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The effect of the nucleoslde 5’-(glycosyl pyrophosphates) on the aggregation of 
human blood platelets has been studied ZR vrtro Devoid of any aggregating effect, 
ADP-nbose was shown to act as a moderate mhlbltor on the ADP-induced aggrega- 
tlon After a premcubatlon wlthout stxrmg, the mhlbltory effect of ADP-nbose 
increased and total Inhibition was reached after 20 mm On the contrary, ADP- 
mannose caused platelet aggregation m cltrated plasma During the course of a 20-mm 
mcubatlon, ADP-mannose progressively lost the aggregatmg effect and showed total 
mlubltlon. At first, ADP-glucose showed a slight aggregatmg effect, but after a 20-mm 
mcubatlon It also became lnhlbltory The UDP- and GDP-sugars have no effect on 

aggregation, and thus may be used m the study of glycoprotem biosynthesis by 
platelets. 

SOMMAlRE 

L’effet des glycosyl-&phosphonucl&osldes sur l’agrkgatlon des plaquettes 
humames a 6t6 6tud1B zn vztro Sans effet a&gant, I’ADP-nbose s’est r&&5 mod&& 
ment mhxblteur dans I’agrigation d&lanchCe par I’ADP. Aprils une pr&ncubatron 
sans astation, I’actlon tibltrice de l’ADP-nbose s’accentue, pour attemdre une 
mtibltion totale apres 20 mm Au contralre, l’ADP-mannose provoque l’agr&gation 
des plaquettes dans le plasma cltratC Au tours d’une incubation de 20 mm, I’ADP- 
mannose perd progresslvement son actlvltC agregante et montre une mhblhon totale 
Au d&part l’ADP-glucose donne une fable vague d’agrkgation, mzus apr6s une mcuba- 
tlon de 20 mm 11 devlent 6galement mlublteur. Les esters glycosyhques de I’UDP et 
du GDP sent sans effet sur l’agregation Ils peuvent done ttre utlhsCs dans 1’6tude de 
la synthke des glycoprot6mes par les plaquettes 

INTRODUCTION 

Nous avons rapport6 r&emment’ 2 l’mcorporatxon par les plaqueties de 
l’aclde aahque a partv de l’aclde cyt&ne monophosphate N-ac&ylneuranxmque 
(CMP-NANA) marquC au 14C L’ennchssement des plaquettes en aclde slahque 

*D&&t? au Professeur Jean-l&de Courtols a l’occas~on de son 65he anmversawe 
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provoque une nette augmentatron de I’agregatton* sous l’effet de la serotomne [3- 
(2-ammoethyl)-Shydroxymdole], car l’acrde srahque fart partre du complexe recepteur 
de serotomne de la membrane3 Au contrarre, les plaquettes nches en ac:de srahque 
montrent une agregatron drmmuCe sous l’actron de I’ADP’ L’mcorporatron d’autres 
sucres dans les plaquettes nous a par-u d’un u&r& partrcuher pour l’btude du m&a- 
msme de l’agr6gatron plaquettarre 4 Pour cela 11 &art necessarre de nous assurer que 
les glycosyl-drphosphonucleosrdes utrhs&s n’mtervenarent pas drrectement dans 
I’agregatron Les esters addnosme 5 ‘-(a-r@ucopyranosyIe pyrophosphate) (ADP- 
glucose) et adenosme 5’-(oc-~mannopyranosyle pyrophosphate) (ADP-mannose) sont 
partxuh&ement mtkessants en blosynth&se, car 11s sont plus actifs que leurs ana- 
logues ayant pour base l’uracyle (UDP-glucose et UDP-mannose)’ 6 

D’autre part nous avons enwsag6 1’6tude dans I’agrGgation du P’-5adCnosme 

P2-5-D-nbose pyrophosphate (ADP-nbose) et cccl pour les rarsons suivantes (a) Ce 
produrt, ayant pour base I’ad6rune, contrent une demueme mol&ule de D-mbose en 

positron termmale, he en C-5 au groupe &phosphate (b) Par degradation enzymatrque 
ou hydrolyse, ce produrt pourrart fourmr de I’ADP ou de l’adenosme et montrer 
eventuellement dans Ies condmons physroIoBques un effet prolong6 dans I’mductron 
ou l’mhrbrtron de l’agregatron (c) La presence de I’ADP-nbose dans les t~ssus~-‘~ 
sous forme de polymere est de plus en plus souvent 6voquCe Par sa degradatron 
enzymatrqueg, I’ADP-nbose ou son rsombre pourrart Stre hbert 

PARTIE EXPJkMEWrALE 

PIasma rictze en plaqzcettes - Celm-cl est prepare & parhr du sang humam 
frars mklangk a une solutron 0,128~ (3,8 O/o) de citrate trrsodrque dans une proportron 
de 9-1, v/v_ Apres centrrfugahon a 135 g pendant 10 mm & la tempkature amblante 
on obtrent un plasma contenant en moyerme 350 x lo6 plaquettes/ml 

A&sure de Z’agre’gatzon dzrecte - Le pIasma nche en plaquettes (0,30 ml) est 
mClang6 avec 0,09 ml de tampon Mrchaehs @H 7,3)’ 1 I2 et a@6 B 35” pendant 2 mm 
On aJoute B ce moment I’agent agr6gant dans 0,Ol ml de tampon sort I’ADP B une 
concentratron 0,lmM pour obtemr une concentratron 10 pM finale, soit les prodmts 
B essayer B une concentratron 10 for.5 plus &levee On mesure avec un agrkgometre 
Bryston (Harmlton, Canada) CqmpC d’un enregrstreur << Vitatron >> modele UR 404 
les changements dam la transmrssxon de Ia lumke au tours de l’agregatron Zt 37” et 
avec une vrtesse de I’enregtstreur de 4 cm/mm 

Mesure de I’znhzbztion de I’agrggatzon - Sam incubation Le plasma nche en 
plaquettes (0,3 ml) est mClangC avec 0,08 ml de tampon Mrchaehs et 0,Ol ml de 
solutron 4nw de l’mhrbrteur dans Ie tampon de Mrchaehs (pH 7,3), pour obtemr une 
concentratron finale O,lrn&r Aprb 2 mm d’agrtatron B 37”, on aJoute 0,Ol ml de 
solubon d’ADP 0,4m~, pour obtemr une concentratron fkale 10~~ L’agregation 

est enreestree dans les conltions prkcclsks dans le paragraphe pr&Cdent 

Atec incubatzon Le melange est prepare selon le paragraphe p&c&dent, mars, 
avant agrtatron, la solutron est gard6e a 37’ sans agrtatron pendant 3, 10 et 20 mm, 
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ou pendant plusleurs heures Aprts 2 mm d’agitation, I’agregatlon est enregstrt5e dans 
Ies mCme concht~ons 

Rkactzfs - L’adknosme provient de Nutritional Blochemlcals Co (Cleveland, 
Ohio), les nuclCoslde-dlphosphates de Sigma Chemzal Co (St LOUIS, MISSOUII) 

1 2 3 4 5 Ml” 
: ‘ 

A EGH 

F 

Fig 1 Effet de l’ADP-rtbose 0,lmM sur I’agrCgation du plasma humam nche en plaquettes A 
ADP-nbose seul et sans incubation, B ADP-nbose sans incubation et avec ADP lophI, C ADP- 
nbose 3 mm d mcubatron plus ADP lops, D ADP-nbose 10 mm d lncubatlon plus ADP IOGM, 
E ADP-rtbose 20 mm d’mcubahon plus ADP IO,UM, F ADP seul, G Ad6nosme O,lmM 3 mm 
d mcubatton plus ADP IODhf, H ADP-rtbose 3 mm d mcubauon plus addnosme 0,lmhr et ADP 
lOf&l 

RESULTATS 

Dans les expCnences oh I’ADP-nbose, I’ADP-glucose et l’ADP-mannose ont 
6ti essay& seuls et sans p&Incubation, & une concentration hale O,lmM, comme 
agents agrigants, 1’ADFnbose a 6th sans effet (Frg 1, A), l’ADP-glucose t&s fable- 
ment agrkgant (Fig 2, A), tandls que I’ADP-mannose a provoque une agregatlon 
consldkrable (Fig 3, A) correspondant B celle provoqke par I’ADP & une concen- 
tratlon finale 0,OlmM. 

En aJoutant B chaque solution aprgs a&tation, ou aprks mcubatlon et agitation, 
de I’ADP 5 une concentration finale ~O,UM, I’ADP-nbose s’est r&e16 un agent mod&& 
ment mhblteur (dmunution de 15 2 25 %) (Fig 1, B), l’ADP-glucose sans effet 

(Fig 2, B), tan&s que l’ADP-mannose a montrk une augmentation de I’agr&gatlon 
avec I’ADP, correspondant approxlmatwement ?I celle de I’ADP B une concentration 
finale 20~~ (Fig 3, B) Au tours de la mCme expCnence, mals avec une premcubatlon 
de 3 ou 10 mm sans astatIon & 37”, I’mhlbltion par l’ADP-nbose s’accentue (Fig 1, 
C et D), pour attemdre l’mtubltron totale aprk 20 mm (Fig 1, E) Apr&s 3, 10 ou 
20 nun d’mcubation, l’ADP-glucose montre touJours une falble vague d’agrggatlon, 
mms l’agr6gation par I’ADP est progresslvement lnfubee (Fig 2, C, D et E) Dans 
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Fxg 2 Effet de I’ADP-glucose O,lmM sur l’agregation du plasma humam nche en plaquettes 
-4 ADP-glucose seul et sans mcubation, B ADP-glucose sans mcubation et avec ADP ~O.UM, 
C ADP-glucose 3 mm d’mcubation plus ADP lO@f, D ADP-glucose 10 mm d’mcubafion plus 
ADP IOflbf, E ADP-glucose 20 mm d’mcubauon plus ADP IO@& F. ADP seul. 

1e.s memes condmons l’ADP-mannose perd successwement son actwt8 agr&ante et 

dewent lnhlblteur (Fig 3, D et E) Le comportement des trols esters glycosyhques 

de l’adenosme dlphosphate est done nettement d&rent 

Les esters glycosyhques de I’UDP et du GDP &d&s (UDP-glucose, UDP-man- 

nose, UDP-galactose, UDP-N-adtylglucosamme, aclde UDP-glucuromque, UDP- 

E 

D 

F 

3 c 

Fig 3 Met de I’ADP-mannose sur l’ar&at~on du plasma humam nche en piaquettes - A. ADP- 
mannose seul et sans mcubation, B ADP-mannose sans mcubation et avec ADP 10,~~. C ADP- 
mannose 3 min d’mcubaaon plus ADP lOflnf, D ADP-mannose IO mm d’mcuoauon plus ADP 
10~~. E ADP-mannose 20 mm d’mcubation plus ADP 10~: F. ADP seul 
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xylose, GDP-glucose et GDP-mannose) ne montrent aucune actlon sur I’agr’igation 
ru ImmEdlatement, m apr& une mcubation de 10 mm & 37” 

II n’y a pas de compCt&on entre l’ADP-mannose et I’ADP (Fig 3, B), m entre 
I’ADP-nbose et I’adkosme (FIN 1, H) 

DISCUSSION 

L’ADP-nbose est un mhlblteur mod&e de l’agregation, dont l’actw& aug- 

mente dans des condltlons que I’on peut con.sldCrer approxlmatwement phyaolo- 
gques Amsl aprks 20 mm d’mcubatlon B 37” nous avons pu cons+ater I’mhlbltlon 
totale de I’agrkgation dCclanchCe par I’ADP 5 une concentratton finale 10~~ 
Contrwement B l’ADP-nbose, I’ADP-mannose est un agent agrhgant, mCme sl son 
actw& est dx fols moms forte que ceile de I’ADP Au tours de I’mcubatlon, dans 
des conlhons physlolosques, I’ADP-mannose perd progresswement son pouvolr 
d’agrigation et dewent modCrCment mhlblteur Au pomt de we de son actlon dans 
I’agrkgatxon, I’ADP-glucose se sltue entre Ies deux ADP-sucres prtcedents 11 prisente 
notamment une activltb agrggante InmtCe au depart, mals au tours d’une mcubaoon 
de 20 mm 11 dewent kgalement un mlublteur mod&C (Tableau II 

TABLJZAU I 

EFFlX DES GLYCOSYL-DIPHOSPHONUCLfiOSIDES SUR L’AGREGATXON PLAQUETTAIRE PAR L’ADP 

Condrtaons d’mcrtbatlon” Inhrbltron de I’agrPgatrorP par 

Cone ADP Dur&e ADP-rrboseC ADP-glucose=’ ADP-mannose’ 3 

OLM) (mln) 1OOphl loflhf 1OOjIM 10flM lo@lM 10jlhI 

10 

10 
10 
10 
10 

100 
1000 

10 
100 

1000 
10 

100 
1000 

10 
100 

1000 
2 
2 
2 

0 

3 
10 
20 
10 
10 
10 
60 
60 
60 

120 
120 
120 
180 
180 
180 

30 
60 

120 

+ 
++ 

+++ 
+I-++ 

+++ 
+ 
0 

ffff 
+++ 

++ 
++++ 
++++ 

+++ 
++++ 
++++ 

+++ 
+++ 

(+I+- + 
++-I- 

: 
++ 

+++ 
++ 

+ 
0 

+++ 

+ 

0 
++++ 

c++ 
+ 

++++ 
1-+-i- 

++ 

0 

+ 

++ 

++++ 

++ 

0 
0 

++++ 

++ 

+ 
++++ 

+++ 

+ 

++++ 

+++ 

++ 

+++ +++ 

+++ (+I+ + 
++-I- <+>+ + 

aA 37O %hlbltion 04% 0, 5-35x +, 3545% + +, 65-95x -I- + +, 15-100% + -t- + + cSans 
effet agregant dEffet fablement agregant ‘Effet agregant ‘Les d&&s de I’UDP et du GDP n’ont 
pas d’effet agregant ou mhlblteur 
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AEn d’Ctabhr SI l’effet mkblteur des ADP-sucres ne prowent pas de 1’Ctat 
rdfractalre des plaquettes, nous avons CtudlC ce phtkomkne aux couxs d’mcubations 
prolong&es de plusleurs heures A 37” A une concentration O,lmni, I’effet mhlblteur 
des ADP-sucres s’accentue au tours de I’mcubatlon 11 faut dix fols ou cent fols plus 
d’ADP, mEme pour obtemr une agregation partlelle (Tableau I) A une concentration 
Ix fols plus falble (10 PM), les ADP-sucres attergnent aprik 30 mm l’m~bmon 
maxlmaIe de I’agregation d&-JanchCe par I’ADP B une concentration 2 pM Une heure 
apres que ce maximum a CtC attemt, I’ADP-nbose montre une Egkre balsse dans son 
actlon mbbltnce, qul reprend sa valeur maxlmale apr& 2 h On retrouve egalement 
cette Ikgke b&se au bout d’une heure dans le cas de l’ADP-mannose, oti elle perslste 
mcme apr&s 2 h L’ADP-glucose se dlstmgue par la stablhte de son effet mhlblteur 
au cows des mcubatlons prolongees (Tableau I) Aucun de ces products ne lame done 
soupconner dans les condltlons cholsles l’dtat lkfractalre des plaquettes, ou alors cet 
effet serat masquC par la superposlhon d’effets dlffirents 

Les trots d&w& glycosylCs de I’ADP Ctu&Cs (ADP-nbose, ADP-glucose et 
ADP-mannose), montrent des effets dlffirents dans l’agr6gatlon plaquettalre 
L’mcubatlon prolongee, ii deux concentrations, n’a pas m~s en Cwdence YCtat refrac- 
tawe des plaquettes A la suite de leur action sur I’agregatlon plaquettawe, 11 est 
&dent que 111 I’ADP-glucose, m l’ADP-mannose ne peuvent &tre ut~hsb dans 1’Ctude 
de la blosynthkse des glycoprotCmes par Ies plaquettes et 11 faut done utker les 
d&-w& correspondants de I’uracyle ou de Ia guamne L’effet Cventuel de I’ADP- 
nbose mkte kgalement une attention parkuh&re car ce nucltotlde-sucre peut Ctre 
hbCrC B partlr au mcotmamlde adCmne dmu&otlde (NAD) ou du poIy-ADP-nbose 
dans Ies fissus, et peut avolr un effet consldkable sur 1’agrGgatlon plaquettau-e 
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