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Mes remerciements 

À mon Président de Jury 

 Monsieur le Professeur Éric DELABESSE, 

 Professeur des Universités, 

 Praticien Hospitalier, 

Éric, je suis honorée que vous puissiez présider ce jury et juger mon travail. Veuillez trouver dans ce 
travail le témoignage de mes remerciements, de mon respect et de mon engagement. 

 

 

À mon Directeur de Thèse, 

 Monsieur le Professeur Bernard PAYRASTRE, 

 Professeur des Universités, 

 Praticien Hospitalier, 

Bernard, je te remercie pour la confiance que tu m’as accordée et que tu sembles prêt à me 
renouveler : j’en suis véritablement très heureuse. Je te remercie de me faire découvrir ces 
plaquettes à travers ton regard. Ton énergie, tes connaissances, ton aisance à synthétiser, à 
argumenter, et saisir immédiatement The right thing… sont un exemple pour moi. 
Trouve dans ce travail le témoignage de ma reconnaissance et de mon engagement. 
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À mon jury de Thèse, 

 Monsieur le Professeur Pierre SIÉ, 

 Professeur des Universités, 

 Praticien Hospitalier, 

 Professeur Émérite, 

Vous me faites un grand honneur en acceptant de siéger dans ce jury, ce travail est le vôtre, le fruit 
de votre esprit visionnaire et de votre expertise aiguisée. Vos qualités d’enseignant et votre sens 
critique sont un exemple pour moi, veuillez trouver dans ce travail l’expression de mon plus profond 
respect. 

 

 

 Monsieur le Professeur Atul PATHAK 

 Professeur des Universités 

Cher Atul, je ne sais pas bien ce que l’histoire serait devenue sans ton conseil… Grâce à toi, je suis 
tombée dans la Médecine et j’ai découvert une discipline fabuleuse faite par des gens passionnés et 
engagés… Ta présence avec nous (parce que nous sommes en famille) a beaucoup de sens : elle est 
la marque de toute ma gratitude et de toute ma reconnaissance pour ce que, de loin, tu as 
déclenché. Tu nous fais l’amitié de juger ce travail, j’en suis d’autant plus honorée car je sais quel 
médecin et quel enseignant tu es. Trouve au travers de mon travail le signe de mon plus profond 
respect. 
 

 

Madame le Docteur Sophie VOISIN, 

 Praticien Hospitalier, 

Chère Sophie, nous étions déjà l’une en face de l’autre il y a 4 ans au moment des choix post-ECN et 
déjà, tu me conseillais !! Je te remercie pour tout le temps que tu passes à nous enseigner 
l’hémostase, avec toujours une bienveillance forte et sereine. Tu es toujours disponible, toujours 
égale, je me réjouis de travailler avec toi !! Tu me fais l’honneur de juger mon travail, trouve ici le 
témoignage de ma reconnaissance, de mon plus profond respect et de toute mon amitié. 
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À ceux qui ont participé à ma formation 

 Les Drs Jean-Pierre CAMBUS, Felipe GUERRERO et Vincent MEMIER, 
votre bon sens clinique et votre esprit critique sont des exemples pour moi, Felipe, ton souci du 
détail dans l’analyse de la variabilité analytique me marqueront à jamais, Vincent, tes explications 
physiopathologiques et ton sens pratique sont des exemples pour moi. 

 

 

 Les Drs Véronique DE MAS, Jill CORRE, Frédérique DUBOIS, François VERGEZ et JB RIEU, 
je serai assez peu passée en cytologie, mais heureusement qu’il y avait quelques petites gardes 
sympathiques au cours desquelles j’ai pu bénéficier chaque fois de compléments d’enseignement… 
François, je te remercie de me faire croire que, toi aussi, tu as parfois du mal à classer les cellules au 
microscope, je te remercie également pour ton soutien et tes conseils, j’apprécie nos discussions et 
suis très curieuse de voir ce qu’il va y avoir d’autre !!! 

 

 

Cédric, Pierre & Jennifer, je crois que l’on va bien s’amuser !!! J’adore travailler avec vous, 
vous êtes toujours intéressés et curieux, vous cherchez toujours à comprendre, à argumenter. 
Cédric, tu es l’ADN de l’HCV, toujours prêt à t’intéresser à de nouvelles choses, à mettre au point de 
nouvelles analyses, tes connaissances et ton investissement sont un exemple, je me réjouis de savoir 
que nous allons encore un peu travailler ensemble !!! Pierre, ta curiosité et ta rigueur sont un 
exemple… tes blagues un peu moins (je rigole !!! elles sont horribles mais elles sont super drôles !!!), 
j’adore travailler avec toi aussi !! Jennifer, alias Vampirella, je ne sais pas ce que tu réussis le mieux : 
tes manip’ ou la pâtisserie ?! Tu es une machine, tu gères tout, soucieuse également des gens avec 
lesquels tu travailles, ta volonté et ton courage sont des exemples. 

 

 

Au personnel des sites de Rangueil, Purpan et IUC… Je peux dire que j’ai véritablement adoré 
travailler avec chacun d’entre vous. J’ai reconnu à chaque fois votre engagement, votre 
professionnalisme, votre connaissance aiguë de vos machines et de vos secteurs et votre réactivité. 
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de bien normales, je vous ai trouvé chouettes, drôles, de bonne humeur, amicaux, attentifs. Bref, j’ai 
reconnu votre sens de l’Equipe voire presque de la famille : je le salue, c’est une richesse pour votre 
travail et, soyez en assurés, pour votre vie !! 
Je vais oublier des gens c’est sûr, c’est nul, je m’en excuse… mais je tente en cheminant depuis 
Rangueil où j’ai fait mes premiers pas… Kiki, Mimi, Christophe, Mélanie, Céline c’est avec vous que 
j’ai découvert les Stars Trek/Wars et…Adventure !!! The very beginnings !!! Linette, ma comparse de 
réglisses, Audrey, l’œil de sioux, ChloéOÉOÉ et Carine, vous avez toujours la pêche, Anne-Sophie 
mon hôtesse de l’air préférée, Marine, Virginie, Jean-Marc ton gâteau à la broche est une tuerie, 
Mathieu, Laurie, Pascal, la fine équipe rangueilloise !! Novella, Anne, Séverine à genou devant le 
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Sysmex pour qu’on ne revienne pas (elle n’a jamais infirmé), Jean-Marie, Claire, Alex-Monsieur-Plus 
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Damien, Julien, Servan… que de gardes ensemble, j’ai adoré chacune d’entre elles avec vous !!! 
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Vous aussi, vous êtes chouettes et les gardes ne seraient pas les mêmes sans vous également !! Les 
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cinéphile d’entre nous, je vous aime tous !! Je garde également un bon souvenir de certains d’entre 
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Ne changez pas grand-chose !! Merci pour ces quelques années !! 
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David Charlotte Alice, je suis si heureuse avec vous, si fière d'être la femme la mère, vous êtes 
véritablement toute ma raison d'être et de réaliser avec vous, pour vous, tout ça... David, il me 
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et vous permettre de vous dire que rien n'est finalement impossible, que l'on peut changer, se 
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convenir. Enfin, au-delà de ce qui arrivera ou n’arrivera pas, soyez passionnées, soyez généreuses, 
ayez des convictions et de… l’éthique !! 
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a été le plus difficile, je vous suis liée pour tout ça… j’aime cette amitié !! Daphné « comme dans 
Scoubidou », ces révisions au château resteront Les grands moments de notre externat. Je suis 
touchée de t’avoir vu vouloir réussir, de te savoir urgentiste, je sais que ça te donnera la possibilité 
de partir donner de ton temps, de ton énergie et de ton humour autour de toi, là où parfois c’est un 
peu plus sombre... Jennifer, ma globe-trotteuse-plongeuse-trekkeuse-bougeotteuse-et…euse 
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Listes des abréviations 

A 

AA acide arachidonique 
ABCC1/MRP1 ATP-binding cassette-drug transporter 
ABCG5/8 ATP-binding cassette subfamily G 

member 5/8 
ACLY ATP-citrate lyase 
ADAM a disintegrin and metalloproteinase 
ADAMTS a disintegrin and metalloproteinase 

with thrombospondin 
ADN acide désoxyribonucléique 
ADNc acide désoxyribonucléique 

complémentaire 
ADP adénosine diphosphate 
ACTN1 actinin alpha 1 
AGC group PKA, PKG, PKC family 
AgRP agouti related-peptide 
Akt protéine kinase B 
AMP adénosine monophosphate 
AMPc adénosine monophosphate cyclique 
AMPK AMP-activated protein kinase 
ANGB angioblast 
ANKRD26 ankirin repeat domain 26 
ANTH AP180 N-terminal homolog 
APP amyloid precursor protein 
APC activated protein C 
ARC-669931MX cangrelor 
ARC syndrome arthrogryposis-renal dysfunction-

cholestasis syndrome 
ARNm acide ribonucléique messager 
ARP acetylcholinesterase-related peptide 
ASK1 apoptosis signal-regulated kinase 1 
ATG12L autophagy-related 12 
ATG4B autophagin-1 

ATP adénosine triphosphate 
ATIII antithrombine 
AXL/TYRO3/MER récepteurs tyrosine kinase 
 

B 

BAD Bcl2 associated death promoter 
BARRE Bin amphiphysin Rvs 
BEACH domain Beige and Chediak-Higashi domain 
BFU-E Burst Forming Unit Erythrocyte 
BIM proapoptotic protein 
BNIP3L Bcl2-interacting protein 3 like 
BSA bovin serum albumin 
BSS Bernard-Soulier syndrome 
Btk Bruton tyrosine kinase 
 

C 

C2 PKC conserved 2 
CalDAG-GEF1 calcium/diacylglycerol-guanine 

nucleotide exchange factor 1 
CAMT congenital amegakaryocytic 

thrombocytopenia syndrome 
CAP23 cytoskeleton-associated protein 
CBF core binding factor 
CCL64 mink cell line 
CD39 ecto-ADPase 
CD62P cluster of differentiation 62P, P-

sélectine 

CD148 tyrosine phosphatase HPTP-/DEP-1 
CDK cyclin-dependent kinase 

C/EBP CCAAT/Enhancer-binding protein  
CFU-L Colony Forming Unit-Lymphoïd 
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CFU-GEMM Colony Forming Unit - Granulocyte, 
Erythrocyte, Monocyte, 
Megakaryocyte 

CFU-GM Colony Forming Unit-Granulocyte, 
Monocyte colonies 

CFU-E Colony Forming Unit Erythrocyte 
CFU-Mk Colony Forming Unit Megakaryocyte 
CFU-G Colony Forming Unit Granulocyte 
CFU-M Colony Forming Unit Monocyte 
CFU-Eo Colony Forming Unit-Eosinophil 
CFU-B Colony Forming Unit-Basophile 
CHK1 checkpoint kinase 1 
CLASP1/2 cytoplasmic linker associated protein 

1/2 
CLEC2 C-type lectin like receptor 2 
CLP  Common lymphoid progenitor 
CMF  cytométrie de flux 
CMP Common myeloid progenitor 
COX1 cyclooxygénase 1 
GP glycoprotein 
CRMP2/4 collapsin response mediator protein 

2/4 
CSH cellule souche hématopoïétique 
CTPS1 cytidine triphosphate synthase 1 
CXCL4/PF4 chemokine C-X-C motif ligand 4 
CYCS cytochrome C somatic 

 
D 

DAG diacylglycerol 
Del 22q délétion d’un fragment du bras long 

du chromosome 22 

DMS demarcation membrane system 
 

E 

EDTA  Ethylene Diamine Tetra-acetic Acid 
EGF  endothelial growth factor 
eIF2B eukaryotic translation initiation factor 

2 subunit beta 
eNOS  endothelial NO synthase 
ENTH  epsin N-terminal homology 
Ephrin/Eph Eph receptors and ephrins 
ERK  extracellular signal-regulated kinase 
ETS avian erythroblastosis virus E26 

homolog-1 
ETV6 ETS variant 6 
 

F 

FAK  focal adhesion kinase 
FASL  Fas ligand 
Fb  fibronectine 

FcR récepteur du fragment cristallisable 
des IgG 

FERM  band 1.4-ezrin-radixin-moesin 
FERMT3  ferritin family homolog 3 
Fg  fibrinogène 
FITC  fluorescein isothiocyanate 
FLNA  filamin A 
FLT3  fms-like tyrosine kinase 3 
FPD/AML Familial Platelet Disorder with 

predisposition to Acute Myelogenous 
Leukemia 

FLI1 Friend leukemia integration 1 
transcription factor 

FOG1  friend of GATA1 
FoxO  Forhead box O protein 
FPD/AML familial platelet disorder/ acute 

myeloid leukemia syndrome 
FRET Fluorescence Resonance Energy 

Transfer 
FvW facteur von Willebrand 
Fyn tyrosine kinase de la famille Src 
FYVE domaine Fab1, YOTB, Vac1, EEA1 
 

G 

Gq/i/s/12/13 protéines Gq/Gi/Gs/G12/13 
G6PC glucose-6-phosphatase catalytic 

subunit 
GABARAPL1 GABA type A receptor associated 

protein like 1 
GADD45a growth arrest and DNA-damaged-

inducible protein 
Gads Grb2 adaptator downstream of Shc 
GAG glycosaminoglycanes 
GAP43 growth associated protein 43 
GATA1 GATA-binding protein 1 
sGC soluble guanylate cyclase 
GEF guanine nucleotide exchange factor 
GFI1B growth factor independent 1B 

transcriptional repressor 
GLUT3/4 glucose transporter ¾ 
GNAS guanine nucleotide binding protein, 

alpha stimulating 
GOLPH3 Golgi phosphoprotein 3 

GPIBA/B gène codant pour la GPIb/ 
GPIX gène codant pour la GPIX 
GPIb-IX-V glycoprotéine Ib-IX-V 
GPS Gray platelet syndrome 
GTPase guanosine triphosphate hydrolase 
GS protéine G stimulator 
GSK3 glycogen synthase kinase 3 
 

H 
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HAB Haemangioblast 
HER2/3 human epidermal growth factor 

receptor 2/3 

HIF1 hypoxia-inducible factor 1 
HoxA1 homeobox A1 
HSC Haematopoietic stem cell 
HSP27 heat shock protein 27 
HTRF Homogeneous Time-Resolved 

Fluorescence 
 

I 

I2MC Institut des Maladies Métaboliques et 
Cardiovasculaires 

IGF1 insulin growth factor 1 
IGF1R insulin-like growth factor 1 receptor 

IKK inhibitor of nuclear factor kappa-B 
kinase subunit alpha 

IL interleukine 

IMS invaginated membrane system 
INPP4B type II inositol polyphosphate 4 

phosphatase 
InsR insulin receptor 
IP3 inositol trisphosphate 
IRS1/2 insulin receptor substrate ½ 
ISTH-BAT International Society on Thrombosis 

and Haemostasis – Bleeding 
Assessment Tool 

ITAM immunoreceptor tyrosine-based 
activation motif 

ITGA2B/ITGB3 integrin IIb/ integrin 3 
IVIC syndrome oculo-oto-radial 
 

J 

JAK Janus Kinase ou just another kinase 
JBS Jacobsen syndrome 
 

K 

KA1 kinase-associated 1 domains 
KD kinase domain 
KO knock-out 
 

L 

LA leucémie aiguë 
LAD leukocyte adhesion deficiency 
LAT linker for activation of T cells 
LimK1/2 Lim domain kinase 1/2 
LPL lipoprotein lipase 
LRP1 lipoprotein receptor related protein 1 

LTC-IC  Long-Term culture Initiating Cells 

Lyn  tyrosine kinase de la famille Src 

M 

MB  marginal band 
Maf  Musculoaponeurotic fibrosarcoma 
MAP1B  microtubule associated protein 1B 
MAP2C  microtubule associated protein 2 
MAPK  mitogen-activated protein kinase 
MAP1LC3B microtubule-associated protein 1 light 

chain 3 beta 
MARCKS myristoylated alanine-rich C-kinase 

substrate 
MARK2/Par1 microtubule affinity regulating kinase 

2 
MCL1 induced myeloid leukemia cell 

differentiation protein 
MDM2 muscle double minute 2 homolog 
MEC matrice extracellulaire 
MEP  Megakaryocyte/Erythroid progenitor 
MERIT40 mediator of Rap80 interactions and 

targeting 40 
MFI mean fluorescence intensity 
MGG May-Grünwald-Giemsa 
MKP  Megakaryocyte progenitor 
MK  Immature megakaryocyte. 
MLC  myosin light chain 
MPL  thrombopoietin receptor 
MRP1/ABCC1 multidrug resistance protein 1 
MT microtubules 
MTCP1 mature T-cell proliferation 1 
mTOR  mechanistic target of rapamycin 
mTORC1/2 mechanistic target of rapamycin 

complex 1/2 
MuRF1 muscle RING-finger protein 1 
MVB  multivesicular bodies 
MYB myeloblastosis family of transcription 

factor 
MYH9  myosin heavy chain 9 
MYH10  myosin heavy chain 10 
 

N 

NBEAL2  neurobeachin-like 2 
NES  nuclear export sequence 
NFE2  nuclear factor erythroid 2 
NGF  nerve growth factor 
NO  monoxyde d’azote 
NRF2 nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2 
NPY neuropeptide Y 
NuRD Nucleosme Remodeling and 

Deacetylase 
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P 

P2X récepteur à l’ATP 
P2Y récepteur à ADP 
p21-CIP1 cyclin-dependent kinase inhibitor 1 
p27-KIP1 cyclin-dependent kinase inhibitor 1B 
p60c-src cellular tyrosine kinase proto-

oncogene src 
p62c-yes cellular tyrosine kinase proto-

oncogene yes 
p70-S6K ribosomal protein S6 kinase beta1 
p90-RSK 90kDa ribosomal protein S6 kinase 
PACAP pituitary adenylate cyclase-activating 

polypeptide 
PAF platelet activating factor 
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 
PAI1  plasminogen activator inhibitor 1 
PAR  protease-activated receptor 
PAR1, 4  récepteur de la thrombine 
PBS  phosphate-buffered saline 
PC  phosphatidylcholine 
PDE3A/B phosphodiesterase 3A/B 
PDGF  platelet-derived growth factor 
PDK  phosphoinositide-dependent kinase 
PDZ post-synaptic density 95-disk large-

zonula occludens 
PE  phosphatidylethanolamine 
PECAM1 platelet endothelial cell adhesion 

molecule 
PEPCK phosphoenolpyruvate carboxykinase 
PFA100 Platelet Function Analyser 100 
PF4  platelet factor 4 
PFKFB2 6 phosphofructo-2-kinase/ fructose-

2,6-biphosphatase 2 
PGI2  prostacycline 
PH  pleckstrin homology 
PHLPP PH domain leucin-rich repeat protein 

phosphatase 
PHRC programme hospitalier de recherche 

clinique 
PI  phosphoinositide 
PI3P  phosphatidylinositol 3 phosphate 
PI4P  phosphatidylinositol 4 phosphate 
PI(3,4,5)P3            phosphatidylinositol 3,4,5  

trisphosphate 
PI(3,4)P2 phosphatidylinositol 3,4 

biphosphate 
PI(3,5)P2 phosphatidylinositol 3,5 

biphosphate 
PI(4,5)P2 phosphatidylinositol 4,5 

biphosphate 
PI3K  phosphoinositide 3-kinase 
PIKfyve  FYVE-type Zinc finger containing 

phosphoinositide kinase 
PKA  protein kinase A 

PKB  protein kinase B 
PKC  protein kinase C 
PL  phospholipide 
PLC  phospholipase C 
PP2A  protein phosphatase 2A 
PPP  plasma pauvre en plaquettes 
PRAS40  proline-rich Akt substrate of 40kDa 
PrC  protein C 
PRKACG protein kinase cAMP-activated 

catalytic subunit  
PROPPINs propellers that bind 
phosphoinositides 
PRP  plasma riche en plaquettes 
PS  phosphatidylsérine 
PSLG1  P-selectin glycoprotein ligand 1 
PSMD11 26S proteasome non-ATPase 

regulatory subunit 11 
PTB  phosphotyrosin binding 
PTEN phosphatase and tensin homologue 

deleted on chromosome 10 
PTS Paris-Trousseau syndrome 
PT-VWD platelet-type von Willebrand disease 
PU1 SPI1, facteur de transcription 
PUMA p53 upregulated modulator of 

apoptosis 
PX  Phox homology 
 

R 

R406 Syk inhibitor 
Raf1 proto-oncogene serine/threonine 

kinase 
RagA Ras-related GTP-binding A protein 
RagC Ras-related GDP-binding C protein 
RANTES regulated upon activation, normal 

T cell expressed and secreted 
Rap1 Ras-related protein 1 
RASGRP2 Ras guanyl releasing protein 2 
RGS2 regulator of G-protein signaling 2 
rasGAP Ras GTPase activating protein 
RBC  Red blood cell 
RBD  RNA-binding domain 
RBL2  retinoblastoma-like protein 2 
RBM8A  RNA-binding protein 8A 
RCPG  récepteur couplé aux protéines G 
RD  regulator domain 
Rheb  Ras homolog enriched in brain 
RhoA  Ras homology gene family member A 
RIAM Rap1-GTP-interacting adaptor 

molecule 
RTK  récepteur tyrosine kinase 
RT-PCR reverse transcription and polymerase 

chain reaction 
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RUNX1  runt-related transcription factor 
RUSAT radio-ulnar synostosis with 

amegakaryopoïesis and 
thrombocytopenia 

 

S 

 
S6K1  ribosomal protein S6 kinase 1 
Sall4  Sal-like transcription factor 4 
SCF  stem cell factor 
SCH-79797 PAR1 selective antagonist 
SCO  système canaliculaire ouvert 
SDS  sodium dodecyl sulfate 
SREBP1c sterol regulatory element-binding 

protein 1c 
SDF1  stromal cell-derived growth factor 1 
SFK  Src family kinase 
SH2  Src homology domain 2 
SH3  Src homology domain 3 
SHIP1 Src-homology 2 domain-containing 

inositol 5 phosphatase 1 
SIRT1  sirtuine 1 
SLP76 SH2 domain-containing leukocyte 

protein of 76 kDa 
SM sphingomyéline 
SMD syndrome myélodysplasique 
SNARE soluble N-ethylmaleimide-sensitive-

factor attachment protein receptor 
SOD2 superoxide dismutase 2 
SPG  syndrome des plaquettes grises 
SQ29458 TP receptor antagonist 
Src  proto-oncogène tyrosine kinase 
STAT signal transducers and activators of 

transcription 
STD système tubulaire dense 
STIM1 stromal interaction molecule 1 
Syk Spleen tyrosine kinase 
 

T 

TAR syndrome syndrome thrombopénie aplasia 
radiale 

TBC17  TBC1 family member 17 
TBC1D4  TBC1 domain family member 4 
TBS  Tris-buffered saline 
TCL1  T-cell leukemia 1 
TCPT  Paris-Trousseau thrombocytopenia 
Tec  protéine tyrosine kinase 
TF  facteur tissulaire 
TFPI  tissue factor pathway inhibitor 

TGF  transforming growth factor beta 
TLR4  Toll like receptor 4 
TM  thrombomoduline 

TMEM16F transmembrane protein 16F, 
anoctamine 6 

TNF  tumor necrosis factor 
TOP  temps d’occlusion plaquettaire 
tPA  tissue plasminogen activator 
TP  thromboxane receptor 
TPO  thrombopoïétine 
TRAIL  TNF-related apoptosis inducing ligand 
TRAP  thrombin receptor-activating peptide 
TSC1/2  tuberous sclerosis complex 1/2 
TSP  thrombospondine 
TSSC6 tumor-suppressing subchromosomal 

transferable fragment cDNA 6 
TUBB1 tubulin beta 1 
TxA2  thromboxane A2 
 

U 

U46619  TxA2 receptor agonist 
uPA  urokinase 
UTR  untranslated transcribed region 
 

V 

VASP vasodilator-stimulated 
phosphoprotein 

VAV1/3 proto-oncogène associant les activités 
tyrosine kinase et GTPase 

VCFS syndrome vélo-cardio-facial 
VEGF  vascular endothelial growth factor 
VMP  volume moyen plaquettaire 
VPAC1 vasoactive intestinal polypeptide 

receptor 1 
vWF  facteur von Willebrand 

W 

WAS  Wiskott-Aldrich syndrome 
WASp  Wiskott-Aldrich syndrom protein 
WNK1  lysine deficient protein kinase 1 

X 

XLT  X-linked thrombocytopenia syndrome 
XLTDA X-linked thrombocytopenia with or 

without dyserythropoïetic anemia 
XLTT X-linked thrombocytopenia with 

Thalassemia 
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En dépit d’un handicap certain, en termes de taille et d’absence de noyau, les plaquettes jouent un 

rôle fondamental dans les processus physiopathologiques de l’hémostase et de la formation du 

thrombus. Toutefois, de nouvelles fonctions plaquettaires ont été mises en évidence ces dernières 

années, notamment dans l’inflammation, l’immunité, l’angiogenèse, la formation de métastases ou 

encore dans le développement et la régénération de certains organes. 

Effectivement, les plaquettes disposent d’une machinerie sécrétoire remarquable et, outre les 

granules de stockage, sont dotées de mitochondries, d’ARNm, de ribosomes, de voies de 

signalisation et de multiples récepteurs, etc… qui n’ont rien à envier aux cellules nucléées. Certains 

auteurs comparent les plaquettes à de véritables drones qui auraient encore des secrets à livrer 

concernant leurs fonctions. De plus, leur nombre leur confère une autre caractéristique d’intérêt : 

dans le sang périphérique, les plaquettes sont entre 150 et 450 G/L, correspondant au type cellulaire 

circulant le plus abondant après les érythrocytes. 

L’ensemble des fonctions plaquettaires est régulé par des voies de signalisation intracellulaires 

complexes mettant en jeu de nombreuses enzymes telles que des protéines kinases, des lipides 

kinases, des phosphatases, des phospholipases ou des GTPases. L’objectif de ma thèse est de 

caractériser une voie de signalisation impliquant les lipides kinases de la famille des PI3-kinases et, 

en aval, les protéines kinases de la famille Akt, notamment chez une patiente présentant une 

dérégulation de cette voie. 

Ainsi, à travers l’étude de la fonction des plaquettes dans l’hémostase, nous allons tenter de 

caractériser plus avant la mise en jeu des trois isoformes d’Akt dans l’activation plaquettaire et son 

implication suspectée dans un cas de thrombopathie constitutionnelle. 
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Physiologie de la 
mégacaryopoïèse 

Les plaquettes, également appelées thrombocytes, présentent des caractéristiques structurales 

originales puisqu’elles sont les plus petites cellules sanguines (1,5 à 4 µm de diamètre et 0,5 à 2 µm 

d’épaisseur) dépourvues de noyau. Malgré ce qui pourrait apparaître comme un handicap, elles 

participent à de multiples fonctions essentielles, notamment l’hémostase, mais également 

l’inflammation, la réponse antimicrobienne ou la dissémination de cellules tumorales [1]. 

Ces cellules anucléées sont issues de la lignée mégacaryocytaire médullaire à partir d’une cellule 

souche hématopoïétique commune, selon un processus de différenciation complexe à 2 étapes : la 

mégacaryopoïèse puis la thrombopoïèse. 

 La mégacaryopoïèse correspond aux événements i) d’engagement de la cellule souche 

hématopoïétique, ii) de prolifération, puis iii) de différenciation/maturation du progéniteur 

mégacaryocytaire. Cette dernière phase est caractérisée par une succession d’endomitoses, ou 

endoréplications du noyau, aboutissant à la formation d’une cellule géante : le mégacaryocyte. 

 La thrombopoïèse constitue l’étape ultime de la production des plaquettes à partir de la 

fragmentation du cytoplasme du mégacaryocyte mature. Cette production est estimée à environ 

2 à 5000 plaquettes/mégacaryocyte. 
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Les plaquettes persistent environ 7 à 10 jours dans le sang et, grâce à des mécanismes de régulation 

spécifiques, faisant notamment intervenir la thrombopoïétine (TPO), leur numération reste 

relativement stable pour un même individu, soit environ 150 à 450 G/L. 

 

Figure 1 : L’hématopoïèse. A. Schéma adapté d’une présentation du Dr Ngo Sack. B. Une fois engagé 
vers la voie de différenciation mégacaryocytaire, le mégacaryoblaste -noyau unilobé et cytoplasme 
basophile- se différencie en mégacaryocyte basophile -noyau irrégulier polylobé avec cytoplasme 
spumeux- puis en mégacaryocyte granuleux -noyau plurilobé et cytoplasme acidophile. Le 
mégacaryocyte plaquettogène, qui correspond à un stade fugace, génère les plaquettes (INSERM 
U949, Dr N. Brouard). 
CSH : Cellule Souche Hématopoïétique. LTC-IC : Long-Term culture Initiating Cells. CFU-L : Colony 
Forming Unit-Lymphoïd. CFU-GEMM : Colony Forming Unit-Granulocyte, Erythrocyte, Monocyte, 
Megakaryocyte. CFU-GM : Colony Forming Unit-Granulocyte, Monocyte colonies. BFU-E : Burst 
Forming Unit Erythrocyte. CFU-E : Colony Forming Unit Erythrocyte. CFU-Mk : Colony Forming Unit 
Megakaryocyte. CFU-G : Colony Forming Unit Granulocyte. CFU-M : Colony Forming Unit Monocyte. 
CFU-Eo : Colony Forming Unit-Eosinophil. CFU-B : Colony Forming Unit-Basophile. 

A- 

B- 
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La moelle osseuse est le compartiment de la différenciation des 
progéniteurs 

Alors que la mégacaryopoïèse s’effectue dans la moelle osseuse, l’étape ultime de libération des 

plaquettes, la thrombopoïèse, est sanguine. 

 

 

Figure 2 : Principaux facteurs de transcription impliqués dans le développement des mégacaryocytes [1]. 
HAB : haemangioblast. ANGB : Angioblast. HSC : Haematopoietic stem cell. CMP : Common myeloid 

progenitor. MEP : Megakaryocyte/Erythroid progenitor. MKP : Megakaryocyte progenitor. MK : Immature 

megakaryocyte. CLP : Common lymphoid progenitor. GMP : Granulocyte-monocyte progenitor. Er-P : 

Erythroid progenitor. RBC : Red blood cell. 

 

Le progéniteur commun érythroblastique-mégacaryocytaire (MEP) 

Dans des niches spécialisées de la moelle osseuse, la cellule souche hématopoïétique se différencie 

d’une part en progéniteur lymphoïde, et d’autre part en CFU-GEMM, également appelé CFU-Mix, 
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pour Mixed Progenitor Colony, ou CMP, pour Common Myeloid Progenitor. Le CFU-GEMM se 

différencie ensuite en CFU-GM et MEP, pour Megakaryocyte-Erythroid Precursor. 

La différenciation du CFU-GEMM est orchestrée par de nombreux mécanismes moléculaires régulés 

par certains facteurs de transcription dont les principaux sont GATA1 et PU.1 (également appelé 

SPI1) ; ils conduisent le développement des MEP et des CFU-GM, respectivement [2]. Des cytokines 

et des facteurs de croissance participent également à cette différenciation ; c’est le cas de la TPO et 

des effecteurs des voies de signalisation engagées à partir de son récepteur spécifique c-Mpl, ainsi 

que des interleukines 3, 6 et 11 (IL3, IL6, IL11) et le Stem Cell Factor (SCF). 

 

Les progéniteurs spécialisés 

En réponse à certains facteurs environnementaux, le MEP se différencie d’une part en progéniteur 

érythroblastique précoce BFU-E, et d’autre part, en mégacaryocyte précoce ou BFU-Mk, dont la 

capacité proliférative est très forte. 

D’un point de vue moléculaire, l’up-régulation de GATA1 et l’extinction de PU.1 [3] est impliquée 

dans la restriction de cette différenciation. FOG1 (Friends Of GATA1), cofacteur de GATA1, est requis 

pour la différenciation érythroïde et mégacaryocytaire car il intervient dans la régulation de l’accès 

de GATA1 aux séquences nucléotidiques d’intérêt [3]. De plus, MYB, connu comme un inhibiteur de 

la mégacaryopoïèse, interagit avec GATA1 qui l’inhibe et oriente la différenciation mégacaryocytaire.  

Le BFU-Mk, à fort pouvoir prolifératif, se différencie ensuite en un progéniteur mégacaryocytaire 

tardif plus mature CFU-Mk, sous le contrôle de cytokines telles que GM-CSF, IL3, IL6, IL11, TPO, SCF. 

 

L’endomitose : une spécificité de la différenciation mégacaryocytaire 

Le CFU-Mk se différencie en promégacaryoblaste qui possède la particularité, après la phase S, 

d’entrer en phase M sans aller au-delà de l’étape de cytokinèse de l’anaphase. En d’autres termes, il 

perd la capacité de se diviser mais pas celle de se répliquer (endoréplication) et maturer son 

cytoplasme. La séparation des cellules filles ne s’effectue pas ; le noyau est alors pourvu de 2 fois 

plus de chromosomes. La ploïdie augmente à nouveau avec l’entrée dans le cycle mitotique suivant, 



 11 

passant progressivement de 4N jusqu’à 128N, avec un mode moyen à 16N pour la majeure partie 

des mégacaryocytes chez un sujet sain. 

D’un point de vue moléculaire, le passage de la mitose à l’endomitose est assuré par l’expression de 

RUNX1 (Runt-related transcription factor 1) responsable de l’extinction de MHY10, une myosine 

faisant partie intégrante de l’anneau contractile responsable du clivage en cellules filles [4]. La perte 

de l’expression de cette myosine rajoutée à une dysfonction de l’activité RhoA, une GTPase 

participant à l’assemblage de cet anneau contractile, est responsable de l’échec de la cytokinèse. 

En plus de la particularité du cytosquelette dans le mécanisme de l’endomitose et compte tenu des 

propriétés connues de certaines CDK/Cyclines vis-à-vis du contrôle du cycle cellulaire, certains 

inhibiteurs de ces points de contrôle ont été impliqués dans le mécanisme de sortie du cycle 

cellulaire, c’est le cas de p19INK4D et de p21Cip1/Waf1 [5] [6]. 

Parallèlement aux phénomènes nucléaires, se produisent des processus de maturation 

cytoplasmiques responsables de la formation et du chargement des granules de sécrétion des 

futures plaquettes matures ainsi que d’un réseau membranaire, appelé système de démarcation 

membranaire (DMS), des futures extensions cytoplasmiques qui traverseront les sinusoïdes 

vasculaires. 

Concernant les granules, elles sont produites à partir du bourgeonnement du trans-Golgi et des 

endosomes précoces, puis maturent en corps multivésiculaires (MVB) à l’intérieur desquels le tri et 

le chargement du contenu spécifique des granules s’opèrent. Elles sont ensuite mobilisées sur un 

réseau de microtubules vers les extrémités des proplaquettes grâce à des protéines qualifiées de 

« motrices » ; certaines d’entre elles sont d’ailleurs clairement corrélées à des thrombopathies, 

certaines seront détaillées dans le chapitre 5 relatifs aux anomalies plaquettaires constitutionnelles. 

 

Bilan morphologique et fonctionnel 

Les différents stades de maturation des mégacaryocytes sont situés dans une niche hématopoïétique 

médullaire combinant la proximité de CSH, de sinusoïdes vasculaires et d’ostéoblastes à une matrice 

extracellulaire favorable. La théorie généralement admise selon laquelle les mégacaryocytes issus 

des cellules souches hématopoïétiques migrent depuis une niche périostique lointaine vers les 

sinusoïdes vasculaires médullaires à mesure de leur maturation n’est pas aussi tranchée 

actuellement. Des arguments pour un modèle modifié émergent : les mégacaryocytes auraient une 

migration plus lente et modérée, l’espace intervasculaire de maturation serait plus restreint, et les 
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mégacaryocytes seraient générés à proximité des sinusoïdes vasculaires de la moelle [7]. Certains 

auteurs émettent également l’hypothèse de la coexistence de 2 pools de mégacaryocytes : i) un 

rapidement mobilisable et proche des sinusoïdes vasculaires de la moelle pour la génération de 

plaquettes, et ii) un autre plus quiescent en périphérie de ces sinusoïdes. Des études 

complémentaires sont évidemment nécessaires pour étayer cette hypothèse. 

 

 

Figure 3 : Schéma adapté de la revue de Stegner et collaborateurs [7]. 

 

Les mégacaryocytes matures se plaquent à la paroi externe des sinusoïdes vasculaires médullaires et 

émettent des prolongements cytoplasmiques dans la lumière de ces vaisseaux : les proplaquettes 

sont émises et se fragmentent ensuite en plaquettes, emportées dans le torrent circulatoire. 

 

Les différents stades de maturation 

Parallèlement aux endomitoses, la morphologie du mégacaryocyte évolue du fait de la synthèse 

active qui s’opère dans le cytoplasme. Ainsi, le noyau certes augmente de volume mais le 

cytoplasme, où sont synthétisées et s’accumulent de nombreuses molécules, grandit également 

pour aboutir à des cellules géantes. 
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Figure 4 : Stades de maturation des mégacaryocytes (illustrations du site HématoCell Angers). 

 

Le promégacaryoblaste 

Il correspond aux cellules issues du CFU-MK et représente environ 10% de l’ensemble des 

mégacaryocytes médullaires. Sur le frottis médullaire, sa morphologie s’apparente à celle d’un 

lymphocyte, mais reste exceptionnellement visible sur une moelle normale. Son noyau présente une 

ploïdie faible, de 2N à 4N, son cytoplasme exprime la peroxydase plaquettaire, marqueur précoce de 

la lignée mégacaryocytaire qui le rend identifiable notamment en microscopie électronique. 

 

Le mégacaryoblaste 

La ploïdie augmente à 4N-8N et un début de maturation cytoplasmique s’opère. La taille est estimée 

entre 25 et 30 µm. L’observation morphologique en microscopie optique montre une élévation du 

rapport nucléocytoplasmique, un noyau souvent bilobé, une chromatine fine et un cytoplasme très 

basophile sans granulations. La microscopie électronique permet de déceler le développement d’un 

système de membranes intracytoplasmiques et la synthèse grandes quantités de molécules 

spécialisées débutent. 

 

Le mégacaryocyte basophile 

La ploïdie, à son maximum, est majoritairement estimée à 16N ; la synthèse d’ADN cesse. Le 

mégacaryocyte basophile mesure entre 30 et 40 µm et représente environ 25% de la lignée 

mégacryocytaire. D’un point de vue morphologique, les cellules sont de grande taille, le noyau 

commence à se lobuler, la quantité de cytoplasme augmente, réduisant le rapport 

Mégacaryoblaste Mégacaryocyte
basophile

Mégacaryocyte
granuleux

Mégacaryocyte
mature
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nucléocytoplasmique. L’apparition de quelques granules alpha et denses est détectée en 

microscopie électronique. 

 

Le mégacaryocyte granuleux 

Les granulations plaquettaires augmentent, les membranes de démarcation permettent d’organiser 

des territoires plaquettaires. Il mesure environ 40 à 60 µm et compte pour environ 55% de la lignée 

mégacaryocytaire. Morphologiquement, la taille du cytoplasme augmente encore, réduisant 

d’autant le rapport nucléocytoplasmique, le noyau est multilobé, la chromatine plus dense, le 

cytoplasme perd sa basophilie et devient plus acidophile (rosé), et s’enrichit en granulations. 

 

Le mégacaryocyte mature 

C’est le mégacaryocyte plaquettogène. Sa taille est comparable au mégacaryocyte granuleux. Les 

granulations se regroupent en amas dans le cytoplasme, et constitue les ébauches des futures 

plaquettes. Morphologiquement, le noyau est multilobé, dense, pycnotique et le cytoplasme évoque 

celui d’une plaquette. Il est relativement peu abondant dans la moelle puisqu’il correspond à environ 

5% de la lignée mégacaryocytaire. 

 

Formation des proplaquettes/plaquettes 

Après une maturation médullaire estimée à 8 jours environ, les mégacaryocytes matures émettent 

de longues et fines extensions cytoplasmiques « vermiformes », appelées proplaquettes à travers les 

sinusoïdes vasculaires, qui se fragmentent en plaquettes dans la lumière vasculaire, emportées par le 

flux sanguin. 

Récemment, une voie alternative a été décrite chez la souris [8]; les auteurs ont démontré que de 

nombreux mégacaryocytes sont présents dans la microcirculation pulmonaire et libèrent activement 

des plaquettes. Ce travail atteste que les poumons sont un site extramédullaire de production 

d’environ 50 % de la totalité des plaquettes chez la souris ; plusieurs stades de différenciations des 

mégacaryocytes ont été identifiés dans les espaces périvasculaires pulmonaires. De plus, les auteurs 

montrent que dans des conditions de thrombopénie et de déficit relatif en cellules souche 
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médullaires, certains de ces progéniteurs présents dans les poumons migrent vers la moelle osseuse 

pour la recoloniser et redonner des cellules hématopoïétiques. Ce travail montre chez la souris un 

rôle inattendu pour les poumons en tant que de niche hématopoïétique. 

 

La régulation de la mégacaryopoïèse 

La mégacaryopoïèse est régulée tout au long de ses différentes étapes, permettant de fait de 

contrôler la prolifération, l’engagement, la différenciation en mégacaryocytes matures et la 

libération des plaquettes. Ceci est rendu possible par l’action concertée de cytokines et facteurs de 

transcription. D’ailleurs, un certain nombre de ces protéines sont le siège de mutations responsables 

de thrombopénies, une des plus connue étant la thrombopénie liée à l’X pour laquelle GATA1 est 

retrouvé muté. 

 

Régulation transcriptionnelle de la mégacaryopoïèse 

Les premières données concernant les facteurs de transcription impliqués dans la mégacaryopoïèse 

knock-out et, plus récemment, des progrès de techniques de séquençage et d’analyses du génome. 

GATA1 occupe une place centrale dans la régulation de la différenciation et de la maturation des 

mégacaryocytes : il module indirectement l’expression de gènes cible via le recrutement de 

différents corégulateurs. FOG1, une protéine à doigts de Zinc, est un de ces corégulateurs 

responsable du rétrocontrôle de l’activité GATA1 ; sa liaison à NuRD inactive la transcription de 

GATA1. De même, Fli1, un facteur de transcription membre de la famille ETS, reconnaît une 

séquence consensus riche en bases purines et se comporte comme un régulateur majeur 

notamment des derniers stades de la différenciation mégacaryocytaire en interagissant avec GATA1 

pour l’activation de l’expression des gènes intervenant dans les étapes terminales. Enfin, Pu1, 

également membre de la famille ETS et interagissant avec GATA1 selon un mode d’inhibition 

réciproque, tient un rôle essentiel dans le choix d’orientation entre lignées érythroïde et 

mégacaryocytaire. NFE2, un facteur de transcription hétérodimérique formé de p45 et d’une 

protéine de la famille Maf, est un autre complexe transcriptionnel indispensable à la différenciation 

correcte des mégacaryocytes, à leur maturation et à la génération de proplaquettes et libération de 

plaquettes. Enfin, RUNX1 joue également un rôle majeur dans la mégacaryopoïèse ; en coopérant 
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avec d’autres facteurs de transcription dont GATA1 et Fli1, il inhiberait la différenciation terminale 

des mégacaryocytes et favoriserait la prolifération des progéniteurs [9] [10]. 

En clinique, des mutations de RUNX1 sont retrouvées dans des cas de thrombopénies 

constitutionnelles telles que FPD/AML (Familial Platelet Disorder with predisposition to Acute 

Myeloid Leukemia), certains de ces cas seront brièvement rapportés dans le chapitre 5 de ce 

manuscrit. 

 

Régulation du microenvironnement de la mégacaryopoïèse 

L’environnement médullaire favorable à la mégacaryopoïèse est un milieu complexe et hautement 

spécialisé qui combine des gradients de chimiokines, de facteurs de croissance, de calcium, 

d’oxygène, de protéines d’adhésion, chargées de la migration des niches ostéoblastiques vers les 

niches vasculaires. 

La thrombopoïétine (TPO) est la principale et la plus puissante cytokine physiologique régulatrice de 

l’ensemble des stades de la mégacaryopoïèse et de la thrombopoïèse. Elle est le produit d’un seul 

gène présent sur le chromosome 3 et correspond à une protéine de 332 acides aminés fortement 

glycosylée et acide. Produite par le foie, le niveau de TPO circulant est inversement proportionnel à 

la numération plaquettaire et son activité est régie par sa liaison à un récepteur spécifique MPL, 

responsable de l’activation de cascades de signalisation dont les voies JAK/STAT-MAPK et PI3K-Akt. 

Du fait de son rôle dans la survie et la prolifération des CSH et, de sa capacité à stimuler la 

prolifération et la maturation des progéniteurs mégacaryocytaires, en contrôlant leur ploïdie et 

l’augmentation de leur taille, la TPO constitue une cible pharmacologique de choix dans le 

traitement de certaines thrombopénies. Effectivement, des agonistes du récepteur MPL, 

Romiplostim (Nplate) et Eltrombopag (Revolade), sont utilisés chez l’Homme [9] [11]. 

D’autres cytokines présentent également un intérêt, il est intéressant de souligner qu’il existe 

probablement une balance entre des facteurs stimulant la mégacaryopoïèse tels que TPO, IL6 ou 

IL11, et d’autres l’inhibant tels que TGF, le PF4, et que celle-ci génère des microenvironnements 

différents à l’origine de changement de taille des mégacaryocytes au cours de leur développement 

notamment. 
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Figure 5 : Microenvironnement participant à la régulation du développement des mégacaryocytes et 
leur migration, d’après la revue de Deutsch et Homer [11]. 
TPO : Thrombopoïétine. ARP : peptide inductible dérivant d’une acétylcholinestérase. SCF : Stem Cell 

Factor. FLT3 : Fms-Like Tyrosine Kinase 3. SDF1 : Stromal cell-Derived Factor 1. 
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Anatomie 
plaquettaire 

Une fois émises dans la circulation sanguine selon des mécanismes complexes et originaux décrits 

précédemment, les plaquettes vont participer au maintien de l’intégrité vasculaire ainsi qu’à un 

certain nombre d’autres fonctions [12] [13]. 

La question est de savoir comment les plaquettes, qui sont les plus petites cellules sanguines, 

anucléées de surcroît, font pour être aussi biologiquement actives ? Quels sont leurs atouts 

physiques pour participer aux fonctions qui leur sont attribuées ? 

Au microscope optique, elles se distinguent par un centre relativement dense contenant des 

granulations, ou chronomère, et par une zone périphérique non colorée, le hyalomère. La 

microscopie électronique a permis d’aller au-delà de cette description en définissant 4 zones 

principales : i) une zone périphérique, ii) des systèmes membranaires internes, iii) des organelles 

intracellulaires, et iv) le cytosquelette.  
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Figure 6 : Structure schématique des plaquettes (illustration du site Slidevideo). 

 

Les systèmes membranaires 

La membrane plasmique 

Comme n’importe quelle membrane cellulaire eucaryote, la membrane plasmique plaquettaire se 

présente sous forme d’une bicouche lipidique dont les feuillets, interne et externe, ont une 

composition spécifique à l’origine d’une asymétrie membranaire. Parmi les principaux constituants 

lipidiques de la bicouche se trouvent i) des glycérophospholipides tels que la phosphatidylsérine (PS), 

le phosphatidyléthanolamine (PE) et le phosphatidylinositol (PI), ii) des sphingolipides dont la 

sphingomyéline (SM) ainsi que iii) des lipides neutres comme le cholestérol. Les composants 

protéiques de la membrane plasmique, principalement des glycoprotéines, peuvent soit être ancrées 

dans un des feuillets lipidiques, soit traverser la bicouche lipidique de part en part du fait de 

domaines hydrophobes. Plusieurs de ces protéines sont des récepteurs spécifiques de différents 

ligands qui seront abordés en détails dans le chapitre suivant. 

L’asymétrie membranaire se manifeste de différentes façons : sur les phospholipides eux-mêmes et 

également au niveau de leur répartition membranaire. Pour chaque classe de ces lipides, il existe un 

grand nombre d’espèces moléculaires selon le branchement et/ou le degré d’insaturation des 

chaînes carbonées. Ainsi, l’ensemble de la membrane plasmique est recouvert par un manteau 

amorphe : le glycocalyx périplaquettaire. Il est constitué de glycosaminoglycanes (GAG) et constitue 

une zone de « protection » et probablement un premier niveau de régulation des fonctions 

plaquettaires et de leur relation avec leur environnement. En effet, par opposition de charges 
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négatives, les GAG endothéliaux repoussent les plaquettes de la face endoluminale de la paroi 

vasculaire. 

Concernant la répartition membranaire, les phospholipides sont distribués de façon asymétrique 

entre les 2 couches lipidiques : alors que les SM prédominent sur le feuillet externe, les PE, PI et PS 

sont davantage représentés dans le feuillet interne, les PC étant répartis de façon équitable entre les 

2 feuillets. La création et le maintien de cette asymétrie membranaire est sous le contrôle de 

protéines spécialisées dans le transfert de lipides d’un feuillet à un l’autre, ou « flip-flop » 

membranaire [14]. Ainsi, la flippase P4 ATPase assure le passage de PS vers le feuillet interne [15] et 

la floppase ABCC1/MRP1 se charge quant à elle du passage de certains phospholipides vers le feuillet 

externe [16] [17]. Enfin, alors qu’un système agit pour créer une asymétrie membranaire, un autre 

cherche à le réverser sous l’action d’une scramblase TMEM16F [18]. 

 

 

Figure 7 : Protéines de transport des phospholipides de la membrane plaquettaire [19]. En présence 
d’un signal calcique secondaire à l’action de la thrombine ou du collagène, la scramblase catalyse le 
transfert bidirectionnel des phospholipides et l’inhibition de la flippase contribue à l’exposition de 
phosphatidylsérine. 
PS : phosphatidylsérine, PE : phosphatidyléthanolamine. 
 

Parmi les phospholipides d’intérêt côté intracellulaire, les phosphoinositides (PIs) ont une place 

particulière : alors qu’ils sont les phospholipides les moins abondants (environ 10% des 

phospholipides totaux), ils sont métaboliquement très actifs, et participent à de nombreuses voies 

de signalisation cellulaire. En effet, leur localisation et leur capacité à se lier spécifiquement à des 

protéines leur permet d’organiser de façon spatiotemporelle des complexes protéiques responsables 

de signaux de survie, de trafic intracellulaire ou de réarrangement du cytosquelette [20]. Cette 

présence est régulée doublement i) par des protéines de liaison type Pipmodulines (GAP43, MARCKS 
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ou CAP23) qui masquent les PIs et gênent leur rôle de second messager puis ii) par le jeu de 

phosphorylation/déphosphorylation par des protéines kinases et phosphatases spécifiques activées 

par divers agonistes plaquettaires et recrutées grâce à des domaines spécifiques [21]. Ces modules 

protéiques capables d’interagir avec les PIs tels que les domaines Pleckstrin Homology (PH), FYVE, ou 

Phox (PX) seront revus dans le chapitre 4 de cette introduction bibliographique, lorsque nous 

aborderons les protéines Akt. 

La PS est un autre phospholipide important pour les fonctions plaquettaires. Son exposition active 

sur le feuillet externe de la membrane plasmique lors d’une forte activation des plaquettes permet 

de focaliser la formation de thrombine et donc la génération de fibrine [19]. En effet, sous l’action 

combinée d’agents pro-coagulants forts (thrombine plus collagène) à la surface des plaquettes, une 

augmentation intra-plaquettaire significative de calcium induit un remodelage membranaire, via 

notamment la scramblase TMEM16F, responsable d’une redistribution aminophospholipidique sur le 

feuillet externe, la libération de microvésicules et l’évagination de la membrane plasmique. L’accès 

des PS à la surface des plaquettes activées est à l’origine de l’activité pro-coagulante des plaquettes ; 

en fournissant une surface anionique, les PS servent de point d’ancrage au facteur Va du complexe 

prothrombinase et donc à l’amplification de la génération de thrombine. L’exemple 

physiopathologique du syndrome de Scott illustre ce propos : la symptomatologie hémorragique est 

expliquée par le défaut d’exposition des PS pro-coagulantes au feuillet externe des plaquettes. 

Défaut qui s’explique par une mutation perte de fonction du gène tmem16f codant pour une 

scramblase dont le rôle dans la régulation de l’asymétrie membranaire a été évoqué ci-dessus [22]. 

Concernant le cholestérol, plusieurs études in vitro consistant à modifier la teneur membranaire en 

cholestérol ont démontré que ce lipide jouait un rôle significatif dans l’activation précoce des 

plaquettes et mimait l’hyperréactivité des plaquettes provenant d’individus atteints 

d’hypercholestérolémie de type IIa [21]. Plus largement, le cholestérol, en régulant la fluidité et 

l’organisation membranaire, participerait à la formation et à la stabilisation de « rafts » lipidiques, 

qui sont des micro-domaines membranaires qui concentrent un certain nombre d’acteurs de la 

signalisation plaquettaire. 

Une idée en cours est qu’un certain niveau de compartimentation de la membrane plasmique, 

maintenue de façon dynamique, en interaction avec son cytosquelette, permet une activation 

efficace des plaquettes via des récepteurs et des corécepteurs particuliers qui seront détaillés dans 

le chapitre suivant. 
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Les systèmes membranaires internes 

Le système canaliculaire ouvert (SCO) 

Connecté à la surface des plaquettes, il correspond à des invaginations profondes de la membrane 

plasmique à travers le cytoplasme et assure une surface de contact importante avec le milieu 

plasmatique extracellulaire [23]. Ce réservoir de membranes facilite l’étalement et l’émission de 

filopodes/lamellipodes lors de l’activation plaquettaire. De même, il renferme un plus grand nombre 

de glycoprotéines membranaires accessibles lors de l’activation plaquettaire. Enfin, il joue un rôle 

dans les mécanismes d’endocytose de molécules plasmatiques et/ou d’exocytose des granules 

plaquettaires. 

Le système tubulaire dense (STD) 

Non connecté à la surface des plaquettes, il correspond à du reticulum endoplasmique lisse, reliquat 

du mégacaryocyte, et porte des enzymes du métabolisme lipidique, telles que des peroxydases, ainsi 

que des enzymes régulant les flux calciques intracellulaires, telles que des ATPases. Il est le lieu de 

synthèse notamment des prostaglandines, du Thromboxane A2 (TxA2), et de stockage du calcium, 

indispensable au fonctionnement plaquettaire. 

 

Les organelles cytoplasmiques 

Le cytoplasme regorge d’éléments : mitochondries, grains de glycogène, lysosomes ou granules 

ayant chacun des rôles bien spécifiques au cours de l’activation plaquettaire. 

 

Les granules δ ou granules denses 

Ils mesurent 150 nm de diamètre et sont peu abondants puisqu’il en existe environ 1 à 10 par 

plaquette. Ils contiennent des quantités importantes de calcium, de pyrophosphate, de sérotonine et 

de certains nucléotides [24]. Ces derniers, adénosine 5’-diphosphate ADP et adénosine 5’-

triphosphate ATP participent à l’amplification de la réponse plaquettaire et sont à différencier des 

nucléotides présents dans le cytoplasme des plaquettes, qui ne sont pas sécrétés mais une source 

énergétique plaquettaire. 
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Les granules α 

Comparées aux granules denses, ils sont 5 à 10 fois plus nombreux et représentent environ 10% du 

volume plaquettaire. Ils mesurent 300 à 500 nm de diamètre et sont environ 20 à 200 par plaquette. 

Ils contiennent des éléments protéiques variés, spécifiques ou non des plaquettes [25]. Parmi eux, se 

trouvent i) des protéines plasmatiques adhésives, telles que le fibrinogène, le facteur von Willebrand 

(FvW), la fibronectine, la thrombospondine, la vitronectine, la P-sélectine (CD62), ii) des protéines 

plasmatiques de la coagulation telles que le fibrinogène, les facteurs V VIII IX XIII, la prothrombine, iii) 

des protéines de la fibrinolyse, telles que l’inhibiteur de l’activateur du plasminogène de type 1 PAI1, 

2-antiplasmine, iv) des facteurs de croissance, tels que les PDGF, VEGF, EGF, IGF, v) des 

cytokines/chimiokines, telles que IL1, RANTES, CXCL4, etc. et vi) des protéines spécifiques des 

plaquettes telles que la -thromboglobuline, la protéine S, le facteur 4 plaquettaire PF4 et le facteur 

de croissance plaquettaire PDGF. 

 

Les granules λ ou lysosomes 

Ils contiennent des enzymes hydrolytiques dont des hydrolases, des cathepsines D et E, des 

proélastases et des collagénases [26] [1]. La sécrétion de leur contenu ne survient qu’en cas de 

stimulation plaquettaire maximale et certaines enzymes libérées telles que les hydrolases, peuvent 

contribuer à la destruction d’agrégats plaquettaires, et donc à la résorption des thrombi. 

 

Les mitochondries et les grains de glycogène 

Elles sont environ une dizaine par plaquette et fournissent l’énergie indispensable aux fonctions de 

sécrétion et d’agrégation via les réactions de phosphorylation oxydative et de glycolyse [27]. 

 

Le cytosquelette plaquettaire 

Il joue un rôle majeur dans la physiologie plaquettaire en maintenant une structure discoïde lorsque 

les plaquettes sont au repos en permettant leur changement de forme, l’émission de filopodes, 

l’adhésion et l’agrégation, et en contribuant à l’exocytose de granules [28]. 
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Sa composition 

Le cytosquelette des plaquettes est composé majoritairement d’actine et organisé en i) 

cytosquelette sous-membranaire constitué de courts filaments d’actine, stabilisé par la filamine (ou 

Actin Binding Protein ABP-280), la spectrine, la taline et la vinculine, et en ii) cytosquelette 

cytoplasmique, stabilisé par d’autres protéines de liaison dont la filamine. Alors que le cytosquelette 

sous-membranaire est connecté à la membrane plasmique via son interaction avec certaines 

glycoprotéines de surface et des molécules de signalisation telles que p60c-src, p62c-yes et rasGAP 

qui seront décrites dans le chapitre suivant, le cytosquelette cytoplasmique n’entrera en connexion 

avec les glycoprotéines de surface qu’après activation plaquettaire [29]. Le cytosquelette des 

plaquettes comporte également des microtubules agencés en une bande marginale circonférentielle 

interne, composée d’une spirale de 8 à 12 anneaux de polymères d’- et 1-tubuline, située 

directement sous la membrane plasmique et polymérisée à partir d’une ancre -tubuline. Son rôle 

est de maintenir la forme discoïde caractéristique des plaquettes au repos [30]. 

 

La dynamique du cytosquelette 

Dans la grande majorité des cas, les 2 systèmes de cytosquelette, actine et microtubule, ont été 

étudiés de façon indépendante sans jamais trop insister sur leur interdépendance potentielle. Or, il 

semblerait qu’il puisse exister un lien fonctionnel entre le cytosquelette d’actine et le réseau de 

microtubules, notamment lors de l’activation des plaquettes par la thrombine. En effet, l’actine se 

concentre alors au centre de la plaquette sous forme de faisceaux denses avec des extensions 

périphériques vers les futures structures filopodes/lamellipodes, co-localisant avec la spirale de 

microtubules compactée en position centrale. De plus, l’emploi de toxines spécifiques du 

cytosquelette d’actine, cytochalasine D et latrunculine A, démontre que c’est bien sous la dynamique 

de l’actine F que se compactent des microtubules lors de l’activation des plaquettes [31]. 
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Figure 8 : Le rôle des protéines motrices du cytosquelette au cours de l’activation des plaquettes. 
Schéma reprenant les séquences potentielles d’événements conduisant à l’activation plaquettaire et 
illustrant l’organisation moléculaire supposée des microtubules et de l’actomyosine suite à un 
stimulus [30]. 

 

Pour autant, les acteurs moléculaires restent relativement méconnus : la myosine IIA non 

musculaire, un système moteur composé de kinésines et de dynéines ainsi qu’un système acto-

myosine pourraient contribuer au dialogue entre ces 2 systèmes (cf. Figure 8). Les séquences 

d’événements conduisant aux modifications morphologiques des plaquettes seraient régulées par 

les variations de flux calciques intraplaquettaires ainsi que les réactions de 

phosphorylation/déphosphorylation, ou d’acétylation de la tubuline [30]. 
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Physiologie de 
l’activation 
plaquettaire 

L’Hémostase regroupe un ensemble de réactions séquentielles, étroitement intriquées, qui assurent 

in fine l’arrêt des hémorragies de la microvascularisation (capillaires, veinules, artérioles) et le 

maintien de l’intégrité vasculaire. 

Depuis le compartiment vasculaire, les plaquettes sont la véritable clé de voûte du contrôle du 

processus hémorragique, de la constitution du caillot ainsi que de sa stabilité. 

 

Les différentes séquences d’événements 

De façon schématique, les séquences d’événements cellulaires et moléculaires s’articulent autour 

d’un temps vasculaire puis plaquettaire ; plus précisément, après la brèche vasculaire, les plaquettes 

mettent en jeu une réponse plurifonctionnelle complexe, comportant les phases d’adhésion, 

d’activation puis d’agrégation plaquettaire. 
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Le temps vasculaire 

La lésion endothéliale et la vasoconstriction réflexe 

A l’état quiescent, l’endothélium correspond à une surface non thrombogène jouant un rôle de 

barrière dynamique entre les signaux du compartiment sanguin et le sous-endothélium pro-

thrombogène. Il exerce une pression négative sur les plaquettes afin de les maintenir à l’état de 

repos notamment en i) présentant lui aussi une surface cellulaire chargée négativement grâce aux 

glycosaminoglycanes (GAG), dont les héparans sulfates, qui s’opposeraient aux charges négatives du 

glycocalyx des plaquettes et pourraient augmenter l’activité de l’antithrombine, ii) synthétisant de 

puissants inhibiteurs de l’activation plaquettaires, tels que la prostacycline (PGI2) et le monoxyde 

d’azote (NO) qui agissent de façon autocrine/paracrine, iii) exprimant à sa surface luminale une ecto-

ADPase (CD39) responsable de la dégradation de l’ADP un agent potentialisateur de l’activation 

plaquettaire, iv) portant à sa surface des molécules inhibitrices de la coagulation telles que 

l’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI), la thrombomoduline (TM) et l’activateur tissulaire 

du plasminogène (tPA). 
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Figure 9 : Interaction plaquettes/cellules endothéliales et activité anticoagulante de l’endothélium 
quiescent. Des mécanismes d’ajustement entre facteurs d’activation endogène et facteurs 
inhibiteurs empêchent l’adhésion plaquettaire spontanée à la paroi endothéliale, et leur activation 
ultérieure [32]. 

 

Lorsque cette homéostasie locale se trouve perturbée, par une lésion vasculaire mettant le sous-

endothélium à nu ou un dysfonctionnement des cellules endothéliales, l’endothélium lésé et les 

plaquettes adjacentes sécrètent alors un autre type de molécules bioactives. Ainsi, des agents 

agrégants tels que le Thromboxane A2 (TxA2) et le Platelet Activating Factor (PAF), des molécules 

vasoconstrictrices telles que l’angiotensine II et la sérotonine, ainsi que des inhibiteurs de la 

fibrinolyse (PAI-1) sont localement libérés. 

La vasoconstriction réflexe, immédiate et transitoire, est la première réaction de l’endothélium lésé. 

Elle est localisée et doit permettre de stopper l’hémorragie, au mieux de réduire le flux sanguin et 

modifier les conditions hémodynamiques afin de favoriser l’hémostase primaire et la coagulation. 

 

Le temps plaquettaire 

 

 

Figure 10 : Résumé des différentes étapes de la formation du clou plaquettaire lors d’une brèche 
vasculaire [33]. 
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L’adhésion plaquettaire 

Dès l’effraction vasculaire, les plaquettes sont recrutées par les structures sous-endothéliales mises à 

nu. L’adhésion peut être considérée comme biphasique ; elle met en jeu les complexes 

glycoprotéiques GPIb-V-IX et GPVI plaquettaires qui permettent la constitution d’une couche 

monocellulaire de plaquettes au sous-endothélium. La première phase voit les plaquettes ralentir sur 

la matrice extracellulaire du fait de l’interaction du complexe plaquettaire GPIb-V-IX avec le facteur 

von Willebrand (FvW) lié aux fibres de collagène sous-endothéliales. Les plaquettes vont alors rouler 

sur le sous-endothélium, contribuant à leur activation [34] [35]. Ainsi ralenties, l’interaction entre les 

fibres de collagène et la GPVI plaquettaire peut avoir lieu afin d’activer les plaquettes, entrainant un 

changement conformationnel des intégrines IIb3 et 21 qui vont alors permettre l’adhésion 

ferme au sous-endothélium puis le recrutement d’autres plaquettes. 

L’activation plaquettaire 

Du fait de la stimulation des récepteurs plaquettaires par le sous-endothélium, lors de cette 

première séquence d’événements, et de leurs liens avec le cytosquelette plaquettaire, le 

changement de forme initié se poursuit par l’émission de filopodes et la sécrétion des granules 

plaquettaires débute. Plusieurs voies de signalisation plaquettaire sont mises en jeu à partir des 

agonistes solubles sécrétés, notamment l’ADP, contenu dans les granules denses, et le TxA2, généré 

à partir de l’acide arachidonique (AA) endogène. Ces voies d’activation autocrines et paracrines 

contribuent au recrutement et à l’activation de plaquettes adjacentes. Par ailleurs, la génération 

locale de thrombine, puissant activateur plaquettaire, peut être initiée via la cascade de coagulation 

et participe au phénomène d’activation plaquettaire. 

L’ensemble des voies de signalisation mise en jeu lors de la stimulation plaquettaire et conduisant à 

l’activation des intégrines est regroupé sous le terme de signalisation « inside-out ». Lorsque les 

intégrines activées sont engagées par interaction avec leurs ligands, elles activent des voies de 

signalisation regroupées sous le terme de signalisation « outside-in ». 

L’agrégation plaquettaire 

Enfin, l’agrégation plaquettaire correspond à la constitution de ponts interplaquettaires, résultat de 

la fixation du fibrinogène, plasmatique ou sécrété, à l’intégrine IIb3 activée. Chaque molécule de 

fibrinogène possède 2 sites de liaison à l’intégrine, ce qui lui permet de lier 2 glycoprotéines 

plaquettaires adjacentes. D’autres molécules adhésives, dont la thrombospondine, sécrétées par les 

plaquettes peuvent également servir de ponts entre plaquettes et sous-endothélium. L’ensemble de 

ces événements contribue à la formation du « thrombus blanc » qui obture la brèche vasculaire. 
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Lors de l’activation plaquettaire, l’exposition des phospholipides anioniques (PS) et l’émission de 

microparticules riches en PS rend le thrombus plaquettaire procoagulant. Celui-ci fixe les facteurs Va 

et Xa, génère de la thrombine par protéolyse successive, ce qui aboutit à la transformation du 

fibrinogène soluble en fibrine insoluble. Le clou plaquettaire est alors consolidé par le filet de fibrine 

dont l’ensemble est stabilisé par le phénomène de rétraction du caillot médié par le système moteur 

acto-myosine plaquettaire afin que le thrombus résiste au flux de la circulation et donc à la reprise 

du saignement. 

Il est intéressant de noter qu’il existe une architecture locale particulière du thrombus où toutes les 

plaquettes qui le composent ne sont pas activées avec la même intensité et où la fibrine est 

spécifiquement localisée. Ainsi, un noyau de plaquettes hautement activées est regroupé au centre, 

fortement condensées, dégranulées, puis recouvertes d’une enveloppe de plaquettes plus 

faiblement activées. Il existe un gradient d’agonistes solubles et un microenvironnement physique 

différent entre le centre et la périphérie du thrombus ; cette particularité confère des propriétés 

particulières au thrombus, qui peut ainsi moduler sa stabilité, sa contractilité et sa rétraction [36]. 

 

Les différents acteurs 

Acteurs plasmatiques 

Le facteur von Willebrand (FvW) 

Il est, avec le fibrinogène, une des protéines adhésives essentielles impliquées dans l’hémostase 

primaire, notamment en intervenant dans les processus d’adhésion et d’agrégation plaquettaire. Il 

participe également à la coagulation de par sa propriété de protéine de transport du facteur anti-

hémophilique A (FVIII). 

Le FvW est une glycoprotéine de haut poids moléculaire synthétisée par les cellules endothéliales 

(70%) et les mégacaryocytes (30%), puis stockée dans des granules de sécrétions appelés i) corps de 

Weibel-Palade, dans les cellules endothéliales ou ii) granules , dans les mégacaryocytes et 

plaquettes [37]. Cette glycoprotéine est en réalité un polymère hétérogène de multimères de poids 

moléculaire variant de 500 à 20000 kDa selon leur degré de polymérisation ; les sous-unités 

polypeptidiques élémentaires étant reliées entre elles par des ponts disulfures [38] [39]. Le FvW 

circule sous forme globulaire, empêchant toute liaison avec le complexe GPIb plaquettaire. 
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Figure 11 : Représentation schématique de l’organisation structurale du FvW [40]. Une fois 
débarrassé de son peptide signal (SP, 22 aa) et de son propeptide (D1 et D2, 741 aa), suite à sa 
maturation post-traductionnelle dans le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi, la forme 
mature du FvW s’étend des domaines D’ en N-Terminal à CK en C-Terminal et s’organise en 5 
régions : 

-les domaines D’-D3, liant le FVIII 
-le domaine A1, sous forme une boucle, assurant la liaison à la GPIb 
-le domaine A2, également sous forme de boucle, constituant le site de protéolyse par la 
métalloprotéase ADAMTS13 
-le domaine A3, encore sous forme de boucle, liant le collagène 

-les domaines D4-C1à6-CK, liant de nombreuses molécules dont l’intégrine IIb3 
 

Une fois compacté dans ses granules de stockage, le FvW suit alors des modes de sécrétion i) 

constitutif, en continuité de sa synthèse, notamment à partir des corps de Weibel-Palade des cellules 

endothéliales, ou ii) régulé, sécrété sous l’action d’agonistes spécifiques, notamment à partir des 

granules  des plaquettes activées. Le mode de sécrétion constitutif à partir des cellules 

endothéliales assure la principale source du FvW circulant. Les différentes étapes conduisant à la 

sécrétion du FvW met en jeu les membres des familles Rab et SNARE [41]. Récemment, un autre 

mode de sécrétion régulée du FvW impliquant l’autophagie ou se déroulant à proximité 

d’autophagosomes a été décrit mais nécessite des études complémentaires [42] [43]. 
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De plus, l’ADAMTS13 (A Disintegrin And Metallloprotease with Thrombospondin Type 1 repeat), 

synthétisée et libérée par les cellules stellaires hépatiques et endothéliales, coupe le FvW dès sa 

sécrétion par les cellules endothéliales, ce qui entraine la libération de multimères de haut poids 

moléculaire de la surface des cellules endothéliales. Ces derniers subissent également une 

protéolyse entre les résidus Tyrosine 1605 et Méthionine 1606 du domaine A2 par ADAMTS13 ; le 

but étant d’éviter qu’ils ne s’accumulent dans la circulation, n’interagissent avec les plaquettes ou ne 

déclenchent des agrégats plaquettaires spontanés [44]. Ces clivages sont différemment régulés ; 

ainsi, l’efficacité du clivage par ADAMTS13 est positivement régulée par l’interaction du FvW avec la 

GPIb au contraire de la thrombospondine (TSP1). En effet, la GPIb en interagissant avec le 

domaine A1 du FvW pourrait modifier l’accessibilité de la boucle A2 à l’ADAMTS13 et favoriser le 

clivage du FvW une fois la brèche vasculaire comblée. Quant à la TSP1, une fois sécrétée après 

l’activation plaquettaire déclenchée par l’adhésion des plaquettes, elle peut interagir avec le 

domaine A3 du FvW et gêner l’interaction entre ADAMTS13 et les multimères de haut poids 

moléculaire, ce qui a pour conséquence de favoriser le recrutement de plaquettes et la formation du 

thrombus. 

Concernant la clairance du FvW plasmatique, elle met essentiellement en jeu les macrophages 

hépatiques et spléniques, sans pour autant exclure la contribution d’autres types cellulaires. Les 

bases moléculaires de l’endocytose du FvW par les macrophages restent encore méconnues et pour 

l’heure, seul le récepteur scavenger LRP1 (Lipoprotein Receptor Related Protein 1) serait le mieux 

décrit [45]. 

Les déficits en FvW ont attiré l’attention, notamment en raison de l’association potentielle avec la 

pathogenèse de la maladie de Willebrand, mais aussi parce que le FvW est un facteur déterminant 

de la demi-vie du facteur de coagulation anti-hémophilique A (FVIII). Ainsi, 3 groupes de maladies 

sont décrites : le type 1, forme la plus courante et le type 3, forme la plus rare, sont dus à un déficit 

quantitatif du FvW, partiel et total, respectivement. Le type 2 concerne des déficits qualitatifs 

mettant en jeu une altération de la structure du FvW et sa capacité d’interaction avec les plaquettes 

ou le FVIII [46]. 

Le fibrinogène 

Il s’agit d’une glycoprotéine de 340 kDa composée de 3 chaînes polypeptidiques, identiques 2 à 2, 

nommées A, B et , et codées par 3 gènes distincts portés par le chromosome 4. Les polypeptides 

sont synthétisés, glycosylés et assemblés par l’hépatocyte avant d’être sécrétés dans la circulation 

où le fibrinogène est retrouvé à une concentration allant de 1,5 à 4 g/L. Les ¾ du fibrinogène sont 

présents dans le plasma, mais aussi dans les plaquettes, plus précisément dans les granules , où il 
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serait stocké après endocytose depuis le plasma. La demi-vie normale de cette glycoprotéine est de 

3 à 5 jours et, en dépit de nombreuses études, son catabolisme reste encore largement méconnu. La 

coagulation et la fibrinolyse ne représenteraient que 2 à 3% de la consommation de fibrinogène. 

Le fibrinogène est une macromolécule soluble mais qui peut se retrouver sous forme de caillot 

insoluble suite à sa conversion en fibrine, sous l’action d’une sérine protéase : la thrombine, activée 

par une cascade de réactions enzymatiques initiée notamment par une lésion vasculaire. Les caillots 

de fibrine sont ensuite dissous par le système fibrinolytique, qui se comporte comme un système de 

régulation du thrombus. Il existe d’ailleurs un équilibre très fin entre ces composantes, coagulation 

et fibrinolyse. 

En plus de son rôle dans la formation du caillot de fibrine, le fibrinogène participe à l’étape 

antérieure : l’hémostase primaire, en intervenant dans l’agrégation plaquettaire. En effet, les 

molécules de fibrinogène bivalent forment des ponts entre les plaquettes activées en liant l’intégrine 

IIb3 [47]. Enfin, le fibrinogène participe également à d’autres fonctions biologiques telles que 

l’inflammation, la cicatrisation ou l’angiogenèse [48]. 

Deux types de pathologies héréditaires rares du fibrinogène sont reconnus : le type I, qui inclus les 

déficits quantitatifs dont l’afibrinogénémie (absence de fibrinogène ou taux plasmatique < 0,1 g/L) et 

l’hypofibrinogénémie (0,1 à 1,5 g/L), et le type II qui affecte la qualité du fibrinogène circulant (taux 

normaux de fibrinogène 1,5-3,5 g/L). Les patients présentant un déficit quantitatif ont un phénotype 

hémorragique plus sévère dans le cas de l’afibrinogénémie que de l’hypofibrinogénémie ; dans les 

cas de dysfibrinogénémie, les phénotypes sont extrêmement variables [49]. 

La fibronectine & la thrombospondine 

La fibronectine est constituée de 2 sous-unités,  et , de 230 kDa chacune, réunies par un pont 

disulfure à leur extrémité C-Terminale et issues du même gène par épissage alternatif. Chaque sous-

unité est une combinaison de 3 types de domaine se répétant plusieurs fois ; il existe plus d’une 

vingtaine de variants d’épissage chez l’Homme. Ces différents domaines s’aménagent en sites 

d’interaction spécifiques avec, d’une part des constituants moléculaires de la matrice extracellulaire 

(collagènes) ou du caillot (fibrine), et d’autre part des cellules (endothéliales, fibroblastes, 

plaquettes). Tous les variants de fibronectine possèdent un motif conservé de 3 acides aminés, 

Arginine-Glycine-Aspartate (RGD), qui est un site de liaison commun pour plusieurs intégrines dont 

IIb3. La fibronectine sécrétée dans le plasma est produite par le foie et circule à des 

concentrations relativement élevées ; la fibronectine cellulaire quant à elle, reste sous forme de 
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dépôts intracellulaires. Depuis longtemps, la fibronectine est suspectée de jouer un rôle dans 

l’hémostase primaire, cependant, il n’en existe aucune preuve in vivo [50]. 

La thrombospondine est en réalité une famille de 5 membres distincts subdivisés en 2 sous-groupes ; 

TSP1 et 2 composent le sous-groupe A alors que TSP3 4 et 5 appartiennent au sous-groupe B [51]. 

TSP1 une glycoprotéine de la matrice extracellulaire de haut poids moléculaire, stockée dans les 

granules  et libérée par les plaquettes sous l’effet de la thrombine. Son récepteur membranaire 

CD36 est également très exprimé à la surface des plaquettes. 

 

Acteurs cellulaires 

Les parois vasculaires de l’organisme sont construites sur un schéma identique comportant 3 

couches, de la lumière vasculaire vers l’extérieur : i) l’intima, fine couche monocellulaire de cellules 

endothéliales séparées de la substance sous endothéliale par la membrane basale ii) la media, plus 

ou moins développée et portant les fibres musculaires et les fibroblastes, et iii) l’adventice, 

contenant les vasa vasorum et les ramifications nerveuses. 

Les cellules endothéliales 

L’endothélium est une barrière hémocompatible, correspondant à une confortable surface 

ininterrompue entre le sang et les substances procoagulantes du sous-endothélium, capable 

d’échanges sélectifs mais également de synthèse et de sécrétion de molécules biologiquement 

actives. La cellule endothéliale est le siège d’une importante activité biologique de synthèse et de 

sécrétion de substances qui vont avoir un comportement soit anti-, soit prothrombogène. 

Ainsi, la thromborésistance de l’endothélium est assurée par la production et la régulation de 

facteurs interférant avec i) les plaquettes (PGI2, NO, ecto-ADPase par exemple), ii) la coagulation 

(thrombomoduline, GAGs, 2-macroglobuline par exemple) et iii) la fibrinolyse (tPA, uPA, 

thrombospondine). Au contraire, sous l’effet, de molécules impliquées dans les processus de 

coagulation ou inflammatoires, les propriétés thrombogènes de l’endothélium sont révélées. 

De plus, les cellules endothéliales synthétisent certains des composants sous-endothéliaux de la 

matrice extracellulaire (MEC) éminemment thrombogènes, tels que les collagènes de la membrane 

basale (type IV), de la matrice sous-endothéliale (types I, III, V, VI) ou interstitiels (types I, III, V, VI, 

des glycoprotéines de structure dont la laminine, des protéoglycans, de la fibronectine, de la 

thrombospondine, du FvW, et du facteur tissulaire.  
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Le sous-endothélium 

Il correspond à la zone sous-intimale thrombogène des vaisseaux sur laquelle s’amarrent les cellules 

endothéliales ; il permet l’adhésion préférentielle des plaquettes et l’activation de la coagulation. Sa 

composition, déjà évoquée ci-dessus, correspond à un mélange de macromolécules issu de l’activité 

métabolique des cellules endothéliales sus-jacentes : collagènes, laminines, thrombospondine, 

fibronectine, FvW, etc… 

Les plaquettes 

Elles font l’objet des 2 chapitres précédents ; fragments anucléés de mégacaryocytes médullaires, 

elles sont libérées dans le sang où elles se comportent comme des cargos, prêtes à répondre à de 

très nombreux stimuli. 

 

Une fois les séquences d’événements et les acteurs conduisant à une hémostase primaire efficiente 

connus, nous allons nous intéresser aux voies de signalisation mises en jeu au sein des plaquettes. 

Certaines seront davantage détaillées que d’autres, le but n’étant pas d’en établir un catalogue 

exhaustif, mais de savoir localiser le niveau cellulaire ou moléculaire impliqué ou la voie de 

signalisation responsable de tel ou tel trouble de l’hémostase primaire (adhésion, agrégation, 

amplification/sécrétion, ou stabilisation). 

 

Les différents couples d’acteurs du temps plaquettaire 

La distinction de séquences différentielles lors de l’hémostase primaire a permis de définir 2 types de 

ligands : des molécules d’adhésion et des ligands solubles. 
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Figure 12 : Aperçu des récepteurs plaquettaires impliqués dans l’activation des plaquettes [52]. 
La lésion vasculaire induit l’exposition de la MEC sous-endothéliale, conduit à la décélération des 
plaquettes circulantes, permettant un contact plus prolongé des récepteurs plaquettaires avec 
certains composants de la MEC, à l’origine de l’activation des plaquettes. 
L’adhésion des plaquettes à la lésion vasculaire constitue la première étape de la formation du 
thrombus, et implique les interactions entre le FvW et GPIb-IX-V et entre le collagène et GPVI et/ou 

l’intégrine 21. 
L’activation plaquettaire est associée à des modifications i) de la forme des plaquettes, ii) de la 
sécrétion de granules, iii) de la synthèse de TxA2 et iv) des événements de signalisation 

intracellulaire conduisant à l’activation de l’intégrine 2b3. Le changement de sa conformation lui 
permet alors de se lier à des ligands tels que le fibrinogène et le FvW, favorisant les interactions 
plaquettes-plaquettes (agrégation) et la formation du thrombus. 
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 Ligands Récepteurs Voies de signalisation 

Protéines 

d’adhésion 

FvW GPIb-IX-V 

Lyn-Rac1-PI3K-Akt 

NO 

PLC2 

Fc 

Collagène 
GPVI 

21 
ITAM-Fyn/Lyn-Syk-LAT/PI3K-Akt/ PLC2 

Fibrinogène GPIIbIIIa Outside-in 

Protéines 

solubles 

Thrombine PAR1 PAR4 

Gq-PLC 

G12/13-Rho-GEF 

Gi-AMPc & PI3K 

ADP 
P2Y1 

P2Y12 

Gq-PLCβ-Ca2+/ERK 

Gi- AMPc & PI3K 

TxA2 
TP1/TP 

TP2/TP 

Gq 

G12/13 

Table I : Principaux couples ligands # récepteurs mettant en jeu des protéines adhésives ou des 
protéines solubles, ainsi que les voies de signalisation principales. 

 

Mettant en jeu des protéines adhésives 

Exemple du couple FvW # complexe GP1b-IX-V 

Le récepteur GPIb-IX-V est quasiment exclusivement restreint à la membrane plaquettaire ; celle-ci 

en porte environ 25000 copies. Ce récepteur plaquettaire est en réalité un complexe composé de 4 

protéines membranaires distinctes : GP1b (CD42b, 135kDa), GP1b (CD42c, 26 kDa), GPIX (CD42a, 

20 kDa) et GPV (CD42d, 82 kDa) dans les proportions 2 :2 :2 :1 (cf. Figure 13). 

Ces protéines sont codées par des gènes distincts portés par les chromosomes 17 pour GP1BA, 22 

pour GP1BB et 3 pour GP5 et GP9 ; elles appartiennent à la famille des Leucine-Rich Repeat (LRR 

family). Chaque sous-unité est composée i) d’un domaine transmembranaire hélicoïdal, ii) d’une 

queue intracellulaire courte et iii) d’un long domaine N-Terminal extracellulaire, portant les 

domaines riches en Leucine. La GP1b n’est pas reliée de façon covalente aux GPIX et GPV, en 

revanche, elle est associée aux GP1b par des ponts disulfures, le tout formant des trimères GP1b-

GP1b-GPIX centrés sur une GPV. Chacune est nécessaire à l’expression du complexe GPIb-IX-V à la 

membrane plasmique [53]. 
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Figure 13 : Parties extracellulaires du complexe GPIb-IX-V. La GPIb interagit avec son ligand 
préférentiel, le FvW, mais également avec d’autres ligands tels que la thrombospondine, des facteurs 
de la coagulation (FXI, FXII), la thrombine, le kininogène de haut poids moléculaire ou la P-sélectine 
[54]. 

 

Au niveau intraplaquettaire, la queue cytoplasmique de GPIb interagit avec la filamine A, des PI3Ks 

et la protéine adaptatrice 14-3-3 [55]. De même, les domaines intracellulaires des GPIb et GPV 

peuvent se lier à la calmoduline et l’adaptateur 14-3-3 [56], alors que celui de GPIX ne semble 

s’associer à aucune protéine. 

Lors de la fixation du FvW au complexe GPIb-IX-V, plusieurs signaux intracellulaires sont déclenchés, 

et concourent à l’adhésion stable des plaquettes via l’activation de l’intégrine IIb3 et la sécrétion 

d’ADP (cf. Figure 14). La voie Lyn/Rac1/PI3K/Akt fait intervenir les tyrosines kinases Src et Lyn ; elles 

s’associent, à partir de la queue cytoplasmique de GP1b, aux protéines adaptatrices 14-3-3 qui 

recrutent la PI3K [57]. Autre voie de signalisation pouvant être impliquée en aval du complexe GPIb-

IX-V, la voie du NO ; l’activation PI3K/Akt pourrait induire la synthèse de NO [58] et conduire à 

l’activation des MAPKs [59] et à la production de TxA2. Cette voie NO-sGC (soluble guanylate 

cyclase)-GMPc a été décrite dans l’adhésion des plaquettes sur matrice de FvW, confirmant ainsi 

l’importance de cette voie dans l’activation d’IIb3 [60]. 
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Indépendamment des PI3Ks, la liaison du FvW au complexe GPIb-IX-V est capable d’activer 

directement la PLC2 assurant une première libération de Ca2+ [61] et activant la PKC. Ca2+ et PKC 

sont des acteurs majeurs de la fonction plaquettaire, nécessaires au ralentissement et à l’adhésion 

des plaquettes ainsi qu’à la première activation de l’intégrine IIb3. En effet, la PLC2 induit 

l’activation de CalDAG-GEF1, facteur d’échange de Rap1, un élément clé de l’activation IIb3 via 

notamment le recrutement de la taline. 

L’activation de GPIb-IX-V peut conduire à la phosphorylation de résidus tyrosine de motifs ITAM 

(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) présents sur les récepteurs FcRIIA ainsi que sur 

FcR associée à GPVI [62], qui participerait à l’amplification de la sécrétion des plaquettes. 

 

Figure 14 : Signalisation plaquettaire induite par le complexe GPIb-IX-V et conduisant à l’activation 

de l’intégrine IIb3 [54]. 
sGC : guanylate cyclase soluble. 
 



 40 

Enfin, GP1b présente une particularité : elle peut être clivée par la métalloprotéase ADAM17 et 

libérer un fragment soluble dans le plasma, la glycocalicine [63]. Ce phénomène permettrait de 

limiter la réactivité plaquettaire en réduisant la densité du complexe GPIb-IX-V à la membrane 

plaquettaire [64]. 

 

Exemple du couple collagènes # récepteurs GPVI 

Le ralentissement des plaquettes, par leur interaction avec le FvW et le sous-endothélium lésé, 

permet d’engager secondairement les récepteurs GPVI au collagène, et donc de renforcer 

l’activation et l’adhésion des plaquettes. 

Comme évoqué précédemment, le collagène est un composant important du sous-endothélium 

puisqu’il représente environ 20 à 40 % des protéines de la MEC vasculaire. Il en existe de plusieurs 

types, certains plus thrombogènes que d’autres, c’est le cas pour les types I et III, ils permettent tous 

au FvW de se dérouler sur l’endothélium lésé. 

GPVI est un récepteur transmembranaire d’environ 60 kDa appartenant à la superfamille des 

immunoglobulines (Ig), exclusif de la lignée mégacaryocytaire. GPVI est présente à la membrane 

plaquettaire à une densité variant de 1000 à 5000 copies/plaquette [65]. Sa structure est 

caractérisée par i) 2 domaines extracellulaires de type Ig liant le collagène fibrillaire grâce à des 

motifs de reconnaissance spécifiques GPO (Glycine-Proline-Pyrolysine) [66], ii) un domaine 

transmembranaire contenant une Arginine positivement chargée qui assurant une liaison non 

covalente avec la chaîne  du récepteur FcR (homodimère de 2 chaînes à motifs ITAM) et iii) un 

domaine intracytoplasmique comportant des zones riches en Proline, qui permettent le recrutement 

des Tyrosine kinases de la famille Src (Fyn et Lyn) par leurs domaines SH3 [67]. 

Lors de la liaison du collagène, le regroupement des complexes GPVI-FcR en « clusters », entraine le 

démasquage des motifs ITAM des FcR puis leur phosphorylation sur les résidus Tyrosine par les 

kinases Fyn et Lyn de la famille des Src kinases. Cette étape conduit i) au recrutement et à 

l’autophosphorylation de la tyrosine kinase Syk (Spleen tyrosine kinase), puis ii) à la formation d’un 

macrocomplexe de signalisation comprenant notamment les protéines adaptatrices LAT (Linker for 

Activation of T cells), SLP76 (Src Homology 2 domain-containing leukocyte protein of 76 kDa), Gads 

(Grb2 adaptator downstream of Shc), enfin iii) à l’activation des PI3Ks,  puis , et de la PLC2. 

L’activation de cette dernière requiert 2 événements complémentaires : l’interaction avec LAT via 

son domaine SH2 [68] et la stabilisation à la membrane via la liaison de son domaine PH au 

PI(3,4,5)P3, produits de la voie des PI3Ks [69]. Ainsi activée, la PLC2 hydrolyse son substrat et 
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génère du DAG et de l’IP3, seconds messagers indispensables à l’activation des intégrines IIb3, à 

l’agrégation plaquettaire et à la sécrétion des granules [70]. 

 

Figure 15 : Voies de signalisation dépendantes de la GPVI [71][72]. ITAM : Immunoreceptor Tyrosine-

based Activation Motif. PLC2 : phospholipase C2. 

 

De la même façon que pour le complexe GPIb-IX-V, GPVI est le siège d’un clivage protéolytique, dans 

son domaine extracellulaire, par ADAM10 et 17 [73] 

 

Exemple du couple fibrinogène # intégrine IIb3 

L’intégrine IIB3, ou GPIIbIIIa, est le récepteur de divers ligands, tels que la fibronectine, le FvW, la 

vitronectine, toutefois, son principal ligand demeure le fibrinogène. Elle joue un rôle fondamental 

dans les différentes étapes conduisant à la formation du thrombus, telles que l’étalement, 

l’agrégation, et la rétraction du clou fibrinoplaquettaire. 

Exclusivement exprimée dans les mégacaryocytes et les plaquettes, à hauteur de 50 000 à 80 000 

copies/ plaquette selon l’état d’activation plaquettaire [74]. Elle est composée de 2 sous-unités, IIB 

et 3, reliées de façon non covalente, chacune présentant un large domaine extracellulaire où se 

fixent les différents ligands évoqués, un domaine transmembranaire et une courte queue 

cytoplasmique couplée à différents effecteurs intraplaquettaires de signalisation et/ou 
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d’organisation du cytosquelette. Plus précisément, la sous-unité IIb est composée d’une chaîne 

lourde 117 kDa et d’une chaîne légère de 23 kDa reliées entre elles par un pont disulfure, et la sous-

unité 3 correspond à une chaîne polypeptidique unique de 95 kDa constituée de nombreux ponts 

disulfures intramoléculaires avec un domaine cytoplasmique indispensable à l’activation de 

l’intégrine. 

 

Figure 16 : Structure de l’intégrine IIb3 et changement conformationnel suite à son activation 
(Academic OneFile Document). 

 

Au repos, l’intégrine IIb3 se trouve dans une conformation de faible affinité, incapable de se lier à 

ses ligands (cf. Figure 16). L’activation des plaquettes par des molécules d’adhésion (collagène, FvW) 

et des agonistes solubles (ADP, TxA2, thrombine) génère une signalisation « inside-out » à l’origine 

du changement conformationnel de l’intégrine. Le recrutement et l’activation séquentielle 

d’effecteurs intraplaquettaires clés tels que la taline 1, la kindline 3, Rap1b, RIAM (Figure 17) avec la 

queue cytoplasmique de la sous-unité β3, permettent de connecter l’intégrine et le cytosquelette 

d’actine et de l’activer [75]. 
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Figure 17 : Activation « inside-out » de l’intégrine IIb3 [75]. 
DAG : diacylglycérol. CALDAG-GEF1 : diacylglycerol-regulated guanine-nucleotide-exchange factor 1. 
RIAM : Rap1-GTP-interacting adaptator molecule. 
 

La liaison du fibrinogène à l’intégrine αIIbβ3 et le regroupement en clusters des intégrines à Figure 

17 : Activation « inside-out la membrane plaquettaire va induire la signalisation « outside-in ». De 

nombreuses protéines de signalisation viennent en effet interagir et s’organiser pour constituer les 

points d’adhésion focale [76]. La signalisation « outside-in » organisée au pied des intégrines 

engagées entraine la réorganisation du cytosquelette plaquettaire et l’activité contractile (étalement 

des plaquettes, rétraction du clou fibrinoplaquettaire) [75] [77]. 

 

Mettant en jeu des protéines solubles 

Les agonistes solubles sécrétés par la plaquette (ADP, TxA2) ou issus de la cascade de la coagulation 

(thrombine) assurent l’amplification de l’activation plaquettaire, le recrutement de plaquettes 

circulantes, la croissance et la stabilité du thrombus. Seul un de ces agonistes, jouant un rôle 

important dans l’amplification de l’activation plaquettaire, sera détaillé : l’ADP. 

 

Exemple du couple ADP # récepteurs P2Y 

L’ADP est un nucléotide contenu dans les granules denses à des concentrations de l’ordre du mM ; 

lors de l’activation plaquettaire, il est sécrété et se fixe sur ses récepteurs purinergiques spécifiques 

P2Y1 et P2Y12. L’activation plaquettaire, en réponse à l’ADP, nécessite l’engagement de ces 2 

récepteurs. Alors que le récepteur P2Y1 initie l’activation plaquettaire en réponse à l’ADP, le 

récepteur P2Y12 amplifie cette activation via la sécrétion de granules denses et la génération de 

TxA2, permettant une agrégation irréversible et la formation d’un thrombus stable. 
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Le récepteur P2Y1 est présent à raison d’environ 150 copies/plaquette et joue un rôle essentiel dans 

l’initiation de la réponse à l’ADP. Couplé à la protéine Gq, il induit l’activation de la PLCβ et l’élévation 

du Ca2+ intraplaquettaire à l’origine d’un changement de forme de la plaquette. 

Le récepteur P2Y12 a une expression davantage restreinte aux plaquettes [78] qui en possèdent 

environ 425 exemplaires en moyenne. Il est couplé à une protéine Gi hétérotrimérique à l’origine de 

l’inhibition de l’adénylate cyclase (AC) (voie Giα-AC-AMPc-PKA-VASP (vasodilatator-stimulated 

phosphoprotein)) et d’une voie activatrice de la PI3K (voie Giβγ-PI3K-Akt-PKC-Rap1b). Le récepteur 

P2Y12 joue un rôle clé dans l’activation plaquettaire car il amplifie la stimulation induite par tous les 

autres agonistes, ce qui en fait une excellente cible pharmacologique dans la prévention des 

thromboses artérielles. 

 

Figure 18 : Récepteurs P2Y plaquettaires à l’ADP [79]. 
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Akt dans la fonction 
plaquettaire 

Un peu d’histoire… 

En 1977, le groupe de Stephen Staal identifie et clone pour la première fois l’oncogène v-Akt à partir 

du rétrovirus AKT8 dont le pouvoir leucémogène est initialement décrit chez la souris AKR et sur une 

lignée de cellules épithéliales pulmonaires (CCL64) [80]. Quatre ans plus tard, 3 laboratoires 

indépendants caractérisent son homologue cellulaire : une Sérine/Thréonine kinase de 57kDa, que 

Bellacosa et Tsichlis nomment c-Akt [81]. Par des techniques de biologie moléculaire (PCR 

dégénérée), le groupe de Hemmings identifie la kinase et la nomme RAC, pour Related to A- and C-

kinase [82]. Toujours à l’aide de l’outil moléculaire (screening de banque d’ADNc), Woodgett et 

Coffer définissent cette protéine kinase et l’appellent PKB, pour Protein Kinase B, du fait de sa forte 

similarité avec les PKA et PKC [83]. In fine, Akt/PKB est une Sérine/Thréonine kinase qui appartient à 

la superfamille de protéines kinase AGC, pour cAMP-dependent protein kinase A/protein kinase G/ 

protein kinase C, dont elle possède des analogies de structures, notamment au niveau du domaine 

catalytique, et des mécanismes d’activation communs. 

Le nom « Akt » ne se réfère pas à sa fonction, mais il semble se rapporter à la lignée murine AKR, 

dans laquelle des lymphomes thymiques se développent spontanément du fait de la présence du 
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virus AKT8. La lettre «t », venant de « transforming », fait référence au pouvoir transformant de cet 

oncogène. 

Depuis une dizaine d’années maintenant, cette protéine fait l’objet de recherches intensives car son 

activation intervient en aval de voies de signalisation dépendantes de la PI3K et associées aux 

phénomènes de transformation cellulaire et de réponse à l’insuline, notamment [84]. 

 

Localisations tissulaire, cellulaire et subcellulaire des Akt 

Avant tout, il faut souligner qu’aucune des trois isoformes d’Akt n’est spécifique des plaquettes, 

toutes ont des expressions ubiquitaires [85]. La distribution tissulaire des différentes isoformes d’Akt 

a pu être précisée grâce à l’utilisation de technique de RT-PCR, tant chez l’Homme que la souris. 

 

Figure 19 : Expression des différentes isoformes d’Akt dans les plaquettes humaines. A. RT-PCR Akt à 
l’aide d’amorces correspondant à des motifs de séquences communes aux 3 isoformes. B. Western-
blot avec des anticorps spécifiques de chacune des isoformes [86]. 

PKB : Akt1, PKB : Akt2, PKB : Akt3. Akt1 serait donc l’isoforme majoritaire dans les plaquettes 
humaines. Plus récemment, une étude de protéomique a montré la présence des trois isoformes 
d’Akt dans les plaquettes humaines dans l’ordre Akt1>Akt2>Akt3 [87]. 
 

Chez l’Homme, l’ARNm de Akt1 et Akt2 a été mis en évidence dans les plaquettes [88] [86] et des 

données similaires étaient établies pour la souris [89]. Akt1 aurait l’expression la plus ubiquitaire ; les 

souris KO pour cette isoforme présentent une altération générale de la croissance avec peu/pas de 

défaut dans le métabolisme du glucose [90]. Akt2 serait plus particulièrement présente dans les 

cellules  pancréatiques, les cellules musculaires squelettiques et le tissu adipeux brun ; les souris KO 

pour cette isoforme ont un défaut de réponse à l’insuline, une hyperglycémie et une 

A- B-
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hyperinsulinémie [91] [92]. Le double KO Akt1 et Akt2 produit des animaux qui meurent rapidement 

et présentent de nombreuses malformations [93]. Akt3, dont l’expression a été plus récemment 

décrite dans les plaquettes [87], serait également largement exprimée dans différents tissus 

(cerveau, testicules, certaines cellules cancéreuses mélanocytaires, etc…) [94]. 

Les informations concernant les niveaux relatifs d’expression et de fonction des trois isoformes d’Akt 

dans les plaquettes et dans plusieurs autres types cellulaires sont encore imparfaitement connues, 

en partie en raison du manque d’outils moléculaires pour les quantifier précisément. Cependant, 

une étude protéomique a montré la présence des trois isoformes d’Akt dans les plaquettes 

humaines avec un niveau d’abondance dans l’ordre Akt1>Akt2>Akt3 [87]. 

Dans les cellules au repos, la protéine Akt est cytosolique ; sous l’action de la phosphoinositide 3-

kinase (PI3K) de classe I, la génération d’un second messager lipidique (le phosphatidylinositol 3,4,5 

trisphosphate ou PI(3,4,5)P3) permet le recrutement d’Akt à la membrane plasmique via son 

domaine PH N-Terminal. Le changement de conformation qui en résulte permet la phosphorylation 

de 2 résidus, la Thréonine en position 308 dans la boucle activatrice du domaine kinase et la Sérine 

en position 473 dans un motif hydrophobe du domaine non catalytique par les kinases PDK1 et 2, ces 

phosphorylations sont indispensables à l’activation d’Akt. 

Il faut noter qu’Akt sous sa forme active peut être retrouvée dans le noyau où elle phosphoryle 

certains substrats comme les facteurs de transcription FoxO. Akt1, 2 et 3 sont adressées vers le 

noyau en réponse à une multitude de stimuli dont le facteur de croissance IGF1, l’hypoglycémie, 

l’insuline, ou le NGF. Alors que le motif de localisation nucléaire d’Akt n’est pas connu, la famille de 

protéines du proto-oncogène TCL1 (T-cell leukemia 1) pourrait être impliquée dans le ciblage 

nucléaire d’Akt. Trois isoformes de TCL1 sont décrites, TCL1, TCL1B et MTCP1 (Mature T-cell 

proliferation) ; TCL1 se lie au domaine PH d’Akt et intervient dans la formation de complexes de haut 

poids moléculaire TCL1-Akt où Akt serait préférentiellement sous forme phosphorylée activée. En 

revanche, les 3 isoformes possèdent une séquence NES (Nuclear Export Sequence) permettant la 

sortie d’Akt du noyau [95]. 

 

Les différentes formes d’Akt 

La famille PKB/Akt est relativement bien conservée chez les eucaryotes au cours de l’évolution ; ainsi, 

60% d’identité est retrouvée entre C. elegans et l’Homme, et 95% entre la souris et l’Homme [96]. 
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Trois isoformes fonctionnellement distinctes d’Akt sont décrites chez les Mammifères : Akt1/PKB, 

Akt2/PKB et Akt3/PKB. Codées par des gènes paralogues situés sur les chromosomes 14, 19 et 1, 

respectivement, elles font l’objet d’intenses recherches dès lors qu’elles ont été impliquées dans les 

mécanismes de transformation et survie cellulaires, ainsi que la réponse à l’insuline [97]. De plus, 

l’identification récente d’un polymorphisme dans le gène codant pour Akt2, associé à une réactivité 

plaquettaire anormale, relance l’idée selon laquelle l’activation d’Akt peut être un facteur de risque 

de thrombose ou de saignement chez l’Homme [98]. 

 

Structure des isoformes d’Akt 

Elles sont constituées selon un schéma identique : i) un domaine PH, pour Pleckstrin Homology, en 

N-Terminal, ii) un domaine kinase central, et iii) un domaine régulateur en C-Terminal comportant un 

motif hydrophobe, caractéristique des kinases AGC. 

 

Figure 20 : Structure des différentes isoformes d’Akt [95]. PH : domaine Pleckstrine, RD : domaine 
régulateur. Acides aminés phosphorylés. A noter que la forme oncogénique d’Akt, v-Akt, possède un 
domaine d’ancrage constitutif à la membrane par myristoïlation (non montré sur la figure). 

 

En N-Terminal 

Le domaine PH, homologue de la pleckstrine (Platelet and Leucocyte C kinase substrate), se compose 

d’environ 120 acides aminés organisés en 2 feuillets  perpendiculaires et antiparallèles, formant 

une sorte de tonneau, avec une hélice  amphipatique côté C-Terminal, formant un capuchon. 

L’ensemble est relié par des boucles de longueur variable. Initialement décrit pour la pleckstrine, 



 49 

principal substrat de la PKC dans les plaquettes [99], ce domaine est en fait partagé par environ 250 

autres protéines de signalisation [100] [101] [102]. 

Ce domaine PH fait partie d’un groupe plus large de domaine de liaison aux phosphoinositides (Pis) 

membranaires ; à ce jour, environ 13 autres modules de ciblage membranaire ont été décrits : C2 

(PKC conserved 2), FYVE (Fab1-YOTB-Vac1-EEA1), PX (Phox), ENTH (Epsin N-terminal Homology), 

BARRE (Bin amphiphysin Rvs), ANTH (AP180 N-terminal Homology), FERM (band 4.1-ezrin-radixin-

moesin), PTB (PhosphoTyrosine Binding), PDZ (post-synaptic density 95-disk large-zonula occludens), 

GOLPH3 (Golgi phosphoprotein 3), PROPPINs (b-propellers that bind polyphosphoinositides), Tubby 

et KA1 (Kinase-associated 1 domains). Ces différents modules possèdent une affinité et une 

sélectivité de liaison qui leur sont propres, en fonction du PIs considéré. Ainsi, suivant la répartition 

de certains PIs, les protéines qui leur sont liées via leur domaine PH, auront une répartition 

subcellulaire spécifique et réversible vers certaines membranes subcellulaires [103]. A ce niveau-là, il 

est intéressant de noter que seule une très faible proportion de domaines PH, environ 10%, est 

capable de lier les PIs avec de fortes affinité et spécificité, et que les PIs, qui sont sous-représentés 

parmi les PL membranaires du feuillet interne (0,5 à 1% des PL), jouent un rôle d’autant plus critique 

dans le ciblage de protéines de liaison aux membranes [104]. 

Effectivement, les domaines PH sont capables de lier spécifiquement certains PIs produits par les 

PI3Ks de classe I [101] [100] [102] [105]. D’après des analyses biochimiques indépendantes réalisées 

in vitro, il semblerait que Akt1 lie le PI(3,4,5)P3 avec une affinité 3 fois plus forte que le PI(3,4)P2 et 6 

fois plus forte que le PI(4,5)P2 et n’interagisse pas avec les PI(3,5)P2, PI3P, PI4P, PS, ou PC. De plus, 

les mêmes auteurs démontrent que lors de la liaison aux PIs, Akt1 n’est pas préalablement activée 

[106]. La liaison à ces PL membranaires est initiée par des interactions électrostatiques non 

spécifiques, puis suivie d’une liaison spécifique afin d’assurer un ciblage sélectif et d’augmenter le 

délai d’interaction avec la membrane. L’ancrage final est assuré par des résidus aliphatiques 

adjacents au site de liaison du lipide [102] [105]. La grande majorité des domaines PH possède un 

motif basique K-Xn-K/R-X-R conservé, dans lequel les lysines (K) et les arginines (R) jouent un rôle 

important dans la formation des liaisons hydrogène avec la tête des PIs. D’autres résidus basiques 

situés à d’autres endroits du domaine PH peuvent également présenter une forte affinité de liaison 

et créer une poche de liaison unique [107]. De plus, l’analyse de mutants ponctuels pour certains 

résidus du domaine PH interagissant avec les PIs révèle que, outre son rôle de translocation à la 

membrane, le domaine PH permettrait la reconnaissance ultérieure par les kinases responsables de 

l’activation d’Akt [108]. Enfin, il semblerait que seul un résidu Tryptophane en position 80 du 

domaine PH soit particulièrement conservé entre les 3 isoformes d’Akt ; sa mutation en Alanine 

confère une résistance à certains inhibiteurs d’Akt. Les auteurs suggèrent que cet acide aminé 

pourrait jouer un rôle critique dans la liaison et/ou l’orientation spatiale de l’inhibiteur qui 



 50 

stabiliserait ainsi certaines interactions moléculaires au sein du domaine PH et maintiendrait Akt 

dans une configuration inactive en n’exposant pas les 2 sites de phosphorylation régulateurs, 

Thréonine 308 et Sérine 473 dont nous reparlerons plus loin [109].  

Outre des interactions protéines-PIs, les domaines PH permettraient des interactions protéines-

protéines, notamment avec les protéines G et plus précisément leurs sous-unités , comme le 

suggèrent les analyses de spectroscopie par résonance magnétique nucléaire [110]. 

Ce domaine PH facilite ainsi le recrutement direct d’Akt à la membrane plasmique, permettant de 

l’orienter secondairement vers une zone appropriée du compartiment cellulaire, ou au contact de 

protéines régulatrices ou de substrats. 

Dans la région centrale et en C-Terminal 

Le domaine catalytique kinase de Akt/PKB présente un fort degré de similitude avec d’autres kinases 

AGC, telles que la PKA, PKC, p70S6K ou p90RSK, ce qui représente environ plus de 80 kinases [111]. 

Un résidu d’intérêt hautement conservé entre les différentes Akt/PKB se trouve dans cette région, 

plus précisément au sein d’une séquence consensus T(F/L)CGT, il s’agit du résidu Thréonine T308 

pour Akt1, T309 pour Akt2 ou T305 pour Akt3, dont la phosphorylation active partiellement Akt/PKB 

et serait un préalable à sa stabilité et/ou son activation enzymatique [112] [111]. Il est situé entre les 

motifs DFG et APE de la boucle d’activation, côté C-Terminal du domaine kinase. 

Le domaine RD régulateur fait suite au domaine kinase ; long de 160 acides aminés environ, il 

contient un motif hydrophobe d’une quarantaine d’acides aminés comportant une séquence F-X-X-

F/Y-S/T-Y/F caractéristique de la famille des kinases AGC, où X peut être n’importe quel acide aminé. 

Ainsi, pour les isoformes d’Akt, la phosphorylation du résidu Sérine (S473 pour Akt1, S474 pour Akt2 

ou S472 pour Akt3) dans le motif hydrophobe FPQFSY, ajoutée à la phosphorylation préalable du 

résidu Thréonine dans la boucle d’activation du domaine catalytique, est nécessaire à son activation 

complète [113] [114]. 

 

Activation des isoformes d’Akt 

Les phosphorylations régulatrices majeures 

L’activation d’Akt nécessite la phosphorylation des 2 résidus clés précédemment cités : par exemple 

sur Akt1, la T308 située dans la boucle d’activation du domaine catalytique et la S473 dans le motif 

hydrophobe du domaine C-Terminal. Cette double phosphorylation est nécessaire à une activation 

pleine et entière d’Akt. 
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La Protéine Kinase Dépendante des Phosphoinositides 1 (PDK1) est responsable de la 

phosphorylation de la T308 ; cette première phosphorylation est un prérequis dans l’activation d’Akt 

[112]. PDK1 accède à la T308 d’Akt1, suite aux changements conformationnels d’Akt, secondaires à 

l’ancrage du domaine PH aux PI(3,4,5)P3 ou PI(3,4)P2 membranaires. Ainsi, dans la conformation 

inactive, le domaine PH est inhibiteur, puis la configuration PH-in est levée par l’interaction entre le 

domaine PH et le lipide. La conformation d’Akt devient alors active, PH-out, la Thréonine 308 ainsi 

dévoilée devient accessible à la phosphorylation par PDK1 [115]. La particularité d’Akt par rapport 

aux autres protéines kinases substrat de PDK1, est de posséder un site de liaison au PI(3,4,5)P3. 

L’activation d’Akt est ensuite rendue maximale par la phosphorylation de la S473 grâce à l’action de 

PDK2, récemment identifiée comme étant mTORC2 (mechanistic target of rapamycin complex 2) 

[116]. En effet, Akt dépourvue de la S473 a une activité qui est diminuée ; la phosphorylation de 

S473 stabilise celle de T308 et l’état activé global d’Akt [112]. S473 est la cible de l’action de mTORC2 

qui, de la même façon que pour PDK1, ne peut accéder à la S473 que si le domaine PH interagit avec 

les PIs membranaires, autrement dit, que si la configuration d’Akt en PH-out. 
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Figure 21 : Schéma de la régulation d’Akt adapté d’après Ebner et collaborateurs [117]. 

 

La durée de la phosphorylation d’Akt est relativement courte [115] [118]. Il existerait, de la même 

façon que pour l’activation d’Akt, un mécanisme allostérique d’inactivation qui rendrait possible la 

déphosphorylation dans le cytoplasme uniquement si Akt est décrochée de la membrane plasmique. 

Autrement dit, Akt n’est phosphorylée et donc active que lorsqu’elle est liée à une membrane [117], 

limitant ainsi la phosphorylation des substrats d’Akt à la proximité d’ une membrane lipidique riche 

en PI(3,4,5)P3 plutôt que dans le compartiment cytosolique. Le fait qu’il y ait des molécules d’Akt 

localisées aux endomembranes ne remet pas en question ce mode de régulation ; un autre PIs peut 

servir d’ancrage à des pools distincts d’Akt [119]. Il n’est cependant pas impossible qu’il existe une 

forme d’Akt activée non ancrée à des membranes, notamment dans le noyau. 
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Les autres modifications post-traductionnelles importantes 

Il existe d’autres modifications post-traductionnelles permettant vraisemblablement de réguler 

l’activation, l’inactivation, la localisation subcellulaire et la spécificité de substrat d’Akt. 

D’autres acides aminés d’intérêt ont été cartographiés suite à des analyses de 

phosphoprotéomique ; cependant, les mécanismes sous-jacents à leur modification, ainsi que leur 

signification physiologique restent, pour la grande majorité des cas, méconnus. 

Au-delà des phosphorylations diverses, l’acétylation pourrait jouer un rôle dans la translocation 

membranaire d’Akt ; par exemple, l’acétylation du résidu K14 du domaine PH par SIRT1, une histone 

désacétylase, serait requis pour la liaison d’Akt aux PIs [120]. De même l’oxydation de certains 

résidus Cystéine spécifiquement dans le domaine de liaison d’Akt2 apporterait la preuve d’une 

régulation différentielle pour cette isoforme puisque ces résidus ne sont pas retrouvés dans Akt1 ou 

Akt3 [121]. Concernant la dégradation d’Akt, la voie du protéasome est évoquée devant 

l’ubiquitinylation du résidu K48 [122], ainsi que la voie de la SUMOylation du fait de la modification 

de plusieurs résidus Lysine dont K276 [123]. 

L’arrêt du signal activateur par les phosphatases 

L’arrêt du signal est assuré par des phosphatases agissant sur le PI(3,4,5)P3, PTEN et INPP4B, mais 

également par 2 phosphatases agissant directement sur Akt, PP2A (protein phosphatase 2A) et 

PHLPP (PH domain leucine-rich repeat protein phosphatases). 

Les PI(3,4,5)P3-phosphatases 

Les enzymes qui contrôlent la concentration du PI(3,4,5)P3 ou du PI(3,4)P2 peuvent affecter la 

régulation de l’activation d’Akt. Actuellement, la PIs phosphatase la mieux caractérisée dans les 

plaquettes est la Src-homology 2 domain-containing inositol 5 phosphatase 1 (SHIP1) chargée de 

déphosphoryler les PI(3,4,5)P3 en position D5. Des travaux réalisés sur des souris KO SHIP1, 

montrent que cette phosphatase est un élément important de la signalisation plaquettaire ; SHIP1 

joue un rôle positif dans l’agrégation plaquettaire en réponse à différents agonistes et contrôle la 

contractilité et l’organisation du thrombus [124]. 

PTEN (a phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10), est une 3-phosphatase qui 

catalyse la déphosphorylation de l’inositide en position D3 du PI(3,4,5)P3 [125]. Son expression dans 

les plaquettes a été détectée où elle contribue à la régulation du taux de PI(3,4,5)P3 et à l’activation 

plaquettaire induite par le collagène [126]. 
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Les phosphatases directes d’Akt 

PP2A (Protein Phosphatase 2A) assure la déphosphorylation inactivatrice de la T308 d’Akt [127] par 

l’action directe de sa sous-unité régulatrice ; selon le type cellulaire considéré, ces sous-unités 

régulatrices diffèrent [128] [129]. L’inhibition sélective de cette phosphatase par l’utilisation de 

siRNA, dans des mégacaryocytes murins, augmente la liaison au fibrinogène induite par la thrombine 

et apporte une preuve que la PP2A régule négativement la signalisation de l’intégrine αIIbβ3 [130]. 

Les PHLPP (PH domain and Leucine rich repeat Protein Phosphatase), en déphosphorylant la S473 

[131], contribuent à l’inhibition des effets cellulaires dépendants d’Akt. Pour l’heure, il n’existe pas 

d’étude sur les conséquences de leur inhibition sur l’activité plaquettaire chez l’Homme. 

 

Les voies de signalisation d’amont et d’aval 

Les PI3Ks 

Voies d’activation de la voie PI3Ks-Akt dans les plaquettes 

 

Figure 22 : Activation des PI3Ks dans les plaquettes [132]. Quatre principaux types de récepteurs 
favorisent l’activation plaquettaire : les récepteurs à motif ITAM (GPVI, FcγRIIA), le récepteur du FvW 
(complexe GPIb-IX-V), les RCPG (récepteur couplé à la protéine G, pour les agonistes solubles, 
thrombine, ADP, TxA2) et les intégrines (αIIbβ3 pour le fibrinogène, α2β1 pour le collagène). 
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Structure des PI3Ks 

Il existe différentes isoformes de PI3K chez les Mammifères qui sont regroupées en 3 classes (classe 

I, II et III) selon les spécificités de substrat lipidique in vitro, la structure protéique et le mode de 

régulation. 

 

Figure 23 : Les 3 classes de PI3Ks chez les Mammifères : structure schématique des sous-unités 
catalytiques et régulatrices et des substrats biologiques [117]. 

 

La classe I est subdivisée à son tour en classe IA (isoformes catalytiques p110,  et ) et IB 

(isoforme ). Ces enzymes sont des hétérodimères comprenant i) une isoforme catalytique p110 et 

ii) une sous-unité régulatrice (p85, p55, p50, p85, p55, p101 ou p84). La distribution tissulaire 

des PI3K de classe I est relativement grande cependant l’isoforme  semble spécifique des globules 

blancs et des plaquettes. Ces enzymes sont particulièrement impliquées dans la régulation de voies 

de signalisation cellulaires. 

Concernant les PI3Ks de classe II, leur expression est ubiquitaire pour PI3KC2 et  mais restreinte à 

certains tissus (foie, prostate, sein, glandes salivaires) pour PI3KC2 [133]. Il est à noter que ces 

kinases sont des monomères, elles ne possèdent pas de sous-unité régulatrice identifiée mais des 

domaines additionnels en N et C-Terminal qui favorisent les interactions avec des protéines 

susceptibles de moduler leur activité catalytique. 



 56 

Enfin, les PI3Ks de classe III n’ont qu’un seul représentant, Vps34, dont l’expression est ubiquitaire. 

Elle est sous forme d’hétérodimère avec une sous-unité régulatrice vps15. 

Spécificité de substrat 

Les PI3Ks sont des lipides kinases qui phosphorylent les PIs en position D3 du cycle inositol. Les PI3Ks 

de classe I phosphorylent le PI(4,5)P2 en PI(3,4,5)P3, les PI3Ks de classe II phosphorylent le PI et le 

PI4P en PI3P et PI(3,4)P2 respectivement et la PI3K de classe III phosphoryle le PI en PI3P. 

Certains produits de PI3K de classe I sont détectés suite à l’activation des plaquettes par la plupart, 

sinon tous les agonistes, notamment la thrombine, le TxA2, et dans une moindre mesure l’ADP. Le 

PI(3,4,5)P3 est synthétisé de façon très rapide, suivi du PI(3,4)P2, synthétisé dans un deuxième 

temps et de façon dépendante de l’engagement de l’intégrine GPIIbIIIa. Il est admis que ces PIs 

aident à déclencher des processus intracellulaires en liant les domaines PH de protéines effectrices, 

telles qu’Akt, et leur permettant de s’associer à la membrane où elles deviennent partie active de 

complexes de signalisation. 

 

Voie(s) d’amont PI3K-dépendante(s) 

Assez rapidement, Akt a été positionnée en aval des PI3Ks de classe I et de la production de 

PI(3,4,5)P3. L’activation de ces PI3Ks avait été associée à la stimulation de récepteurs à activité 

tyrosine kinase [134] impliqués dans le métabolisme, la croissance et la survie cellulaires [135]. En 

fait, de nombreux travaux sont en faveur d’une activation d’Akt initiée indifféremment par la 

stimulation de récepteurs tyrosine kinase ou de RCPG via le recrutement membranaire et l’activation 

d’isoformes spécifiques de PI3Ks de classe I [136]. 
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Figure 24 : La stimulation des RTK ou RCPG conduit à l’activation de PI3K et la production de 
PI(3,4,5)P3 (PIP3) au niveau de la membrane plasmique [97]. Akt cytosolique est inactive ; recrutée à 
la membrane, elle se lie au PI(3,4,5)P3 par l’intermédiaire de son domaine PH. La double 
phosphorylation par PDK1/mTORC2 conduit à une activation complète de la protéine Akt. PP2A et 
PHLPP régissent la fin du signal Akt. A noter, l’existence d’un pool endomembranaire d’Akt. 

 

La synthèse du PI(3,4,5)P3 par les PI3Ks de classe I est rapide et transitoire. Ce lipide, quasi 

indétectable dans les cellules au repos, est considéré comme un second messager lipidique qui va 

pouvoir se lier à différentes protéines, en particulier Akt. Dans tous les cas, la transduction du signal 

PI3K/PI(3,4,5)P3/Akt est transitoire ; la régulation négative étant assurée par le suppresseur de 

tumeur PTEN, qui déphosphoryle le PI(3,4,5)P3 en PI(4,5)P2 [137]. 

 

Voie(s) d’aval 

La littérature rapporte plus d’une centaine de substrats différents pour Akt, ce qui suggère un 

répertoire d’effecteurs extrêmement diversifié qui s’exprimera ou pas selon le contexte cellulaire. 

Les cibles d’Akt sont de classes différentes, incluant des lipides/protéines kinases, des facteurs de 

transcription, des régulateurs des petites protéines G, des régulateurs du trafic intracellulaire, des 

enzymes du métabolisme, des régulateurs du cycle cellulaire, etc…, phosphorylées sur les résidus 
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Sérine/Thréonine du motif RXRXXS/T-, où X est un acide aminé quelconque et  un résidu 

hydrophobe.  Ce motif n’est pas exclusivement spécifique d’Akt ; certaines protéines le portent sans 

pour autant avoir été identifiées comme substrat d’Akt. De plus, certaines protéines caractérisées 

substrat d’Akt possèdent une version modifiée de ce motif ; ainsi AMPK (AMP-regulated protein 

kinase) et ACLY (ATP-citrate lyase) possèdent un résidu Proline à la place du résidu Arginine 

canonique [138] [139]. 

 

Figure 25 : Substrats et fonctions des protéines impliquées dans le réseau Akt [97]. 

 

Les différentes isoformes d’Akt possèdent des fonctions cellulaire et tissulaire spécifiques ; de façon 

générale, au travers de ses nombreuses cibles cellulaires, Akt est impliquée dans la survie cellulaire, 

la prolifération, la croissance, les modifications des voies métaboliques 

Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3) 

Historiquement, GSK3 est un des premiers substrats d’Akt à avoir été identifié [140] et son 

identification a permis de définir un motif consensus de phosphorylation qui sert de screening pour 

la mise en évidence de nouveaux substrats d’Akt. 

Il existe 2 isoformes de GSK3, GSK3 et GSK3, qui partagent 85% d’homologie de structure et donc 

un certain nombre de fonctions communes ou redondantes alors que d’autres seront probablement 

plus spécifiques selon les tissus. GSK3 participe à différentes voies de signalisation dont celle Wnt-
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caténine indépendante de la voie Akt-PI3K. Elle possède une activité endogène basale et se trouve 

inhibée par l’action de facteurs de croissance ; Akt exercerait son action inhibitrice par la 

phosphorylation du motif conservé S21 et S9 N-Terminal de GSK3 et GSK3, respectivement. 

 

 

Figure 26 : Régulation de GSK3 et phosphorylation de son substrat [97]. GSK3 reconnaît ses substrats 
et les phosphoryle uniquement si ceux-ci sont préalablement phosphorylé par une kinase 
d’amorçage enfin, les substrats reconnus par des ligases et orientés vers la voie de dégradation par 
le protéasome. GSK3 régule ainsi différentes fonctions cellulaires, de survie, de prolifération, 
métabolique ou neuronale. Akt, par la phosphorylation de GSK3, bloque l’accès de GSK3 à ses 
substrats pré-activés ; en d’autres termes, les facteurs de croissance activant Akt régulent 
positivement certaines fonctions cellulaires évoquées grâce à l’inhibition de GSK3. 

 

La famille des facteurs de transcription Forkhead Box O (FoxO) 
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Figure 27 : Régulation des cibles transcriptionnelles des membres de la famille FoxO [97]. La 
phosphorylation de FoxO par Akt conduit à sa séquestration cytosolique par les protéines 14-3-3 et 
l’atténuation de l’expression des gènes cible. 

 

Cette famille de facteurs de transcription regroupe les facteurs FoxO1, 3, 4 et 6 qui contrôlent un 

ensemble varié de gènes cible [141]. L’activation de la voie PI3K-Akt conduit à la translocation de ces 

facteurs de transcription FoxO en dehors du noyau et donc à l’extinction du programme 

transcriptionnel des gènes cibles. En effet, Akt induit la phosphorylation directe de 3 résidus 

générant des motifs de reconnaissance pour la famille des protéines 14-3-3, ce qui facilite 

l’exportation et la séquestration des protéines FoxO vers le cytoplasme. Akt supprime l’expression de 

gènes sous le contrôle de FoxO et impliqué dans l’induction de l’apoptose, l’arrêt du cycle cellulaire, 

le catabolisme et l’inhibition de la croissance, ou les changements métaboliques [142] [141]. De fait, 

les phénotypes engendrés par la perte de la signalisation Akt seront le résultat d’une transcription 

soutenue des gènes sous le contrôle de FoxO et impliqués dans de nombreux processus 

physiologiques fondamentaux. 

Tuberous Sclerosis Complex 2 (TSC2) et le mechanistic Target Of Rapamycin Complex 1 
(mTORC1) 

Le principal mécanisme d’activation de mTORC1 par Akt en aval de facteurs de croissance tels 

qu’IGF1 est la phosphorylation inhibitrice de TSC2, connu également sous le nom de tubérine. TSC2, 

avec TSC1 et TBC17 [143], composent TSC, un complexe hétérotrimérique qui fonctionne comme 

une protéine activatrice de GTPase (GAP) spécifique de la petite GTPase Rheb. Rheb-GTP est alors 

convertie en Rheb-GDP [144]. Dans sa forme liée au GTP, Rheb se lie directement à mTORC1 et 

l’active ; le complexe TSC est donc un puissant inhibiteur de mTORC1. Par ailleurs, de nombreux 

facteurs de croissance convergent vers TSC mais la manière précise dont TSC intègre ces signaux 

ainsi que leur impact relatif sur l’activité de mTORC1 selon les contextes cellulaires restent des 

questions ouvertes [145]. 

Enfin, il est intéressant de noter que mTOR peut être directement phosphorylé par Akt en S2448, 

mais la signification fonctionnelle de cette phosphorylation est inconnue [146]. 

Par la régulation de la voie TSC-Rheb-mTORC1, Akt relie les signaux de facteurs de croissance 

majeurs à un nœud de signalisation important car responsable du contrôle des principaux 

changements métaboliques assurant la croissance cellulaire [145]. Cette voie est fréquemment 

dérégulée dans les cellules cancéreuses. 
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Figure 28 : Régulation de mTORC1 via le complexe TSC [97]. Akt stimulé par un facteur de croissance, 
vient phosphoryler TSC2, entrainant une dissociation permettant à Rheb de se charger en GTP et 
d’activer mTORC1[145]. 

 

La majorité des substrats d’Akt sont phosphorylés et fonctionnellement régulés par les 3 isoformes ; 

cependant, certains substrats sont spécifiques de l’une ou l’autre des isoformes d’Akt, ce qui 

explique vraisemblablement les différences phénotypiques observées selon les conditions 

physiopathologiques. Toutefois, les mécanismes qui contribuent à cette sélectivité, ainsi que les 

nouveaux sites de phosphorylation attendent une validation plus poussée [147] [148]. 

Candidats effecteurs dans les plaquettes 

Parmi les cibles potentielles d’Akt dans les plaquettes, la NO-synthase endothéliale (eNOS), le 

transporteur GLUT3, l’intégrine 3, GSK3 ou PDE3A pourraient être de bons candidats mais des 
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études supplémentaires sont nécessaires. Néanmoins, plusieurs travaux montrent un rôle important 

de la phosphorylation inhibitrice de GSK3β par Akt [149] [150]. Ainsi, alors que le rôle d’Akt dans la 

régulation de l’activation plaquettaire n’est pas contesté, le mécanisme précis reste mal défini [151]. 

 

Caractéristiques du réseau de signalisation Akt 

Mécanismes de rétrocontrôle négatif 

Comme toutes les voies de signalisation, la voie PI3K-Akt est soumise à un rétrocontrôle négatif 

strict. Outre les phosphatases qui hydrolysent le PI(3,4,5)P3 et celles qui déphosphorylent Akt, il 

existe plusieurs mécanismes de rétrocontrôle négatif contrôlant l’activation transitoire d’Akt. 

Par exemple, l’activation de mTORC1 favorise la dégradation des substrats du récepteur de l’insuline 

IRS1 et IRS2 par de multiple événements de phosphorylation de la Sérine, soit directement, soit par 

l’intermédiaire de S6K ou d’autres protéines kinase, réduisant ainsi considérablement l’activation de 

PI3K [152] [153]. Une autre protéine adaptatrice, GRB10 (Growth Factor Protein 10), est une cible 

directe de mTORC1 et régule négativement le récepteur tyrosine kinase à l’insuline [154] . De plus, il 

existerait des relations croisées entre mTORC1 et mTORC2 qui agit sur l’activation complète d’Akt. 

En effet, S6K1 phosphoryle des Thréonines (T1135, T86, T398) de mTORC2 qui devient moins 

efficace pour phosphoryler à son tour Akt sur la S473 réduisant son activation [155] [156]. 

 

Cross-talk entre voies de signalisation et redondance 

Il existe de multiples points de régulation croisée entre la voie PI3K-Akt et les autres voies de 

signalisation ; les éléments intégrant les signaux de régulation croisés peuvent être soit les 

composants eux-mêmes de la voie, soit leurs effecteurs. Les voies PI3K-Akt et Ras-ERK sont par 

exemple capables d’interagir à plusieurs niveaux pour réguler efficacement les processus de 

croissance et de prolifération cellulaire [97]. 
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Implications physiopathologiques 

Compte tenu du large spectre de substrats et de fonctions d’Akt, il n’est pas surprenant que cette 

Sérine/Thréonine kinase soit impliquée dans diverses réponses cellulaires et tissulaires aux 

hormones, facteurs de croissance, cytokines ou facteurs neurotrophiques. 

 

Enseignement des souris KO 

L’étude des souris KO indique qu’Akt1, Akt2 et Akt3 ont des fonctions à la fois redondantes et 

spécifiques [157]. Ainsi, tous les tissus semblent exprimer une ou plusieurs isoformes, Akt1 est la 

plus largement exprimée, Akt2 serait davantage présente dans les tissus sensibles à l’action de 

l’insuline, enfin Akt3 serait plus abondante dans le tissu cérébral. 

Comme évoqué précédemment, les souris KO Akt1 présentent un retard de croissance et une 

élévation de la mortalité périnatale [158] [92]. 

Les souris KO Akt2 développent toutes un syndrome apparenté à un diabète [92]. De plus, les souris 

KO pour Akt2 dans les cellules hématopoïétiques présentent une diminution des lésions 

athérosclérotiques [159], contrairement à celui Akt3 qui présente une augmentation de ces lésions 

[160]. Les résultats des KO Akt1 montrent des résultats contradictoires, soit une aggravation des 

lésions, soit aucune différence, et s’expliquent probablement par les fonds génétiques différents des 

souris KO utilisées par les équipes [85]. 

Le double KO Akt1 et Akt2 entraine de graves défauts de développement avec de nombreuses 

malformations et une mortalité rapide après la naissance [161]. 

Enfin, les souris KO Akt3 sont viables mais présentent une atrophie cérébrale prononcée [162] [163], 

ainsi que plusieurs anomalies sévères du développement [157]. 
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Exemples d’implication d’Akt en physiopathologie chez l’Homme 

Syndromes de métabolisme exacerbé 

Les anomalies génétiques impliquées sont associées à une activation constitutive de la voie PI3K-Akt-

TSC-mTORC1 ainsi que des mutations somatiques i) de PI3KCA, sous unité catalytique de la PI3K  de 

classe I ii) d’une des 3 isoformes d’Akt, iii) de mTOR, ou iv) des mutations activatrices de PTEN ou des 

composants du complexe TSC [164]. 

Les manifestations cliniques de ces troubles vont de petites lésions cutanées à des proliférations 

excessives tumorales dans certains tissus, et à une susceptibilité accrue aux tumeurs. Par exemple, le 

syndrome de Proteus (PS), qui fait partie de ces syndromes, associe des malformations vasculaires 

graves à une mutation d’Akt1, sur le Glutamate en position 17 modifié en Lysine (E17K) du domaine 

PH, qui confère une localisation membranaire et une activation constitutive d’Akt1 [165]. La même 

mutation sur Akt2, ne développe pas de PS mais une hypoglycémie insulinodépendante. Sur Akt3, 

cette mutation est associée à des proliférations cérébrales, dont une mégalencéphalie [166]. Dans 

ces syndromes, la voie mTOR semble avoir une importance particulière car certains de ces patients 

mis sous inhibiteurs de mTORC1 présentent des améliorations cliniques. 

L’oncologie 

De nombreuses mutations conférant une hyperactivation d’Akt ont été retrouvées dans des tumeurs 

solides ainsi que des hémopathies. Ces mutations intéressaient des récepteurs de facteurs de 

croissance type tyrosine kinase (EGFR, HER2), mais également PTEN, INPPP4B et PHLPP conduisant à 

une hyperactivation d’Akt [167]. 

Dans certaines situations, notamment le cancer du sein, la mutation d’Akt E17K est retrouvée mais 

pour qu’il y ait tumorigenèse, elle doit être associée à d’autres mutations [168] [169]. De même, la 

mutation E17K sur Akt3 a été identifiée comme récurrente dans le mélanome [170]. 

Ce domaine est celui pour lequel les inhibiteurs d’Akt ont été le plus largement développés, étant 

donné que plus de 50% des tumeurs chez l’Homme ont une hyperactivation d’Akt. Des effets 

intéressants, notamment d’un point de vue thérapeutique, ont été observés avec les nouveaux 

inhibiteurs des PI3Ks de classe I, cependant, leur utilisation est largement limitée par la toxicité 

importante associée [171]. Par ailleurs, la grande complexité de la signalisation et du mode de 

régulation d’Akt, ainsi que l’émergence de résistance aux inhibiteurs d’Akt dans certains cas, sont 

autant de défis qui restent à surmonter. 
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L’angiogenèse 

Akt1 semble être l’isoforme majeure qui contribue aux fonctions physiologiques des cellules 

endothéliales normales et des cellules musculaires lisses sous-jacentes ; l’activation d’Akt1 par le 

facteur de croissance endothélial VEGF stimule prolifération, migration et survie des cellules 

endothéliales [172]. Il faut noter que la perte d’Akt1 dans un des modèles murins KO Akt1 existant 

est associée à une augmentation des lésions d’athérosclérose sévères probablement liée à la 

dysfonction des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses [173]. 

La réponse à l’insuline 

Chez les Mammifères, l’activation d’Akt par l’insuline participe au métabolisme du glucose : la voie 

de signalisation PI3K-Akt induite par l’insuline conduit à la translocation rapide du transporteur de 

glucose GLUT4 vers la membrane plasmique, assurant ainsi la clairance du glucose circulant et 

l’absorption dans le tissu adipeux et le tissu musculaire [174]. Akt2 s’associe aux vésicules contenant 

GLUT4 et participe à leur trafic et fusion à la membrane plasmique en réponse à l’insuline [175]. 

De plus, la signalisation Akt, toujours en réponse à l’insuline/IGF1 dans le muscle squelettique accroît 

la synthèse protéique tout en en diminuant la dégradation [176] ; mTORC1, par l’induction de la 

synthèse protéique et l’inhibition de l’autophagie, serait un des principaux éléments contribuant à 

l’effet orexigène de l‘insuline/IGF1. 

Des mutations dominantes négatives rares d’Akt2 sont retrouvées dans des histoires familiales de 

diabète génétique [177]. De plus, la signalisation d’Akt est atténuée dans l’insulino-résistance qui fait 

partie de la pathogenèse dans le diabète de type 2 ; cette résistance à l’insuline peut en partie 

s’expliquer par une activation chronique des voies de rétrocontrôle négatif de la voie PI3K-Akt. 

 

Fonctions des isoformes d’Akt plaquettaires 

La recherche de polymorphismes génétiques sur des gènes codant pour des protéines de la 

signalisation plaquettaire retrouve plusieurs gènes associés à une dysfonction des plaquettes 

humaines, dont le gène codant pour Akt2 (Jones CI et al, Blood 2009). De plus, des études réalisées 

ex vivo chez l’Homme ou à partir de modèles murins permettent de mieux comprendre la 

contribution des différentes isoformes d’Akt à la fonction plaquettaire. 

Ainsi, chez la souris, la délétion d’Akt1 est à l’origine d’un allongement du temps de saignement in 

vivo, et d’une altération des fonctions d’agrégation et de sécrétion en réponse à la thrombine ou au 
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collagène in vitro. De plus, les anomalies de l’agrégation plaquettaire, de la liaison du fibrinogène, de 

la sécrétion d’ADP et de la mobilisation des stocks calciques, en réponse à la thrombine suggèrent un 

impact précoce de l’absence d’Akt1 sur les voies de signalisation plaquettaires [172] [58]. 

De même, la délétion d’Akt2 chez la souris montre une altération de la fonction plaquettaire 

caractérisée par un défaut de la liaison au fibrinogène et une sécrétion diminuée des granules α et 

denses, secondaire à la stimulation par la thrombine [89]. Néanmoins, ce défaut mis en évidence in 

vitro n’est pas suffisant pour empêcher l’hémostase car le temps de saignement à la queue de ces 

souris KO Akt2 n’est pas modifié. Enfin, étant donné qu’aucune anomalie de l’agrégation 

plaquettaire induite par le collagène n’a été constatée chez les souris KO Akt2 ; les auteurs ont 

estimé que la perte d’Akt2 pouvait être compensée par la présence d’Akt1, spécifiquement pour cet 

agoniste [89]. La phosphorylation d’Akt1 pourrait être préférentiellement activée par les voies de 

signalisation induite par le collagène. 

De plus, les délétions combinées en Akt1(+/-) et Akt2(-/-) suggèrent que ces 2 isoformes ont des 

fonctions partiellement redondantes dans l’activation plaquettaire chez la souris [178]. 

 

 

Figure 29 : Rôle d’Akt dans l’agrégation plaquettaire chez la souris [89]. Akt est activée selon une 
voie dépendante de la PI3K par le TxA2 ou la Thrombine ; cette activation favorise la sécrétion d’ADP 
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contenu dans les granules denses. La stimulation secondaire des récepteurs P2Y12 amplifie 
l’activation d’Akt et améliore la formation et la stabilisation des agrégats. 

 

Chez l’Homme, il a été démontré que l’utilisation d’inhibiteur d’Akt1 ou 2 in vitro réduisait 

l’agrégation plaquettaire, suggérant un rôle similaire pour d’Akt. Ces résultats restent critiquables 

dans le sens où la spécificité de ces inhibiteurs n’est pas encore parfaitement démontrée [179]. 

Ainsi, malgré les années de recherche, le(s)mécanisme(s) par le(s)quel(s) Akt impacterait l’activation 

plaquettaire reste(nt) assez mal caractérisé(s). Ce qui semble le plus admis serait le lien entre Akt et 

la sécrétion plaquettaire des granules α et/ou denses, cependant, le mécanisme spécifique par 

lequel Akt régule la fonction sécrétoire des plaquettes reste à définir, ainsi que les substrats 

impliqués [85]. Autre point pour lequel les chercheurs semblent s’accorder : le rôle d’Akt dans la 

régulation de la fonction de l’intégrine IIb3 qui est soumise à 2 modes de régulation, « inside-

out » et « outside-in », mais là encore, la séquence d’événements cellulaire n’est pas précise [85]. 

Ainsi, bien que l’implication d’Akt dans la régulation de l’activation plaquettaire ne soit pas 

contestée, le mécanisme précis, probablement multifactoriel, par lequel Akt agit reste à définir. 

 

 

Figure 30 : Mécanismes supposés de l’activation d’Akt par la thrombine, l’ADP et le TxA2 dans les 
plaquettes humaines [85]. Ces agonistes induisent la production de PI(3,4,5)P3 dépendante de PI3K. 
PLC : phospholipase C, SFK : Src family protein, SHIP : Src homology 2-containing inositol 
phosphatase.  
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Anomalies 
plaquettaires 
congénitales 

Compte tenu du rôle des plaquettes sanguines dans l’hémostase primaire et la coagulation, toute 

altération de la fonction plaquettaire est associée à une symptomatologie hémorragique de sévérité 

variable typiquement cutanéomuqueuse. Il peut s’agir d’un purpura, d’ecchymoses spontanées ou 

faciles, de métroménorragies, de gingivorragies spontanées ou au brossage, d’épistaxis récidivants, 

et plus rarement d’hématomes. 

Le caractère acquis, de loin le plus fréquent, est évoqué devant l’absence d’antécédents personnels 

ou familiaux et la nature relativement brutale de la symptomatologie fonctionnelle ; au contraire, les 

atteintes constitutionnelles sont beaucoup plus rares, de survenue précoce dans la vie de l’individu 

et présentent une composante familiale. 

Concernant les pathologies plaquettaires héréditaires, elles peuvent être i) quantitatives, ceux sont 

les thrombopénies constitutionnelles, ou ii) qualitatives, ceux sont les thrombopathies 

constitutionnelles, voire iii) les deux à la fois. 
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Les thrombopénies constitutionnelles 

Il s’agit avant tout d’un groupe de pathologies chroniques rares, de prévalence méconnue, pour 

lesquelles la numération plaquettaire est inférieure à 150 G/L et dont l’origine constitutionnelle n’est 

envisagée qu’après avoir exclu les principales étiologies de thrombopénies acquises. 

L’histoire familiale hémorragique commune constitue un élément d’orientation probant, de même la 

notion de consanguinité oriente vers ces maladies à transmission autosomique récessive. Enfin, 

l’existence d’anomalies extra-hématologiques fait également partie de la cohorte d’éléments 

diagnostiques, rendant d’ailleurs la thrombopénie plus ou moins accessoire au sein d’un syndrome 

polymalformatif. Un autre argument robuste est la réponse cortisonique ou aux immunoglobulines 

intraveineuses ; en effet, contrairement au purpura auto-immun, première cause de thrombopénie 

isolée de l’enfant, les thrombopénies constitutionnelles répondent peu/pas aux traitements 

immunomodulateurs alors que les transfusions de plaquettes ont toute leur place. 

L’expression clinique de ces thrombopénies constitutionnelles dépend bien évidemment du 

diagnostic mais reste malgré tout extrêmement variable d’un individu à l’autre, y compris au sein 

d’une même famille. De plus, la corrélation entre l’expression hémorragique déjà évoquée 

(cutanéomuqueuse, précoce, etc…) et la numération plaquettaire n’est pas obligatoire. Enfin, 

l’examen clinique doit également rechercher un retard staturopondéral et/ou mental, une surdité, 

un syndrome dysmorphique. L’ensemble de ces éléments conduit à des explorations à visées 

étiologiques, telles qu’un bilan biologique, osseux, cardiaque, ORL, rénal, ou psychomoteur. 

L’hémogramme permet d’apprécier directement le morphotype des plaquettes ainsi que de mesurer 

leur taille ; ce dernier paramètre traduit en Volume Plaquettaire Moyen (VMP) est actuellement le 

critère le plus utilisé pour le classement de ces thrombopénies. Au laboratoire la thrombopénie sera 

définie comme macrocytaire au-delà d’un VMP à 11 fL, normocytaire pour un VMP entre 7 et 11 fL 

inclus, ou microcytaire pour tout VMP < 7 fL. Cette mesure est associée à une formule plaquettaire 

et une recherche d’anomalies morphologiques des autres lignées hématopoïétiques. Ainsi, en dépit 

de la grande hétérogénéité clinique et biologique, et de la méconnaissance de certains mécanismes 

physiopathologiques, l’orientation diagnostique est basée en premier lieu sur l’existence de signes 

extra-hématologiques puis, devant leur absence, sur l’estimation du VMP et la recherche d’une 

thrombopathie associée. 
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Tableau II : Algorithme diagnostique d’une thrombopénie constitutionnelle associant la présence 
d’anomalies extra-hématologiques et la taille des plaquettes [180]. 

 

Actuellement, plus d’une vingtaine de gènes ont été identifiés comme responsables de 

thrombopénies constitutionnelles et décrits comme acteurs importants de certaines phases de la 

mégacaryopoïèse, telles que la phase précoce, l’endomitose ou l’étape plaquettogène. 

 

Les thrombopénies causées par un défaut de la phase précoce de la 
mégacaryopoïèse 

Elles partagent toutes un défaut quasi-complet de mégacaryopoïèse, et concourent à une 

thrombopénie précoce majeure associée à des concentrations sériques de TPO très élevés. 
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La thrombopénie par amégacaryopoïèse congénitale : CAMT 

Elle est due dans plus de 60 % des cas à une mutation du récepteur de la TPO, MPL ; de transmission 

autosomique récessive, elle est associée à un risque hémorragique majeur et d’évolution vers 

l’aplasie médullaire. Il existe plusieurs variants rattachés à des niveaux de thrombopénie plus ou 

moins profonde mais l’aplasie est quasi-systématique [181]. 

La thrombopénie avec absence de radius : TAR syndrome 

Le tableau hématologique est relativement proche de celui de la CAMT, avec une thrombopénie 

majeure et des saignements précoces, mais qui tendent à se normaliser avec l’âge. Le signe 

pathognomonique est l’absence bilatérale de radius, pouces présents, ainsi que dans 15 à 30 % des 

cas, une atteinte cardiaque. Le gène qui semble atteint est RBM8A, mais son rôle dans la 

mégacaryopoïèse n’est pas encore complètement décrit [182]. 

La thrombopénie avec amégacaryopoïèse et synostose radio-ulnaire : RUSAT 

Transmise sur un mode autosomique dominant, la RUSAT est due à la mutation du gène HOXA1. 

D’un point de vue biologique, la RUSAT se rapproche de la CAMT et d’un point de vue clinique, la 

RUSAT présente un signe pathognomonique comme le TAR syndrome, à savoir une synostose radio-

ulnaire. 

 

Les thrombopénies causées par une anomalie de la phase d’endomitose des 
mégacaryocytes 

Les thrombopénies d’intensité variables sont associées à un défaut de maturation nucléaire des 

mégacaryocytes et un risque de développement d’hémopathies. 

La thrombopénie familiale avec prédisposition aux leucémies aiguës : FPD/AML 

Le gène impliqué dans cette thrombopénie est RUNX1 qui correspond à un facteur de transcription 

du complexe CBF, Core Binding Factor, responsable de la répression du gène MYH10 codant pour 

une myosine impliquée dans la transition entre les stades mitotique et endomitotique. Dans le 

mégacaryocyte anormal, cette protéine MHY10 reste exprimée ce qui produit des mégacaryocytes 

hypoploïdes, de petite taille et pauvres en granules . Par ailleurs, ce type de thrombopénie 

modérée est associé avec un sur risque de développer une hémopathie, type syndrome 

myélodysplasique (SMD) ou leucémie aiguë (LA). 
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La thrombopénie Paris-Trousseau (TCPT) et le syndrome de Jacobsen (JBS) 

Ces thrombopénies correspondent à l’expression de 2 variants de délétion d’un même facteur de 

transcription mégacaryocytaire FLI1 impliqué dans la différenciation mégacaryocytaire. D’un point de 

vue morphologique, ceux sont des macrothrombopénies donc des grandes plaquettes contenant 1 

granule  géant et aucun granule dense [183]. D’un point de vue clinique, le JBS combine retards 

psychomoteur et staturopondéral, anomalies cardiaques et malformations des doigts et de la face. 

La thrombopénie liée à ETV6 

ETV6, comme FLI1, correspond à un facteur de transcription de la famille ETS se comportant comme 

un répresseur et pour lequel au moins 4 variants sont identifiés dans des familles thrombopéniques 

et présentant une hémopathie touchant la lignée érythroblastique [184]. 

Les thrombopénies avec mutation de GATA1 

Comme précédemment évoqué dans le premier chapitre sur la mégacaryopoïèse, GATA1 correspond 

à un facteur de transcription clé des différenciations érythrocytaire et mégacaryocytaire du fait de 

son action sur le progéniteur commun CMP. Les variants de GATA1 entrainent des thrombopénies 

liées au chromosome X avec des signes de dysérythropoïèse (XLTDA) ou de -thalassémie (XLTT) ; 

des signes de dysmégacaryopoïèse avec altération de la structure et des certaines fonctions 

plaquettaires peuvent être associés. 

La thrombopénie par mutation sur le gène GFI1B 

Encore un facteur de transcription agissant comme un répresseur nécessaire à la différenciation des 

lignées érythrocytaire et mégacaryocytaire. Des mutations de GFI1B ont été retrouvées dans des 

familles combinant une macrothrombopénie et des signes de dysmégacaryopoïèse, notamment des 

fonctions plaquettaires anormales et une diminution du contenu en granules . 

La thrombopénie liée à ANKRD26 

Le complexe RUNX1/FLI1 est un répresseur de l’expression de l’ankyrine D26 qui est une étape 

nécessaire à la formation des proplaquettes. Les mutations connues du gène codant pour ANKRD26 

sont localisées en 5’UTR juste niveau du site de liaison de RUNX1/FLI1 et sont à l’origine de la 

persistance de l’expression de l’ANKRD26 et de l’activation de la voie de signalisation MAPK/ERK1-2 

induite par la TPO. Il en résulte une thrombopénie modérée à sévère avec de nombreux 
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mégacaryocytes de petite taille et hypolobulés [185]. Ces thrombopénies sont également associées à 

un risque accru de développer une hémopathie, type leucémie aiguë myéloïde (LAM) [186]. 

Le syndrome des plaquettes grises (GPS) 

Il correspond à un syndrome hémorragique très rare, modéré à sévère, associant une 

macrothrombopénie chronique et un déficit en granules , conférant un aspect caractéristique aux 

plaquettes en coloration en May-Grünwald-Giemsa (MGG). L’anomalie moléculaire en cause, 

transmise sur un mode autosomique récessif le plus souvent, est une protéine à domaine BEACH 

codée par le gène NBEAL2 et dont le rôle dans la biogenèse des granules  n’est pas parfaitement 

identifié [187]. 

Le syndrome oculo-oto-radial (IVIC) 

Il s’agit d’un syndrome malformatif rare à transmission autosomique dominante, de pénétrance 

variable, causé par des mutations sur le gène SALL4 dont le trait le plus constant est une courbure 

radiale avec des malformations des doigts (triphalangisme, anomalie du pouce), des os du carpe et 

du radius/cubitus. La thrombopénie est secondaire et légère. 
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Figure 31 : Gènes impliqués dans les thrombopénies en fonction des différentes étapes de la 
mégacaryopoïèse [180]. 

 

Les thrombopénies causées par un défaut de la plaquettogenèse 

Alors que les mégacaryocytes médullaires et leur maturation sont quasi-normaux, c’est la formation 

des proplaquettes qui se trouve altérée dans ce type de thrombopénie. Concernant les gènes 

responsables, ils sont, pour leur grande majorité, en lien avec des protéines du cytosquelette. 

Le syndrome MYH9 

Il s’agit en fait d’un ensemble de différents syndromes qui combine de façon systématique, une 

macrothrombopénie, un syndrome hémorragique modéré et la présence d’inclusions leucocytaires 

de taille variable appelées corps de Döhle. Puis selon le cas, une surdité, une néphropathie et/ou une 

cataracte peuvent être associées. Le gène Myosin Heavy Chain 9 (MYH9) est le seul gène 

responsable de ces syndromes et plus d’une quarantaine de mutations différentes ont été 

recensées ; sa transmission se fait sur un mode autosomique dominant, avec toutefois plus d’un tiers 
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de cas sporadiques [188]. MYH9 code pour la chaîne lourde de myosine IIA non musculaire 

(NMMHC-IIA) qui correspond à une protéine motrice contractile du cytosquelette impliquée dans les 

phénomènes de migration, de cytokinèse et de maintien de la forme cellulaire. 

Le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) et la thrombopénie liée à l’X (XLT) 

Les thrombopénies de ces 2 entités sont modérées à sévères, mais surtout elles sont à 

microplaquettes (VMP < 7 fL). Les WAS ont souvent un déficit immunitaire associé avec une 

susceptibilité aux infections, à l’eczéma, aux maladies auto-immunes et aux lymphomes non 

hodgkiniens ; c’est le niveau d’expression résiduel de la protéine responsable WASp, spécifique des 

cellules hématopoïétiques et impliquée dans la polymérisation de l’actine, qui conditionne le tableau 

clinique [189]. La transmission se fait sur un mode autosomique récessif et lié à l’X. 

Le nombre et la morphologie de mégacaryocytes médullaire ne sont pas altérés, le défaut de la 

plaquettogenèse s’explique par un relargage prématuré des plaquettes dans la moelle osseuse où 

elles sont alors phagocytées par les macrophages [190]. 

La thrombopénie liée à l’-actine 1 (ACTN1) 

La protéine -actine 1 participe à l’organisation du cytosquelette ; elle est donc impliquée dans la 

formation des proplaquettes. Des mutations du gène ACTN1 ont été mises en évidence chez des 

patients présentant une macrothrombopénie associée à un syndrome hémorragique mineur. 

La thrombopénie liée à TUBB1 

La tubuline 1 est la seule tubuline  présente dans les mégacaryocytes ; elle lie la tubuline  et 

constitue les microtubules. Il n’y a pas réellement d’anomalies fonctionnelles mais uniquement une 

altération de la formation des proplaquettes qui est à l’origine d’une thrombopénie à grandes 

plaquettes [191]. 

Le syndrome de Bernard-Soulier 

Il s’agit encore d’un ensemble de syndromes selon que la mutation est mono ou bi-allélique sur les 

gènes GPIBA, GPIBB, ou GPIX qui codent pour des protéines du complexe GP1b-IX-V liant le FvW et 

assurant l’adhésion des plaquettes au sous-endothélium lors d’une brèche vasculaire. Bien que le 

mécanisme de la thrombopénie ne soit pas parfaitement décrit, il serait là encore lié à un défaut de 

formation des proplaquettes du fait d’un défaut d’interaction du complexe GP1b-IX-V avec le 

cytosquelette [192]. 
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De plus, cette macrothrombopénie à plaquettes géantes est associée à une thrombopathie puisque 

les plaquettes présentent une diminution voire une absence totale d’agglutination à la ristocétine, 

du fait d’une anomalie de la GP1b. La symptomatologie clinique est précoce et modérée à sévère et 

ces défauts sont transmis sur un mode autosomique récessif.  

Le syndrome de Di George ou syndromes vélo-cardio-faciaux (VCFS) 

Ces syndromes sont relativement fréquents (environ 1/4000 naissances) et caractérisés par une 

dysmorphie faciale typique, des malformations cardiaques et vasculaires, une hypoplasie thymique 

et des parathyroïdes responsable d’un déficit de l’immunité cellulaire et d’une hypocalcémie. 

L’anomalie responsable est une délétion hémizygote d’une région chromosomique portant le gène 

GP1BB, à l’origine d’une macrothrombopénie comparable au syndrome de Bernard-Soulier. Le 

tableau extra-hématologique est fonction de la taille de la région délétée. 

La maladie de pseudo-Willebrand plaquettaire (PT-VWD) 

D’un point de vue fonctionnel, elle correspond à une maladie hémorragique comparable à une 

maladie de Willebrand de type 2B mais l’élément moléculaire en cause résulte d’une mutation gain 

de fonction du gène GP1BA responsable d’une augmentation de l’affinité du FvW pour le complexe 

GP1B-IX-V. La liaison spontanée du complexe GP1b-IX-V aux hauts poids moléculaires de FvW 

entraîne une accélération de leur clairance ; le test diagnostique d’agglutination plaquettaire aux 

faibles doses de ristocétine (0,5 mg/mL) repose d’ailleurs sur cette propriété. 

L’affection est transmise sur un mode autosomique dominant, génère une macrothrombopénie 

parfois fluctuante, et témoigne de l’importance de l’interaction entre le complexe GP1b-IX-V et le 

FvW dans la maturation des mégacaryocytes. 

Les thrombopénies liées à ITGA2B/ITGB3 

Ces gènes codent pour les sous-unités GPIIb et GPIIIa de l’intégrine IIb3 ; leur mutation conduit à 

un déficit quantitatif ou fonctionnel responsable de la thombasthénie de Glanzmann, thrombopathie 

sans thrombopénie. C’est une maladie rare, mais dont l’incidence augmente dans les communautés 

à fort taux de consanguinité, telles que les populations manouches qui porte une mutation 

commune, dite gypsy [193]. 
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La thrombopénie liée à CYCS 

La voie apoptotique intrinsèque liée au relargage du cytochrome c (CYCS) des mitochondries est 

essentielle à la formation des proplaquettes [194]. Deux variants de CYCS ont été décrits associés à 

des thrombopénies [195] [196]. 

 

Thrombopathies constitutionnelles 

La démonstration de l’existence de thrombopathies constitutionnelles liées à des défauts de 

signalisation intracellulaire est relativement récente et compliquée par la difficulté de mise en 

évidence de ces défauts de signalisation [197]. En effet, ces difficultés s’expliquent d’une part, par la 

richesse de la signalisation intraplaquettaire, parfois redondante, ou possiblement compensée, et 

d’autre part, par la disponibilité des outils d’exploration cellulaire et/ou moléculaire. 

 

Anomalies des protéines impliquées dans les propriétés adhésives des 
plaquettes et la stabilisation de leur agrégation 

Les mutations responsables de défauts qualitatifs et/ou quantitatifs des récepteurs plaquettaires ont 

une expression hémorragique parfois sévère ; elles ont déjà été évoquées précédemment car elles 

sont également pourvoyeuses de thrombopénies. C’est le cas du syndrome de Bernard-Soulier, de la 

pseudo-maladie de Willebrand plaquettaire et de la thrombasthénie de Glanzmann. 

 

Pathologies liées à un défaut de l’initiation de l’activation plaquettaire 

Défaut de récepteurs membranaires 

Récepteur P2Y12 à l’Adénosine Diphosphate (ADP) 

L’ADP est sécrétée lors de l’activation plaquettaires, puis agit de façon autocrine et paracrine via les 

récepteurs membranaires purinergiques P2Y1, couplés Gq et responsables d’une mobilisation du 

Ca2+ intracellulaire à l’origine du changement de forme des plaquettes, et P2Y12, couplés Gi et 

impliqués dans les variations des taux d’AMPc, véritable senseur de l’activation plaquettaire [198]. 
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L’ADP participe aux étapes d’activation et d’agrégation plaquettaires et joue également un rôle de 

potentialisateur de l’action d’autres agonistes plaquettaires. 

Dans les quelques cas décrits et associés à une symptomatologie hémorragique, les anomalies 

moléculaires congénitales du P2Y12, transmises sur un mode autosomique récessif sont 

responsables d’une diminution significative des sites de liaison à l’ADP attribuée i) à une diminution 

de la synthèse du récepteur [199] [200], ou ii) à une altération de la liaison ligand-récepteur [201], 

ou iii) à une anomalie du recyclage et/ou trafic intracellulaire du récepteur [202], ou encore iv) à un 

défaut de couplage du récepteur à sa protéine G [203]. 

Récepteur GPVI au collagène 

La GPVI est le récepteur du collagène sur les membranes plaquettaires, impliqué notamment dans 

les étapes d’adhésion et d’activation plaquettaires. Chez l’Homme, les déficits en GPVI sont rares, 

associés à une symptomatologie hémorragique légère et davantage retrouvés dans des contextes 

acquis, notamment dysimmunitaires. 

Les premiers déficits décrits correspondent à des cas de mutations hétérozygotes composites 

associées à une diminution de l’expression de GPVI et une altération de sa fonctionnalité. Ainsi, chez 

une fillette de 10 ans, les auteurs ont mis en évidence 2 anomalies génétiques : une mutation 

ponctuelle dans l’Ex3 sur un allèle, combinée à une insertion de 5 nucléotides dans l’Ex4 de l’autre 

allèle [204]. De même, chez un autre patient, une délétion sur un allèle combiné à une mutation 

non-sens sur l’autre allèle ont été décrites [205]. Plus récemment, des mutations homozygotes ont 

été retrouvées dans une petite cohorte de patients chiliens non issus d’une même famille [206]. 

Récepteur au TxA2 

Le TxA2 produit par les plaquettes agit de façon autocrine sur les récepteurs TP spécifiques et 

exprimés à la membrane plaquettaire ; il participe à l’activation des plaquettes via l’induction de la 

PLA2 et Rho. 

Actuellement, un défaut quantitatif responsable d’une diminution de l’expression du récepteur TP 

[207], ainsi que 3 anomalies qualitatives provoquées par des substitutions d’acides aminés sur le 

récepteur TP [208] [209] [210] ont été décrits. Ces variants naturels, associés à une symptomatologie 

hémorragique modérée, ont ainsi permis de définir des acides aminés particulièrement importants 

pour la fonctionnalité du récepteur au TxA2. C’est le cas de l’Arginine 60, impliquée dans le couplage 

du récepteur à sa protéine G [208], de même l’Aspartate 304, critique pour la liaison du ligand à son 

récepteur[203], ou le Tryptophane 29 du premier domaine transmembranaire nécessaire à 

l’expression du récepteur à la surface plaquettaire [210]. Un autre acide aminé, l’Asparagine en 
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position 42, est également responsable d’une diminution de l’expression du récepteur à la surface 

membranaire et associé à un saignement chez le patient pour lequel cette anomalie hétérozygote a 

été décrite [211]. 

 

Défaut des voies de signalisation 

Protéines G et régulateurs 

Les plaquettes humaines portent à leur membrane de nombreux RCPG différemment couplés aux 

protéines G, Gi/z Gs Gq ou G12/13 ; la littérature rapporte un certain nombre de cas de mutations 

touchant ces protéines G, ou certains de leurs régulateurs, et associés à des histoires hémorragiques 

ou thrombotiques. 

Par exemple, la sous-unité  de Gs, codée par le gène GNAS et transmettant un signal positif vers 

l’adénylate cyclase à l’origine d’une augmentation de l’AMPc, est retrouvée mutée dans des familles 

de patients où un phénotype de polyendocrinopathie domine plus largement. Toutefois, les tests 

fonctionnels ex vivo probants servent davantage à étoffer la caractérisation de ces syndromes plus 

qu’à démontrer les réelles conséquences hémorragiques ou thrombotiques de ces mutations [212]. 

De même, une mutation hétérozygote familiale sur la Glycine 23 de RGS2 (Regulator of G-protein 

signaling 2), un membre des protéines RGS régulatrices de l’activité GTPasique intrinsèque des sous-

unités  des protéines G, conduit à une diminution de l’activité Gs et de la production d’AMPc, ainsi 

qu’à une anomalie de la formation des plaquettes et un risque thrombotique [213]. 

PLC 

La PLC existe sous plusieurs isoformes réparties en 3 types : PLC, PLC, et PLC ; dans les 

plaquettes, se trouvent au moins 7 isoenzymes de PLC. La PLC2 est l’isoforme majoritaire, suivie par 

la PLC2 ; la PLC2 est activée en aval des protéines Gq des récepteurs TP, PAR1 ou P2Y1 et 

contribue à la production des seconds messagers DAG et IP3 plaquettaires. 

L’étude d’une patiente et son fils, présentant notamment des saignements modérés, une altération 

de l’agrégation plaquettaire et de la sécrétion de sérotonine, avait conduit à la mise en évidence de 

taux anormalement bas de l’ARNm de PLC2, spécifiquement dans la lignée mégacaryocytaire [214] 

[215]. Toutefois, le(s) mécanisme(s) moléculaire(s) sous-jacent(s) restai(en)t à élucider mais 

tendai(en)t à démontrer qu’un défaut de l’expression de protéines spécifiques de voies de 

signalisation intraplaquettaires puissent en partie expliquer une symptomatologie hémorragique. 
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CalDAG-GEF1 

Le gène RASGRP2 code pour le facteur d’échange de guanine de la GTPase Rap1 ; des études chez 

l’animal ont démontré que cette protéine était un régulateur essentiel de la signalisation inside-out 

des intégrines IIb3 plaquettaires [216]. A ce jour, plusieurs mutations de RASGRP2 ont été 

décrites ; la plus récente est une conversion de la Glycine 305 en Aspartate affectant, à la fois 

l’expression et la fonction de CalDAG-GEF1 et responsable de saignements sévères nécessitant 

notamment le recours à la transfusion de plaquettes ou de facteur VIIa [217]. 

Kindline 

La kindline participe à la régulation de la signalisation « inside-out » plaquettaire ; en se fixant à 

l’extrémité cytoplasmique de la sous-unité β3, elle agit comme un coactivateur, ou comme une 

protéine de conformation de la taline1 et/ou d’autres molécules de liaison. Chez l‘Homme, la perte 

de fonction de la kindline conduit à une dysfonction non seulement plaquettaire, mais également 

leucocytaire, puisqu’elle participe également à l’activation des βintégrines leucocytaires. 

L’association de ces défauts leucocytaire et plaquettaire est identifiée comme un déficit immunitaire 

primitif de l’adhésion leucocytaire de type III (LADIII) et intéresse le gène FERMT3 (fermitin family 

homolog 3), situé sur le chromosome 11 et codant pour la kindline3. 

 

Pathologies liées à un défaut d’amplification de l’activation plaquettaire 

Défauts de granules plaquettaires 

Ce groupe de thrombopathies est relativement hétérogène puisqu’il peut intéresser l’une ou l’autre 

des étapes de la genèse des granules, leur chargement, leur stabilité ou leur sécrétion ; les 

répercussions au contraire sont communes avec un syndrome hémorragique. 

Défauts des granules  

Il est dominé par le syndrome des plaquettes grises déjà évoqué ci-dessus. 

Il existe d’autres syndromes extrêmement rares associant divers atteintes systémiques et affectant 

les granules , tels que le syndrome ARC pour Arthrogrypose-Insuffisance rénale-Cholestase [218], le 

syndrome des plaquettes Québec [219] et le syndrome de Paris-Trousseau [220]. 
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Défauts des granules denses ou syndrome du pool vide 

Là encore, il s’agit de thrombopathies très rares caractérisées par une absence de granules denses 

intraplaquettaires qui contribue à un syndrome hémorragique modéré. Il existe différentes formes 

de maladies du pool vide : i) quantitatives ou ii) qualitatives, c’est-à-dire avec un nombre normal de 

granules denses mais des contenus anormaux ou non fonctionnels, qui peuvent être isolées ou 

associées à d’autres pathologies héréditaires, comme c’est le cas pour le syndrome de Hermansky-

Pudlak ou de Chédiak-Higashi [221]. 

 

Défaut de l’activité procoagulante des plaquettes 

L’activité procoagulante des plaquettes est assurée par leur capacité à exposer les 

phosphatidylsérines (PS) sur le feuillet externe de leur membrane plasmique lors de l’activation 

plaquettaire. Ces derniers servent d’ancrage aux facteurs Va et Xa de la coagulation et contribuent 

ainsi à la génération de thrombine. La propriété de redistribuer les PS membranaires est rendue 

possible grâce à une protéine à activité scramblase dépendante du Ca2+, TMEM16F [18] [19] [222]. 

Le syndrome de Scott, caractérisé par des saignements du post-partum ou post-opératoires sévères, 

est responsable d’une diminution de l’activité procoagulante des plaquettes du fait de la non 

exposition des PS au feuillet externe des plaquettes. Cette perte de fonction est due à une mutation 

dans le gène TMEM16F qui génère des protéines tronquées dans leur région N-Terminale incapables 

d’assurer la fonction scramblase plaquettaire. 

 

  



 82 

Introduction du travail 

Le laboratoire d’Hématologie, qui est également Centre de Référence des Pathologies Plaquettaires 

depuis 2005 (renouvelé en décembre 2017), reçoit de nombreux cas de patients nécessitant 

l’exploration de la fonction plaquettaire dans son ensemble, afin de définir l’existence, ou pas, d’une 

anomalie congénitale à l’origine d’une thrombopénie ou d’une thrombopathie. Ces anomalies 

présentent une très grande diversité ; elles peuvent être isolées, ou au contraire, associées à tout un 

cortège de signes hématologiques ou extra-hématologiques, comme abordé dans le chapitre V de 

l’introduction bibliographique. Dans tous les cas, ces pathologies plaquettaires sont des troubles 

rares. Ils sont toutefois progressivement mieux identifiés grâce à une meilleure connaissance de la 

mégacaryopoïèse et des constituants plaquettaires, une meilleure exploration des fonctions 

plaquettaires et enfin, la constitution d’arbres diagnostiques plus précis. En effet, selon la nature de 

l’anomalie identifiée, différents groupes sont définis tels que les anomalies de la production, de 

l’agrégation, de la sécrétion ou de l’adhésion plaquettaires. 

A l’initiative du Professeur Sié, un Programme Hospitalier de Recherche Clinique (PHRC1206808) 

destiné à développer et standardiser une approche de dépistage des anomalies de signalisation en 

aval des récepteurs d’agonistes plaquettaires majeurs, applicable en pratique clinique, a été déposé 

en 2012, et suivi des premières inclusions en 2013. Il s’agit d’une étude diagnostique pilote avec un 

recrutement prospectif de patients pour lesquels soit, une thrombopathie est parfaitement 

identifiée, soit l’anomalie plaquettaire de signalisation n’est pas identifiée mais doit être 

caractérisée. 

Ce type de thrombopathie par anomalie de transduction du signal est rapporté de façon 

exceptionnelle et concerne jusqu’à présent des déficits enzymatiques de la voie de l’acide 
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arachidonique (cyclooxygénase et thromboxane synthase plaquettaires), des défauts au niveau de 

certaines protéines G [223] [213] [212], des anomalies du métabolisme des PIs par déficit en PLC2 

[224], et plus récemment, un déficit en kindlin3, qui abolit l’activation « inside-out » des intégrines et 

reproduit ainsi le syndrome de Glanzmann sans déficit en intégrine IIb3 [225] et CalDAG-GEFI qui 

régule la GTPase Rap1b, un régulateur majeur d’II3 [226]. Le caractère exceptionnel de la 

description de ces thrombopathies dans la littérature internationale s’explique en partie par i) 

l’authentique rareté de ces pathologies, ii) leur expression clinicobiologique modérée, en partie liée 

à la redondance des voies de signalisation intraplaquettaires, et enfin iii) la difficulté de mise en 

évidence de l’anomalie suspectée par des tests biologiques dont l’écueil principal est d’exiger des 

volumes sanguins considérables et/ou d’être de mise en œuvre difficile. 

L’objectif principal de ce PHRC était de développer et de valider une nouvelle approche standardisée 

de dépistage d’anomalies de signalisation en aval des récepteurs d’agonistes plaquettaires majeurs 

préalablement définis sur la base des connaissances de l’équipe INSERM U1048, dirigée par le Pr 

Payrastre. Ainsi, la technologie de CMF Multiplex Phosphoflow barcoding (BD Biosciences) a été 

adaptée pour cribler un certain nombre de conditions, agoniste versus agoniste + inhibiteur (cf. 

figure ci-dessous). 

 

Figure 32 : Représentation schématique des marqueurs moléculaires validés en CMF en aval des 
principaux récepteurs plaquettaires (PHCR 1206808). 
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De plus, parmi les objectifs secondaires du PHRC, pour les cas de thrombopathies de diagnostic non 

identifié, et dans la mesure où des anomalies de signalisation étaient identifiées puis confirmées sur 

un prélèvement contrôle, il était prévu leur caractérisation. 

 

C’est ainsi qu’une patiente que le Professeur Sié suit, depuis plus de 10 ans maintenant a finalement 

été testée pour rechercher un défaut dans une des voies de signalisation en aval des récepteurs 

PAR1 à la thrombine, P2Y12 à l’ADP, TP1 au TxA2 et GPVI au collagène. Madame Monique S., âgée de 

65 ans est connue pour des troubles hémorragiques modérés secondaires à une dysfonction 

plaquettaire probable. 

L’histoire hémorragique de la patiente se résume à une tendance hémorragique à type d’épistaxis 

fréquents, de gingivorragies, d’hématomes cutanés, de saignements dans l’enfance pour des 

blessures minimes, mais sans ménorragies après la puberté. De plus, elle a présenté des saignements 

importants suite à des avulsions dentaires et dans les suites opératoires d’une thyroïdectomie 

partielle. Enfin, elle a subi 3 épisodes hémorragiques graves, 2 hémorragies du post-partum et 1 

accident de la voie publique avec traumatisme facial ayant entrainé une énophtalmie et une 

diplopie, qui ont nécessité le recours aux transfusions sanguines et plaquettaires. Par la suite, la 

tendance hémorragique de cette patiente s’est amendée ; la thyroïdectomie totale a été réalisée 

sous couverture transfusionnelle en plaquettes, sans complication. Ainsi, le score ISTH-BAT (Bleeding 

Assessment Tool of the International Society on Thrombosis and Haemostasis) est estimé à 13. 

Les autres antécédents médicaux personnels de la patiente sont dominés par une 

spondylarthropathie ankylosante compliquée d’une aortite, pour laquelle elle est sous 

corticothérapie au long cours. 

Enfin, la patiente ne rapporte pas d’antécédents familiaux, ni la notion de consanguinité au sein de la 

famille, suggérant une transmission plutôt sur un mode autosomique récessif. 

Les tests de première intention réalisés au laboratoire et à plusieurs reprises, rapportent i) une 

numération plaquettaire normale, entre 250 et 350 G/L en moyenne, ii) l’absence de déficit en FvW 

ou en facteurs de la coagulation, et iii) un temps d’occlusion plaquettaire (TOP, PFA-100, Siemens 

Healthcare Diagnostics) normal, quelle que soit la cartouche testée, adrénaline ou ADP. 

 

Au cours de mon travail de thèse, j’ai eu l’occasion de participer aux tests de deuxième intention ; 

ces derniers, notamment la technique de Phosphoflow barcoding, nous amenaient à penser qu’il 
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pouvait y avoir une anomalie sur les protéines Akt à l’origine de la symptomatologie hémorragique et 

des troubles de l’hémostase au décours des épisodes aigus décrits. 

Dans ce contexte, un autre de mes objectifs a été de mieux caractériser l’activation de chacune des 

isoformes d’Akt dans les plaquettes humaines normales, préalablement stimulées par différents 

agonistes physiologiques. Les kits développés par la société Cisbio, basés sur des techniques de FRET 

(Fluorescence Resonance Energy Transfer), sont actuellement les seuls outils moléculaires 

permettant de suivre directement la phosphorylation activatrice des 3 isoformes d’Akt grâce à des 

anticorps très spécifiques de chaque isoforme. Cette étude a fait l’objet d’un partenariat avec la 

société Cisbio, ce qui nous a permis d’aller travailler directement sur leur site de R&D à Codolet 

(Gard) auprès du Dr S Bdioui qui nous a formés à l’utilisation des kits et nous les a fournis. 

Les résultats obtenus nous ont permis de mieux caractériser l’activation des 3 isoformes d’Akt dans 

les plaquettes humaines normales, ce qui nous permet d’envisager à présent d’explorer plus 

spécifiquement les protéines Akt de la patiente qui sera convoquée prochainement dans cet objectif. 
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Matériels & méthodes 

Matériels 

Prélèvements sanguins 

Les échantillons de sang sont recueillis dans des tubes sous vide i) contenant 3,2 % de Citrate de 

Sodium pour les tests de fonctionnalité plaquettaire, ou ii) des tubes EDTA pour la numération et la 

morphologie plaquettaires (BD Vacutainer). 

Agonistes pour la stimulation des plaquettes 

ADP (Sigma Aldrich), Collagène (Takeda) ou CRP (Collagen Related Peptide, Sigma Aldrich), 

Thrombine humaine (Mast Diagnotic) ou TRAP (Thrombin Receptor Activating Peptide–Mer14, Sigma 

Aldrich), analogue du TxA2 U46619 (Sigma Aldrich). 

Trousses spécifiques 

Les trousses de dosage de panAkt, Akt1, Akt2 et Akt3 proviennent de chez Cisbio. 

Anticorps 

Anticorps anti-PAC1 (BD Biosciences), anti-CD62P (BD Biosciences), anti-CD63 (BD Biosciences). 



 87 

Méthodes 

Préparation de plaquettes lavées 

Le sang veineux anticoagulé sur citrate 0,109 M est mis à centrifuger 10 min à 200 g. Le PRP (Plasma 

Riche en Plaquettes) est remis en suspension dans du tampon tyrode (NaCl 137 mM, KCl 2 mM, 

NaHCO3 12 mM, NaH2PO4 0,3 mM, MgCl2 1 mM, CaCl2 2 mM, Glucose 5,5 mM, Hepes 5 mM, BSA 

0,35 %, pH 7,4) supplémenté d’Apyrase 0,02 UI/mL. Les plaquettes lavées sont ensuite ajustées à 

une concentration spécifique selon les expériences à mener : 2,5.108/mL pour la CMF et les 

agrégations plaquettaires, 3.106/point pour les expériences d’HTRF. 

 

HTRF Akt total et isoformes Akt1, Akt2 et Akt3 

L’HTRF (Homogeneous Time-Resolved Fluorescence) est la technologie de dosage la plus 

fréquemment utilisée pour mesurer des analytes en phase homogène ; elle constitue d’ailleurs l’outil 

de choix dans les études de criblage à haut débit visant à déterminer de nouveaux candidats 

médicaments. Les tests HTRF sont généralement sensibles, robustes et miniaturisés (format de 

plaques 384 puits, volume réactionnel de 20 µL).  

Cette technique combine la technologie de transfert d’énergie par résonance de fluorescence (FRET, 

Fluorescence Resonance Energy Transfer Technology), avec la mesure en temps résolu (TR) de la 

fluorescence. Elle utilise des lanthanides de terres rares avec de longues demi-vies d’émission 

comme fluorophores donneurs. 

Le principe de FRET repose sur le transfert d’énergie entre 2 fluorophores : i) un donneur de 

fluorescence à longue durée de vie, et ii) un accepteur de fluorescence de courte durée de vie. Cette 

approche permet de détecter les interactions moléculaires entre les biomolécules donneur et 

accepteur. En effet, lorsque les molécules sont proches l’une de l’autre (d<10nm), il y a transfert 

d’énergie entre les marqueurs fluorescents.  
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Figure 33 : Principe général du FRET : lorsque le donneur et l’accepteur sont séparés, il n’y a pas de 
signal FRET, une fois rapprochés, les signaux FRET sont générés (exemple émission à 665 nm). 
L’impulsion d’énergie provenant de la source d’excitation est suivie d’un délai, permettant à la 
fluorescence interférente de courte durée de vie de se désintégrer. 
Ligne rouge : intensité du signal FRET, ligne grise : émission du cryptate donneur à 620 nm, ligne 
jaune : signal fluorescent généré par les fluorophores accepteurs. 
 

L’élément central donneur d’énergie est le cryptate d’Europium ; il s’agit d’un complexe d’ions de 

terres rares (Europium Eu3+) étroitement intégré dans une structure cryptate. Ces ions ne sont pas 

fluorescents par eux-mêmes mais ont besoin d’une structure particulière pour être excités. Cette 

cage agit comme une antenne et permet à la fois la collecte d’énergie et le transfert d’ions, puis 

libère finalement cette énergie selon un spectre fluorescent spécifique. De plus, la structure de cette 

cage est maximisée par l’intégration d’ions fluorures qui empêchent le quenching des ions de terres 

rares par les molécules d’eau, ce qui accroît la stabilité des ions de terres rares, quelles que soient 

les conditions chimiques. 

Les accepteurs d’HTRF ont été optimisés pour les donneurs de cryptate Europium et Terbium, et en 

particulier pour correspondre à leurs propriétés d’émission. La deuxième génération d’accepteurs d2 

est caractérisée par des structures organiques 100 fois plus petites que le premier accepteur 

développé à partir d’un pigment d’algue rouge, mais affichant une série de propriétés 

photophysiques très proches. L’évaluation a également montré que le nouvel accepteur contribuait 

à une plus grande stabilité des tests immunocompétitifs, et dans certains cas, à une meilleure 

sensibilité du test. 

Les partenaires de FRET doivent remplir plusieurs critères de compatibilité : premièrement, leurs 

spectres d’émission ne doivent pas se chevaucher, afin de pouvoir mesurer individuellement la 



 89 

fluorescence de chacun des partenaires, deuxièmement, le rendement quantique de FRET 

(efficacité) doit être le plus élevé possible, troisièmement, l’émission de fluorescence doit se 

produire dans une région du spectre éloignée de celle produite naturellement par les protéines 

(décalée vers le rouge pour éviter la fluorescence intrinsèque moyenne). Les accepteurs remplissent 

les critères de compatibilité précédemment mentionnés. Leurs spectres d’excitation chevauchent 

ceux d’émission de cryptate d’Europium et Terbium, permettant ainsi au donneur d’exciter 

l’accepteur dont l’émission maximale est à 665 nm et s’étend sur une région où les cryptates HTRF 

n’émettent plus ou très faiblement. En fin de compte, le transfert d’énergie avec le donneur se 

produit avec un rendement quantique élevé. 

Enfin, grâce à la mesure de fluorescence en temps résolu ou phase homogène, la fluorescence du 

bruit de fond (autofluorescence des cellules, des milieux biologiques, etc…) de courte durée de vie 

est éliminée. L’introduction d’un délai de 50-150 microsec entre l’excitation lumineuse initiale et la 

mesure de fluorescence minimise la contribution des émissions de fluorescence non spécifiques à 

courte durée de vie. Parallèlement, les fluorophores accepteurs d’HTRF émettent une fluorescence à 

durée de vie longue, signant le transfert d’énergie par proximité entre les biomolécules marquées. Il 

n’y a donc pas d’étapes de séparation, ce qui constitue un gain de temps, permet une 

miniaturisation et des mesures de cinétique. 

Après préparation des lots de plaquettes lavées aux concentrations voulues (1 à 6 millions pour les 

expériences de doses réponse, 3 millions pour les expériences de cinétique), ces dernières sont 

stimulées par les différents agonistes : Thrombine 25 µM, Collagène 9,9 µg/mL pour les doses 

réponse, et ADP 10µM, TxA2 5µM, TRAP 25 µM, ou CRP 9,9 µg/mL pour les cinétiques à 37°C 

pendant 30 sec, 5 et 15 min. Les plaquettes sont ensuite lysées et les échantillons chargés sur les 

plaques 394 puits, conformément aux instructions du fabricant. 

 

Agrégation plaquettaire en luminoagrégométrie 

La fonction plaquettaire est évaluée par luminoagrégométrie dans les 2 à 4 heures qui suivent le 

prélèvement sanguin. Le plasma riche en plaquettes (PRP) est préparé par centrifugation du sang 

total à 190 g pendant 10 minutes ; un plasma pauvre en plaquettes (PPP) est obtenu après une 

centrifugation supplémentaire à 2500 g pendant 10 minutes. Les plaquettes sont ensuite stimulées 

par différent agonistes i) ADP 2,5 5 et 10 µM, ii) TRAP 50 µM ou iii) Collagène 3,3 µg/mL. 
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Temps de rétraction du caillot 

Dans des tubes à hémolyse en verre non siliconés, 600 µL de PRP sont mélangés avec du CaCl2 2mM 

et de la Thrombine humaine 3 UI/mL, brièvement agités et placés au bain-marie à 37°C pendant 30 

minutes. Le caillot résiduel est retiré puis pesé ; la norme est <45 mg. 

 

Cytométrie de flux sur plaquettes activées 

La sécrétion des granules plaquettaires et l’activation de l’intégrine IIb3 sont évaluées par 

cytométrie de flux. Pendant 10 min, les plaquettes en PRP sont stimulées ou non par i) l’ADP 10µM, 

ii) de l’U46619 5µM, iii) du TRAP 25 µM, ou iv) du CRP 9,9 µg/mL à 37°C. 

Les plaquettes sont ensuite incubées à température ambiante, dans l’obscurité, pendant 15 min avec 

des anticorps anti-CD62P, anti-CD63, anti-PAC1, conjugués FITC (1:50). L’analyse est réalisée en 

utilisant un cytomètre en flux BD FACSVerseTM (BD Biosciences). 

 

Cytométrie de flux pour Multiplex Phosphoflow barcoding (BD Biosciences) 

Afin de déterminer la phosphorylation de i) Akt en position S473, ii) p38MAK en position 

Thr180/Tyr182, et iii) SLP76 en position Y145, les plaquettes en PRP sont stimulées ou non avec les 

différents agonistes (ADP 10 µM, TRAP 25 µM, CRP 9,9 µg/mL) pendant 5 et 15 min à 37°C. Ensuite, 

les plaquettes sont fixées au formaldéhyde 3%, perméabilisées au PBS-Triton 0,4% pendant 15 min, 

puis méthanol froid pendant 20 min. 

Pour les conditions de multiplexage, les plaquettes sont incubées avec des sondes fluorescentes 

Alexa 700NHS et Alexa 405NHS pendant 1h à -4°C puis avec des anticorps spécifiques anti-phospho 

Akt, -phospho p38MAPK (Cell Signaling), -phospho SLP76 (Abcam) au 1:100 dans du TBS-Triton 0,4% 

et BSA (Bovin Serum Albumin) 3%. Un anticorps secondaire 1:1000 et conjugué à Alexa Fluor 647 

(Life Technologies) est ajouté aux échantillons. Après incubation à température ambiante pendant 

30 min et lavage des échantillons par centrifugation, l’analyse est réalisée au cytomètre en flux BD 

LSRFortessaTM (BD Biosciences), sur la plateforme de cytométrie de flux de l’institut I2MC. 
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Western-blots 

Les plaquettes lavées de donneurs témoins et de la patiente sont lysées dans un tampon contenant 

2% SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) selon les procédures standardisées classiques. Une électrophorèse 

sur gel SDS-PAGE en utilisant des gels à gradient de 10% est réalisée, et transférée sur une 

membrane de nitrocellulose. Celles-ci sont ensuite chargées par des anticorps dirigés contre panAkt 

phosphorylé en T308, contre Akt phosphorylé en S473, contre GSK3 phosphorylé en S9, contre les 

substrats phosphorylés d’Akt, contre panAkt, contre HSP27 (Cell Signaling Technologies), ainsi qu’un 

anti-phospho Akt1/2/3 en T308 (Santa Cruz Biotechnology). Ces anticorps sont ensuite révélés par 

chimioluminescence par des anticorps secondaires couplés à la peroxydase. L’analyse 

densitométrique des pistes est réalisée à l’aide du logiciel ImageLab. 

 

Analyses statistiques 

Afin de pouvoir prendre en compte la variabilité des conditions expérimentales entre les mesures, 

les échantillons de sujet contrôle ont été traités en parallèle avec les échantillons de la patiente. Les 

comparaisons entre les patients et les témoins ont été effectuées avec le test de Mann-Whitney et 

les valeurs de p<0,05 sont considérées comme significatives (Graph Pad Prism). 
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Résultats 
expérimentaux 

Caractérisation de la fonction plaquettaire de la patiente 

Par différentes techniques complémentaires, nous avons progressivement mis en évidence une 

anomalie de la fonction plaquettaire chez Mme S (Spi.M). 

Dans un premier temps, l’agrégation plaquettaire mesurée par méthode optique sur PRP montre 

d’importantes perturbations avec notamment une agrégation faible et réversible en réponse à l’ADP 

(5 et 10 µM) ainsi qu’une diminution de l’agrégation induite par le TRAP 50 µM et le collagène 3,3 

µg/mL. Les résultats présentés dans la figure 34 sont représentatifs de la réponse obtenue lors de 

plusieurs consultations de la patiente (n=4). 

De même, en condition de flux (500 sec-1), sur matrice de fibrinogène, nous montrons que l’adhésion 

plaquettaire et la formation de microthrombi plaquettaires est retardée par rapport au témoin, de 

même, les thrombi formés sur matrice de collagène sont de plus petite taille (résultats non montrés). 

Toutefois, ces expériences n’ont été réalisées que deux fois et nécessitent d’être reproduites lors 

d’une prochaine visite de la patiente. 
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Figure 34 : Caractérisation de la fonction plaquettaire de la patiente par la technique 
d’agrégométrie. L’agrégation plaquettaire en PRP est mesurée par méthode optique en réponse à 
l’ADP 5 et 10 µM, TRAP 50 µM et Collagène 3,3 µg/mL, pendant 15 min à 37°C. T : témoin, Spi.M : 
patiente. 

 

Autre paramètre d’hémostase évalué chez la patiente : le temps de rétraction du caillot en PRP 

présence de thrombine et de CaCl2 pendant 30 min à 37°C. Nos résultats indiquent un poids résiduel 

pour la patiente supérieur à celui obtenu pour le témoin (100  15 mg pour la patiente vs 45  4 mg 

pour le témoin, n=2, figure 35.A). Bien que n’ayant été réalisée que deux fois, cette expérience 

suggère que la signalisation « outside-in » de l’intégrine IIb3 et/ou l’activité contractile des 

plaquettes de la patiente est perturbée, ce qui devra être confirmé lors d’une prochaine visite de la 

patiente. 

 

Parallèlement à ces expériences d’évaluation de la fonction plaquettaire de la patiente, une analyse 

des mécanismes d’activation de l’intégrine, de sécrétion et de signalisation intraplaquettaire a été 

réalisée en cytométrie de flux. 

Ainsi, les résultats de cytométrie de flux utilisant des anticorps spécifiques dirigés contre l’intégrine 

IIb3 dans sa configuration activée montrent un défaut important de l’activation de l’intégrine 

suite à la stimulation des plaquettes par l’ADP, le TRAP ou l’analogue du TxA2 aux différentes 

concentrations spécifiées. 

En revanche, cette activation est normale lorsque les plaquettes sont activées par la voie du 

récepteur GPVI du collagène (activée ici par le CRP, un peptide synthétique dont la séquence GCO-

(GPO)10-GCOG imite la structure triple hélice du collagène et ne reconnaît que GPVI), suggérant que 

seule la signalisation « inside-out » induite par certains récepteurs (P2Y1/P2Y12, PAR1, TP) est 

affectée. Ce défaut de signalisation aval de ces récepteurs est confirmé par l’étude de la sécrétion 
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des granules. En effet, l’utilisation de l’anticorps anti-CD62P, spécifique des granules , montre un 

défaut de la sécrétion des granules  chez cette patiente, secondaire à la stimulation par les mêmes 

agonistes, ADP, TRAP, TxA2. Enfin, l’utilisation des anticorps anti-CD63, spécifiques des granules 

denses, signe un défaut de sécrétion des granules denses secondaire à l’action des mêmes agonistes 

ADP, TRAP, TxA2. Nous pouvons également noter que l’amplitude du défaut de sécrétion des 

granules est plus importante pour les granules denses que les granules  chez la patiente. Enfin, nos 

résultats ne mettent pas en évidence d’anomalie des voies de signalisation induites par la voie du 

récepteur GPVI du collagène. 

 

 

Figure 35 : Caractérisation du niveau d’activation de certaines protéines de la signalisation « inside-
out » plaquettaire chez la patiente. A. Rétraction du caillot induit par la thrombine 3 UI/mL et le 
CaCl2 20 mM pendant 30 min d’incubation à 37°C. Poids estimé du caillot résiduel en mg (n=2). B. 

Niveaux d’expression de l’intégrine IIb3 dans sa configuration activée par fixation de l’anticorps 
PAC1 sur des plaquettes au repos ou stimulées par l’ADP 10 µM, TRAP 50 µM, U46619 5 µM et CRP 
9,9 µg/mL mesuré par cytométrie de flux. Les résultats sont exprimés en intensité moyenne de 
fluorescence (MFI), n=3. C. Niveaux d’expression de la P-sélectine par fixation des anticorps anti-
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CD62P dans les mêmes conditions que précédemment. D. Niveaux d’expression de la granulophysine 
par fixation des anticorps anti-CD63 dans les mêmes conditions que précédemment. * p<0,05, ** 
p<0,01 et *** p<0,001 (n=3). 

 

L’inclusion de cette patiente dans le PHRC et l’analyse par CMF du Multiplex Phosphoflow, nous ont 

permis de rechercher des défauts de phosphorylation sur certaines protéines clé de voies de 

signalisation mises en jeu par la stimulation spécifique de certains récepteurs plaquettaires. Nos 

résultats mettent en évidence un défaut spécifique de la phosphorylation de la protéine Akt en aval 

de l’ensemble des récepteurs testés : le récepteur P2Y12 à l’ADP, le récepteur PAR1 à la thrombine, 

le récepteur TPα au TxA2 et le récepteur GPVI au collagène. Aucune anomalie de la phosphorylation 

des autres protéines testées (p38MAPK, SLP76) n’a été décelée (résultats non montrés). 

 

Chez cette patiente, l’identification de l’activation d’Akt comme seul élément de signalisation 

significativement altéré suite à la stimulation des différents récepteurs plaquettaires, nous a conduit 

à étudier les 2 phosphorylations activatrices connues pour cette protéine par Western-blot 

(immunoempreintes), sur les plaquettes aux repos ou en conditions agrégantes, après 10 min de 

stimulation par l’ADP 10 µM, le TRAP 50 µM ou la thrombine 0,5 UI. 

L’analyse semi-quantitative des immunoempreintes montrent qu’Akt est significativement moins 

phosphorylée sur la Thréonine en position 308 et la Sérine en position 473 suite à la stimulation par 

l’ADP (10 µM), notamment en conditions non agrégantes (n=3). 
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Figure 36 : Caractérisation des différentes phosphorylations activatrices d’Akt chez la patiente, suite 

à la stimulation des plaquettes par les différents agonistes. Analyse semi-quantificative (rapport à 

l’actine) des western-blots à l’aide du logiciel d’analyse d’images ImageLab. Mise en évidence des 

différentes formes d’Akt phosphorylées, en position T308 et S473, après stimulation par l’ADP 10 

µM, le TRAP 50 µM ou la thrombine 0,5 UIL. * p<0,05, ** p<0,01 et *** p<0,001 (n=3). 

 

Nous avons ensuite étudié les effecteurs d’Akt en suivant le niveau de phosphorylation global des 

protéines susceptibles d’être des cibles d’Akt, et plus précisément, la phosphorylation de GSK3 par 

Western-blots. 

Les Western-blots réalisés sont en faveur d’une corrélation entre la diminution de la phosphorylation 

activatrice d’Akt sur ses 2 résidus T308 et S473, et une diminution de la phosphorylation de 

protéines en aval d’Akt chez la patiente, et ce pour l’ensemble des agonistes testés. De plus, en 

s’intéressant spécifiquement à certains effecteurs d’Akt, GSK3 et taline. On note qu’il pourrait 

exister des différences selon l’agoniste utilisé ; ainsi, la voie de signalisation de l’ADP semble 

réellement altérée chez la patiente pour les 2 effecteurs recherchés, alors que pour le TRAP, seule la 

stimulation de la taline soit altérée. Toutefois, cette analyse doit être confirmée sur de nouveaux 

prélèvements chez la patiente. 
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Figure 37 : Caractérisation de l’activation d’Akt et de ses voies de signalisation d’aval induites par les 
différents agonistes testés chez la patiente. A. Western-blots révélant le niveau de phosphorylation 
de phosphoprotéines substrats (RXRXXS*/T*) d’Akt suite à la stimulation des récepteurs P2Y12 à 
l’ADP 10 µM, PAR1 au TRAP 50 µM, TP1 au TxA2 0,5 UI et GPVI au collagène 3,3 µg/mL, pendant 10 
min, dans les plaquettes au repos (n=1). B. Western-blots établissant une corrélation entre les taux 

de phosphorylation activatrice d’Akt en T308 et S473, la phosphorylation activatrice de GSK3 en S9, 
suite aux différentes stimulations (ADP 10 µM et TRAP 50 µM, pendant 10 min, sur des plaquettes au 
repos) (n=1). 

 

Dans la mesure où les anticorps anti-phosphoAkt reconnaissent les 3 isoformes, Akt1, 2 et 3, il nous a 

paru important d’étudier le niveau d’expression de chaque isoforme, à la fois chez une série de 

donneurs sains (le niveau d’expression des 3 isoformes d’Akt étant très peu connu dans les 

plaquettes) et chez la patiente. 

Les résultats obtenus par Western-blots réalisés à l’aide d’anticorps spécifiques de chaque isoforme 

montrent que les 3 isoformes sont présentes dans les plaquettes humaines normales. En accord avec 

les résultats d’une étude de protéomique, Akt3 semble relativement moins exprimée qu’Akt1 et 

surtout Akt2 [87]. Nos résultats sont en faveur d’une diminution de l’expression de la protéine Akt2 

chez la patiente par rapport à des sujets témoins. 

 

A B

Repos ADP

T Spi.M T Spi.M

Phospho GSK3β

Phospho Akt thr308 

Phospho Akt ser473

PanAkt

Repos ADP

T Spi.M T Spi.M



 98 

 

Figure 38 : Diminution d’expression de l’isoforme Akt2 plaquettaire chez la patiente. A. Niveau 
d’expression des différentes isoformes d’Akt chez des sujets témoins. Les anticorps anti-HSP27 et 
anti-panAkt sont utilisés pour contrôler la quantité de protéines déposée. B. Western-blots Akt2 
dans les plaquettes de la patiente, lors de 3 de ses consultations. C. Analyse semi-quantitative des 
niveaux d’expression des différentes isoformes d’Akt dans les plaquettes de la patiente vs témoin. * 
p<0,05, ** p<0,01 et *** p<0,001 (n=8 pour les témoins, n=3 pour la patiente). 

 

En parallèle, des analyses de RT-PCR montrent une diminution des ARNm de l’isoforme Akt2 dans les 

plaquettes de la patiente (résultat non montré). 

 

Mise au point de l’utilisation des kits Cisbio de dosage de 
l’activation d’Akt1, 2 et 3 dans les plaquettes humaines 

Pour mesurer avec précision la phosphorylation activatrice des trois isoformes d’Akt dans les 

plaquettes de la patiente il existe 2 méthodes i) une immunoprécipitation de chaque isoforme avec 

un anticorps spécifique suivi d’une immunoempreinte à l’aide d’un anticorps anti-phosphoAkt ou ii) 

l’utilisation de kits de dosage de la phosphorylation de chaque isoforme d’Akt par la méthode de 

FRET (HTRF) développé par la société Cisbio. La première méthode est très lourde et surtout 
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nécessite un matériel de départ important en quantité, incompatible avec une étude chez des 

patients. L’utilisation des kits Cisbio est au contraire très adaptée (bonne sensibilité et besoin de 

faible quantité de matériel). Cependant, aucune donnée n’étant disponible pour ce type cellulaire, il 

nous fallait mettre au point l’utilisation des kits Cisbio pour la mesure de la phosphorylation d’Akt1, 2 

et 3 dans les plaquettes humaines. Dans un premier temps, nous avons réalisé des expériences de 

doses-réponses après stimulation par des agonistes forts tels que la thrombine (50 µM) et le 

collagène (9,9 µg/mL) sur 2 points de cinétique (1 et 10 minutes) en utilisant des quantités 

croissantes de matériel de départ (1 à 6 M de plaquettes). 

Quatre kits ont été utilisés, l’un, appelé panAkt, reconnaît l’ensemble des isoformes d’Akt 

phosphorylées, les trois autres reconnaissent chaque isoforme de manière spécifique. Les résultats 

présentés dans la figure 39 montrent que pour le kit pan Akt, une quantité de 1 à 3 millions de 

plaquettes est optimale avec, comme attendu, un très bon niveau de phosphorylation d’Akt induit 

par les deux agonistes utilisés. 

Pour les kits spécifiques des isoformes d’Akt, la première observation est qu’Akt3 répond assez 

faiblement aux deux agonistes testés, au contraire d’Akt2 qui semble montrer une activité 

importante et d’Akt1 dont la phosphorylation est intermédiaire. A noter cependant que, dans la 

mesure où ces kits utilisent des anticorps différents pour la quantification de chaque isoforme d’Akt, 

il est difficile de comparer les niveaux d’expression des isoformes entre elles. 

Concernant les résultats des doses-réponses pour les isoformes d’Akt, il semblerait que de meilleurs 

résultats soient obtenus avec les concentrations de plaquettes plus élevées, soit 5 à 6 millions. Mais, 

compte tenu de la quantité de sang total nécessaire pour les préparations de plaquettes lavées et 

des différences observées en termes d’activation des isoformes d’Akt, nous avons décidé de 

travailler à 3 millions de plaquettes pour l’ensemble de ces trois kits de détection. 

Il est à noter que la mesure de la phosphorylation des diverses isoformes montre des niveaux 

d’activation plus faibles que ceux observés avec le kit panAkt (la somme du niveau d’activation de 

chaque isoforme est nettement inférieure au niveau observé avec le kit panAkt). Ce résultat suggère 

que les kits spécifiques pour chaque isoforme sont moins sensibles que le kit panAkt. 
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Figure 39 : Estimation de la phosphorylation activatrice d’Akt après stimulation par la thrombine ou 
le collagène, aux temps indiqués, et pour les différentes quantités de plaquettes lavées. Les graphes 
sont représentatifs des résultats obtenus pour un sujet sain, pour Akt sans distinction des isoformes, 
et pour les différentes isoformes Akt1, Akt2 et Akt3. 

 

Mesure de l’activation basale d’Akt 

Lors des stimulations par les différents agonistes au cours du temps, un contrôle correspondant à la 

même durée de traitement mais sans agoniste a été réalisé afin de pouvoir définir avec précision le 

niveau d’augmentation de la phosphorylation activatrice secondaire au traitement. 

Ce niveau de phosphorylation de base ne varie pas au cours du temps correspondant à 

l’expérimentation mais, de façon intéressante, il apparaît différent en fonction des isoformes d’Akt. 

En effet, alors que la phosphorylation basale d’Akt1 et 2 se situe autour de 20%, celle d’Akt3 est 

estimée à 40% environ, suggérant un niveau basal d’activation d’Akt3 non négligeable. 

 

 

Figure 40 : Phosphorylation activatrice basale des différentes isoformes d’Akt dans les plaquettes 
humaines de sujets sains (n=8). 
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Caractérisation de l’activation des isoformes d’Akt dans diverses 
conditions de stimulation des plaquettes humaines normales 

Pour évaluer la réponse individuelle de chaque isoforme d’Akt lors d’une stimulation par différents 

agonistes plaquettaires physiologiques, nous avons stimulé les plaquettes par i) du CRP, puissant 

agoniste sélectif du récepteur GPVI qui, une fois activé, conduit à la phosphorylation sur tyrosine de 

la chaîne γ du récepteur du fragment constant des Ig (FcRγ), ii) du TRAP, agoniste spécifique de PAR1 

couplé à différentes protéines G hétérotrimériques dont Gq, G12/13 et Gi, iii) du TxA2 qui agit sur ses 

récepteurs TPα et TPβ couplés aux protéines hétérotrimériques Gq et G12/13 et iv) de l’ADP qui agit 

sur ses 2 récepteurs spécifiques P2Y1 couplé à la protéine Gq et P2Y12 couplé à la protéine Gi. Il est 

bien connu que l’activation de ces récepteurs met en jeu la voie PI3K-Akt. A noter que pour ne pas 

engager la voie « outside-in » des intégrines, les conditions de stimulation ont été réalisées sans 

agitation de manière à empêcher l’agrégation plaquettaire. 

La stimulation du récepteur GPVI par le CRP (9,9 µg/mL) induit la phosphorylation d’Akt en fonction 

du temps de stimulation. Dès 30 sec, la phosphorylation a été multipliée par 5 environ, puis par 10 

après 5 min et reste stable au-delà. Comme constaté précédemment, la mesure de la 

phosphorylation des diverses isoformes montre des niveaux d’activation relativement faible par 

rapport à ceux observés avec le kit panAkt. Les 3 isoformes d’Akt présentent des profils d’activation 

assez semblables. A noter toutefois qu’Akt3 est relativement faiblement activée par le CRP (moins de 

2 fois). 

L’activation par le TRAP (25 µm) entraine la phosphorylation d’Akt de façon rapide (augmentation de 

8 fois environ en 30 sec) et transitoire (5 puis 4 fois, respectivement à 5 puis 15 min). Bien que 

l’intensité de la phosphorylation activatrice des trois isoformes soit relativement faible, les résultats 

montrent un comportement similaire pour Akt2 et Akt3 (phosphorylation rapide et transitoire) alors 

que la phosphorylation d’Akt1 semble plus soutenue dans le temps. 

Lors d’une stimulation par le TxA2 (5 µM), nous observons la phosphorylation activatrice d’Akt de 

façon progressive entre 30 sec et 15 min de stimulation. Par rapport aux autres agonistes testés, 

l’amplitude de la phosphorylation activatrice d’Akt est relativement modérée (environ 5 fois à 15 

min). De plus, si Akt1 et 2 ont des comportements assez semblables, Akt3 est ici très faiblement 

activée. 
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Figure 41 : Phosphorylation activatrice des différentes isoformes d’Akt dans les plaquettes humaines 

de sujets sains, après stimulation par différents agonistes. 

Enfin, lorsque les plaquettes ont été stimulées par de l’ADP (10 µM) qui est un agoniste faible 

lorsqu’il est utilisé seul, nous n’avons pas pu mettre en évidence la phosphorylation activatrice des 

isoformes d’Akt avec ces kits de dosage. Nous avons tenté d’augmenter la quantité de plaquettes à 5 

millions mais sans succès. Ces résultats suggèrent fortement que si le kit panAkt est d’un niveau de 

sensibilité comparable au Western-blot (immunoempreinte), les kits spécifiques des trois isoformes 

sont moins sensibles et nécessitent des niveaux d’activation d’Akt forts pour donner des résultats 

satisfaisants. Nos données montrent qu’en termes d’amplitude de réponse des différentes 

isoformes, c’est avec le CRP que le niveau de phosphorylation est le plus important, suivi du TRAP 

puis du TxA2. 
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Discussion et 
conclusions 

Ces travaux nous permettent de confirmer un certain nombre de données de la littérature telles que 

i) l’expression des trois isoformes d’Akt dans les plaquettes humaines [86], ii) l’association entre la 

diminution d’Akt2 et l’anomalie de l’agrégation plaquettaire en réponse à la stimulation par l’ADP ou 

la thrombine, mais pas au collagène [89], iii) la participation d’Akt2 à la régulation de la sécrétion des 

granules  et denses [85], et iv) la contribution d’Akt2 à la phosphorylation activatrice d’effecteurs 

tels que GSK3 [149]. 

Ensuite, nous décrivons pour la première fois une association entre un défaut d’expression d’Akt2 et 

une dysfonction plaquettaire, probablement à l’origine de la symptomatologie hémorragique d’une 

patiente. 

De plus, nous avons utilisé pour la première fois la technologie HTRF pour quantifier la 

phosphorylation activatrice des différentes isoformes d’Akt dans les plaquettes de sujets témoins, en 

distinguant la proportion de la protéine sous forme phosphorylée par rapport à la protéine totale. 

Ainsi, à l’état basal, nous décrivons pour la première fois un certain « tonus » pour Akt3, qui est à 

40 % sous forme phosphorylée au repos alors que les 2 autres isoformes sont à moins de 20 %. Cette 

observation va dans le sens de rôles distincts pour les isoformes d’Akt, et potentiellement dans le 

sens d’une implication d’Akt3 davantage dans des fonctions métaboliques [94]. 
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Contrairement à son niveau basal de phosphorylation relativement élevé, nos résultats montrent 

que l’intensité d’activation d’Akt3 en aval des divers récepteurs testés est généralement faible. De 

plus, la littérature [87] et nos résultats suggèrent qu’Akt3 est exprimée à un niveau plus faible 

qu’Akt1 et 2 dans les plaquettes. 

En termes de cinétique d’activation, nous n’avons pas observé de différence majeure, si ce n’est la 

phosphorylation d’Akt1 qui semble plus soutenue dans le temps que celles des deux autres 

isoformes suite à l’activation du récepteur PAR1. 

Peu de choses sont encore connues dans la littérature concernant le rôle spécifique et/ou le niveau 

de redondance des différentes isoformes d’Akt dans les voies de signalisation conduisant à 

l’agrégation et la sécrétion plaquettaires. Nos résultats contribuent à caractériser l’activation des 

trois isoformes d’Akt dans les plaquettes humaines. Cependant, ils devront être complété par des 

expériences permettant d’analyser de façon statistique les cinétiques d’activation des trois isoformes 

d’Akt lors de l’activation des plaquettes normales par divers agonistes. Les kits Cisbio de dosage 

spécifique des trois isoformes d’Akt apparaissent comme l’approche technique la plus appropriée 

pour cette étude. Cependant, notre expérience que ces kits sont relativement moins sensibles que le 

kit de dosage panAkt (qui lui est très sensible) et nécessitent des niveaux d’activation d’Akt forts 

pour donner des résultats satisfaisants. 

Quoiqu’il en soit, grâce à cette étude, nous maîtrisons à présent l’utilisation des kits Cisbio, ce qui va 

nous permettre d’étudier la phosphorylation activatrice des différentes isoformes d’Akt chez la 

patiente, en réponse à différents agonistes. Cette étape est importante pour caractériser la 

réactivité d’Akt2 et la comparer à celle d’Akt1 et 3 dans ce contexte. 

Ainsi, nous espérons corréler la diminution de la quantité de protéine Akt2 et à une diminution de la 

phosphorylation activatrice de la protéine chez la patiente sans modification de la phosphorylation 

d’Akt1 et 3. Cependant, il est possible que, par le jeu des chevauchements des voies de signalisation 

intraplaquettaires et/ou des phénomènes de compensation, Akt1 ou 3 prennent en partie le relais 

d’Akt2 et soient en fait beaucoup plus activée que chez un donneur sain. 

Nous chercherons à comprendre les raisons de cette diminution d’expression d’Akt2 chez la 

patiente. Nous quantifierons à nouveau les ARNm des différentes isoformes d’Akt plaquettaires ; les 

premières RT-PCR étaient en faveur d’une diminution du niveau d’expression de l’ARNm Akt2. Cette 

donnée nous oriente vers un problème d’expression d’Akt2 plutôt que de stabilité ou de dégradation 

exacerbée de la protéine. 
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En parallèle, il sera intéressant de savoir si, compte tenu de l’expression ubiquitaire de ces protéines, 

le défaut d’expression d’Akt2 est retrouvé dans les autres lignées sanguines. La patiente ne présente 

pas de syndrome d’immunodéficience et nos résultats préliminaires montrent un niveau normal 

d’ARNm Akt2 dans ses leucocytes. Plusieurs questions se posent donc : s’agit-il d’un défaut 

spécifique de la lignée mégacaryocytaire ? A quel moment se produit-il ? Quelle est la nature de ce 

défaut ? 

On peut imaginer qu’il s’agisse d’un problème d’accès à la transcription du gène, impliquant 

potentiellement des mécanismes de méthylation, par exemple, ou d’un problème de 

maturation/stabilité/séquestration de l’ARNm. Ce défaut ne serait révélé qu’au cours de processus 

complexes de la mégacaryopoïèse. 

Autant de questions auxquelles nous tenterons de répondre afin de décrire au mieux ce premier cas 

de thrombopathie impliquant une des isoformes d’Akt plaquettaire. 
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Résumé en français 
 
Les 3 isoformes d’Akt, Akt1, Akt2 et Akt3, sont exprimées dans les plaquettes humaines toutefois, 
leur rôle respectif reste mal défini. Chez une patiente prise en charge au Centre de Référence des 
Pathologies Plaquettaires de Toulouse pour une symptomatologie hémorragique spontanée 
modérée, nous avons mis en évidence une anomalie de la phosphorylation d’Akt. Dans un premier 
temps, et à l’aide des outils conventionnels (agrégations, immunoempreintes, cytométrie) nous 
avons précisé l’isoforme responsable : Akt2. Dans un second temps, en collaboration avec la société 
Cisbio, nous avons quantifié par technique HTRF la phosphorylation activatrice de chacune des 
isoformes d’Akt dans les plaquettes de sujets sains, stimulées par différents agonistes physiologiques 
agissant par l’intermédiaire de différents types de récepteurs. Ce travail se poursuivra par l’analyse 
du défaut d’activation et d’expression d’Akt2 chez la patiente par HTRF. (133 mots) 
 
 

Titre et résumé en anglais 
 
 
The 3 Akt isoforms, Akt1 Akt2 and Akt3, are expressed in human platelets, however, their respective 
roles remain poorly known. For a patient registered at the Reference Center for Platelet Pathologies 
of Toulouse because of moderate spontaneous haemorrhagic symptoms, we found abnormality of 
Akt phosphorylation. We first characterized the patient platelet abnormality by using conventional 
tools (aggregations, Western-blotting, flow cytometry) and found a loss of Akt2 expression. Then, 
through a collaboration with Cisbio Company we quantified the activating phosphorylation of each of 
the Akt isoforms by HTRF technique, in healthy subject platelets, stimulated by different 
physiological agonists acting through different signaling pathways. This work will be ended by the 
analysis of the patient defect on Akt isoform expression and activation by HTRF. 
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