ( 2 4 ) .  

L e s  c h a n g e m e n t s  d e  l a  c h a r g e  é l e c t r i q u e  d e  l a  membrane 

p l a q u e t t a i r e  o n t  é t é  m i s  e n  é v i d e n c e  p a r  l a  m o b i l i t é  é l e c t r o -  

p h o r g t i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  m o d i f i é e s ,  a u  c o u r s  d ' é l e c t r o p h o r 3 s e s  

s u r  p a p i  :r s o u s  h a u t  v o l t a g e  e t  p e n d a n t  d e  l o n g u e s  d u r é e s  (400  V 

p e n d a n t  L. h e u r e s ) .  A p r è s  d é v e l o p p e m e n t  du  p a p i e r  d ' é l e c t r o p h o r Z s e  

a v e c  d e s  r é a c t i f s  a p p r o p r i é s  on  p e u t  d i s t i n g u e r  des  t a c h e s  c o r -  

r e s p o n d a n t e s  d e s  p l a q u e t t e s  e t  m e s u r e r  l a  d i s t a n c e  d e  m i g r a t i o n  

d e s  p l a q u e t t e s  ( l a  m é t h o d e  n e  p e r m e t  p a s  d e  c a l c u l e r  l a  v i t e s s e  

d e  m i g r a t i o n ) .  ( F i g u r e  3 .3 ) .  

L é g e n d e  d e  l a  f i g u r e  : L e s  t a c h e s  1, 2 e t  3 i l l u s t r e n t  Ta m i g r a -  -- ------------- --- 
tiens d e s  p l a q u e t t e s  n a t i v e s  e t  d e s  p l a q u e t t e s  d o n t  l e  d e g r é  d e  

l a  c h a r g e  n é g a t i v e  a  é t é  a u g m e n t é  p a r  d e s  t a u x  d ' a c i d e  s i a l i q u e  

i n c o r p o r é s .  

L e s  t a c h e s  4 ,  5 ,  6 ,  7 i l l u s t r e n t  l a  m i g r a t i o n  d e s  p l a -  

q u e t t e s  n a t i v e s  e t  c e l l e  d e s  p l a q u e t t e s  d o n t  l a  c h a r g e  n é g a t i v e  

a  é t é  m o d i f i é e  e n  c h a r g e  p o s i t i v e .  

On p e u t  c o n s t a t e r  q u e  l e s  p l a q u e t t e s  n a t i v e s  ( t a c h e s  1 

e t  4 )  m i g r e n t  à p e i n e  v e r s  l a  p a r t i e  p o s i t i v e  du  p a p i e r  t a n d i s  

q u e  l e s  p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e  ( t a c h e s  2 e t  3 )  

m i g r e n t  d a v a n t a g e .  

L e s  p l a q u e t t e s  q u i  o n t  f i x é  d e s  m o l é c u l e s  d e  5-HT ( t a c h e s  

5 e t  6 )  m i g r e n t  v e r s  l e  c ô t é  n é g a t i f  du p a p i e r .  L ' é c h a n t i l l o n  7 

( t a c h e  7 )  r e p r é s e n t e  l e s  p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e  



q u i  o n t  i n c o r p o r é  2 2  n a n o m o l e s  d ' a c i d e  s i a l i q u e  p a r  10 '  p l a q u  t -  

t e s ,  e t  s u r  l e s q u e l l e s  o n  a  e n s u i t e  f i x é  4 3  p m o l e s  d u  5 - H T I ~ C '  

p l a q u e t t e s .  Dans  c e  c a s ,  l e s  p l a q u e t t e s  m i g r e n t  à p e i n e  v e r s  . e  

b o u t  n é g a t i f  d u  p a p i e r ,  i n d i q u a n t  q u e  l a  c h a r g e  é l e c t r i q u e  l o i -  

q u e  p o s i t i v e  n e  l ' e s t  q u e  f a i b l e m e n t .  

I l  f a u t  n o t e r  q u e  l e s  v a l e u r s  o b t e n u e s  s e r o n t  t o u j o u r s  

r e l a t i v e s  à c e t t e  m é t h o d e  d ' é l e c t r o p h o r è s e  d o n t  l a  s e n s i b i l i t é  

e s t  l i m i t é e .  



Figure  3.'3.  

MOBILITE ELECTRIPHORETIQUE DES PLAQTJETTES NATIVES E T  DES PLAQUETTES 
DONT LA CHARGE ELECTRIQUE A ETE MODIFIEE. 

(ELECTROPHORESE SUR PAPIER 4 '000 V, pH 7, m e s u r e  du papier 25x57cm, révélation pa r  la  ninhydrine.) 
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C H A P I T R E  2 

ETUDE PAR LES TESTS BIOPHYSIQUES I N  VITRO DE L'EFFET DE 

L'ACIDE SIALIQUE-INCORPORE SUR LES FONCTIONS PLAQUETTAIRES 

INTRODUCTION 

Nos r é s u l t a t s  o n t  d é m o n t r é  q u e  l e s  p l a q u e t t e s  q u i  o n t  

i n c o r p o r é  un t a u x  s u p p l é m e n t a i r e  d ' a c i d e  s i a l i q u e  p r é s e n t e n t  

d e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  m o d i f i é e s .  

D ' a b o r d  l e u r  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  due  à l a  c h a r g e  

n é g a t i v e  d e  l e u r s  s u r f a c e s  e s t  a u g m e n t é e .  E n s u i t e  n o u s  a v o n s  

c o n s t a t é  d e s  c h a n g e m e n t s  d a n s  l e u r s  f o n c t i o n s  i n  v i t r o  comme : 

- l ' a g r é g a t i o n  i n d u i t e  p a r  1'ADP 

- l ' a g r é g a t i o n  i n d u i t e  p a r  l a  s é r o t o n i n e  

- a c c é l é r a t i o n  d ' é c h a n g e  d e  p o t a s s i u m  e n  p r é s e n c e  d e  

l a  s é r o t o n i n e  
3 - f i x a t i o n  d e s  m o l é c u l e s  d e  s é r o t o n i n e  m a r q u é e  a u  ( H )  

Nous a l l o n s  m a i n t e n a n t  d é c r i r e  c e s  c h a n g e m e n t s  d a n s  l e s  

f o n c t i o n s  i n  v i t r o  p r é c i t é e s ,  o b s e r v é s  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  

e n r i c h i e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e .  



A C I D E  SIALIQUE 

a )  A g r é g a t i o n  i n d u i t e  p a r  l'ADP 

A p r è s  a v o i r  e n r i c h i  d e s  p l a q u e t t e s  s o u s  f o r m e  d e  p l a s m a  

r i c h e  e n  p l a c : ~ ~ e t t e s ,  n o u s  a v o n s  é t u d i é  l e u r s  a g r é g a t i o n s  s o u s  

l ' e f f e t  du  d i p h o s p h a t e  d ' a d é n o s i n e  (ADP). 

L ' e f  £ e t  s u r  1' a g r é g a t i o n  de  l ' a c i d e  s i a l i q u e  ( 1 4 c ) ,  f i x é  

p a r  l e s  p l a q u e t t e s  a S t é  m e s u r é  p a r  l a  m é t h o d e  p h o t o m é t r i q u e  

(BORN, 1 9 6 2 )  ( 1 2 )  e n  u t i l i s ' a n t  comme b a s e  d e  r é f é r e n c e  d e s  é c h a n -  

t i l l o n s  d e  m é l a n g e  r é a c t i o n n e l s  p r i v é s  de  CMP- ( 1 4 c ) - N ~ N A ,  m a i s  

s o u m i s  à 1' i n c u b a t i o n  p e n d a n t  l e s  mêmes t e m p s .  

On a  c o n s t a t é  q u e  l e  d e g r é  de  l ' a g r é g a t i o n  d e s  p l a q u e t t e s  

p r o v o q u é  p a r 1 ' A ~ P  d é c r o i s s a i t  p r o g r e s s i v e m e n t  a v e c  1' a u g m e n t a t i o n  

p r o g r e s s i v e  d e  l a  t e n e u r  e n  a c i d e  s i a l i q u e  ( F i g u r e  3 . 4 ) .  

A g r é g a t i o n  i n d u i t e  p a r  l a  s é r o t o n i n e  

I l  a  é t é  s u g g é r é  q u e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  p o u v a i t  j o u e r  un 

r ô l e  d a n s  l e  complexe  r é c e p t e u r  d e  5-HT d e  l a  membrane p l a q u e t -  

t a i r e .  Une a u g m e n t a t i o n  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  f i x é  s u r  l a  membrane 

p o u r r a i t  p a r  c o n s é q u e n t  ê t r e  c o n s i d é r é e  comme d e v a n t  f a v o r i s e r  

e t  a c t i v e r  l ' a g r é g a t i o n  d e s  p l a q u e t t e s  s o u s  l ' a c t i o n  de  5-HT. 

C e t t e  h y p o t h è s e  a  é t é  d é m o n t r é e  p a r  n o s  r é s u l t a t s .  

La c a p a c i t é  d ' a g r é g a t i o n  a augmenté  c o n s i d é r a b l e m e n t  s o u s  

l ' a c t i o n  d e  l a  5-HT l o r s q u e  l e s  p l a q u e t t e s  a v a i e n t  s u b i  une i n -  

c u b a t i o n  d e  1 0  m i n i i t e s  a v e c  d e  l a  CMP-NANA. La f i g u r e 3 . 5 .  i l l u s -  

t r e  l ' a g r é g a t i o n  d e s  p l a q u e t t e s  d e  c e  p l a s m a  r i c h e  e n  p l a q u e t -  

t e s ,  i n d u i t e  p a r  l a  5-HT à d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s .  

A p r è s  30  m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n  on a  c o n s t a t é  q u e  l ' a c c é l é -  

r a t i o n  d e  l ' a g r é g a t i o n  é t a i t  m o i n s  i m p o r t a n t e  d a n s  c e r t a i n s  c a s ,  

(phénomène connu  s o u s  l e  nom d e  " r e v e r s a l " e f f e c t " ) .  



Figure  3 . 4  

ENXICHT1:S EN ACIDE S I A L I Q U E  I N D U I T E S  PAR L'ADP 
-p. 

10min 
200 r incubation 

:l":Omin incubation 

ADP concentration (mole ) 

Véloci té  d ' a g r é g a t i o n  induitepar I'ADP d u  PRP 
à 37.C après10 e t 3 0 m i n  incubation avecCMP-NANA 

e t  sans  CMP-NANA O 



F i g u r e  3.5 

A G R E G A T I O N  I I O D I F I E E  D E S  P L A Q U E T T E S  E N R I C H I E S  

E N  A C I D E  S I A L I Q U E  I N D U I T E  P A R  L A  S E R O T O N I N E  

I N C U B A T I O N  DE 10 M I N .  

5 - H T  C O N C E N T R A T I O N  ( m o l a r )  

V I T E S S E  D ' A G G R E G A T I O N  D E S  P L A Q U E T T E S  I N D U I T E S  P A R  L A  S E R O T O N I N E  

D A N S  L E  P L A S M A  H U M A I N  R I C H E  E N  P L A Q U E T T E S  ( P R P ) ,  à 3 7 ' ~  A P R E S  

10 M I N U T E S  D '  I N C U B A T I O N  A V E C  CMP-NANA 

E T  S A N S  C M P - N A 3 A  1-1 



T a b l e a u  3 . 1 ~  

L ' E F F E T  DE L ' A C I D E  S I A L I Q U E  INCORPORE SUR L'AGREGATION 

D E S  PLAQUETTES I N D U I T E  PAR LA SEROTONINE 

( M o y e n n e s  d e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  d e  4 s é r i e s  d ' e x p é r i e n c e s  sur  
l e s  p l a q u e t t e s  n o r m a l e s ) .  



3 .  L'EFFET DE L'ACIDE SIALIQUE INCORPORE SUR L'ECHANGE DU POTAS- 

SIUM EN PRESENCE DE LA SEROTONINE 

Un c r i t è r e  s e n s i b l e  d e  l a  f o n c t i o n  d e  l a  membrane c e l l u -  

l a i r e  e s t  l ' a l l u r e  d u  t r a n s f e r t  d u  p o t a s s i u m .  L e s  p l a q u e t t e s  

é c h a n g e n t  l e u r  p o t a s s i u m  i n t r a c e l l u l a i r e  à l ' a l l u r e  d ' e n v i r o n  

1 8  m o i / s e c / l O l l  p l a q u e t t e s .  

A i n s i  l ' é c h a n g e  d u  p o t a s s i u m  d e s  p l a q u e t t e s  n a t i v e s  s ' e f -  

f e c t u e  à r a i s o n  d ' e n v i r o n  1 , 5  % d e  l e u r  t e n e u r  t o t a l e  e n  p o t a s -  

s i u m .  S e l o n  l e s  e x p l i r i e n c e s  d e  BORN, q u a n d  l e  p l a s m a  c o n t i e n t  

e n v i r o n  5 u p / m l  de  5 -HT . l ' i n f l u x  d e  K* d a n s  l e s  p l a q u e t t e s  

se  t r o u v a i t  a u g m e n t é  a u s s i  l o n g t e m p s  q u ' e l l e s  f i x a i e n t  d e  l a  

s é r o t o n i n e .  

C e s  e x p é r i e n c e s  o n t  s u g g é r é  q u e  l a  r é a c t i o n  e n t r e  l a  mem- 

b r a n e  p l a q u e t t a i r e  e t  l a  5-HT a c c é l é r a i t  l e  mouvement  d e  p o t a s -  

s i u m  v e r s  l ' i n t é r i e u r  d e s  p l a q u e t t e s .  L ' a l l u r e  d e  l ' é c h a n g e  p e u t  

ê t r e  a u g m e n t é e  j u s q u ' à  2 4  % a u  c o u r s  d e  l a  f i x a t i o n  d e  l a  5 - H T  

p a r  l e s  p l a q u e t t e s  (BORN, 1 9 6 7 ,  2 6 ) .  

P a r t a n t  d u  f a i t  q u e  1 ' i n c o r p o r a t i o n  d '  a c i d e  s i a l i q u e  

a u g m e n t e  l e  n a m b r e  d e  s i t e s  r é c e p t e u r s  d e  l a  s é r o t o n i n e ,  e t  a f i n  

d e  d é c o u v r i r  s i  1' i n c o r p o r a t i o n  d '  a c i d e  s i a l i q u e  i n £  l u e n c e  l e  

t r a n s f e r t  d e  p o t a s s i u m  v e r s  l ' i n t é r i e u r  d e s  p l a q u e t t e s ,  n o u s  

a v o n s  é t u d i é  l ' e f f e t  d u  t a u x  d ' a c i d e  s i a l i q u e  i n c o r p o r é  s u r  l a  

f i x a t i o n  d e  p o t a s s i u m  r a d i o a c t i f  d a n s  l e s  p l a q u e t t e s  e n  a b s e n c e  

e t  e n  p r é s e n c e  d e  l a  s é r o t o n i n e  ( 1 2 0 ) .  

En e f f e t  n o s  r é s u l t a t s ,  q u e  n o u s  p r é s e n t e r o n s ,  

m o n t r e n t  q u e  l a  p é n é t r a t i o n  d u  p o t a s s i u m  r a d i o a c t i f  d a n s  l e s  

p l a q u e t t e s  n a t i v e s  e s t  f a c i l i t é e  p a r  l a  f i x a t i o n  d ' u n e  q u a n t i t é  

d u  5-HT p a r  l e s  p l a q u e t t e s ,  j u s q u ' a u  moment où  c e l l e - c i  a t t e i n t  

u n  n i v e a u  c o n s t a n t .  D a n s  l e  c a s  d e s  p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  e n  

a c i d e  s i a l i q u e ,  o n  n ' o b s e r v e  p a s  un  t e l  n i v e a u  d e  r a l e n t i s s e m e n t  

d e  l ' a l l u r e  d e  l ' é c h a n g e  d e  p o t a s s i u m .  L '  a c c é l é r a t i o n  
4 2  

d e  l ' é c h a n g e  e n t r e  p o t a s s i u m  e t  p o t a s s i u m  c o n t i n u e  d e  s '  a c c e n -  

t u e r ,  c a r  l a  f i x a t i o n  d e  l a  s é r o t o n i n e  e s t  f a c i l i t é e  p a r  l a  p r é -  

s e n c e  d ' u n e  q u a n t i t é  a c c r u e  d ' a c i d e  s i a l i q u e .  





D ' a p r è s  l e s  v a l e u r s  d e s  m e s u r e s  d e  r a d i o a c t i v i t é  d u  

p o t a s s i u m  n o u s  a v o n s  é t a b l i  4  c o u r b e s  d o n t  2 c o n c e r n e n t  l e  p l a s -  

ma r i c h e  e n  p l a q u e t t e s  n a t i f ,  e t  2 a u t r e s  l e  p l a s m a  r i c h e  e n  

p l a q u e t t e s  c o n t e n a n t  d e s  p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e .  

Nous a v o n s  u t i l i s é  p o u r  c h a c u n e  d e s  q u a t r e  c o u r b e s  t r o i s  p o i n t s  

d o n n a n t  l a  m e s u r e  d u  4 2 K  a p r è s  d e s  d u r é e s  d ' i n c u b a t i o n  d e  1 0 ,  

2 0  e t  3 0  m i n u t e s  ( F i g u r e  3 . 6 )  d o n t  : 

- l a  c o u r b e  ' c o r r e s p o n d  a u  c a s  d u  PRP i n c u b é  a v e c  4 2 ~  e t  

t ampon  ( 2 )  s e u l e m e n t  

- l a  c o u r b e  2 c o r r e s p o n d  a u  c a s  d u  PRP i n c u b é  a v e c  4 2 ~  e t  t ampon  

e n  p r é s e n c e  d e  5-HT 

- l a  c o u r b e  3 c o r r e s p o n d  a u  c a s  d u  PRP i n c u b é  a v e c  CMP-NANA e t  - 
t ampon  e t  4 2 ~  

- l a  c o u r b e  5 c o r r e s p o n d  a u  c a s  d u  PRP i n c u b é  a v e c  CMP-NANA 

e t  t ampon  e t  4 2 ~  e n  p r é s e n c e  d e  5-HT. 

L e s  d i f f é r e n c e s  q u e  l ' o n  c o n s t a t e  d a n s  l ' a l l u r e  d e s  c o u r -  

b e s  1 e t  2  d ' u n e  p a r t ,  e t  c e l l e  d e s  c o u r b e s  3  e t  4  d ' a u t r e  p a r t  

i l l u s t r e n t  d o n c  l ' i n f l u e n c e  d e  l ' e n r i c h i s s e m e n t  d e s  p l a q u e t t e s  

e n  a c i d e  s i a l i q u e .  

Nos r é s u l t a t s  p e u v e n t  ê t r e  r é s u m é s  d e  l a  f a ç o n  s u i v a n t e  : 

- Avec  l e s  p l a q u e t t e s  NORMALES l a  p r é s e n c e  d e  l a  s é r o t o n i n e  

a u g m e n t a i t  t o u j o u r s  l a  f i x a t i o n  d e  4 2 K +  

- Dans  t r o i s  e x p é r i e n c e s  l a  t e n e u r  e n  a c i d e  s i a l i q u e  d e s  p l a -  

q u e t t e s ,  d é t e r m i n é e  g r â c e  a u  ( 1 4 c )  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  u t i l i -  

s é ,  s ' e s t  m o n t r é e  ê t r e  s u p é r i e u r e  d e  1 9  à 31  % à l a  t e n e u r  

n o r m a l e .  C e t t e  a u g m e n t a t i o n  d e  l a  t e n e u r  e n  a c i d e  s i a l i q u e  
b 

n ' é t a i t  a c c o m p a g n é e  d ' a u c u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  l a  f i x a t i o n  d e  

K+ r a d i o a c t i f .  

- En p r é s e n c e  d e  l a  s é r o t o n i n e  : l e s  p o u r c e n t a g e s  d ' a u g m e n t a t i o n  

d e  l a  t e n e u r  e n  a c i d e  s i a l i q u e  e t  d ' a u g m e n t a t i o n  de  l ' é c h a n g e  

d e  
4 2 , +  

é t a i e n t  s i m i l a i r e s .  



4 .  L'EFFET DE L'ACIDE SIALIQUE INCORPORE SUR LA FIXATION DE 

SEROTONENE PAR LES PLAQUETTES 

L e s  t r a v a u x  d e  BORN ( 1 9 6 7 )  ( 1 5 1 )  o n t  d é m o n t r é  q u e  

l ' a c c é l é r a t i o n  d e  l ' é c h a n g e  d e  p o t a s s i u m  n e  s e  p r o d u i t  q u e  l o r s -  

q u e  l a  5 -HT elle-même e s t  d é j à  f i x é e  p a r  l e s  p l a q u e t t e s .  P o u r  

t r o u v e r  s i  l a  f i x a t i o n  d e  5-HT e s t  a u g m e n t é e  e f f e c t i v e m e n t  p a r  

1' i n c o r p o r a t i o n  d '  a c i d e  s i a l i q u e ,  n o u s  a v o n s  e n t a m é  une  s é r i e  

d ' e x p é r i e n c e s  s u r  l a  c a p a c i t é  d e s  p l a q u e t t e s  n a t i v e s  e t  d e s  

p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e  a v e c  l a q u e l l e  e l l e s  f i -  

x e n t  l a  s é r o t o n i n e .  D ' a b o r 4  n o u s  a v o n s  c o n s t a t é  u n e  d i f f é r e n c e  

e n t r e  l a  f i x a t i o n  d e  5-iiT p a r  l e s  p l a q u e t t e s  l a v é e s  e t  p a r  l e s  

p l a q u e t t e s  e n  m i l i e u  p l a s m a t i q u e .  E n s u i t e  n o u s  a v o n s  c o n s t a t é  

q u e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  i n c o r p o r é  o f f r e  d e s  s i t e s  p l u s  n o m b r e u x  

s u r  l a  s u r f a c e  d e s  p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e .  

La f i g u r e  3.7 m o n t r e  n o s  r é s u l t a t s  q u i  n o u s  o n t  p e r m i s  

d e  c o m p a r e r  l e  p o u v o i r  a c c e p t e u r  d e s  p l a q u e t t e s  n a t i v e s  i n c u b é e s  

e n  m i l i e u  p l a s m a t i q u e  a v e c  c e l l e s  d e s  p l a q u e t t e s  l a v é e s  s u s p e n -  

d u e s  d a n s  u n e  s o l u t i o n  i s o t o n i q u e  d e  NaCl .  

On p e u t  c o n s t a t e r  q u e  l e  p o u v o i r  a c c e p t e u r  d e s  p l a q u e t t e s  

l a v é e s  e s t  i n f é r i e u r  à c e l u i  d e s  p l a q u e t t e s  r e s t a n t  d a n s  l e u r  

p l a s m a  (PRP) e n  c e  q u i  c o n c e r n e  l a  f i x a t i o n  d e  l a  s é r o t o n i n e .  

L ' e x p l i c a t i o n  r é s i d e  p r o b a b l e m e n t  d a n s  l e  r ô l e  t r è s  c e r -  

t a i n  d e  l ' a t m o s p h è r e  p é r i p l a q u e t t a i r e  d a n s  c h a q u e  f o n c t i o n  d e  l a  

membrane .  

F i x a t i o n  d e  l a  s é r o t o n i n e  p a r  l e s  ~ l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  e n  .................................. ...................... 
a c i d e  s i a l i q u e .  -------------- 

La  c o m p a r a i s o n  d e  l a  f i x a t i o n  d e  5-HT s u r  l e s  p l a q u e t t e s  

n a t i v e s  e t  l e s  p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e  a  é t é  

o p é r é e  p a r  l a  m é t h o d e  d e  BORN ( 2 4 )  a d a p t é e  à n o s  e x p é r i e n c e s .  

L e s  r é s u l t a t s  a i n s i  o b t e n u s  o n t  m o n t r é  q u e  l e  t a u x  d e  

l ' a c i d e  s i a l i q u e  i n c o r p o r é  a u x  p l a q u e t t e s  m o d i f i e  s e n s i b l e m e n t  

l a  c a p a c i t é  d e  f i x a t i o n  d e  l a  s é r o t o n i n e  d e s  p l a q u e t t e s :  f i g u r e s  

3 . 8  e t  3 . 9 ,  t a b l e a u  3 . V  . 
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L ' E F F E T  DE L'ACIDE SIALIQUE INCORPORE AUX PLAQUETTES 
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T a b l e a u  3 . V  

FIXATION D E  LA SEROTONINE PAR L E S  PLAQUETTES NATIVES ET 

ENRICHIES E N  ACIDE SIALIQUE ( p r n o l e s / l ~ ~  p l a q u e t t e s )  

e n  a c i d e  s i a l i q u e  o u  
9 

1 0  p l a q u e t t e s  c o n t e -  
n a n t  ( 1 1 , 4  u m o l e s  

PRP d o n t  l e s  p l a q u e t t e s  
o n t  i n c o r p o r é  2 2  p m o l e s  

9 
d e  N A N A / ~ O  p l a q u e t t e s  

Nos r é s u l t a t s  p r é s e n t é s  m o n t r e n t  q u e  1' a c i d e  s i a l i q u e  

i n c o r p o r é  a u x  p l a q u e t t e s  m o d i f i e  l e  p o u v o i r  r é c e p t e u r  d e s  p l a -  

q u e t t e s  p o u r  l a  s é r o t o n i n e  e t  q u e  c e t t e  c a p a c i t é  a u g m e n t e  e n  

f o n c t i o n  du t a u x  d ' a c i d e  s i a l i q u e  i n c o r p o r é .  

C e c i  v i e n t  à l ' a p p u i  d e  l a  c o n c l u s i o n  q u e  l e s  s i t e s  r é -  

c e p t e u r s  d e  l a  s é r o t o n i n e  d e s  p l a q u e t t e s  c o n t i e n n e n t  d e  l ' a c i d e  

s i a l i q u e  e t  s u g g è r e  q u e  l a  r é a c t i o n  i n t e r v e n a n t  e n t r e  s é r o t o n i n e  

e t  c e s  s i t e s  r é c e p t e u r s  a c c é l è r e  l ' é c h a n g e  d e  p o t a s s i u m .  

D e  p l u s  c e s  o b s e r v a t i o n s  c o n f i r m e n t  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  

p r é c é d e m m e n t  d a n s  l e s  t r a v a u x  e x p é r i m e n t a u x  s u r  1' a g r é g a t i o n  , 
r é s u l t a t s  q u i  m e t t a i e n t  e n  é v i d e n c e  q u ' u n e  a u g m e n t a t i o n  d e  

l ' i n c o r p o r a t i o n  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  s u r  l a  membrane  p l a q u e t t a i r e  

f a v o r i s e  l ' a g r é g a t i o n  i n d u i t e  p a r  l a  s é r o t o n i n e .  C e l a  s e r a i t  e n  

r e l a t i o n  a v e c  u n e  a u g m e n t a t i o n  d u  p o u v o i r  r é c e p t e u r  d e s  p l a q u e t -  

t e s  p o u r  l a  s é r o t o n i n e .  



C O N C L U S I O N S  

P a r t a n t  d e  l ' o b s e r v a t i o n  q u e  d a n s  l e s  c a s  d e  t h r o m -  

b o p a t h i e  c o n g é n i t a l e  o u  a c q u i s e ,  l e s  a n o m a l i e s  d e  l t a g r é g a -  

t i o n  d e s  p l a q u e t t e s  s o n t  e n  r a p p o r t  a v e c  d e s  c h a n g e m e n t s  d e  

l a  p a r t i e  g l u c i d i q u e ,  n o u s  a v o n s  p r o v o q u é  d e s  m o d i f i c a t i o n s  

d a n s  l a  c o m p o s i t i o n  c h i m i q u e  d e s  f r a c t i o n s  g l u c i d i q u e s  a f i n  

d ' é t u d i e r  l e u r s  r é p e r c u s s i q n s  s u r  l e s  f o n c t i o n s  p l a q u e t t a i r e s .  

Ces r e c h e r c h e s  c o n d u i s e n t  a u x  c o n s t a t a t i o n s  s u i v a n t e s  : 

1.  a acide s i a l i q u e  j o u e  un r ô l e  m u l t i p l e  d a n s  l e s  f o n c t i o n s  

p l a q u e t t a i r e s  

a )  P a r  s a  c h a r g e  n é g a t i v e ,  l ' a c i d e  s i a l i q u e  c o n t r i b u e  

a u x  p h é n o m è n e s  é l e c t r o s t a t i q u e s  d e  l a  s u r f a c e  p l a q u e t t a i r e .  

b) F a i s a n t  p a r t i e  d e  c e r t a i n s  c o m p l e x e s  r é c e p t e u r s  d e  

l a  membrane ,  il p a r t i c i p e  à l a  f i x a t i o n  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  d e  

n o m b r e u x  p r o d u i t s ,  comme p a r  e x e m p l e  d e  l a  s é r o t o n i n e .  

c )   activité d e s  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  j o u e  un r ô l e  d é c i s i f  

d a n s  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  c h a z n e s  g l u c i d i q u e s  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  

d e  l a  membrane  e t  i n f l u e  a i n s i  s u r  l e s  f o n c t i o n s  p l a q u e t t a i r e s .  

d )  P a r  s u i t e  d e s  m o d i f i c a t i o n s  d a n s  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  

c h a 4 n e s  g l u c i d i q u e s  d a n s  l e s  c a s  p a t h o l o g i q u e s ,  l ' a c i d e  s i a l i q u e  

p e u t  ê t r e  e n  c o m p é t i t i o n  a v e c  l e  L - f u c o s e .  

II. Il e s t  p o s s i b l e  d e  m o d i f i e r  l a  s t r u c t u r e  c h i m i q u e  d e s  

p l a q u e t t e s .  

T r a v a i l l a n t  a u s s i  b i e n  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  l a v é e s  q u e  

s u r  l e s  p l a q u e t t e s  d a n s  l e u r  m i l i e u  p l a s m a t i q u e ,  n o u s  a v o n s  

m o d i f i é  l e u r  t e n e u r  e n  a c i d e  s i a l i q u e  : 



a )  s o i t  : e n  l a  d i m i n u a n t  p a r  l e  t r a i t e m e n t  à l a  n e u r a -  

m i n i d a s e  

b )  s o i t  : e n  l ' a u g m e n t a n t  p a r  l ' i n c o r p o r a t i o n  de  l ' a c i d e  

s i a l i q u e  p a r  v o i e  e n z y m a t i q u e .  

- Nous a v o n s  é t u d i é  l a  n a t u r e  d e s  l i a i s o n s  e n t r e  l e s  c o n s t i -  

t u a n t s  d e  l a  membrane p l a q u e t t a i r e  e t  l ' a c i d e  s i a l i q u e .  

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  p a r  : 

a )  h y d r o l y s e  a c i d e  

b )  h y d r o l y s e  e n z y m a t i q u e  

c )  d é g r a d a t i o n  p a r  l a  p r o n a s e  

p r o u v e n t  unan imement  q u '  i l  s '  a g i t  d ' u n e  S a i s o n  c h i m i q u e .  

- La r é p a r t i t i o n  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  i n c o r p o r é  e n t r e  l e s  g l y c o -  

p r o t é i n e s  e t  l e s  g l y c o l i p i d e s  a  é g a l e m e n t  é t é  é t a b l i e .  

III.  D e n o m b r e u s e s  f o n c t i o n s  p l a q u e t t a i r e s  s o n t  d i r e c t e m e n t  

i n f l u e n c c e s  p a r  l ' e n r i c h i s s e m e n t  o u  p a r  l ' a p p a u v r i s s e m e n t  

d e s  p l a q u e t t e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e  à l r e x c l u s i o n  d e  t o u t e  

a u t r e  m o d i f i c a t i o n  d e  s t r u c t u r e .  

C e c i  a  é t é  m i s  e n  é v i d e n c e  p a r  l ' é t u d e  d e s  v a r i a t i o n s  

de  : 

a )  l a  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e s  p l a q u e t t e s .  

b )  l ' a g r é g a t i o n  s o u s  l ' e f f e t  d e  1'ADP. 

c )  l ' a g r é g a t i o n  s o u s  l ' e f f e t  d e  l a  s é r o t o n i n e .  

d )  l ' a f f l u x  d e s  i o n s  de p o t a s s i u m .  

e )  l a  f i x a t i o n  de  l a  s é r o t o n i n e  s u r  l a  membrane. 

I V .  L e s  e f f e t s  s u r  l e s - f o n c t i o n s  p l a q u e t t a i r e s  d e  p l u s i e u r s  

m o d i f i c a t i o n s  c h i m i q u e s  s i m u l t a n é e s  n e  p e u v e n t  ê t r e  é v a -  

l u é s  q u e  d a n s  l e u r  r é s u l t a n t e  d ' e n s e m b l e .  - 

S i  d ' a u t r e s  cha i igements  c h i m i q u e s  i n t e r v i e n n e n t  s i m u l -  

t a n é m e n t  à l a  m o d i f i c a t i o n  du  t a u x  d ' a c i d e  s i a l i q u e ,  l ' a c t i o n  

d e  c e  d e r n i e r  p e u t  ê t r e  masquée  o u  compensée  p a r  l ' e f f e t  d e s  

a u t r e s  m o d i f i c a t i o n s .  



C e t t e  c o n s t a t a t i o n  e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  i l l u s t r é e  p a r  

l ' é t u d e  d e s  p l a q u e t t e s  p a t h o l o g i q u e s  d a n s  l e s q u e l l e s  o n  r e n -  

c o n t r e  s o u v e n t  d e s  c h a n g e m e n t s  m u l t i p l e s  d e  s t r u c t u r e  c h i m i q u e  

q u i  p e u v e n t  se t r a d u i r e  s u r  l e s  f o n c t i o n s  p l a q u e t t a i r e s  p a r  

d e s  e f f e t s  s o u v e n t  o p p o s é s .  

En r é s u m é ,  p a r  m o d i f i c a t i o n  d e  l e u r  t a u x  d a n s  l e s  

g l y c o p r o t é i n e s  d e  l a  membrane  o n  p e u t  o b t e n i r  d e s  i n f o r m a t i o n s  

t r è s  s i g n i f i c a t i v e s  s u r  l e  r ô l e  d e  c e r t a i n s  c o n s t i t u a n t s  g l u -  

c i d i q u e s  d e s  p l a q u e t t e s .  C e c i  a  é t é  d é m o n t r é  d a n s  l e s  cas  d e  

1' a c i d e  s i a l i q u e ,  r e s p o n s a b l e  d e  n o m b r e u s e s  f o n c t i o n s  p l a q u e t -  

t a i r e s .  



Q U A T R I E M E  P A R T I E  

ANNEXE TECHNIQUE 



METHODES DE PREPARATION DES MATIERES UTILISEES 

A U  COURS DES STUDES ANALYTIQUES 

1. PREPARATION DE LA SUSPENSION DES PLAQUETTES LAVEES INTACTES 

a )  P a r  c e n t r i f u g a t i o n  (Méthode CRON3ERG e t  C A E N ) ( ~ O )  

9 2 , 5  m l  d e  s a n g  s o n t  a d d i t i o n n é s  d e  7 , 5  m l  d e  Na2 - 
EDTA 0 , 0 7 7  M e t  c e n t r i f u g é s  à 1 8 0  g  p e n d a n t  1 2  m i n u t e s  à 4OC. 

Le s u r n a g e a n t  e s t  un p l a s m a  r i c h e  e n  p l a q u e t t e s  c o n t e n a n t  e n v i -  

r o n  3 , 5  x 108 p l a q u e t t e s  p a r  m l .  

Ce p l a s m a  r i c h e  e n  p l a q u e t t e s  e s t  c e n t r i f u g é  à 3.000 g  

p e n d a n t  20  m i n u t e s  à 4OC. L e s  p l a q u e t t e s  ( l e  s é d i m e n t )  s e r o n t  * 
r e p r i s e s  d a n s  l e  tampon EDTA 0 , 0 7 7  M e t  c e n t r i f u g é e s  à 3.000 g  

p e n d a n t  5  m i n u t e s .  E n s u i t e  l e s  p l a q u e t t e s  s e r o n t  r e p r i s e s  d a n s  

u n e  s o l u t i o n  d e  0 , 1 5  M NaCl à PH 7. 

b) P a r  g e l f i l t r a t i o n  s u r  c o l o n n e  S é p h a r o s e  B. (Méthode  

TANGEN e t  C o 1 1 . ) ( 1 6 8 )  

Un é c h a n t i l l o n  d e  5  m l  d e  p l a s m a  r i c h e  e n  p l a q u e t t e s  e s t  

i n t r o d u i t  à l a  s u r f a c e  du  g e l  a u - d e s s o u s  d e  l a  s o l u t i o n  d ' é l u -  

t i o n .  La  c o l o n n e  u t i l i s é e  e s t  r e m p l i e  a v e c  un m é l a n g e  d ' a g a r o s e  : 

r é s i n e .  La s o l u t i o n  d l é l u t i o n  e s t  : 0 , 1 5 4  M NaCl a j u s t é e  à 
t* 

pH 7,4 a v e c  u n e  s o l u t i o n  d e  tampon 0 , 0 0 5  TRIS e t  0 , 2 5  mM CaC12. 

La  s é p a r a t i o n  e n t r e  l e s  p l a q u e t t e s  e t  l e s  p r o t é i n e s  d u  p l a s m a  

q u i  n e  s e  t r o u v e n t  p a s  a b s o r b é e s  d a n s  l a  membrane c e l l u l a i r e  d e s  

p l a q u e t t e s ,  e s t  c o n t r ô l é e  e n  u t i l i s a n t  s u r  l a  m ê m e  c o l o n n e  l e  

s é r u m  a l b u m i n e  b o v i n  comme m a r q u e u r ,  d e  l a  m a n i è r e  s u i v a n t e  : 

1 mg d e  s é r u m  a l b u m i n e  e s t  a j o u t é  a u  PRP. A p r è s  h o m o g é n é i s a t i o n ,  

* EDTA = A c i d e - é t h y l e n d i a m i n e  t é t r a a c é t i q u e  

** TRIS (hydroxymé t h y l )  aminomé t a n e  



c e  m é l a n g e  e s t  p a s s é  s u r  l a  c o l o n n e  S é p h a r o s e  B.2 d a n s  l e s  mêmes 

c o n d i t i o n s  q u ' a u p a r a v a n t  p o u r  l e  PRP.  On a  é t a b l i  l a  c o u r b e  d e  

PRP e t  p a r a l l è l e m e n t  c e l l e  d u  m é l a n g e  d e  s é r u m  a l b u m i n e  comme 

r é f é r e n c e .  Le  d o s a g e  d e s  p l a q u e t t e s  d a n s  l e s  é l u a t s  e s t  e f f e c t u é  

p a r  m e s u r e  d e  D . O .  à 220 nm. 

c )  - N u m é r a t i o n  d e s  p l a q u e t t e s  p a r  m é t h o d e  m i c r o s c o p i q u e  

( 1 4 0 )  

L a  d i l u t i o n  d e  p l a s m a  r i c h e  e n  p l a q u e t t e s  o u  l a  s u s p e n -  

s i o n  d e s  p l a q u e t t e s  l a v é e s  e s t  a u  1 / 1 0 0  e n  o x a l a t e  d 'ammonium, 

a v e c  l a  t e c h n i q u e  d e  d i l u t i o n  a u t o m a t i q u e  d a n s  un  d i l u t e u r  

s p é c i a l  " U n o p e t t e " .  A v a n t  l a  l e c t u r e  i l  f a u t  a g i t e r  v i g o u r e u s e -  

m e n t  l e  d i l u t e u r  ; r e j e t e r  l e s  d e u x  p r e m i è r e s  g o u t t e s .  E n s u i t e  

r e m p l i r  l a  c e l l u l e  d e  M a l a s s e z  r e c o u v e r t e  d ' u n e  l a m e l l e .  

L e s  c o m p t a g e s  s o n t  e f f e c t u é s  a u  m i c r o s c o p e  à c o n t r a s t e  

d e  p h a s e ,  o b j e c t i f  4 0 .  I l  f a u t  c o m p t e r  20  r e c t a n g l e s  s o i t  d e u x  

b a n d e s  c o m p l è t e s .  L e  c h i f f r e  o b t e n u  "n" e s t  à m u l t i p l i e r  p a r  

5 0 0  ( f a c t e u r  d e  d i l u t i o n  1 / 1 0 0 ,  v o l u m e  1 1 5 ) .  

d )  N u m é r a t i o n  d e s  p l a q u e t t e s  p a r  c o m p t a g e  é l e c t r o n i q u e ,  

à l ' a i d e  d ' u n  c o m p t e u r  COULTER ( 1 4 2 )  

La d i l u t i o n  r é a l i s é e  e s t  a u  1 1 5 . 0 0 0  d a n s  t a m p o n  NaCl 

i s o t o n i q u e .  L e s  c o m p t a g e s  d e s  p l a q u e t t e s  d e  t a i l l e s  d i f f é r e n t e s  

s o n t  e f f e c t u z s  s e l o n  l a  m é t h o d e  q u i  r e l è v e  du  p r i n c i p e  g é n é r a l  

d e  c o m p t a g e  d i f f é r e n t i e l  à s e u i l  v a r i a b l e .  L ' e x p r e s s i o n  f i n a l e  

e s t  u n e  c o u r b e  d e  d i s t r i b u t i o n ,  é t a b l i e  s u r  1 6  c o m p t a g e s  

e x p l i c i t a n t  l e s  p o u r c e n t a g e s  r e l a t i f s  d e s  g r o u p e s  d e  p l a q u e t t e s  

d e  v o l u m e  c r o i s s a n t .  



2 .  PREPARATION DE L'HOMOGENAT DE PLAQUETTES BROYEES 

L e  s é d i m e n t  p l a q u e t t a i r e  p r o v e n a n t  d u  d e r n i e r  l a v a g e  d e s  

p l a q u e t t e s  e s t  r e m i s  e n  s u s p e n s i o n  d a n s  u n e  s o l u t i o n  d e  0 , 0 5  % 

d e  d i g i t o n i n e  d a n s  un t a m p o n  0 , 1 5  M NaCl à pH 7 .  E n s u i t e  l e s  

p l a q u e t t e s  s o n t  b r o y é e s  à 1' a i d e  d '  un h o m o g é n é i s e u r  f o n c t i o n n a n t  

s o u s  u n e  t e n s i o n  d e  1 1 0  v o l t s ,  p e n d a n t  3  f o i s  1 0  s e c o n d e s ,  à 

+ 4°C.  

3 .  SEPARATION DES FRACTIONS SUBCELLULAIRES DES PLAQUETTES 

a )  ~ ' h o m o g é n a t  d e s  p l a q u e t t e s  b r o y é e s  e s t  s o u m i s  à u n e  

c e n t r i f u g a t i o n  1 0 . 0 0 0  t / m i n .  p e n d a n t  6 0  min .  L a  d i g i t o n i n e  a 

d é t r u i t  l e s  p l a q u e t t e s  e t  a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  on  o b t i e n t  l e s  

f r a c t i o n s  h y d r o p h o b e s  ( c u l o t )  e t  h y d r o p h i l e s  ( s u r n a g e a n t ) .  

b )  L y s e  d e s  p l a q u e t t e s  s e l o n  l a  m é t h o d e  d e  B a r b e r  

e t  C o l l .  ( 1 9 7 1 )  ( 1 0 )  

L a  m é t h o d e  c o n s i s t e  à c h a r g e r  l e s  p l a q u e t t e s  à u n e  h a u t e  

c o n c e n t r a t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  e n  g l y c é r i n e ,  e n  c e n t r i f u g e a n t  l e s  

p l a q u e t t e s  t r è s  l e n t e m e n t  à t r a v e r s  un g r a d i e n t  i s o t o n i q u e  d e  

g l y c é r i n e  : 

3 0  m l  ( d e  O à 4 0  % )  p e n d a n t  30 min .  à 500  t / m i n .  

e n s u i t e  p e n d a n t  1 0  min .  à 3 0 0 0  t / m i n . ,  à 4 O C .  

L a  s o l u t i o n  d e  g l y c é r i n e  s u r n a g e a n t e  e s t  e n t i è r e m e n t  r e t i r é e  

p a r  a s p i r a t i o n  ; p u i s  u n e  s o l u t i o n  f r o i d e  d e  tampon TRIS ( 0 , O l  M 

TRIS-HC1 pH 7 , 5 )  e s t  a j o u t é e  e n  v o l u m e  é g a l  à e n v i r o n  5  f o i s  l e  

v o l u m e  d u  c u l o t  d e s  p l a q u e t t e s  : l e s  p l a q u e t t e s  s o n t  s u s p e n d u e s  

e t  b r o y é e s  p a r  u n e  r a p i d e  a g i t a t i o n .  



- 1 4 0  - 

4 .  LIBERATION DES GLYCOPROTEINES PLAQUETTAIRES ( 1 2 8 . 1  2 9 )  

P o u r  l i b é r e r  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  à p a r t i r  d e s  s t r u c t u r e s  

s u b c e l l u l a i r e s  e n c o r e  p r é s e n t e s  d a n s  l e s  d e u x  f r a c t i o n s ,  o n  

u t i l i s e  l e  d é s o x y c h o l a t e  d e  s o d i u m  (DOC) . L a  f r a c t i o n  h y d r o p h o b e  

( l e  c u l o t )  e s t  r e p r i s e  d a n s  une  s o l u t i o n  d e  0 , 0 2  % D O C  e t  l a  

f r a c t i o n  h y d r o p h i l e  ( s u r n a g e a n t )  e s t  a d d i t i o n n é e  d e  1 0  p l  d ' u n e  

s o l u t i o n  0 , l  % d e  D O C  : e n s u i t e  l e  m é l a n g e  e s t  h o m o g é n é i s é  pen -  

d a n t  2 f o i s  5  min .  d e  l a  m a n i è r e  d é c r i t e  p l u s  h a u t .  

E x t r a c t i o n  d e s  l i p i d e s  s e l o n  l a  m é t h o d e  -- F o l c h  e t  C o l l .  ( 5 4 )  : 

- h o m o g é n é i s a t i o n  d e s  p l a q u e t t e s  b r o y é e s  d a n s  l e  m é l a n g e  

c h l o r o f o r m e  : m é t h a n o l  : H C 1  ( 3 : l : O l )  

- a g i t a t i o n  i n t e n s e  p e n d a n t  1 0  m i n u t e s  à 25OC 

- c e n t r i f u g a t i o n .  

A p r è s  a v o i r  r é p é t é  t r o i s  f o i s  c e s  m a n i p u l a t i o n s  l a  p h a s e  

c l o r o f o r m i q u e  s e r a  é v a p o r é e  à 20°C,  l a  p h a s e  a q u e u s e  à 50°C 

s o u s  v i d e  ; e n s u i t e  e l l e s  s e r o n t  s é c h é e s  d a n s  un d e s s i c a t e u r  

s o u s  v i d e .  

I d e n t i f i c a t i o n  d e s  l i p i d e s  : 

A l i q u o t s  d e  l a  f r a c t i o n  c h l o r o f o r m i q u e  s o n t  a p p l i q u é s  s u r  l e s  

p l a q u e s  d e  c o u c h e  m i n c e ,  e t  l e  c h r o m a t o g r a m m e  e s t  r é v é l é  p a r  

Rodamine  B-4 ( s o l v a n t  N ) . 3 . p a g e  1 5 5 ) .  P l a q u e s  C C M  : g e l  d e  

s i l i c e  F 2 5 4 ,  Merck .  

D o s a g e s  d e  l a  t e n e u r  e n  g l u c i d e s  d e s  l i p i d e s  e t  l e s  p r o t é i n e s  

h y d r o p h i l e s  : 

- h y d r o l y s e  a c i d e  (HC1, N ,  p e n d a n t  1, 2 ,  3  h )  ( 1 1 9 ~ 1 2 0 )  

- h e x o s e s  p a r  a n t h r o m e  ( 1 8 5 )  

- h e x o s a m i n e  e t  a c i d e  s i a l i q u e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  

p a p i e r  o u  s u r  c o u c h e  m i n c e  (166)) (135)  



6.  E X T R A C T I O N  DE LA SEROTONINE ( 6 1 )  

L ' h o m o g é n a t  d e s  p l a q u e t t e s  b r o y é e s  e s t  m é l a n g é  a v e c  d e  

l ' a c é t o n e  95 % v/v .  a g i t é  p e n d a n t  5 min .  e t  e n s u i t e  c e n t r i f u g é .  

L ' o p é r a t i o n  e s t  r é p é t é e  t r o i s  f o i s  e t  l e s  s u r n a g e a n t s  r e c u e i l l i s  

s o n t  é v a p o r é s  : l ' i d e n t i f i c a t i o n  d e  5-HT ( p r é s e n t  d a n s  l e  s u r -  

n a g e a n t )  e s t  f a i t e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  c o u c h e  mince .  

La f i g u r e  4 . 2  m o n t r e  un chromatogramme s u r  c o u c h e  m i n c e  

s p é c i a l e m e n t  t r a i t é  p o u r  i d e n t i f i e r  l a  s é r o t o n i n e  e t  l e s  l i p i d e s  

p l a q u e t t a i r e s  s u r  une  même p l a q u e .  

L é g e n d e  d e  l a  f i g u r e  4 . 2  : E x t r a i t  d e s  p l a q u e t t e s  b r o y é e s  s e l o n  -- ..................... 
l a  m é t h o d e  FOLCH ( T a c h e s  1 ) .  L e s  p l a q u e t t e s  b r o y é e s  s o n t  t r a i -  

t é e s  p r é a l a b l e m e n t  a v e c  de  l ' a c é t o n e  9 5  % v / v .  A p r è s  c e n t r i f u -  

g a t i o n  d u  m é l a n g e  l e  c u l o t  e s t  r e p r i s  e n  s o l u t i o n  MetOH;CHCl3:HC1 

p o u r  d o n n e r  d e s  l i p i d e s ,  d é p o u r v u s  d u  5-HT ( t a c h e s  2 ) .  

Le s u r n a g e a n t  d e  l ' e x t r a i t  d e s  p l a q u e t t e s  a v e c  d e  l ' a c é t o n e  a 

d o n n é  l a  s é r o t o n i n e  p l a q u e t t a i r e  ( t a c h e s  3 ) .  

Témoin : S é r o t o n i n e  k e r a t i n i n e -  s u l f a t e ,  (Merck)  ( t a c h e  4 ) .  

R é v é l a t i o n  du  chromatogramme : 

On s é p a r e  l a  p l a q u e  e n  d e u x  p a r t i e s  e n  é l i m i n a n t  l a  c o u c h e  

a c t i v e  à l ' a i d e  d ' u n e  s p a t u l e  s u r  u n e  l a r g e u r  d ' e n v i r o n  5  mm, 

o n  é v i t e  a i n s i  l a  d i f f u s i o n  d e s  s o l u t i o n s  q u i  s e r o n t  p u l v é r i s é e s  

s u r  c h a c u n e  d e s  d e u x  p l a g e s  a i n s i  c r é é e s .  

P e n d a n t  q u ' o n  p u l v é r i s e  l a  n i n h y d r i n e  e n  s o l u t i o n  a l c o o l i q u e  

s u r  l a  p l a g e  d e  d r o i t e ,  on  c o u v r e  l ' a u t r e  m o i t i é  de  l a  p l a q u e  

p a r  u n e  f e u i l l e  d ' a l u m i n i u m .  On d é v e l o p p e  e n s u i t e  p a r  c h a u f f a g e  

à 80°C l e s  t a c h e s  d e  l a  s é r o t o n i n e .  L a  p l a g e  d e  g a u c h e  r e c e v r a  

a l o r s  u n e  p u l v é r i s a t i o n  d e  Rhodamine B4. 



D o s a g e  c o l o r i m é t r i q u e  - d e  l a  s é r o t o n i n e .  La  5-HT i s o l é e ,  

s è c h e ,  p r o v e n a n t  d e  l ' e x t r a i t  d e s  p l a q u e t t e s  b r o y é e s  a v e c  d e  

l ' a c é t o n e ,  s e r a  r e p r i s  d a n s  d e  l ' e a u  e t  d o s é  s e l o n  l a  m é t h o d e  

d e  S . U d e n f r i e n d  e t  C o l l .  ( 1 7 0 a ) .  

R é a c t i f s  u t i l i s é s  : 1 )  s o l u t i o n  1% d e  1 - n i t r o s o - 2 - n a p h t h o l  d a n s  

E t O H  95O 

2 )  M é l a n g e  d e  5  m l  d e  H2S04 2N e t  0 , 2  m l  

d ' u n e  s o l u t i o n  5 %  d e  NaNO 2  

Mode o p é r a t o i r e  : 1 m l  d e  s o l u t i o n  a q u e u s e  d u  5-HT 

+ 0 , 5  m l  d e  r é a c t i f  1 )  

+ 0 , 5  m l  d e  r é a c t i f  2 )  

+ 50°C p e n d a n t  5-7 m i n u t e s ,  e n s u i t e  r e f r o i d i s -  

s emen  t 

+ 3 m l  é t h y l è n e  d i c h l o r u r e ,  a g i t a t i o n  p e n d a n t  

1 m i n .  C e n t r i f u g a t i o n  à 500  t / m i n  p e n d a n t  

5 m i n u t e s ,  

L ' a b s o r p t i o n  d e s  p h a s e s  a q u e u s e s  e s t  m e s u r é e  à 5 4 0  nm. 



F i g u r e  4 . 2  

CtiROPîATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE 

D b S  L I P I I ~ E S  ET DE LA SEROTONINE PLAQUETTAIRE - --.-.-- 

1. L i p i d e s  e t  s é r o t o n i n e  p l a q u e t t a i r e s  

2 .  L i p i d e s  p l a q u e t t a i r e s  

3 .  S é r o t o n i n e  p l a q u e t t a i r e  

4 .  T é m o i n  : s é r o t o n i n e  

C h r o m a t o g r a p h i e  s u r  p l a q u e  d a n s  s o l v a n t  N o  3 ,  
a s c e n d a n t e ,  ( 2  f o i s  3 H  d e  m i g r a t i o n ) .  



7 .  DOSAGE DE PROTEINES 

L a  t e n e u r  e n  p r o t é i n e s  d e  s é r u m ,  d u  p l a s m a  r i c h e  e n  

p l  a q u e t t e s  o u  d ' u n e  s u s p e n s i o n  d e s  p l a q u e t t e s  l a v é e s  p e u t  ê t r e  

d é t t  ; n é e  ( a r  l a  m é t h o d e  L9WRY e t  C o l l .  ( 9 4 ) .  Comme r é f é r e n c e  

o n  t i t i l i s e  .:lie s o l u t i o n  d ' a l b u m i n e  d e  s é r u m  b o v i n ,  d e  t i t r e  

R é ;  t i f s  : 

a )  L e  r é a c t i f  d e  F o l i n  ( a c i d e s  p h o s p h o t u n g s t i q u e  e t  

p h o s p h o m o l y b d i q u e )  

b )  Na2C03 2 % d a n s  .NaOH 0 , l  N 

c )  CuS04 0 , 5  Z d a n s  t a r t r a t e  d e  N a  e t  K 1 Z 

d )  Au moment  d e  l ' e m p l o i  m é l a n g e r  50  m l  b )  + 1 m l  c ) .  



DETERMINATION DE LA COMPOSITION GLUCIDIQUE DES PLAQUETTES 

( (119- 122). (135) , (8-101, (104-112 1, ) 

D é t e r m i n a t i o n  q u a n t i t a t i v e  d e s  g l u c i d e s  : l ' a n a l y s e  

q u a n t i t a t i v e  compor te  deux  é t a p e s  

- L i b é r a t i o n  d e s  g l u c i d e s  l i é s  à l a  p a r t i e  p e p t i d i q u e  

d e s  p r o t é i n e s ,  à p a r t i r  d e s  f r a c t i o n s  s u b c e l l u l a i r e s  

d e s  p l a q u e t t e s .  

- S é p a r a t i o n  e t  d o s a g e s  d e s  g l u c i d e s  l i b é r é s .  

1. LIBERATION DES GLUCIDES LIES AUX PROTEINES PAR HYDROLYSES 

ACIDES 

P o u r  o b t e n i r  l e s  g l u c i d e s  l i b r e s  à p a r t i r  d e s  g l y c o p r o -  

t é i n e s  n o u s  devons  c h o i s i r  p o u r  chaque g l u c i d e  l e s  c o n d i t i o n s  

o p t i m a l e s  d ' h y d r o l y s e .  

Rour l e s  a c i d e s  s i a l i q u e s  nous  a v o n s  u t i l i s é  H2S04 0 , l  

no rma l  e t  nous  avons  é t a b l i  chaque  f o i s  l a  c o u r b e  c i n é t i q u e  e n  

f o n c t i o n  d e  l a  d u r é e  d e  l ' h y d r o l y s e  e n t r e  O e t  90  m i n u t e s ,  s o i t  

d e s  p l a q u e t t e s  n o r m a l e s ,  s o i t  d e s  p l a q u e t t e s  de  c a s  p a t h o l o g i -  

q u e s  e n t i è r e s  o u  b r o y é e s  ( F i g u r e  4.2 e t  4 .3) .  

P o u r  l e s  g l u c i d e s  n e u t r e s ,  comme D-glucose,  D - g a l a c t o s e ,  

D-mannose e t  L - fucose ,  n o u s  u t i l i s o n s  : H C 1 ,  N ,  p e n d a n t  2 , 3  e t  4h. 

P o u r  a v o i r  d a n s  l e s  mêmes é c h a n t i l l o n s  l e s  s u c r e s  n e u t r e s  e t  

l e s  hexosamines ,  n o u s  a v o n s  p r o l o n g é  l e  temps de  l ' h y d r o l y s e  

a v e c  BCZ, N j u s q u ' à  6 h e u r e s .  

P o u r  l a  l i b é r a t i o n  t o t a l e  d e s  h e x o s a m i n e s  s e u l e s ,  n o u s  

a v o n s  u t i l i s é  H C 1 ,  2  N p e n d a n t  2  e t  3  h e u r e s  d ' h y d r o l y s e .  



PURIFICATION DES HYDROLYSATS 

- d e s  p l a q u e t t e s  

- d e s  g l y c o p r o t é i n e s  

- L e s  h y d r o l y s a t s  a c i d e s  d e s  p l a q u e t t e s  o u  c e u x  d e s  f r a c t i o n s  

s u b c e l l u l a i r e s  d e s  p l a q u e t t e s  c o n t i e n n e n t  d e s  d é b r i s  c e l l u -  

l a i r e s .  C e s  h y d r o l y s a t s  o n t  é t é  s o u m i s  à d e s  c e n t r i f u g a t i o n s  

e t  d e s  l a v a g e s .  L e s  s u r n a g e a n t s  r e c u e i l l i s  o n t  é t é  c o n c e n t r é s .  

Ces  s u r n a g e a n t s  c o n c e n t r é s  s o n t  d e s  h y d r o l y s a t s  p r o p r e m e n t  

d i t s  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  p l a q u e t t a i r e s .  

- L e s  h y d r o l y s a t s  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  o n t  é t é  p u r i f i é s  e n  u t i l i -  

s a n t  d e s  c o l o n n e s  à é c h a n g e u r s  d '  i o n s  (Dowex, A m b e r l i t e ,  

S é p h a d e x )  s e l o n  l e s  t e c h n i q u e s  d é c r i t e s  p a r  MONTREUIL e t  SPIK 

( 1 9 6 7 )  
F i g u r e  4 . 3  

S o l u t i o n  n l u c i d i q u e  a c  ide  

D é p l a c e m e n t  p a r  H C 1  0 , 4  N 
DOWEX 5 0  

i * 
t O s a m i n e s  

S o l u t i o n  e f f é r e n t e  a c i d e  ( e t  p r o t i d e s )  

t , D é p l a c e m e n t  p a r  H C O O H  5  p . 1 0 0  ( v : v )  
DUOLITE A 1 0 2  D 

O s e s - p h o s p h a t e s  

O s e s  n e u t r e s  
O s i d e s  n e u t r e s  
N - a c é t y l o s a m i n e s  
L a c t o n e s  
P o l y o l s  

Schéma d e  p u r i f i c a t i o n  e t  d e  f r a c t i o n n e m e n t  d e s  

h y d r o l y s a t s  a c i d e s  d ' o s i d e s  s u r  d e s  é c h a n g e u r s  d ' i o n s  

( 1 2 0 a , p a g e  1 1 ) .  



3. DOSAGES COLORIMETRIQUES DIRECTS DES GLUCIDES LIBERES 

L e s  h y d r o l y s a t s  d e s  p l a q u e t t e s  b r o y é e s  o u  d e s  f r a c t i o n s  

s u b c e l l u l a i r e s  s o n t  c e n t r i f u g é s .  L e s  d o s a g e s  d e s  g l u c i d e s  

( d ' h e x o s e s ,  d ' h e x o s a m i n e s ,  e t  d ' a c i d e  s i a l i q u e )  s o n t  e f f e c t u é s  

s u r  l e s  p a r t i e s  a l i q u o t e s  d e s  s u r n a g e a n t s .  

P a r  c o n t r e  l e  L - f u c o s e  n e  p e u t  A e t r e  d o s é  s e l o n  l a  

m é t h o d e  d e  DISCHE e t  SCHETTLES ( 1 9 6 2 )  ( 5 0 )  q u ' a p r è s  a v o i r  é t é  

s é p a r é  d u  D - g l u c o s e ,  D - g a l a c t o s e ,  e t  D-mannose p r é s e n t s  d a n s  

l e s  h y d r o l y s a t s  d e s  p r o t é i n e s  p l a q u e t t a i r e s .  

Dosage  d e s  h e x o s e s  n e u t r e s  ( s e l o n  l a  mé thode  d e  YEMM 

e t  WYLLIS, 1 9 6 0 ) ( 1 8 5 ) .  

P r é p a r a t i o n  d u  r é a c t i f  : 0 , 1 5 0  g  d ' a n t h r o n e  p o u r  1 0 0  m l  de 

s o l u t i o n  d e  70 à 8 0  % H2S04 

P r o c é d u r e  : 1 m l  d e  s o l u t i o n  à d o s e r  

+ 5  m l  d e  r é a c t i f  + 10 à 1 2  m i n u t e s  a u  b a i n - m a r i e  

b o u i l l a n t  d o u c e m e n t  e t  à l ' a b r i  de  t o u t e  v a p e u r .  

R e f r o i d i r  e t  l a i s s e r  r e p o s e r  3 5  m i n u t e s  à t e m p é r a -  

t u r e  a m b i a n t e .  

M e s u r e r  à 5 8 5  nm et  700 nm ( l a  l e c t u r e  à 700 n m  

e s t  d e s t i n é e  à d i m i n u e r  l e s  a b s o r p t i o n s  i n c o h é r e n t e s )  



D é t e r m i n a t i o n  d e  1 ' h e x o s a m i n e  

Les  p l a q u e t t e s  c o n t i e n n e n t  un t a u x  i m p o r t a n t  d e  D - g l u c o s e .  

D e  c e  f a i t  n o u s  a v o n s  c h o i s i  l a  m é t h o d e  d e  CESSI e t  PILIEGO 

(1960)  ( 3 5 )  p o u r  l e s  d o s a g e s  s p e c t r o p h o t o m é  t r i q u e s  d e  l ' h e x o s a -  

m i n e ,  e n  p r é s e n c e  d e s  a c i d e s  a m i n é s  e t  d e  D - g l u c o s e .  Le p r o c e s -  

s u s  e s t  b a s é  s u r  l ' o b s e r v a t i o n  d e  SCHLOSS ( 1 9 5 1 )  que  l e s  amino- 

s u c r e s  f o r m e n t  d e s  c h r o m o g è n e s  v o l a t i l s  p a r  c h a u f f a g e  a v e c  de  
1 

l ' a c é t y l a c é t o n e  e n  s o l u t i o n  a l c a l i n e ,  t a n d i s  q u e  l e s  " a r t e f a c t s "  

d e  D - g l u c o s e  e t  d e s  a c i d e s  a m i n é s  f o r m e n t  u n i q u e m e n t  d e s  c h r o -  

mogènes  non  v o l a t i l s  . 
La m é t h o d e  d e  CESSI *et  PILIEGO c o n s i s t e  e n  u n e  s é p a r a t i o n  

d e  l a  f r a c t i o n  v o l a t i l e  p a r  d i s t i l l a t i o n  en é v i t a n t  a i n s i  d e s  

l i n t e r f é r e n c e s  q u i  s e r a i e n t  d u e s  a u x  a c i d e s  a m i n é s  e n  p r é s e n c e  

d e  D - g l u c o s e .  L' a b s o r b a n c e  d e s  c h r o m o p h o r e s  r o u g e s  v i o l a c é s  

f o r m é s  p a r  r é a c t i o n  d e s  c h r o m o g è n e s  v o l a t i l s  a v e c  l e  p.dimé- 

t h y l a m i n o - b e n z a l d é h y d e  e s t  m e s u r é e  à 5 4 5  nm. 

Dosage d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  s e l o n  l a  m é t h o d e  d e  WARREN 

( 1 7 4 )  e t  s e l o n  l a  m é t h o d e  d'AMINOFF ( 4 / a )  s ' e f f e c t u e  a v e c  l e  

même r é a c t i f  m a i s  d e s  t a m p o n s  d i f f é r e n t s .  

L ' é c h a n t i l l o n  d ' a c i d e  N - a c é t y l n e u r a m i n i q u e  e s t  t r a i t é  

I p a r  un  e x c è s  d ' a c i d e  p e r - i o d i q u e .  

L ' e x c è s  d 1 H I O 4 e s t  e n s u i t e  r é d u i t  p a r  u n e  s o l u t i o n  d ' a r s é -  

n i t e .  On y  a j o u t e  u n e  s o l u t i o n  d ' a c i d e  t h i o b a r b i t u r i q u e  à 0 , 6  % 

e t  o n  p o r t e  à 1 0 0 °  p e n d a n t  1 5  m i n u t e s .  L ' a c i d e  b é t a f o r m y l p y r u -  

v i q u e  f o r m é  se c o n d e n s e  a v e c  2 m o l é c u l e s  d ' a c i d e  t h i o b a r b i t u -  

r i q u e .  

On e x t r a i t  l e  ch romogène  f o r m é  p a r  un vo lume  c o n n u  d e  

c y c l o h e x a n o n e ,  e t  l a  d e n s i t é  o p t i q u e  e s t  m e s u r é e  à 549  nm. 
e t  à 532 nm. L ' a c t i o n  de d é o x y r i b o s e  e s t  é l i m i n é e  p a r  l a  f o r -  

mule  d e  c o r r e c t i o n  d ' a p r è s  W a r r e n .  



F i g u r e  4 . 2  

CINETIQUE DE LIBERATION DE L ' A C I D E  S I A L I Q U E  DES 

-xPLAQUETTES INTACTES X 

X - -  L HOMOGENAT DES PLAQUETTES BROYEES 8 

-- 

H y d r o l y s e  a c i d e  ( 0 . 0 5  N H 2 S 0 4 ,  9 0 ' ~ )  

D o s a g e s  s e l o n  Warren 



I d e n t i f i c a t i o n  q u a l i t a t i v e  d e s  g l u c i d e s  s u r  l e s  c h r o -  

matogrammes s e l o n  l a  m é t h o d e  d e  TREVELYAN e t  C o l l .  ( 1 9 5 0 )  ( 1 7 0 )  

Le p r o c e s s u s  d e  r é v é l a t i o n  d e s  t a c h e s  n é c e s s i t e  l ' e m p l o i  

d e  d e u x  s o l u t i o n s  s u c c e s s i v e s  : 

1. 1 m l  d e  s o l u t i o n  a q u e u s e  s a t u r é e  d e  n i t r a t e  d '  a r g e n t  

e s t  m é l a n g é  a v e c  2 0 0  m l  d'  a c é t o n e .  Le p r é c i p i t é  f o r m é  p e u t  ê t r e  

r e d i s s o u s  p a r  q u e l q u e s  g o u t t e s  d ' e a u  d i s t i l l é e .  

2.  S o l u t i o n  1 N d e  s o u d e  c a u s t i q u e  e n  é t h a n o l  9 0 " .  

Le chromatogramme p r é a l a b l e m e n t  s é c h é  e s t  t r e m p é  d a n s  l a  

s o l u t i o n  1, e t  il e s t  m a i n t e n u  à l ' o b s c u r i t é  à l a  t e m p é r a t u r e  

a m b i a n t e  p e n d a n t  10-20 m i n u t e s .  E n s u i t e  il e s t  t r e m p é  d a n s  l a  

s o l u t i o n  2 .  A p r è s  a p p a r i t i o n  d e s  t a c h e s  b r u n â t r e s  d e s  g l u c i d e s ,  

l e  chromatogramme e s t  f i x é  d a n s  u n e  s o l u t i o n  d e  1 N d e  NH40H 

p e n d a n t  1 0  m i n u t e s  e t  l a v é  e n s u i t e  à l ' e a u .  

En u t i l i s a n t  l e  p a p i e r  Whatmann M M 3  n o u s  a v o n s  o b t e n u  d e s  

t a c h e s  d e  g l u c i d e s  b i e n  s é p a r é e s  e t  p e u  a l l o n g é e s .  

I d e n t i f i c a t i o n  d e s  a c i d e s  s i a l i q u e s  s u r  l e s  chromatogrammes  

s e l o n  l a  m é t h o d e  d e  P e r c h e r o n  ( 1 9 6 5 )  ( 1 3 5 )  

1) Mode o p é r a t o i r e  : 

A p r è s  d é v e l o p p e m e n t  e t  s é c h a g e  d e s  c h r o m a t o g r a m m e s ,  on  

a p p l i q u e  l e  r é a c t i f ,  e t  p o r t e  l e  p a p i e r  à l ' é t u v e ,  à 100-105°  

p e n d a n t  5  à 7 mn. L e s  c é t o s e s  a p p a r a i s s e n t  s o u s  f o r m e  d e  t a c h e s  

j a u n e  o r a n g é .  

2 )  R é a c t i f  : 

S o l u t i o n  c o n t e n a n t  : a c i d e  TB : 0 , 5  g  ; a l c o o l  é t h y l i q u e  

à 80' : 1 0 0  m l  ; a c i d e  o r t h o p h o s p h o r i q u e  à 85  % : 2 m l  ( c o n s e r -  

v a t i o n  à l ' a b r i  d e  l a  l u m i è r e ) .  



Dosage  d e s  g l u c i d e s  p a r  é l u t i o n  d e s  c h r o m o p h o r e s  

(Fo r m a z a n e )  

L e s  g l u c i d e s  p r é a l a b l e m e n t  s é p a r é s  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  

s u r  p a p i e r  s e r o n t  d o s é s  p a r  é l u t i o n  d e s  t a c h e s  de  f o r m a z a n  

d é v e l o p p é e s  p a r  l a  m é t h o d e  d e  WALLENFELLS ( 1 9 5 3 )  ( 1 7 3 ) .  Cet te  

m é t h o d e  r e l è v e  du p r i n c i p e  q u e  l a  r é d u c t i o n  d e  TTG* i n c o l o r e  

p o u r  l e s  s u c r e s  e n  m i l i e u  a l c a l i n  donne  l e s  c h r o m o p h o r e s  r o u g e s  

d e  f o r m a z a n e .  

Mode o p é r a t o i r e  --------------- 
La f e u i l l e  d e  p a p i e r  d u  chromatogramme e s t  t r e m p é e  d a n s  

un m é l a n g e  1:l d e s  s o l u t i o i i s  f r a i c h e m e n t  s é p a r é e s  e t  f i l t r é e s  

d e  0 , l  N KOH en EtOH (90') e t  1 X d e  TTC* a q u e u s e .  L a  f e u i l l e  

e s t  s é c h é e  s o u s  c o u r a n t  d ' a i r  e t  e n s u i t e  s u s p e n d u e  d a n s  une  

é t u v e  i s o t h e r m i q u e  s a t u r é e  d e  v a p e u r  d ' e a u  c h a u f f é e  à 70-80°C 

p e n d a n t  1 0  o u  20  m i n u t e s .  Au c o u r s  d e  ces m a n i p u l a t i o n s ,  l e  

p a p i e r  r e s t e  t o u j o u r s  m a i n t e n u  à l ' o b s c u r i t é .  

En 10-15  m i n u t e s  l a  c o l o r a t i o n  r o u g e  d e  f o r m a z a n e  e s t  

d é v e l o p p é e .  E n s u i t e  l a  f e u i l l e  d e  p a p i e r  e s t  m i s e  a u  r e p o s  pen-  

d a n t  1 h e u r e  en t r e  d e s  f e u i l l e s  d ' a l u m i n i u m  e t  m a i n t e n u e s  à 

l ' o b s c u r i t é .  

Le p a p i e r  e s t  d é c o u p é  p o u r  i s o l e r  c h a q u e  t a c h e  d e s  

g l u c i d e s ,  e n s u i t e  l e s  c h r o m o p h o r e s  s o n t  é l u é s  p a r  u n  m é l a n g e  

d e  MetOH:AcOH/9:L/v/v. 

L e s  a b s o r b a n c e s  d e s  s o l u t i o n s  d q é L u t i o n  s o n t  m e s u r é e s  à 

482 nm. L e s  r é f é r e n c e s  : n o u s  u t i l i s o n s  p o u r  c h a q u e  g l u c i d e  s u r  

c h a q u e  chromatogramme d e s  t é m o i n s  i n t e r n e s .  

* TTC : C h l o r u r e  d e  t r i p h é n y l t é t r a z o l i u m .  



4.  CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER DES GLUCIDES 

Exemple t y p e  d e  mode o p é r a t o i r e  ( 1 6 6 )  

L e s  g l y c o p r o t é i n e s  s o n t  h y d r o l y s é e s  à pH 2 , 3  d a n s  H2S04 

5 mM B 70°C. Le pH e s t  e n s u i t e  a j u s t é  à 4  p a r  a d d i t i o n  de  NaOH. 

~ ' h y d r o l y s a t  e s t  i n t r o d u i t  d a n s  u n e  c o l o n n e  Dowex 1 

( a c é t a t e )  d e  0 , 5  cm d e  d i a m è t r e  s u r 1 2  c m  d e  l o n g u e u r .  La  c o l o n n e  

e s t  l a v é e  a v e c  5 m l  d ' e a u .  

L ' a c i d e  s i a l i q u e  e s t  é l u é  a v e c  d e  l ' a c i d e  f o r m i q u e  0 , 5  M 

e t  i s o l é  p a r  l y o p h i l i s a t i o n .  

L ' a c i d e  s i a l i q u e  e s t  r e m i s  e n  s o l u t i o n  e t  s o u m i s  à une  

c h r o m a t o g r a p h i e  d e s c e n d a n t e  s u r  p a p i e r  Whatmann n o  1, m i g r a t i o n  

p e n d a n t  48 h e u r e s  d a n s  l e  s o l v a n t  3 .  

L a  r é v é l a t i o n  d e s  t a c h e s  d ' a c i d e  s i a l i q u e  p a r  l e  c h l o r u r e  d e  

t r i p h é n y l t é t t a z o l i u m  e s t  e f f e c t u é e  s e l o n  l a  méthode  d é c r i t e  

précédemment .  

E l u t i o n  d e s  t a c h e s  d e  f o r m a z a n e  p a r  P y r i d i n e  : HC1 1 0 / 1 .  

L ' a b s o r b a n c e  e s t  m e s u r é e  à 482 nm. 

L e s  s o l v a n t s  d e  c h r o m a t o g r a p h i e  

I B u t .  OH : 1 2  P r o p .  OH : 4  v o l .  P r o p .  OH : 4  v o l .  

I AcOH : 3  B u t .  OH : 3  v o l .  B u t .  O H  : 3 v o l .  

H2° : 5  P y r i d i n e  : 1 v o l .  P y r i d i n e  : 2  v o l .  

(PARTRIDGE,1948) H C 1  0 , l  N : 1 v o l .  H C 1  0 , l  N : 1 v o l .  



- 1 5 3  - 

1 

5. DOSAGE DE L-FUCOSE 

Le d o s a g e  d u  L - f u c o s e  s e l o n  l a  méthode  c o l o r i m é t r i q u e  

d e  DISCHE e t  SHETTLES ( 1 9 6 2 )  ( 1 6 0 )  e f f e c t u é  d i r e c t e m e n t  s u r  

l e s  h y d r o l y s a t s  n e  d o n n e n t  p a s  d e  r é s u l t a t s  s a t i s f a i s a n t s  à 

c a u s e  d e  l a  p r é s e n c e  d ' u n  e x c è s  d e  D - g a l a c t o s e ,  de  D-mannose 

e t  d e  D-g lucose .  Nous a v o n s  d o n c  p r é a l a b l e m e n t  s é p a r é  l e  L- 

f u c o s e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  p a p i e r  e t  é l u é  l e s  t a c h e s  d e  

L - f u c o s e  s e l o n  l e  schéma s u i v a n t  : 

F i g u r e  4 .5  

SCHEMA DE LA DISPOSITION DE CHROMATOGRAMME POUR 

LE DOSAGE QUANTITATIF DE L-FUCOSE 

Hydro- Témoin Témoin l y s a t  Hydro- 
l y s a t  
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Les  b a n d e s  1 e t  3 s o n t  r é v é l é e s  p a r  un r é a c t i f  d e s  s u c r e s  

n e u t r e s  (Ag NO3-acétone) e t  l e s  b a n d e s  2 e t  4 s e r o n t  d é c o u p é e s  

e t  s o u m i s e s  à l ' é l u t i o n  p a r  H20. 

Les  s o l u t i o n s  d ' é l u t i o n  s o n t  f i l t r é e s  s o i g n e u s e m e n t ,  e t  1 
d o s é e s  p a r  l a  méthode à l a  c y s t é i n e  s u l f u r i q u e  ( 1 6 0 ) .  L 1 a b s o r -  

b a n c e  d e s  chromophores  e s t  mesu rée  s u r  400  n u  e t  430 nm, 

La d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  deux  v a l e u r s  m e s u r é e s  donne l a  

b a s e  p o u r  l e  c a l c u l  du t a u x  d e  L- fucose .  

6. CHROMATOGRAPHIE DES GLUC-IDES SUR COUCHES MINCES 

Du f a i t  que  l e s  q u a n t i t é s  d e  m a t i è r e  q u e  nous  p o s s é d i o n s  

d a n s  l e  c a s  d e s  p l a q u e t t e s  huma ines  d e s  s u j e t s  m a l a d e s  e t  même 

d a n s  l e  c a s  de  s u j e t s  normaux,  é t a i e n t  f a i b l e s ,  nous  a v o n s  dû 

c h o i s i r  l a  méthode q u i  s ' a d a p t e  à c e s  données .  La ch roma tog ra -  

p h i e  s u r  p a p i e r  e s t  s a t i s f a i s a n t e  ma i s  demande e n c o r e  p l u s  de  

m a t i è r e  que  l a  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  couche  mince.  Nous avons  

t r o u v é  que  l e s  r é s u l t a t s  p r o v e n a n t  d e s  deux  mé thodes  s l a c c o r -  

d e n t  a v e c  un é c a r t  d e  * 5 %. 

De p l u s  l a  p r é s e n c e  d e  s e l s  m i n é r a u x  d a n s  l e s  h y d r o l y -  

s a t s  soumis  à l a  c h r o m a t o g r a p h i e  n ' i n f l u e  p a s  s u r  l a  f o rme  d e s  

t a c h e s  d e s  g l u c i d e s  l o r s q u e  l ' o n  u t i l i s e  d e s  c o u c h e s  m i n c e s  

du moins  t a n t  que l a  q u a n t i t é  d e  s e l  n ' e s t  p a s  t r o p  é l e v é e .  

A i n s i ,  d a n s  c e r t a i n s  c a s  n o u s  a v o n s  pu é v i t e r  l a  p u r i f i c a t i o n  

d e s  h y d r o l y s a t s  s u r  c o l o n n e s  Dowex : l o r s q u e  l a  q u a n t i t é  d e  

m a t i è r e  a  é t é  t r o p  f a i b l e  ( e t  l e  t a u x  d e  g l u c i d e s  e n t r e  1-3 v g )  

n o u s  avons  p r i s  l a  p r é c a u t i o n  d ' u t i l i s e r  un deuxième t émo in  d e s  

s o l u t i o n s  d e  g l u c i d e s  q u i  é t a i e n t  p r é p a r é e s  d a n s  l e s  mêmes con- 

d i t i o n s  que  l e s  h y d r o l y s a t s .  

A l a  s u i t e  d ' e s s a i s  e f f e c t u é s  s u r  l e s  s u p p o r t s  d i f f é r e n t s ,  

nous  avons  p r é f é r é  l e s  c o u c h e s  minces  : f e u i l l e s  d ' a l u m i n i u m  

C C M  : c e l l u l o s e ,  é p a i s s e u r  de  l a  couche  0 , l  mm, Merck ( F i g u r e  

4.6) 



S o l v a n t s  u t i l i s é s  

L e s  m é l a n g e s  q u e  n o u s  a v o n s  u t i l i s é s  a u  c o u r s  

d e s  a n a l y s e s  s o n t  l e s  s u i v a n t s  : 

1. But-OH : P y r i d i n e  : H C 1  0 , l  N : A c é t a t e  d ' é t h y l e  

2. But-OH : P y r i d i n e  : H20 : AcOH (12:3:  5 : l )  

3. C h l o r o f o r m e  : M e t O H  : H 2 0  : AcOH (65 :25 :0 ,4 :0 ,1 )  

4 .  C H C 1 3  : M e t O H  : P y r i d i n e  : HC1 0 , l  N (50 :30 :25 :5 )  

D u r é e  d e  m i g r a t i o n  ------------------ 
Dans l e  c a s  d e s  p l a q u e s  p r é c i t é e s  ( d e  d i m e n s i o n s  20x20 cm) 

l a  l i g n e  t r a c é e  d a n s  l a  p a r t i e  s u p é r i e u r e  e s t  a t t e i n t e  p a r  l e s  

s o l v a n t s  1 e t  3 e n  u n e  d u r é e  v a r i a n t  d e  4  à 6 h e u r e s  à 18OC e t  

p a r  l e s  s o l v a n t s  2  e t  4 e n  u n e  d u r é e  d e  3 à 5 h e u r e s .  

P o u r  a m é l i o r e r  l a  s é p a r a t i o n  s u r t o u t  d a n s  l e  c a s  d e s  

a c i d e s  s i a l i q u e s ,  d e s  d é r i v é s  d ' h e x o s a m i n e  o u  e n c o r e  d e  D - g l u c o s e  

e t  D - g a l a c t o s e ,  n o u s  a v o n s  r é a l i s é  u n e  d o u b l e  e t  m ê m e  t r i p l e  

m i g r a t i o n ,  d e  l a  f a ç o n  s u i v a n t e  : 

- a p r è s  l a  p r e m i è r e  c h r o m a t o g r a p h i e ,  n o u s  a v o n s  r e t i r é  

l a  p l a q u e  e t  l ' a v o n s  s é c h é e  s o u s  c o u r a n t  d ' a i r ,  

- l a  d e u x i è m e  c h r o m a t o g r a p h i e  a  é t é  f a i t e  d a n s  l e  m ê m e  

s o l v a n t  j u s q u ' à  ce q u e  c e l u i - c i  a t t e i g n e  à n o u v e a u  l a  

l i g n e  s u p é r i e u r e .  

- l a  t r o i s i è m e  m i g r a t i o n  a  é t é  c o n d u i t e  d e  l a  même f a ç o n .  

Le  d o s a g e  q u a n t i t a t i f  d e s  g l u c i d e s  p e u t  ê t r e  e f f e c t u é  

par  r é c u p é r a t i o n  d e s  t a c h e s  s u r  l e s  p l a q u e s  d e s  ch romatogrammes  

d e  c o u c h e  m i n c e .  

L e s  t a c h e s  d e s  g l u c i d e s  d é v e l o p p é e s  p a r  l a  TTC o n t  é t é  

r é c u p é r é e s  à l ' a i d e  d ' u n e  s p a t u l e  f i n e .  L a  p r i s e  d e  s u p p o r t  d e  

c o u c h e  m i n c e  c o n t e n a n t  l e  c h r o m o p h o r e  a  été i n t r o d u i t e  d a n s  d e s  

t u b e s  c o n t e n a n t  u n e  s o l u t i o n  d e  p y r i d i n e  : H C l / l : l / v / v .  A p r è s  

a v o i r  f i l t r é  o u  c e n t r i f u g é  l e s  é l u a t s ,  l t a b s o r b a n c e  d e  c o u l e u r  

r o u g e  d u  f o r m a z a n e  e s t  m e s u r é e  à 482  mp. 
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Nous a v o n s  a p p l i q u é  l a  m é t h o d e  d ' é t a l o n n a g e  i n t e r n e  

g u r  c h a q u e  p l a q u e  d e  c o u c h e  m i n c e  p o u r  c h a q u e  g l u c i d e .  

F i g u r e  4 .6  

IDENTIFICATION QUALITATIVE DES GLUCIDES 

C h r o m a t o g r a p h i e  s u r  c o u c h e  m i n c e  d e s  s u c r e s  l i b é r é s  d e  g l y c o -  

p e p t i d e  p l a q u e t t a i r e  (Gp 2 )  

Témoins  Temps d l  h y d r o l y s e  

ACIDES SIALIQUES 

D-GALAC TOSAMINE 

D- GLUCOSAMINE 

D-GALAC TOSE 
D-GLUCOSE 

D-MANNOSE 

N - a c é t y l g l u c o  s a m i n e  1 .  
L-FUCOSE O 0 1 "  8 8  8 6 6  I 

L e s  h y d r o l y s e s  p a r t i e l l e s  d e s  g l y c o p e p t i d e s  p l a q u e t t a i r e s  o n t  

é t é  e f f e c t u é e s  p a r  0 , l  N H2S04 ( t a c h e s  1 , 2 , 3 )  p a r  0 , 2  N H C l  

( t a c h e s  4 , 5 )  e t  p a r  2 N HC1 ( t a c h e s  6 )  ( r é v é l a t i o n  p a r  p - a n i s i -  

d i n e - 1  X d a n s  é t h a n o l ) .  S o l v a n t  No 1 ; m i g r a t i o n  a s c e n d a n t e  

p e n d a n t  5  H ; 2  f o i s  r é p é t é e .  



i 

DEGRADATION ENZYMATIQUE DES PLAQUETTES ET SEPARATION DES GLYCOPROTEINES 

1. HYDROLYSE ENZYMATIQUE, DES PLAQUETTES BROYEES PAR LA PRONASE 

L 'homogéna t  ( 1 0 m l )  d e s  p l a q u e t t e s  l a v é e s  e t  b r o y é e s  a 

é t é  m é l a n g é  a v e c  50ml d ' u n e  s o l u t i o n  NaCl ( 0 , 1 5  M ) ,  t a m p o n n é e  

a v e c  d e  l a  s o l u t i o n  0 1 0 0 1  M PO4 à pH 7 , s .  lomg d e  p r o n a s e  a é t é  

a j o u t é  à ces 50ml d ' é c h a n t i l l o n ,  e t  l e  t o u t  a  é t é  s o u m i s  à u n e  

i n c u b a t i o n  à 37OC p e n d a n t  d i f f é r e n t e s  d u r é e s  

L e s  m é l a n g e s  d ' i n c u b a t i o n  o n t  é t é  c e n t r i f u g é s  à 10 .000  t o u r s  

min .  à 0°C p e n d a n t  5  min. e t  l e s  s u r n a g e a n t s  o n t  é t é  c o n c e n t r é s  

à 5m.l p a r  é v a p o r a t i o n  à 20°C. E n s u i t e ,  o n  a  a j o u t é  

25ml d'ET-OH 60  X e t  o n  a  l a i s s é  r e p o s e r  p e n d a n t  u n e  n u i t  à O O C .  , 
Le p r é c i p i t é  a  é t é  d é c a n t é  e t  s é c h é  s o u s  c o u r a n t  d ' a i r  e t  r e p r i s  

d a n s  1 m l  d e  Ac-OH 0 , l  N ,  e t  p a s s é  s u r  u n e  c o l o n n e  d e  S é p h a d e x  - 
6 .25  (30  x 1 , 2  cm). P a r  é l u t i o n  a v e c  u n e  s o l u t i o n  Ac-0,Ol N 

n o u s  a v o n s  s é p a r é  d e s  f r a c t i o n s  c o n t e n a n t  un  m é l a n g e  d e  g l y c o -  l 
' p e p t i d e s  p l a q u e t t a i r e s  e n c o r e  c o n t a m i n é e s  p a r  l e s  p e p t i d e s  n o n  

g l u c i d i q u e s .  

Rendement  --------- I 
Nous sommes p a r t i s  d e  4 2 m l  d e  s u s p e n s i o n  p l a q u e t t a i r e  

d o n t  1 m l  c o r r e s p o n d  B e n v i r o n  3 , 7  x 10' p l a q u e t t e s .  L a  t e n e u r  

e n  p r o t é i n e s  ( s e l o n  LOWRY) é t a n t  d e  l ' o r d r e  d e  8 mg p a r  m l  d e  

s u s p e n s i o n ,  n o u s  a v i o n s  a u  t o t a l  336 mg d e  p r o t é i n e s  p l a q u e t -  

t a i r e s .  Nous a v o n s  f i n a l e m e n t  o b t e n u  2 8 , 4  mg d e  s u b s t a n c e s ,  

r e p r é s e n t a n t  l e  m é l a n g e  d e s  g l y c o p e p t  i d e s  p r o v e n a n t  d e s  g l y c o -  

p r o t é i n e s  p l a q u e t t a i r e s .  



2 .  CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE SEPHADEX DES FRACTIONS 

GLYCOPEPTIDLQUES 

La f r a c t i o n  d e s  g l y c o p e p t i d e s  p r o v e n a n t  d e  c o l o n n e  

S é p h a d e x  g25  e s t  c o n c e n t r é e  p a r  l y o p h y l i s a t i o n ,  e n s u i t e  p a s s é e  

s u r  une  c o l o n n e  DEAE-Séphadex A-200 ( 0 , 5  x 45 cm).Les  f r a c t i o n s  

r i c h e s  e n  g l u c i d e s  o n t  é t é  i d e n t i f i é e s  p a r  d o s a g e  d e s  g l u c i d e s  

d a n s  l e s  é l u a t s .  

La f i g u r e  D . k l i l l u s t r e  La  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  c o l o n n e  

DEA S é p h a d e x  A.25 d e  l ' h y d r o l y s a t  p r o n a s i q u e  p u r i f i é  d e s  p l a -  

q u e t t e s  l a v é e s  d o n t  l e s  f r & c t i o n s  o n t  é t é  é l u é e s  p a r  CH3COOH 

0 , l  N o  Nous a v o n s  d o s é  l e s  h e x o s e s  ( x  - x )  p a r  a n t h r o n e ,  l e s  

a c i d e s  s i a l i q u e s  ( A  - A) p a r  TB, l e s  h e x o s a m i n e s  (O - 0 )  p a r  

E l s o n  Morgan,  l a  p a r t i e  p é p t i d i q u e  e t  l e s  a c i d e s  a m i n é s  l i b r e s  

p a r  l a  (. - .) n i n h y d r i n e .  L e s  " f r a c t i o n s  r i c h e s  e n  g l u c i d e s "  

d e s  t u b e s  5  à 3 2  é t a i e n t  c o l l e c t é e s  e t  é v a p o r é e s  e n s e m b l e .  

E n s u i t e  c e  m é l a n g e  d e  g l y c o p e p t i d e s  e s t  s o u m i s  à u n e  é l e c t r o -  

p h o r è s e  s o u s  h a u t  v o l t a g e  ( F i g u r e  E . A o E . C . )  

3 .  SEPARATION DES GLYCOPEPTIDES PAR ELECTROPHORESE ET 

OBTENTION DES GLYCOPEPTIDES PAR ELUTION 

L e s  g l y c o p e p t i d e s  s o n t  i s o l é s  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  p r é p a -  

r a t i v e  : p a p i e r  Whatmann M M 3 ,  t ampon  : p y r i d i n e  : AcOH : e a u  

( 2 5  : 1 : 2 2 5 ) ,  pH 6 , 3 ,  s o u s  h a u t  v o l t a g e  (4000  V) p e n d a n t  

6 0  m i n u t e s .  

( v o i r  f i g u r e  E.A. p a g e  5 8 )  

L e s  t a c h e s  i s o l é e s  c o r r e s p o n d a n t  a u x  g l y c o p e p t i d e s  é l u é e s  

du  p a p i e r  p a r  d e  l ' e a u .  A p r è s  f i l t r a t i o n ,  l ' é l u a t  s e r a  l y o p h y -  

l i s é .  



DOSAGE DE SIALYLTRANSFERASES ET LEUR UTILISATION DANS 

L'INCORPORATION DE L ' A C I D E  SIALIQUE PAR LES PLAQUETTES 

1. PREPARATION DtHOMOGENAT DE FOIE DE RAT 

P r é l è v e m e n t  d e  f o i e  ( 1 5 2 )  ------------------- 
Le r a t  a  é t é  p r i v é  d& n o u r r i t u r e  p e n d a n t  20 h e u r e s  e t  

a n e s t h é s i é  à l ' é t h e r .  Le f o i e  a  é t é  p r é l e v é  e t  l a v é  i n s t a n t a -  

nément  a v e c  une s o l u t i o n  a q u e u s e  d e  0 , 2 5  M s a c c h a r o s e  à l a  tempé- 

r a t u r e  d e  l a  g l a c e  f o n d a n t e .  

T o u t e s  l e s  m a n i p u l a t i o n s  s u i v a n t e s  o n t  été e x é c u t é e s  à 

4 O C .  Le f o i e  f i n e m e n t  m o r c e l é  a v e c  d e s  c i s e a u x  e s t  m i s  e n  s u s -  

p e n s i o n  d a n s  4 v o l u m e s  d ' u n e  s o l u t i o n  d e  tampon A) c o n t e n a n t  

0 , 2 5  M d e  s a c c h a r o s e : 0 , 0 5  M T r i s ,  0 , 0 1  % T r i t o n  X-100 ; 

0 , 0 0 1  MgCl e t  0 , 0 0 5  M KC1.  La. s u s p e n s i o n  e s t  h o m o g é n é i s é e  d a n s  

un h o m o g é n é i s e u r  P o t t e r - E l v e l j  e m  e t  I ' h o m o g é n a t  e s t  f i l t r é  à 

t r a v e r s  4 é p a i s s e u r s  d e  g a z e .  

Un c o n t r ô l e  a u  m i c r o s c o p e  a  é t é  e x é c u t é  s u r  l ' h o m o g é n a t  

f i l t r é  p o u r  é v i t e r  q u e  l a  p r é p a r a t i o n  d u  f o i e  n e  c o n t i e n n e  d e s  

f i b r i l l e s  f l o t t a n t e s .  Dans c e r t a i n s  c a s  on a  é t é  o b l i g é  d e  

f i l t r e r  p l u s i e u r s  f o i s  l ' h o m o g é n a t  e n  c h o i s i s s a n t  une  é p a i s s e u r  

s u f f i s a n t e  d e  g a z e .  La d i l u t i o n  d é f i n i t i v e  e s t  f a i t e  p o u r  a v o i r  

une  c o n c e n t r a t i o n  d ' e n v i r o n  4 mg d e  p r o t é i n e  h é p a t i q u e  p a r  m l .  

L e s  d o s a g e s  d e  l a  t e n e u r  e n  p r o t é i n e s  d t h o m o g é n a t  d e  f o i e  o n t  

é t é  e f f e c t u é s  p a r  l a  m é t h o d e  d e  LOWRY : a p r è s  r e f i l t r a t i o n  d e  

l t h o m o g é n a t  n o u s  a v o n s  d i l u é  à u n e  c o n c e n t r a t i o n  d e  3 , 1 9 0  mg/ml 

d e  p r o t é i n e .  



a )  p q r  c e n t r i f u g a t i o n s  d i f f é r e n t i e l l e s  (LAWFORD e t  

SCHACHTER) (84 )  

Une p a r t i e  a l i q u o t e  d 'homogéna t  d e  f o i e  d e  r a t  ( 1 5  m l  

c o n t e n a n t  60 mg d e  p r o t é i n e )  a  été s o u m i s e  à u n e  c e n t r i f u g a t i o n  

à 1 0 , 0 0 0  g p e n d a n t  1 0  m i n u t e s  à O ° C  d a n s  une  c e n t r i f u g e u s e  

S o r v a l l .  Le c u l o t  C l  a  é t é  h o m o g é n é i s é  d a n s  8 v o l u m e s  d e  saccharose 

0 , 2 5  M. Une p a r t i e  a l i q u o t e  ( 4  m l )  d e  c e  mélange  a  été p o s é e  

s u r  l a  s u r f a c e  d ' u n e  so lu t i .on  d e  s u c r o s e  0 , 3 4  M ,  e n s u i t e  c e n t r i -  

f u g é e  p e n d a n t  1 0  m i n u t e s  à 900 g.  Le c u l o t  a  é t é  é l i m i n é .  

Le s u r n a g e a n t  a  é t é  s o u m i s  à une c e n t r i f u g a t i o n  à 1 0 , 0 0 0  g  Pen- 

d a n t  1 0  min. L e  c u l o t  composé d e  n o y a w r e t  d e  m i t o c h o n d r i e s  

a  é t é  é l i m i n é  e t  l e  s u r n a g e a n t  ( c l ) s / a 1 3  a é t é  g a r d é  d a n s  un 

c o n g é l a t e u r  à - 20°C j u s q u ' a u  moment d u  d o s a g e .  Le s u r n a g e a n t  

l ( S 1 )  a  é t é  c e n t r i f u g é  à s o n  t o u r  d a n s  u n e  c e n t r i f u g e u s e  S p i n c o  

p e n d a n t  1 h e u r e  à 1 3 9 , 0 0 0  g  p o u r  d o n n e r  l e  c u l o t  (SIC2) 

( F i g u r e  4 . 7 ) .  



F i g u r e  4.7 

1 HOMOGENAT DE FOIE D E  BAT 1 

e t  m i s e n  c o n g é l a t e u r  

C e n t r i f u g a t i o n  à 10.000 g  p e n d a n t  10 min.  

1 

a n t  

é 1 

C u l o t  C l  

Tampon A : 0,25M s a c c h a r o s e d a n s  0 , 0 5  M T r i s  à pH 7 , 6  o u  0 , 2 5  M 
2  

s u c r o s e  d a n s  0 , 0 1  T r i t o n  X-100, 0 , 0 0 5  M Mg , 0 , 0 2 5  M K C 1  à l 

S u r n a g e a n t  S1 

Le c u l o t  C l  e s t  h o m o g é n é i s é  c e n t r i f u g é  à 139 .00  

d a n s  8 vo lumes  d e  s a c c h a r o s e  

0 , 2 5  M e t  p o s é  s u r  l a  s u r -  

f a c e  d ' u n e  s o l u t i o n  d e  s u -  

c r o s e  0 , 3 4  M e t  c e n t r i f u g é  

p e n d a n t  1 0  min. à 900 g  
c u l o t  (S I )  C2) s u r n a g e  

I ( S 2 )  

s u r n a g e a n t  
é l i m i n  

o t  (Cl)  2 )  

él i m i n é  (Cl> ( S I 2  
b 

c e n t r i f u g é  p e n d a n t  
a 

1 0  min. à 10 .000  g  

m 

C u l o t  (Cl)  s u r n a g e a n t  (C 

m i t o c h o n d r i e s  



b) p a r . , , s n t L " r k f ~ g a t i p n 8  en g r a d i e n t  d e  c o n c e n t r a t i o n  de  

~ h a r o q e  ( 1 5 2 )  

Nous a v o n s  o p é r é  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  d e  MORE m o d i f i é e  p a r  

SCHACHTER e t  C o l l .  ( 1 9 7 0 ) .  L e s  s o l u t i o n s  d e  s a c c h a r o s e  s o n t  

p r é p a r é e s  d a n s  l e  tampon TRIS - 0 , 0 5  M à pH 7 ,  d a n s  l e s  concen-  

t r a t i o n s  0 , 5 ,  0 , 7 ,  1 , 7 .  On d é p o s e  1 0  m l  d e  l a  s o l u t i o n  d e  

s a c c h a r o s e  à 1 , 7  M a u  f o n d  d u  t u b e ,  p r é a l a b l e m e n t  à l a  c o n s t i -  

t u t i o n  d u  g r a d i e n t .  4  m l  d e  l a  f r a c t i o n  1 d ' h o m o g é n a t  d e  f o i e  

d e  r a t  s o n t  d é p o s é s  a u  sommet d e s  g r a d i e n t s .  

La c e n t r i f u g a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  d a n s  l e  r o t o r  SN 25-1 

d ' u n e  u l t r a  c e n t r i f u g e u s e  S p i n c o  m o d è l e  L  à 1 3 9 , 0 0 0  g  p e n d a n t  

2 h e u r e s  à 4OC. 

On o b t i e n t  4  f r a c t i o n s  e n t r e  l e s  p h a s e s  d e  g r a d i e n t  d e  

c o n c e n t r a t i o n  d e  s u c r o s e .  C e s  f r a c t i o n s  p e u v e n t  ê t r e  r e c u e i l l i e s  

p a r  p o n c t i o n  à l ' a i d e  d ' u n e  s e r i n g u e .  

Les  d o s a g e s  d e  l ' a c t i v i t é  d e  s i a l y l t r a n s f é r a s e s  o n t  

donné  l e s  r é s u l t a t s  s u i v a n t s  : 

(La f r a c t i o n  II e s t  r e c u e i l l i e  e n t r e  l e s  p h a s e s  0 , 7  e t  1 , 3  M 

d e  s u c r o s e ) .  

F r a c t i o n s  

Homogénat d e  

f o i e  d e  r a t  

F r a c t i o n s  1 

F r a c t i o n s  II 

F r a c t i o n s  III 

F r a c t i o n s  IV 

A c t i v i t é  

1 0 0  % 

5  % 

3 4  % 

9 % 

5  % 



3 .  PXEPABATION DES FRACTIONS RICHES EN SIALYLTRANSFERASE A 

PARTIR D U  SANG H U M A I N  

a) P r é p a r a t i o n  d u  s é r u m  (81)  

Le s a n g  r e c u e i l l i  d a n s  d u  m a t é r i e l  e n  v e r r e  s i l i c o n é  à 

S t é  c e n t r i f u g é  à 3 .000  g  p e n d a n t  5  min.  à 4 O C .  Le s u r n a g e a n t  

a i n s i  o b t e n u  a  s e r v i  comme s o u r c e  d e  l ' e n z y m e  s i a l y l t r a n s f é r a s e .  

b) P r é p a r a t i o n  d e  p l a s m a  r i c h e  e n  p l a q u e t t e s  

90 m l  d e  s a n g  s o n t  a d d i t i o n n é s  d e  1 0  m l  d ' u n e  s o l u t i o n  

d e  c i t r a t e  t r i s o d i q u e  ( 3 , 8  %) e t  c e n t r i f u g é s  à 138 g p e n d a n t  

1 0  min.  à 4OC. E n s u i t e  l e s  é c h a n t i l l o n s  s o n t  l a i s s é s  a u  r e p o s  

p e n d a n t  1 5  min.  a f i n  q u e  l e  s u r n a g e a n t  (PRP) s o i t  s é p a r é  d e s  

g l o b u l e s  r o u g e s  e n c o r e  f l o t t a n t s .  Le s u r n a g e a n t  a i n s i  o b t e n u  

e s t  u t i l i s é  comme s o u r c e  d e  l ' e n z y m e  s i a l y l t r a n s f é r a s e .  

c )  I s o l e m e n t  d e s  p l a q u e t t e s  

Le PRP e s t  c e n t r i f u g é  à 3.009 g  p e n d a n t  1 5  min.  à 4OC 

d a n s  une  c e l t r i f u g e u s e  S o r v a l l .  Le c u l o t  ( l e s  p l a q u e t t e s )  e s t  

r e p r i s  d a n s  u n e  s o l u t i o n  d e  s u c r o s e  0 , 2 5  M d a n s  un tampon TRIS 

0 , 0 5  M à pH 7. P o u r  d é b a r r a t ~ s e r  l a  s u s p e n s i o n  d e s  g l o b u l e s  r o u -  

g e s  c o n t a m i n a n t s  on p e u t  e f f e c t u e r  une  c e n t r i f u g a t i o n  à 5.000 g  

p e n d a n t  l e  t r è s  c o u r t e s  d u r é e s  ( q u e l q u e s  s e c o n d e s ) .  La  s u s p e n -  

s i o n  a i n s i  d é p o u r v u e  d e s  é r y t h r o c y t e s  e s t  u t i l i s é e  comme s o u r c e  

d e  s i a l y l  t r a n s f é r a s e  p l a q u e t t a i r e .  



4.  DOSAGE DE L'ACTIVITE DES SIALYLTRANSFERASES ISSUES D E  SOURCES 

DIFFERENTES 

a )  I n c u b a t i o n  ( 1 5 2 )  

M é l a n g e s  d ' i n c u b a t i o n  : 1 mg d e  g l y c o p r o t é i n e  a c i d e  

t r a i t é  à l a  n e u r a m i n i d a s e  0 , 0 2 5  p m o l e s  CNP-('OC) N A N A  p o u r  

a b o u t i r  à un v o l u m e  f i n a l  d e  4 0  p l ,  o n  a j o u t e  20  p l  d e  t a m p o n  

e n  s o l u t i o n  d e  0 , 2 5  M s u c r o s e .  L e s  i n c u b a t i o n s  o n t  é t é  e x é c u t é e s  

à 37OC p e n d a n t  30, 6 0 ,  1 2 0  m i n u t e s .  L a  r é a c t i o n  é t a n t  s t o p p é e  

p a r  a d d i t i o n  d e  20  p l  d ' u n e  s o l u t i o n  d e  2 % Na BH4. 

E l e c t r o p h o r è s e  

A p r è s  i n c u b a t i o n ,  l e  d o s a g e  d e  ( 1 4 c )  i n c o r p o r é  e s t  

e f f e c t u é  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  p a p i e r ( r é f . 1 5 2 . ) 5 0  p l  d e  m é l a n g e  

d ' i n c u b a t i o n  s o n t  p o r t é s  s u r  p a p i e r  Whatmann 3  MM p r é a l a b l e m e n t  

s a t u r é  a v e c  l e  t ampon  c h o i s i  p o u r  l ' é l e c t r o p h o r è s e .  (Nous  u t i l i -  

s o n s  d e u x  t a m p o n s  a l t e r n a t  i v e m e n t ,  1. P y r i d i n e  - AcOH-H20, 

2 .  T é t r a b o r a t e  d e  s o d i u m ,  t o u s  l e s  d e u x  à pH 6 , 3 ) .  Le p a p i e r  e s t  

s u b m e r g é  d a n s  l e  " s o l v a n t  a l i p h a t i q u e t t  ( S h e l l  5 0 5 )  : il  m e s u r e  

57  cm e n t r e  l e s  d e u x  e x t r é m i t é s  s u b m e r g é e s .  Le t ampon  a t t e i n t  

l e s  d e u x  e x t r é m i t é s  d u  p a p i e r  e t  m o n t e  à e n v i r o n  5  cm d e  c h a q u e  

c ô t é .  L e s  o p é r a t i o n s  d ' é l e c t r o p h o r è s e  s o u s  4 .000  v o l t s  o n t  é t é  

c o n d u i t e s  p e n d a n t  d e s  d u r é e s  d e  4 5  e t  d e  6 0  m i n u t e s  r e s p e c t i -  

vemen t . 
L e s  g l y c o p r o t é i n e s  m i g r e n t  p e u  : o n  p e u t  l e s  i d e n t i f i e r  

a u t o u r  d e  l a  l i g n e  d e  d é p a r t ,  l ' e x c è s  d e  CMP-NANA r a d i o a c t i f ,  

l e s  p r o d u i t s  d e  d é g r a d a t i o n  e t  l ' a c i d e  s i a l i q u e  l i b r e ,  m i g r a n t  

r a p i d e m e n t  v e r s  l e  c ô t é  p o s i t i f  d u  p a p i e r .  ( F i g u r e  4 . 8 a  et t )  





F i g u r e  4 . t b  

* 
L ' a c i d e  s i a l i q u e  r a d i o a c t i f  e s t  f i x é  s u r  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  

r e s t é e s  p r è s  d e  l a  l i g n e  z é r o  e t  c e t t e  p a r t i e  d e  p a p i e r  e s t  

s é c h é e  e t  s o u m i s e  à un c o m p t a g e  d a n s  un c o m p t e u r  à s c i n t i l l a -  

t i o n  d e  l i q u i d e  ( P a c k a r d  T R I - C ) d a n s  d u  t o l u è n e  c o n t e n a n t  0,4 % 
II Omnif luor l '* .  Des i n c u b a t i o n s  d e  c o n t r ô l e  o n t  é t é  f a i t e s  e n  

l ' a b s e n c e  d ' a c c e p t e u r  g l y c o p r o t é i n e  e t  l e s  v a l e u r s  c / m  d ' i n c o r -  

p o r a t i o n  e n d o g è n e  o n t  é t é  s o u s t r a i t e s  p o u r  l e  c a l c u l  d ' a c t i v i t é  

d e  l ' e n z y m e .  L e s  v a l e u r s  e n d o g è n e s  r e p r é s e n t a i e n t  m o i n s  d e  5 % 

d e s  v a l e u r s  o b t e n u e s  en p r é s e n c e  d ' a c c e p t e u r .  

* 
L e s  c o m p t a g e s  e n  s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  e n  p r é s e n c e  d e  1 3  m l  
d u  l i q u i d e  s c i n t i l l a t e u r  s u i v a n t  : 4 g  d e  d i p h é n y l  2 , 5 - o x a z o l e  
e t  0 , l  g  d e  p - p h é n y l è n e - 2 , 2 ' - b i s  (méthyl-4-phényl-5-oxazole) 
d a n s  1 l i t r e  d e  t o l u è n e  ( M e r c k ) .  

6 
* ~ , . S : 3 , 4  x 10 C/m p a r  prnole. 



5. INFLUENCE DES DETERGENTS SUR L'ACTIVITE DES SIALYLTRANSFE- 

R A S E S  DE SOURCES DIFFERENTES 

N o u s  a v o n s  e f f e c t u é  l e s  i n c u b a t i o n s  h a b i t u e l l e s  e n  p r é -  

s e n c e  e t  e n  a b s e n c e  d e  d é t e r g e n t s ,  u t i l i s a n t  comme 

- A c c e p t e u r s  : g l y c o p r o t é i n e s  d é s i a l i s é s ,  e t  comme s o u r c e s  d e  

- S i a l y l t r a n s f é r a s e s  : 

. l e s  f r a c t i o n s  m i c r o s o m a l e s  ("13, S 3 ) ,  d e  f o i e  d e  r a t  

. l e  s é r u m  

. l e  p l a s m a  r i c h e  e n  p l a q u e t t e s ,  e t  

. l e s  p l a q u e t t e s  i s o l é e s .  

6. EFFET DE LA NEURAMINIDASE SUR L'ACTIVITE DES SIALYLTRANSFE- 

RASES D U  SERUM 

Mode o p é r a t o i r e  --------------- 
L a  m é t h o d e  h a b i t u e l l e  d e  d o s a g e  d e  l ' a c t i v i t é  d e  l ' e n z y m e  

s i a l y l t r a n s f é r a s e  n o u s  a f o u r n i  s i m u l t a n é m e n t  l e s  r é s u l t a t s  

c o n c e r n a n t  l e  n i v e a u  d ' a c t i v i t é  d e s  n e u r a m i n i d a s e s  p r é s e n t s  

d a n s  l e s  s é r u m s  é t u d i é s .  F i g u r e  4 . 9  

L e s  c o u r b e s  t r a c é e s  d e  l a  b a n d e  1. s o n t  d e s  é t a l o n s  : 

-& C M P - ( ' ~ C ) N A N A  ; A.S.  3 , 7  x 1C16 p a r  p m o l e s  

- - - - - -  1 4  
( C)-NANA, l i b r e s ,  A.S.  0 , 5  x 1 0 6  p a r  p m o l e s  

L e s  c o u r b e s  t r a c é e s  d e  l a  b a n d e  I I .  r e p r é s e n t e n t  l e s  m e s u r e s  

d e s  é c h a n t i l l o n s  d '  i n c u b a t i o n  s u i v a n t s  : 

a c i d e  1 g l y c o p r o t é i n e s  + CMP-NANA + s i a l y l t r a n s f é r a s e  
d e  f o i e  d e  r a t  

& a c i d e  1 g l y c o p r o t é i n e  + CMP-NANA + s é r u m  h u m a i n  NORMAL 

,-@-B-&& a c i d e  1 g l y c o p r o t é i n e  + CMP-NANA + ç i a l y l t r a n s f é r a s e  d e  
s é r u m  h u m a i n  n o r m a l  + 0 , 2  U .  d e  n e u r a m i n i d a s e  d e  C l o s t .  
P e r f r .  

I n c u b a t i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s  : 3 0  m i n u t e s ,  à 37OC. 



F i g u r e  4 . 9  

M E S U R E S  D E  R A D I O A C T I V I T E  P A R  " B A N D E  L E C T E U R "  D E S  

E C H A N T I L L O N S  DU S E R U M  I N C U B E S ,  A P R E S  E L E C T R O P H O R E S E  

(4 .000 v o l t s  - 4 5  m i n .  p a p i e r  Whatmann M M 3  4 6 x 5 6  cm, 
s o l v a n t  t é t r a b o r a t e  d e  s o d i u m  à pH 6 , 3 )  

1 4  1 )  ( C ) - N A N A  i n c o r p o r é  s u r  ci g l y c o p r o t ' é i n e  a c i d e  d é s i a l i s é e ,  
1 

2 )  N A N A  l i b r e  e t  d e s  p r o d u i t s  d e  d é g r a d a t i o n  non  i d e n t i f i é s  

2 a )  d e s  p r o d u i t s  d e  d é g r a d a t i o n  n o n  i d e n t i f i é s ,  

2 b )  N A N A  r a d i o a c t i f  l i b r e .  



7. INCOBPOXATION DE L ' A C I D E  SIALIQUE ( 1 4 c )  P A R '  L E S  PLAQUETTES 

a )  I n c u b a t i o n  

Des é c h a n t i l l o n s  d e  0 , 3 0  m l  d e  p l a s m a  r i c h e  e n  p l a q u e t t e s  

c o n t e n a n t  l o g  p l a q u e t t e s  o u  d e s  é c h a n t i l l o n s  d e  0 , 2  m l  d e  s u s -  

p e n s i o n  d e s  p l a q u e t t e s  l a v é e s  c o n t e n a n t  l o g  p l a q u e t t e s ,  o n t  é t é  

p r é p a r é s .  A c h a q u e  é c h a n t i l l o n  o n  a  a j o u t é  20  ~1 d e  t ampon  

P i p e s  - T r i t o n  - X ( 1 0 0 )  d a n s  u n e  s o l u t i o n  d e  s u c r o s e  0 , 2 5  M à 

pH 7 .  E n s u i t e  5 0  n a n o m o l e s  d e  CMP-NANA r a d i o a c t i f  d a n s  1 0  p i  

s o l u t i o n  a q u e u s e ,  e t  é g a l e m e n t  1 0  o u  2 0  p l  d e  f r a c t i o n s  r i c h e s  

e n  s i a l y l t r a n s f é r a s e  d ' h o m o g é n a t  d e  f o i e  d e  r a t .  A p r è s  a v o i r  

c o m p l é t é  l e s  é c h a n t i l l o n s  a u  même v o l u m e  ( 0 , 7  m l )  a v e c  l e  t a m p o n ,  

n o u s  l e s  a v o n s  s o u m i s  à l ' i n c u b a t i o n  à 37OC. E n s u i t e  n o u s  a v o n s  

p r o c é d é  s e l o n  l a  m é t h o d e  h a b i t u e l l e  d é c r i t e  p l u s  h a u t .  

b )  E l e c t r o p h o r è s e  

L ' é l e c t r o p h o r è s e  d e s  a l i q u o t s  d e s  é c h a n t i l l o n s  d ' i n c u b a -  

t i o n  e s t  e f f e c t u é e  p a r  l a  m é t h o d e  d é c r i t e  p l u s  h a u t .  

La  m i g r a t i o n  d e s  p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  e s t  p r e s q u e  s i m i -  

l a i r e  à c e l l e  d e  l ' a 1  g l y c o p r o t é i n e  a c i d e ,  b i e n  q u e  l a  m i g r a t i o n  

d e s  p l a q u e t t e s  s o i t  f o n c t i o n  d u  t a u x  d ' a c i d e  s i a l i q u e  i n c o r p o r é .  

Comme l e  m o n t r e  l a  f i g u r e  4 . 8 b l e  p a p i e r  d ' é l e c t r o p h o r è s e  

e s t  d é c o u p é  e n  c a r r é s  n u m é r o t é s  ( 3  x 3  cm).  

A p r è s  a v o i r  é t é  s é c h é s  e t  a é r é s  l e s  c a r r e a u x  i n d i v i d u e l s  

s o n t  i n t r o d u i t s  d i r e c t e m e n t  d a n s  l e s  f l a c o n s  d e  c o m p t a g e .  



8. L'EFFET D E  LA NEURAMINIDASE SUR L'INCORPORATION DE NANA 

PAR LES PLAQUETTES 

a )  En f o n c t i o n  d u  t a u x  d e  n e u r a m i n i d a s e  

P o u r  é t u d i e r  l ' i n f l u e n c e  d e  l ' e n z y m e  n e u r a m i n i d a s e  s u r  

l ' i n c o r p o r a t i o n  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  p a r  l e s  p l a q u e t t e s ,  n o u s  

a v o n s  m i s  e n  o e u v r e  l e s  d e u x  e n z y m e s  d ' a c t i v i t é  o p p o s é e  d e  l a  

f a ç o n  s u i v a n t e  : 5  é c h a n t i l l o n s  d e  p l a q u e t t e s  e n  s u s p e n s i o n  

o n t  é t é  p r é p a r é s  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  h a b i t u e l l e s .  A c h a q u e  

é c h a n t i l l o n  i l  a  é t é  a j o u t é  50 n a n o m o l e s  d e  CMP-LJAIJA r a d i o a c t i f  

d a n s  1 0  p l  d e  s o l u t i o n  a q u e u s e ,  e t  é g a l e m e n t  2 0  p l  d ' h o m o g é n a t  

d e  f o i e  d e  r a t .  E n s u i t e ,  d a n s  l e s  é c h a n t i l l o n s  3 ,  4 ,  5  i l  a  é t é  

a d d i t i o n n é  r e s p e c t i v e m e n t  0 , 0 1 ,  0 , 0 2 ,  0 , 0 3  u n i t é  d e  l ' e n z y m e  n e u -  

r a m i n i d a s e  d e  C l o s t .  P e r f .  

A p r è s  a v o i r  c o m p l é t é  l e s  é c h a n t i l l o n s  a u  même v o l u m e  

( 0 , 7 0  p l )  a v e c  l e  t ampon  ( s u c r o s e  - p i p e s  - T r i t o n )  n o u s  l e s  

a v o n s  s o u m i s  à l ' i n c u b a t i o n  à 37OC p e n d a n t  3 0  m i n u t e s .  

b )  En f o n c t i o n  d u  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n ,  e n  p r é s e n c e  d ' u n e  

q u a n t i t é  c o n s t a n t e  d e  l ' e n z y m e  d é g r a d a n t .  

Mode o p é r a t o i r e  

Xous a v o n s  p r é p a r é  7  t u b e s  a v e c  d e s  é c h a n t i l l o n s  d e  

p l a q u e t t e s  l a v é e s .  A c h a q u e  t u b e ,  n o u s  a v o n s  a j o u t é  50  n o n a -  

m o l e s  d e  CMP-NANA ( 1 4 c ) .  L e s  t u b e s  l 0  e t  2O n o u s  o n t  s e r v i  de  

r é f é r e n c e  ; 1" p o u r  s i a l y l t r a n s f é r a s e ,  2 '  p o u r  n e u r a m i n i d a s e .  

L e s  5 a u t r e s  o n t  é t é  a d d i t i o n n é s  d e  d e u x  e n z y m e s ,  c ' e s t - à - d i r e  

20  p l  d ' h o m o g é n a t  d e  f o i e  d e  r a t  e t  0 , 0 3  u n i t é s  d e  n e u r a m i n i d a s t :  

Dans  l e s  c o n d i t i o n s  h a b i t u e l l e s  n o ü s  l e s  a v o n s  s o u m i s  à i n c u b a -  

t i o n  p e n d a n t  d e s  t e m p s  d i f f é r e n t s .  

( L e s  r é f é r e n c e s  1 e t  2 p e n d a n t  30 m i n u t e s  s e u l e m e n t ) .  



9 .  REPARTITION DE L'ACIDE SIALIQUE INCORPORE ENTRE LES PROTEINES 

ET LES LIPIDES PLAQUETTAIRES 

A p r è s  l ' i n c o r p o r a t i o n  h a b i t u e l l e ,  l e s  é c h a n t i l l o n s  d e  

p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e  o n t  é t é  l a v é s  e t  c e n t r i -  

f u g é s  d e u x  f o i s  a v e c  l e  t ampon  d ' i n c u b a t i o n  h a b i t u e l  à t e m p é r a -  

t u r e  4 O C .  

Le c u l o t  a  été r e p r i s  d e u x  f o i s  d a n s p u n e  s o l u t i o n  d e  

CHC13:CH30H(2:1), a g i t é  à 25OC p e n d a n t  5 m i n u t e s  e n s u i t e  c e n -  

t r i f u g é .  Le  d e r n i e r  c u l o t  a  é t é  r e p r i s  d a n s  l ' e a u  e t  l y o p h i l i -  

s é .  ( L a  s u b s t a n c e  l y o p h i l i s é e  c o n t i e n t  l a  p a r t i e  h y d r o p h y l e  

d e s  p l a q u e t t e s ) .  La  p h a s e  c h l o r o f  o r m i q u e  c o n  t e n a n t  l e s  g l y c o -  

l i p i d e s  ( s u r n a g e a n t e )  e s t  é v a p o r é e  à s e c .  L e s  d e u x  f r a c t i o n s  

s o n t  i n t r o d u i t e s  d i r e c t e m e n t  d a n s  l e s  f i o l e s  d e  c o m p t a g e .  



NATURE DE LA LIAISON ENTRE 

PLAQUETTE ET ACIDE SIALIQUE INCORPORE 

HYDROLYSE ACIDE 

L e s  é c h a n t i l l o n s  d '  i n c u b a t i o n  o n t  é t é  c e n t r i f u g é s  e t  

l a v é s  3 f o i s  a v e c  l e  t a m p o n  C o r n b e r g .  L e  c u l o t  a é t é  r e p r i s  

e n  s o l u t i o n  d e  N a C l  i s o t o n i q u e .  E n s u i t e  d e s  h y d r o l y s e s  a c i d e s  

d e s  p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  e n  a c i d e  s i a l i q u e  o n t  é t é  o p é r é e s  d a n s  

l e s  c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  p o u r  l e s  p l a q u e t t e s  n a t u r e s .  L ' a c i d e  

s i a l i q u e  l i b é r é  a  é t é  d o s é  s e l o n  W a r r e u .  

2 .  HYDROLYSE ENZYMATIQUE 

Une s é r i e  d ' e x p é r i e n c e s  d e  s y n t h è s e  s u i v i e s  d e  d é g r a d a -  

t i o n  e n z y m a t i q u e  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  s u r  l e s  p l a q u e t t e s  i s o l é e s .  

T t i l i s a n t  l e s  m é t h o d e s  h a b i t u e l l e s  n o u s  a v o n s  o b t e n u  l e s  r é s u l -  

t a t s  s u i v a n t s  : 

- T a u x  d ' i n c o r p o r a t i o n  d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  r a d i o a c t i f  

p a r  10' p l a q u e t t e s  : 

Numéro  d ' é c h a n t i l l o n  T e m p s  d '  i n c u b a t i o n  T a u x  d ' i n c o r p o r a t i o n  
---- - - - - - - - - - 

1 1 0  m i n .  1 4 , 2 8  u m o l e s  N A N A , ( ~ ~ C )  

I I  2 0  m i n .  1 9 , 3 2  p m o l e s  II 

III  6 0  m i n .  1 9 , 1 2  p m o l e s  11 



D é g r a d a t i o n  -- ----mm-- 

3 a l i q u o t s  d e  c h a c u n  d e  c e s  3 é c h a n t i l l o n s  ( 1  - II  - I I I )  

o n t  é t é  s o u m i s  à u n e  d é g r a d a t i o n  e n z y m a t i q u e  a v e c  d e  l a  n e u r a m i -  \ 
n i d a s e  d e  C l o s t .  P e r f .  F. p e n d a n t  d i f f é r e n t e s  d u r é e s  : 2  h ,  

24  h ,  7 2  h ,  e n  r a j o u t a n t  d e  l ' e n z y m e  a p r è s  c h a q u e  8 h e u r e s .  

L e s  é c h a n t i l l o n s  d ' i n c u b a t i o n  o n t  é t é  f i l t r é s  s u r  ' m i l l i -  

p o r e "  : 

L e s  p l a q u e t t e s  e n r i c h i e s  s o n t  l a v é e s  s u r  l e  f i l t r e  2  f o i s  a v e c  

du  t a m p o n  C o r n b e r g  e t  2  f o i s  a v e c  NaCl i s o t o n i q u e .  La  membrane 

" m i l l i p o r ~  e s t  d i r e c t e m e n t  i n t r o d u i t e  d a n s  l e  f l a c o n  d u  c o m p t a g e -  

9 - L e s  m o l é c u l e s  d ' a c i d e  s i a l i q u e  i n c o r p o r é  p a r  1 0  p l a -  

q u e t t e s  s e  m o n t r a i e n t  : 

-- 
RESISTANTES 

* - - - - - - - -- __ -. - -- -. - .:= LIBEREES - - - -. -- - . - -- 

APRES DEUX HEURES DE DEGRADATION 

A l i q u o t  
d e  l ' é c h a n t i l l o n  

1 

II  

III  

1 

II  

I I I  

1 

II 

III  

APRES 2 4  HEURES DE DEGRADATION 

APRES 72  HEURES DE DEGRADATION 



T E S T S  B I O P H Y S I Q U E S  U T I L I S E S  DANS L I E T U D E  D E  L ' E F F E T  DE L ' A C I D E  

SIALIQUE INCORPORE SUR LES FONCTIONS PLAQUETTAIRES 

1. MODIFICATION DE LA CHARGE ELECTRIQUE DES PLAQUETTES 

a )  D é g r a d a t i o n  p a r  l a  n e u r a m i n i d a s e  

Nous a v o n s  p r é p a r é  6 é c h a n t i l l o n s  d e  PRP c o n t e n a n t  

0 , 3 8 0 ~ 1 0 ~  p l a q u e t t e s  p a r  m l .  Nous a v o n s  a j o u t é  a u  ler e t  a u  
* 2e é c h a n t i l l o n s  1 0  p l  d ' u n e  s o l u t i o n  t a m p o n n é e  d e  n e u r a m i n i d a s e  

d e  C l o s t r i d i u m  p e r f r i n g e n s ,  e t  n o u s  l e s  a v o n s  i n c u b é s  à 37OC 

p e n d a n t  1 e t  2  h e u r e s  r e s p e c t i v e m e n t .  Comme r é f é r e n c e  n o u s  a v o n s  

u t i l i s é  l ' é c h a n t i l l o n  3  a v e c  tampon s e u l e m e n t ,  m a i s  i n c u b é  d e  

m ê m e  f a ç o n  q u e  l e s  a u t r e s .  

Aux é c h a n t i l l o n s  4 e t  5  n o u s  a v o n s  a j o u t é  25  p m o l e s  d e  

CMP-NANA r a d i o a c t i f  dans l e t a m p o n  h a b i t u e P k e t  a v e c  1 0  p l  d 'homo- 

g é n a t  d e  f o i e  d e  r a t  n o u s  l e s  a v o n s  i n c u b é  p e n d a n t  3 0  e t  4 5  m i -  

n u t e s  r e s p e c t i v e m e n t .  Comme r é f é r e n c e  n o u s  a v o n s  p r é p a r é  l ' é c h a n -  

t i l l o n  6 a v e c  1 0  p l  d ' h o m o g é n a t  d e  f o i e  d e  r a t  e t  n o u s  l ' a v o n s  

i n c u b é  d a n s  l e s  mêmes c o n d i t i o n s  q u e  l e s  é c h a n t i l l o n s  4  e t  5.  

La m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e s  p l a q u e t t e s  n a t i v e s  a 

é t é  m e s u r é e  s u r  l e s  é c h a n t i l l o n s  d e  PRP n a t i f  e t  s u r  l e s  s u s p e n -  

s i o n s  d e s  p l a q u e t t e s  l a v é e s  n a t i v e s  d ' u n e  p a r t  m a i s  a u s s i  s u r  

l e s  é c h a n t i l l o n s  d e s  p r é p a r a t i o n s  n a t i v e s  p r é c i t é s  a p r è s  l e s  

a v o i r  s o u m i s  à l ' i n c u b a t i o n  d a n s  l e s  mêmes c o n d i t i o n s  q u e  l e s  

é c h a n t i l l o n s  1-6  t r a i t é s .  

Tampon u t i l i s é  : 

* M é l a n g e  d e s  s o l u t i o n s  d e  s a c c h a r o s e  0 , 2 5  M ; P i p e s  0 , 5  M ,  
Mg C l 2  0 , l  % ( 8 : l : l )  à pH 7  

** 
i d e m  s a n s  Mg C l  2 ' 



b )  M e s u r e s  d e  l a  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  

L e s  m e s u r e s  d e  l a  m o b i l i t é  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e s  p l a q u e t -  

t e s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  d a n s  un a p p a r e i l  d e  m i c r o é l e c t r o p h o r è s e  

( 1 6 4 )  s p é c i a l  p o u r  l e s  cellules(cytosphéromètres.) Le s y s t è m e  d e  

l ' a p p a r e i l  c o n s i s t e  e n  u n e  c h a m b r e  c y l i n d r i q u e  i l l u m i n é e  p a r  u n e  

l u m i è r e  t r a n s v e r s a l e .  Dans  c h a q u e  é c h a n t i l l o n  l a  v i t e s s e  d e  m i -  

g r a t i o n  a  é t é  é t a b l i e  s u r  1 0  p l a q u e t t e s  i n d i v i d u e l l e m e n t .  L a  

v i t e s s e  d e  m i g r a t i o n  a  é t é  o b t e n u e  d a n s  l e s  d i r e c t i o n s  a l t e r n é e s  

d ' u n e  s u s p e n s i o n  c o n t e n a n t  e n v i r o n  1 0 8  p l a q u e t t e s  p a r  m l .  L e s  

m e s u r e s  é t a i e n t  commencées  à 25°C.  

F i g u r e  4 .10  

SCHEMA D U  SYSTEME D'ELECTROPHORESE D U  CYTOSPHEROMETRE 

R e m p l i s s a g e  d e  l a  
c e l l u l e  

C e l l u l e  d ' é l e c t r o p h o r ë s e  

S y s t è m e  t h e r m o s t a t é  

E l e c t r o d e s  

N i v e a u  à b u l l e  d e  
d é g r o s s i s s a g e  

N i v e a u  à b u l l e  d e  
c e l l u l e  

E v a c u a t i o n  d e  l a  
s u s p e n s i o n  

O b j e c t i f  f i x é  à l a  
c h a m b r e  t h e r m o s t a t é e .  



F i g u r e  4 . 1 1  

COUPE SCHEMATIQUE DES ELECTRODES DU CYTOSPHEROMETRE 

SOLUTION SATUREE 
DE CuS04 

PLATRE 

GELATINE BLANCHE- 

RESSORTS ID'ASSEMBLAGE 

SOLUTION DE SEL MEMBRANE FIL, TRANTE 
PHYSIOLOGIQUE 

SUSPENSlON A ETUDIER 

F i g u r e  4 . 1 2  

REGLAGE DU MICROMETRE O C C U L A I R E  

LIGNES 
ETALONNEES POUR 
LES TROIS 
OBJECTIFS 
DIFFERENTS. 

* Distance en t re  
deux graduation 
permettant  1' 
étude d e  l a  mig 

* 2 4 0  p p o u r  4  x ; 1 6 0  p p o u r  6  x ; 1 2 0  p p o u r  8 x. 



2.  AGREGATION PLAQUETTAIRE I N  VITRO ( 2 0 , 2 9 , 1 4 1 )  

 agrégation d e s  p l a q u e t t e s  p e u t  ê t r e  m e s u r é e  e n  m i l i e u  

d u  p l a s m a  r i c h e  e n  p l a q u e t t e s  o u  d a n s  l e s  s u s p e n s i o n s  d e  p l a -  

q u e t t e s  l a v é e s .  La  m é t h o d e  q u e  n o u s  a v o n s  u t i l i s é e  e s t  pho tomé-  

t r i q u e  a v e c  l ' e n r e g i s t r e m e n t  g r a p h i q u e  d e s  m o d i f i c a t i o n s  d e  l a  

d e n s i t é  o p t i q u e  p e n d a n t  l a  f o r m a t i o n  d e s  a g r é g a t s  ( F i g u r e s  

4 . 1 3 ,  4 . 1 4 ) ,  d a n s  l e s  é c h a n t i l l o n s  q u i  s o n t  a g i t é s  c o n t i n u e l l e -  

m e n t .  ( 1 1 3 )  

Dans  l e s  c a s  d e s  e x p é r i e n c e s  f a i t e s  a v e c  d e s  m é l a n g e s  

d ' i n c u b a t i o n  a v e c  i n c o r p o r q t i o n  d e  NANA n o u s  a v o n s  u t i l i s é  

0 , 6  m l  d e  m é l a n g e  d ' i n c u b a t i o n  e n  q u e s t i o n  e n  a j o u t a n t  0 , 0 5  m l  

d e  s o l u t i o n s  d e s  a c t i v a t e u r s .  Comme r é f é r e n c e  n o u s  a v o n s  p r é p a -  

r é  l e s  é c h a n t i l l o n s  s a n s  CMP-NANA m a i s  i n c u b é s  d e  f a ç o n  i d e n -  

t i q u e .  

3 .  MESURE DE L'EFFET DE L'ACIDE SIALIQUE INCORPORE SUR 

L'ECHANGE DE POTASSIUM EN PRESENCE DE LA SEROTONINE 

Nous a v o n s  p r o c é d é  s e l o n  l a  m é t h o d e  d e  BORN ( 1 2 ) .  L e s  

é c h a n t i l l o n s  d u  p l a s m a  r i c h e  e n  p l a q u e t t e s  c i t r a t é  o n t  é t é  

p r é p a r é s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  1 5 0  g  p e n d a n t  1 0  m i n . ) .  

A c h a q u e  m l  d e  c e  p l a s m a  r i c h e  e n  p l a q u e t t e s  a  é t é  a j o u t é  

0 , l  m l  d e  t a m p o n  (pH 7 , 4 )  p r é p a r é  e n  m é l a n g e a n t  9 v o l u m e s  d e  

s o l u t i o n  d e  s u c r o s e  0 , 2 5  M a v e c  1 v o l u m e  d e  s o l u t i o n  1% & P i p e s  , 
e t  a v e c  4 0  ~1 d ' u n e  s o l u t i o n  1 0  mY d e  CMP-NANA m a r q u é e  d u  ( 1 4 c )  

e t  e n f i n  a v e c  9 VI  d e  f o i e  d e  r a t  h o m o g é n é i s é  comme s o u r c e  d e  

s i a l y l t r a n s f é r a s e .  

Des  é c h a n t i l l o n s  d e  1 m l  d e  c e  m é l a n g e  é t a i e n t  i n c u b é s  à 

37OC p e n d a n t  3 0  min .  ( d a n s  u n e  e x p é r i e n c e  a u s s i  p e n d a n t  1 0  m i n . ) .  



Figu re  4.13. INFLUENCE DE L 'ADP SUR 
L'AGREGATION D'UN PLASMA 
RICHE EN PIAQUETTES, APRES 
1 0  e t  3 0  minutes  d'incubation avec 

- ~ - 
C M P  -NANA radioactif en  p r é sence  
de  SIALYLTRANSFERASE de  foie 
de  r a t ,  à 37°C. 

( C  = control.). 

ADP I X ~ O - ~ M  

TEMPS (min) 



Figure 4.14. 

INFLUENCE DE LA SEROTONINE 
E N  FONCTION DE L A  CONCENTRATION 
SUR L'AGREGATION D'UN PLASMA 
RICHE EN PLAQUETTES après 
10 minutes d'incubation avec CMP-NANA 
radioactif en présence de 
SIALYLTRANSFERASE de foie de rat, 
à 3 7 ° C .  

(C-control.). 

. inc 

\ 10 min 

inc 

"4 





La  m o i t i é  d e  c e s  é c h a n t i l l o n s  c o n t e n a i t  5HT à u n e  c o n c e n -  

t r a t i o n  f i n a l e  d e  1 0  mM. 

Dans  l e  q u a r t  d e s  é c h a n t i l l o n s  l a  s é r o t o n i n e  a  é t é  rem- 

p l a c é e  p a r  u n e  s o l u t i o n  s a l i n e  e t  d a n s  un a u t r e  q u a r t  d e s  é c h a n -  

t i l l o n s  l a  s o l u t i o n  d e  CMP-NANA e t  l e  f o i e  d e  r a t  h o m o g é n é i s é  

o n t  é t é  r e m p l a c é s  p a r  d e s  v o l u m e s  é g a u x  d e  s o l u t i o n  de  s a c c h a r o s e  

0 1 x 5  M. ( 1 1 6 )  

A La f i n  d e  l a  p é r i o d e  d ' i n c u b a t i o n  l e s  p l a q u e t t e s  ont é t é  
* s é p a r é e s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e c  l a  q u a n t i t é  d e  4 2 ~  é c h a n g é e  a  é t G  

d é t e r m i n é e  p a r  un c o m p t e u r  d e  s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e .  

L a  q u a n ~ i t é  d ' a c i d e  s i a l i q u e  i n c o r p o r é  a  é t é  d é t e r m i n é e  
1 4  p a r  m e s u r e s  d e  r a d i o a c t i v i t é  d u e  a u  ( C) a p r è s  s é p a r a t i o n  d e s  

p l a q u e t t e s  d e s  p r o t é i n e s  du  p l a s m a  e t  d e  l ' e x c è s  d e  CMP-IJANA 

p a r  l a  m é t h o d e  d e  l ' é l e c t r o p h o r è s e  s u r  p a p i e r  s o u s  h a u t  v o l t a g e .  

R é s u l t a t s  d e  3  s é r i e s  d ' e x p é r i e n c e s  : 

T a b l e a u  4 . 1  

L '  EFFET DE L '  I N C O R P O R A T I O N  DE L ' A C I D E  S I A L I Q U E  S U R  

L'INFLUX DE POTASSIUM ( 4 2 ~ )  DANS LES PLAQUETTES EN PRE- 

SENCE DE 5 - H T ,  EXPRIME EN POURCENTAGE D'AUGMENTATIONS (+)  - 
O U  REDUCTIONS (-) 

8 ( C o n c e n t r a t i o n s  d e  p l a q u e t t e s  : e x p é r i e n c e s  N o  1 : 4 , 2 7 x 1 0  / m l  ; 
8 8 

N O  2 : 3 , 9 2 x 1 0  / m l  ; e t  11' 3  : 3 , 8 9 x 1 0  / m l ) .  

* 
3 0 0 0  g p e n d a n t  1 0  m i n u t e s .  

1 

2 

3  

Temps 
E x p é r i e n c e  d l  i n c u -  ( 1 $ ) ~ ~ ~ - ~ ~ ~ ~  C o n t r ô l e  1 4  A u g m e n t a t i o n  

Tampon ( C)CMP-NANA e n  
N o  b a t i o n  s e u l e m e n t  

( m i n )  

1 0  

3 0  

3 0  

3 0  

- 4 

- 7  

+ 2 

- 3  

+5-HT 

+ 11 

+ 1 

* 9 

+ 5 - H T  

+ 2 5  

+ 3 2  

+ 1 6  

+ 2 4  

sialique 

+ 1 9  

+ 3 1  

+ 1 6  

+ 2 3  



4. FIXATION DE LA SEROTONINE : PAR LES PLAQUETTES LAVEES ET 

P A R  LES PLAQUEaES EH WLIEU PLASMATIQUE ( 2 4 )  

Mou$ a v o n s  p r l p a r 6  5 d c h a n t i l l o n s  de  1 m l  de  s u s p e n s i o n  

p l a q u e t t a i r e  e t  nous  avons  p r e p a r 6  -5 d c h a n t i l l o n s  de  0 , 2  m l  de  
8 

plasma r i c h e  e n  p l a q u e t t e s  c o n t e n a n t  chacun 1 0  p l a q u e t t e s .  A 

chlpue é c h a n t i l l o n ,  nous  avoni a j o u t @  5 li.1 d'un; r o l u r i p n  (0,2mM) 

du 5-UT r a c i i o a c t i v e .  Ces 8 c h a a t i l l o n ~  o n t  d tB soulais  B l ' i n c u b a -  

t i o n  B 37°C avec  d i f f g r e n t e s  d u r é e s .  Au c o u r s  de l ' i n c u b a t i o n  

p o u r  m a i n t e n i r  l e  pH ( 7 , 4 )  q u e l q u e s  91 d ' une  s o l u t i o n  0 , 1  m l  de  

b i c a r b o n a t e  de  soude  o n t  é t é  a j o u t é s .  L '  i s o l e m e n t  d e s  p l a q u e t -  
3  t e s  e t  l e  comptage de  r a d i o a c t i v i t é  dus  B ( H )  o n t  é t é  e f f e c t u é s  

p a r  l es  a 6 t h o d e s  d a c r i t e s  p l u s  h a u t .  , . 

F i x a t i o n  de l a  s é r o t o n i u ~  e a r  l e s  p i s g u e t t e s  
-dL - I I IC - - - -L I - - - - - - - - - - - -  -*--me- ------ 
a c i d e  s i a l i g u e  *---------- -- 

e n r i c h i e s  en  
----I-------- 

-Deux s é r i e s  d ' é c h a n t i l l o n s  de p lasma r i c h e  e n  p l a q u e t  !s 

e t  deux s é r i e s  d ' é c h a n t i l l o n s  d e s  p l a q u e t t e s  l a v g e s  o n t  

soumis  à l ' i n c u b a t i o n  3 37OC ; les  p r e m i è r e s  s é r i e s  a v e c  CMP- 

NANA r a d i o a c t i f  e t  d 'homogénat  d e  f o i e  de  r a t ,  e t  l e s  a u t r e s  

s a n s  * enzyme e t  s a n s  CMP-NANA. 
3  Après I O  m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n  5 p l  de  5-HT ( B) à l a  

c o n c e n t r a t i o n  de  2 , s  mM o n t  é t é  a j o u t é s .  . 

Tous l e s  é c h a n t i l l o n s  o n t  é t é  à nouveau  soumis  à 1' i n -  

c u b a t i o n  B 37°C mais  a v e c  d e s  d u r é e s  d i f f é r e n t e s .  
A - 

Au c o u r s  de l ' i n c u b a t i o n  p o u r  m a i n t e n i r  l e  pH 3 7.4 ; 
q u e l q u e s  p l  d ' u n e  s o l u t i o n  0 , l  mM &e b i c a r b o n a t e  de  soude  o b t  

é t é  a j o u t é s .  

* Lee n é l a n g e s  r 6 a c t i o n n a l s  i e  composent  : 1 m l  PRP + 100  p l  de 

tampon (i 0 , 1 7  PH de  s q c r o e e  d a n a  .. une . ~ s o l u t i o n  N i C 1  i s o t o P i -  

que  a j u s t é e  B pH 7 ,4  a v e c  une s o l u t i o n  de  1 mM TRIS) p l u s  

10 p l  d 'une s o l u t i o n  de  CMP-NANA 1 mg/oil a y a n t  une  a c t i v i t é  

a p 6 c i f i q u e  de  3 ,4  x 103 C / n  p a r  pmole + 25 p l  de  l ' homogéna t  

de  f o i e  de  r a t .  



A l a  f i n  de L ' i n c u b a t i o n  l e s  p l a q u e t t e s  é t a i e n t  i s o l é e s  

d e s  p r o t é i ~ e s  d u  p l a s m a  e t  a u s s i  d e  5-HT non f i x é ,  p a r  l a  métho-  

d e  d ' é l e c t r o p h o r è s e  s o u s  h a u t  v o l t a g e  ( p a p i e r  Whatmann MM3 : 

40x50  cm ; 3.000 V p e n d a n t  4 5  min.  d a n s  un tampon de t é t r a b o r a t e  

de  s o u d e  à pH 6 , 3 .  Nous a v o n s  e f f e c t u é  l e s  c o m p t a g e s  d e s  deux  
3  1 4  

6 l é m e n t s  r a d i o a c t i f s  ( H ) ,  ( C) p a r a l l è l e m e n t .  S e l o n  l ' é t a l o n a -  

ge  p r é l i m i n a i r e ,  n o u s  a v o n s  c a l c u l é  l e s  v a l e u r s  p o u r  l e s  deux  

é l é m e n t s  r a d i o a c t i f s  d ' a p r è s  l e s  f o r m u l e s  s u i v a n t e s  : 

3 1 0 0  
( H) cpm n e t  = (A - X). (-) = (A - X) .5 ,5  

1 4  
( C) cmp n e t =  (B -.X) + ( B .  0 , 0 1 4 )  

o u  X é g a l  : (B .0 ,314)  - (B .0 ,0015)  

3 Le r e n d e m e n t  du c a n a l  A a  é t é  1 8  % p o u r  ( H) e t  ce- 

l u i  d u  c a n a l  B a  é t é  4 5  % p o u r  ( 1 4 c ) .  
3 

L a  c o r r e c t i o n  p o u r  l a  v a l e u r  d e  ( H )  e s t  1 % d e s  c / M  

c o m p t é s  s u r  l e  c a n a l  B ( X ) .  

La  c o r r e c t i o n  p o u r  l a  v a l e u r  d e s  C / M  d e  ( 1 4 c )  e s t  1 , 5  X 

d e s  C / M  c o m p t é s  s u r  l e  c a n a l  B .  
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