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Listes des abréviations et des principaux symboles

AAPH
ADN
ALT
ALS
ANDEM
ARDS

ATP
CD
CG-SM

CGR
CLHP
CPG
CuZnSOD
DPH
DNPH
DTNB
DSC
EDRF

EFS
ELISA
ERN
ERO
FAD
FPLC
GSH
GSSG
GST
GPx
GMPc
GR
HAS
Hp

Hb
Hp-Hb
HplS, HPIF, HP2
Hsp
4-HNE
IFCC

8-150-PGF»,

2,2’ azobis (amidinopropane) dihydrochloride

Acide désoxyribonucléique

Alanine aminotransférase

Amyotrophy Lateral Sclerosis (sclérose latérale amyotrophique)
Agence Nationale pour le Développement de I’Evaluation Médicale
Acute Respiratory Distress Syndrome (syndrome de détresse
respiratoire aigu¢)

Adénosine Triphosphate

Cluster of Differentiation

Chromatographie en phase Gazeuse associée a une détection par
Spectrométrie de Masse.

Concentrés de Globules Rouges

Chromatographie Liquide Haute Performance

Chromatographie en Phase Gazeuse

Superoxyde dismutase a cuivre et zinc
1,6-diphényl-1,3,5-hexatriene

2,4-dinitrophénylhydrazine

5,5’-dithio-bis-(2-nitrobenzoate)

Differential Scanning Calorimetry (calorimétrie différentiel a balayage)
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Introduction générale

L’hémoglobine extra-érythrocytaire est apparue ces dernieres années comme un médiateur
important de maladies du systéme vasculaire. La toxicité et la nature inflammatoire de
I’hémoglobine libre sont liées a sa capacité a diminuer la disponibilit¢ du monoxyde d’azote
et a médier la production de composés hautement réactifs comme les radicaux superoxydes et
hydroxyles. Le premier mécanisme de défense de 1’organisme contre les effets déléteres de
I’hémoglobine est constitué par I’haptoglobine. Cette protéine fixe de maniere stable
I’hémoglobine et inhibe en grande partie sa capacité oxydante. La formation du complexe de
I’hémoglobine avec I’haptoglobine favorise son élimination, essentiellement par sa fixation
sur un récepteur macrophagique qui a été récemment caractérisé. L haptoglobine présente
trois phénotypes majeurs (Hp 1-1, Hp 2-1 et Hp 2-2), entre lesquels il existe des différences,
tant sur le plan structural que sur le plan fonctionnel. Ces différences sont en rapport avec
d’importantes conséquences sur 1’évolution de certaines pathologies. Bien que 1’haptoglobine
ait ¢té découverte depuis 1938 et son complexe avec I’hémoglobine cristallisé trente plus tard,
la nature des interactions entre les deux protéines et 1’influence du phénotype d’haptoglobine
ne sont a ce jour pas clairement élucidées.

Dans certaines circonstances s’accompagnant de la présence d’hémoglobine extra-
érythrocytaire (épisodes hémolytiques, transfusion), le potentiel oxydant de 1’hémoglobine
extracellulaire s’affirme lorsque le pouvoir anti-oxydant de 1’haptoglobine est dépassé. La
production de radicaux libres par I’hémoglobine extra-érythrocytaire par le biais de la réaction
de Fenton va étre a I’origine de dommages cellulaires, notamment au niveau des membranes

de globules rouges, pouvant se traduire par une transfusion inefficace.
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Les objectifs généraux de ce travail de thése ont été de caractériser les effets déléteres de
I’hémoglobine extra-érythrocytaire sur le globule rouge, d’étudier les interactions entre
chaque phénotype majeur de [I’haptoglobine et 1’hémoglobine et d’en évaluer les
conséquences en terme de protection contre le stress oxydant induit par I’hémoglobine sur le

globule rouge in vitro.

Les deux premieres parties de ce mémoire seront consacrées a une revue de la littérature
concernant le stress oxydant et ses marqueurs d’une part, et I’haptoglobine d’autre part. Pour
atteindre nos objectifs, il s’est avéré indispensable de disposer de préparations purifiées de
chacun des trois phénotypes majeurs de I’haptoglobine, afin de pouvoir étudier in vitro les
interactions hémoglobine-haptoglobine. Le phénotypage et la séquence de purification retenue
feront I’objet de la troisiéme partie de ce mémoire. Nous aborderons dans la partie suivante
I’étude des interactions in vitro entre les phénotypes majeurs de 1’haptoglobine et
I’hémoglobine par la mesure du pouvoir peroxydasique du complexe haptoglobine-
hémoglobine et par microcalorimétrie, ainsi que les conséquences de ces interactions sur la
détermination de I’haptoglobine par immunonéphélémétrie. Par la suite, dans une cinquiéme
partie, les travaux portant sur les effets délétéres de I’hémoglobine sur le globule évalués en
terme de stress oxydant, ainsi que 1’effet protecteur des phénotypes in vitro, seront présentés a
partir de deux modeles. Le premier utilise des préparations de membranes de globules rouges
et le second des globules rouges intacts maintenus dans une solution de conservation
couramment utilisé en transfusion érythrocytaire. Enfin, dans la derniére partie de ce
mémoire, nous présenterons les résultats appliqués a 1’autotransfusion utilisant la récupération
sanguine périopératoire, qui peut s’accompagner d’une hémolyse importante susceptible

d’exposer les cellules destinées a étre ré-injectées a un stress oxydant.
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Premiére partie : Généralités sur le stress oxydant
et ses marqueur
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I. Introduction

L’oxygéne est un gaz indispensable a la vie. Il est normalement transformé en molécules
d’eau au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Cette réaction de réduction implique
quatre ¢lectrons et est rendue possible grice a un systéme complexe de protéines et
d’enzymes (cytochromes) localisées au niveau de la membrane interne de la mitochondrie.
Cette réaction est cruciale, puisqu’elle apporte a la cellule toute I’énergie nécessaire sous
forme d’adénosine triphosphate (ATP) pour assurer ses fonctions vitales. Ce processus
mitochondrial n’est toutefois pas parfait, car 2 a 5 % de I'oxygene sont transformés en

especes réactives oxygénées (ERO) (Cadenas et Davies, 2000 ; Pincemail et coll., 2001).

Dans les circonstances quotidiennes normales, ces ERO sont produites en faible quantité
comme des médiateurs tissulaires ou des résidus des réactions énergétiques ou de défense, et
cela sous le contrdle de systemes de défense adaptatifs par rapport au niveau de radicaux
présents (Favier, 2003). Dans ces conditions, on dit que la balance pro-oxydants/anti-oxydants
est en équilibre. Cette derniére peut étre rompue pour diverses raisons en faveur du systéme

pro-oxydant et est alors a I’origine d’un stress oxydant.
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I1. Systemes oxydants et systémes antioxydants

I1. 1. Radicaux libres biologiques

I1. 1. 1. Définition

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui possedent un ou
plusieurs ¢lectrons célibataires (€lectron non appari€) sur leur couche externe et capables
d’existence indépendante (Halliwell et Gutteridge, 1999a). Ils peuvent étre dérivés de
I’oxygene (ERO) ou d’autres atomes comme 1’azote (ERN). La présence d’un électron
célibataire confére aux radicaux libres une grande réactivité¢ (demi-vie courte) et ils peuvent
étre aussi bien des especes oxydantes que réductrices. Cette instabilité rend difficile leur mise
en ¢évidence au niveau des différents milieux biologiques ; leurs constantes de vitesse
réactionnelles variables selon leurs natures, sont trés élevées et peuvent aller de 10° a

10" mol™.L.s™" (Bonnefont-Rousselot et coll., 2003).

I1. 1. 2. Nature et sources cellulaires des especes réactives de I’oxygeéne

Parmi les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient de
distinguer celles dites "primaires", qui jouent un réle particulier en physiologie, et de celles
dites "secondaires" qui dérivent des premicres par réaction avec des composés biochimiques
de la cellule. Les radicaux primaires dérivent de I’oxygéne par des réductions a un électron
tels I’anion superoxyde (O,") et le radical hydroxyle *OH (Yoshikawa et coll., 2000).

D’autres espéces dérivées de 1’oxygéne comme I’oxygéne singulet 'O,, le peroxyde
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d’hydrogene H,O; ou le nitroperoxyde (ONOOH) ne sont pas des radicaux libres, mais sont
aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux libres (Favier, 2003). En effet, le
peroxyde d’hydrogéne, qui n’est pas un radical libre mais une molécule avec tous ses
¢lectrons appariés, présente une toxicité par I’intermédiaire des réactions de type Fenton

auxquelles il peut participer sous ’influence de cations métalliques comme Fe*" ou Cu”

(Wardman et Candeias, 1996).

Fe*" + H,0, — complexes intermédiaires — Fe>” + *OH + OH  (Réaction de Fenton) (1)

Certains radicaux formés chez les étres vivants tels que I’anion superoxyde (O,") ou le
monoxyde d’azote ("NO) ne sont pas trés réactifs, ce qui explique d’ailleurs leur utilisation
par l'organisme en tant que médiateurs régulant des fonctions biologiques comme la
vasodilatation, la prolifération de neurones. Par contre, des espéces comme les radicaux
peroxyles (ROQO®) et surtout le radical hydroxyle (HO®) sont particuliérement réactifs avec la
plupart des molécules biologiques. Leur réactivité n’a cependant pas que des conséquences
toxiques pour 1’organisme ; au contraire ils peuvent €tre utilisés dans divers mécanismes
aboutissant a la destruction de bactéries au sein des cellules phagocytaires ou dans la

régulation de fonctions cellulaires 1étales comme 1’apoptose.

Les origines cellulaires des ERO sont essentiellement enzymatiques et découlent de plusieurs
sources. Deux sources majeures sont principalement concernées. La premicre résulte
d’imperfections de la chaine respiratoire mitochondriale qui produit par réduction
monoélectronique des ERO. La deuxiéme source majeure de production des ERO est
constituée par la NAD(P)H oxydase, essentiellement localisée au niveau de la membrane

plasmique. L’orientation de cette enzyme au niveau de la membrane plasmique lui permet
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d’interagir avec le substrat intracellulaire (NADH,H', ou NADPH,H") et de libérer 1’ion
superoxyde de facon préférentielle a 1’extérieur ou a I’intérieur de la cellule en fonction de
son caractére phagocytaire ou pas (Souza et coll., 2001 ; Beaudeux et Vasson, 2005). A coté
de ces deux sources majeures d’ERO, d’autres sources cytosoliques ou présentes dans divers
organites cellulaires peuvent jouer un role dans la modulation de la signalisation cellulaire,
telles que la xanthine oxydase, les enzymes du réticulum endoplasmique lisse (cytochromes
P4s0), les NO synthases et les enzymes de la voie de I’acide arachidonique. Les principales
sources d’especes réactives de I’oxygene et de 1’azote sont représentées dans la Figure 1.

L’auto-oxydation des monoamines (dopamine, épinéphrine et norépinéphrine), des flavines et
de I’hémoglobine, en présence de traces de métaux, peut également étre a 1’origine de la
production d’ERO (Thérond et Denis, 2005). Les ERO apparaissent donc comme des
molécules produites par divers mécanismes physiologiques. A certaines doses, elles sont
utiles a ’organisme, mais leur production peut devenir excessive ou résulter de mécanismes

toxiques exogenes a 1’organisme.
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IL. 2. Systémes de défenses anti-oxydants

L’organisme est dot¢ d’un ensemble de systemes de défenses trés efficaces contre la
surproduction d’ERO et de ERN. Le terme d’anti-oxydant désigne toute substance qui,
présente a faible concentration par rapport a celle du substrat oxygene, retarde ou inhibe
significativement 1’oxydation de ce substrat (Halliwell et Gutteridge, 1990). Les cellules
utilisent ainsi de nombreuses stratégies anti-oxydantes et consomment beaucoup d’énergie
pour contrdler leur niveau d’espéces réactives de 1’oxygene. La nature des systémes anti-
oxydants différe selon les tissus et les types cellulaires et selon qu’on se trouve dans le milieu
intracellulaire ou extracellulaire (Bonnefont-Rousselot et coll., 2003). Dans le systéme de
défense anti-oxydant de notre organisme, on distingue des systémes enzymatiques et des

systémes non enzymatiques.

Il. 2. 1. Systéemes enzymatiques

Ces systémes sont composés d’enzymes telles que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase

et la peroxydase, capables d’éliminer les radicaux libres et d’autres especes réactives.

* Les superoxyde dismutases (SOD)

Les superoxyde dismutases sont capables d’éliminer 1’anion superoxyde en produisant une

molécule d’oxygene et une molécule de peroxyde d’hydrogene. Il existe plusieurs isoenzymes

qui différent selon la localisation chromosomique du geéne, leur contenu métallique, leur

structure quaternaire et leur localisation cellulaire (Zelko et coll.,, 2002). La structure des
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superoxyde dismutases est bien conservée lors de I’évolution et présente un puit hydrophobe
au centre de la protéine dans lequel se glisse I’anion superoxyde (Zelko et coll., 2002). La
nature du métal situé¢ au centre de I’enzyme permet de distinguer les superoxyde dismutases a
manganése (MnSOD) protégeant la mitochondrie, de celles a cuivre-zinc protégeant le cytosol
(cCu-ZnSOD), la face externe de la membrane des cellules épithéliales (ecCu-ZnSOD) ou le
plasma sanguin (pCu-ZnSOD) (Zelko et coll., 2002). Les superoxyde dismutases a cuivre-

zinc catalysent les réactions suivantes :

SOD-Cu*" + 0, — SOD-Cu” + O, (2)
SOD- Cu' + 0," +2H" — SOD-Cu*" + H,0,

Bilan : 0, + O,* + 2H" — O, + H,0,

Le peroxyde d’hydrogéne formé est pris en charge par les catalases (présentes en particulier

dans les hématies et les peroxysomes hépatiques) et les glutathion peroxydases a sélénium.

* La catalase

La catalase est une enzyme capable de transformer le peroxyde d’hydrogeéne en eau et en
oxygeéne moléculaire. La réaction catalysée par cette enzyme consiste en une dismutation du

peroxyde d’hydrogene :

Catalase-Fe" + H,0,; - composé I + H,O

(©))

Composé I + H,0, — catalase-Fe’ ™ + H,O + O,

Bilan : 2 H,0, —» 2 H,O + O,
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La catalase est composée de 4 sous-unités protéiques, chacune contenant un groupement
héminique avec Fe’™ 1ié au site actif. Chaque molécule a habituellement une molécule de
NADPH,H" qui lui est liée, la protégeant ainsi d’une éventuelle inactivation par le peroxyde
d’hydrogene. La dissociation des sous-unités résulte en une perte de [’activité catalase

(Bonnefont-Rousselot et coll., 2003).

* Les glutathion peroxydases

Les glutathion peroxydases constituent sans doute 'un des plus importants systémes
enzymatiques de protection car elles sont capables de détoxifier le peroxyde d’hydrogene,
mais aussi d’autres hydroperoxydes résultant de I’oxydation du cholestérol ou des acides gras
en couplant la réduction de I’hydroperoxyde avec I’oxydation d’un substrat réducteur comme
le glutathion, le cytochrome ¢ (cytochrome c¢ peroxydases), le NADH (NADH peroxydases)
(Thérond et Denis, 2005). Toutes les glutathion peroxydases contiennent dans leurs sous-
unités un a quatre atomes de sélénium selon I’isoenzyme. Des glutathion peroxydases a
sélénium sont retrouvées dans le plasma (pGPx), dans le cytosol (cGPx), au niveau de la
membrane cellulaire (HPGPx), et on retrouve une isoenzyme qui est spécifique aux cellules
digestives (GIGPx) (Ganther, 1999). Elles fonctionnent toutes selon le mécanisme catalytique

suivant :

ROOH + GPx-Se + H" — ROH + GPx-SeOH

“)
GPx-SeOH + GSH — GPx-Se-SG + H,0

GPx-Se-SG + GSH — GPx-Se + GSSG + H"

Bilan : ROOH + 2 GSH — GSSG + ROH + H,0
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La premiére étape consiste en une oxydation du groupement sélénol de 1’enzyme par un
hydroperoxyde (ROOH), suivie de la liaison successive de deux molécules de glutathion avec
régénération de I’enzyme sous sa forme réduite. L’ activité anti-oxydante de ces peroxydases
est cependant trés dépendante de I’apport nutritionnel en sélénium (Thérond et coll., 2000 ;
Favier, 2003). Le glutathion oxydé sera régénéré grace a l’intervention de la glutathion
réductase qui agit par oxydation du NADPH,H', formé principalement par la voie des

pentoses phosphates (Figure 1) (Bonnefont-Rousselot et coll., 2003 ; Thérond et Denis, 2005).

D’autres enzymes comme la glutathion transférase, les thiorédoxines réductases ou les
thiorédoxines peroxydases et I’héme oxydase présentent également une activité anti-oxydante

relativement importante.

Il. 2. 2. Systémes non enzymatiques

Ce groupe de systémes anti-oxydants renferme de nombreuses substances endogénes parmi
lesquelles on peut citer le glutathion, 1’acide urique, la bilirubine, les hormones sexuelles, la
mélanine, la mélatonine, I’acide lipoique et le coenzyme Q. De tous ces composés endogénes
synthétisés par les cellules, le plus important est sans doute le glutathion réduit (thiol majeur
au niveau intracellulaire) qui protége non seulement contre les radicaux oxygénés, mais aussi
contre les peroxydes ou le *NO (Favier, 2003). La bilirubine est, quant a elle, capable de
piéger des radicaux peroxyles RO," et ’oxygéne singulet, protégeant ainsi 1’albumine et les
acides gras liés a Dl’albumine des attaques radicalaires (Neuzil et Stocker, 1993). Les

hormones sexuelles femelles, grace a la présence d’un hydroxyle phénolique au niveau de leur
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structure chimique, peuvent inhiber la peroxydation lipidique des LDL in vitro, a des
concentrations micromolaires (Keaney et coll.,, 1994). Des composés comme les
thiorédoxines, les glutarédoxines et les métallothionéines, joueraient sans doute un role
protecteur, méme si I’importance de leur action n’a pas été encore clairement établie (Favier,
2003). D’autres composés, tels que les vitamines E (tocophérol), C (acide ascorbique), Q
(ubiquinone), ou les caroténoides, apportés par les aliments, agissent en piégeant les radicaux
et en neutralisant 1’électron non apparié, les transformant ainsi en molécules ou ions stables
(Krinsky, 1989). La vitamine piégeuse devient a son tour un radical qui sera détruit ou
régénéré par un autre systéme. A titre d’exemple, la vitamine E est régénérée par la vitamine
C, elle-méme régénérée par les ascorbates réductases (Packer, 1991). Des composés comme
les alcaloides, les polyphénols et les phytates, apportés également par I’alimentation, jouent
un rdle similaire de piégeurs de radicaux libres (Bors et coll., 1990). Des protéines comme
I’haptoglobine, la transferrine, I’hémopexine et la céruloplasmine agissent en diminuant la
disponibilité d’agents pro-oxydants, comme les ions Fe*/Fe’" ou Cu®*/Cu’. Les protéines du
choc thermique ("heat shock protein" 90, HSP 90, HSP 70) agissent en protégeant les
biomolécules contre les agressions, notamment les oxydations (Conconi et coll., 1996 ;

Conconi et Friguet, 1997 ; Conconi et coll., 1998 ; Wirth et coll., 2003).
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I1I Le stress oxydant

I11. 1 Définition du stress oxydant.

Antioxydants

Pro-oxydants

Figure 2 :Déséquilibre de la balance entre anti-oxydants et pro-oxydants

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre de la balance entre les systémes de
défenses anti-oxydants et la production d’ERO, en faveur de ces dernicres (Figure 2). Ce
déséquilibre peut avoir diverses origines, telles que la surproduction endogéne d’agents pro-
oxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une
exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons
gamma, rayons ultraviolets, herbicides, ozone, amiante, métaux toxiques) (Favier, 1997). Ce
déséquilibre entre les systémes de défense et de production des radicaux libres entraine des
l1ésions biochimiques au niveau des cellules de 1’organisme du fait de leurs conséquences sur
le plan moléculaire, telles que les altérations au niveau des protéines, I’apparition de cassures
au niveau de I’ADN, ou des atteintes de I’intégrit¢ de la membrane cellulaire par I’induction

de la peroxydation lipidique.
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I11. 2. Marqueurs biologiques du stress oxydant

En absence de systémes anti-oxydants suffisamment efficaces, une surproduction de radicaux
libres est capable de provoquer des lésions directes de molécules biologiques telles que
I’oxydation des acides nucléiques, des lipides, des glucides et des protéines, mais aussi des
1ésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des métabolites issus du stress
oxydant, notamment de I’oxydation des lipides. Les molécules biologiques cibles, sous 1’effet
direct des radicaux libres, peuvent étre soit oxydées sur des sites spécifiques, soit étre clivées,
soit au contraire étre polymérisées. Ces mémes molécules biologiques peuvent étre attaquées,
par exemple par les produits issus de 1’oxydation des lipides (peroxydes ou aldé¢hydes) et
entrainer la formation de composés d’addition antigéniques responsables de la formation
d’auto-anticorps (Favier, 1997). Ces différentes altérations biochimiques peuvent étre

utilisées pour évaluer le stress oxydant (Slater, 1984).

Le stress oxydant est impliqué dans les processus de vieillissement et dans de nombreuses
pathologies. Ainsi, de nombreuses techniques ont été développées pour 1’évaluer. Le
probléme de disposer de marqueurs spécifiques, sensibles, fiables et d’exécution analytique
aisée, ainsi que le manque de standardisation et d’optimisation des méthodes, compliquent
I’interprétation des résultats. Dans ces conditions, il conviendra, pour identifier un stress
oxydant, de choisir des marqueurs adaptés au phénomene a étudier et a sa localisation
(marqueurs d’oxydation lipidique pour une agression extracellulaire, ou marqueur
d’oxydation de I’ADN pour une irradiation attaquant le noyau cellulaire). De plus, une
combinaison d’au moins 2 marqueurs différents est souvent indiquée pour pallier 1I’absence

d’un marqueur idéal (Gutteridge, 1992 ; Favier, 1997).
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Le stress oxydant peut étre évalué par trois grandes voies d’approches (Bonnefont-Rousselot

et coll., 2003 ; Favier, 2003) :

- la mesure de la production des ERO

- la mesure des capacités de défense (statut anti-oxydant)

- la mesure des désordres biochimiques spécifiques créés par 1’attaque des radicaux
libres sur les principales cibles moléculaires (protéines, lipides et acides nucléiques).

La plupart de ces marqueurs sont dosés par des techniques qui n’ont pas été abordées avec la

rigueur et le souci de standardisation et d’optimisation des méthodes habituellement utilisées

en biologie clinique. Cela entraine une grande disparité des résultats et pose le probléme de

I’interprétation et de la transférabilité des résultats.

I11. 2. 1. Mesure des radicaux libres

La détection et la quantification des radicaux libres est actuellement possible grace a
I’utilisation de la résonance para-électronique (RPE ou ESR) (Wertz et Bolton, 1972).
Malheureusement, c¢’est une méthode de sensibilité modeste et la durée de vie extrémement
courte des radicaux libres n’est pas compatible avec la prise de sang et son transfert au
laboratoire (Favier, 1997). Aussi, un artifice pour augmenter la durée de vie des radicaux
libres est souvent employ¢ : la technique du "spin trapping". Elle consiste a réaliser une
réaction d’addition entre le radical et un autre composé (en général un nitroxyde) pour obtenir
un produit radicalaire d’une durée de vie plus longue et détectable par RPE. En pratique, il
s’agira de prélever le spécimen biologique sur un agent dit "spin trap" et de le congeler
immédiatement dans de I’azote liquide (Favier, 1997 ; Bonnefont-Rousselot et coll., 2003).

Une autre difficulté¢ dans la mesure de ces radicaux libres réside dans le fait que leur lieu de
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production est souvent inaccessible a la biopsie ou que le prélévement n’est pas sans danger.
Enfin, il est possible de mesurer la lumiere produite par décomposition des radicaux libres en
chimiluminescence, mais celle-ci est excessivement faible (Torreilles et Guerin, 1995). En
pratique, la chimioluminescence mesure plutot la lumiere produite par réaction des radicaux
libres avec des sondes lucigéniques comme le luminol ou la lucigénine, mais beaucoup

d’interférences dues a la présence d’acide urique ou de peroxydes sont possibles.

I11. 2. 2. Mesure des systéemes anti-oxydants

* Systemes enzymatiques

Il est possible, pour évaluer un stress oxydant, de mesurer 1’activité de certaines enzymes anti-
oxydantes comme les superoxyde dismutases, les glutathion peroxydases, la glutathion-
réductase et la catalase. Ces déterminations sont possibles aussi bien dans le sérum qu’au

niveau des éléments figurés du sang.

- Les superoxyde dismutases

Les superoxyde dismutases (SOD) assurent 1I’¢limination de 1’ion superoxyde, et interviennent
donc en premiére ligne de défense anti-oxydante. Le substrat de la superoxyde dismutase (le
radical superoxyde) est instable et a une durée de vie trés courte. Ainsi, la plupart des
méthodes de dosage utilisées pour déterminer 1’activité superoxyde dismutase sont indirectes.
A titre d’exemple, la méthode proposée par Beauchamps et Fridovich (Beauchamps et

Fridovich, 1971) modifiée par Oberley et Spitz (Oberley et Spitz, 1985) évalue la SOD par sa
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capacité a inhiber un flux d'anions superoxydes générés par le systeme xanthine - xanthine
oxydase. Les radicaux produits par ce systeme réduisent le nitrobleu de tétrazolium (NBT) en
bleu de formazan dont I’absorbance est quantifiée. Par ailleurs, La mesure de la superoxyde
dismutase exprimée en concentration de protéine peut étre réalisée par dosage radio-
immunologique (Asayama et Burr, 1985).

En cas de stress oxydant modéré, 1I’organisme réagit en surexprimant la SOD notamment en
cas d’exercice physique (Mena et coll., 1991 ; Levine et Kidd, 1996). Si le stress oxydant
perdure et produit de fagon massive des ERO, la SOD sera détruite. Paradoxalement, une
activité trop élevée de cette enzyme peut s’avérer dangereuse, car elle peut étre a 1’origine
d’une surproduction de peroxyde d’hydrogene (effet paradoxal des anti-oxydants) (Pincemail

et coll., 2001).

- Les glutathion peroxydases

Les glutathion peroxydases (GPx) ont pour principal role 1’élimination des peroxydes
lipidiques résultant de 1’attaque des radicaux libres sur les acides gras polyinsaturés. Elles ont
besoin de la présence de glutathion réduit et de sélénium pour fonctionner normalement.
L’activité GPx peut étre dosée dans différents milieux extracellulaires et intracellulaires. Le
prélévement et le traitement des échantillons doivent prendre en compte la fragilité relative de
cette enzyme (Richard, 1997). En pratique courante, l'activité GPx érythrocytaire est la plus
fréquemment mesurée. La détermination de [’activité de cette enzyme est basée sur la
réduction d’un hydroperoxyde (ROOH) en présence de glutathion réduit (GSH). Les
méthodes directes mesurent le glutathion non consommé par polarographie (Flohé et Gunzler,
1984), mais les techniques les plus fréquemment utilisées sont des techniques indirectes

utilisant la glutathion réductase comme enzyme auxiliaire, avec suivi de la consommation de
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NADPH,H" a 340 nm' (Paglia et Valentine, 1967). Par ailleurs, la mesure de la concentration
de la protéine GPx est possible par dosage radio-immunologique (Takahashi et coll., 1987).

Tout comme les SOD, les GPx se comportent de deux facons différentes en fonction du
niveau de stress oxydant : surexpression de I’enzyme dans un premier temps puis destruction
si le stress perdure (Pincemail et coll., 2001). Une diminution de I’activité¢ de la GPx peut

également étre liée a une carence en sélénium (Favier, 2003).

- Autres enzymes

Les activités d’autres enzymes telles que la glutathion-réductase, la catalase, 1’héme
oxygénase et la thioréductase peuvent également étre déterminées, mais I’interprétation des
résultats est souvent difficile du fait des nombreux facteurs pouvant faire varier leur
concentration, tels que la vitamine C ou la bilirubine (Ryter et coll., 2000 ; Pincemail, 2001).
A titre d’exemple, I’héme oxygénase est une enzyme qui permet la conversion de I’héme en
monoxyde de carbone, en biliverdine et en fer. L’effet protecteur de I’héme oxygénase contre
le stress oxydant est indirect puisqu’il est relié au fait que, une fois formée, la biliverdine se
transforme en bilirubine qui posséde de puissantes activités anti-oxydantes (Ryter et coll.,
2000 ; Pincemail et coll., 2001). Toutefois, I’activité de 1’héme oxygénase peut avoir des
effets néfastes a court terme puisque le fer libéré peut agir comme agent pro-oxydant par son

action catalytique sur la production des ERO (Ryter et coll., 2000).
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* Systémes non enzymatiques

Le groupe des anti-oxydants non-enzymatiques comprend de nombreux composés, dont
certains sont hydrophiles (vitamine C, glutathion) et d’autres lipophiles (tocophérol, [-
caroteéne, ubiquinol). Les concentrations de tous ces composés peuvent étre déterminées aussi
bien au niveau du plasma que des éléments figurés du sang et servir a 1’évaluation du statut
anti-oxydant de 1’organisme. Une détermination des composés anti-oxydants lipophiles peut
aussi étre réalisée au niveau des différentes classes de lipoprotéines, mais I’interprétation
rigoureuse des résultats nécessite de rapporter leur concentration a celle d’un constituant
lipidique de 1’échantillon a analyser tel que le cholestérol (Bonnefont-Rousselot et coll.,

2003).

Le plasma renferme de nombreuses substances anti-oxydantes dont certaines sont connues
(glutathion réduit, protéines a groupements thiols, acide urique, bilirubine, ...), alors que
d’autres ne sont pas clairement identifiées (Halliwell et Gutteridge, 1999b). Plusieurs
méthodes ont ét¢ développées pour mesurer le pouvoir anti-oxydant total du plasma (TRAP :
Total Radical Trapping Parameter) di a I’ensemble de ces substances (Prior et Cao, 1999).

Le principe de sa détermination repose sur la production de radicaux libres qui vont oxyder
les substances oxydables du plasma. Cette oxydation est suivie par la consommation
d’oxygene. Durant une période d’induction, ’oxydation est inhibée par I’ensemble des
substances anti-oxydantes du plasma. La durée de la période d’induction est comparée a celle
obtenue avec un standard interne, un dérivé de la vitamine E (Trolox®). Les résultats sont
exprimés en équivalents de la capacité anti-oxydante du Trolox® en micromoles par litre de
plasma. Plusieurs méthodes différentes en fonction du générateur de radicaux libres sont
disponibles et certaines existent sous forme des « kits » commercialisés (Prior et Cao, 1999).

La méthode la souvent répandue utilise comme générateur de radicaux peroxyles la 2,2’-
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azobis (amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) (Wayner et coll., 1985). Une autre
méthode utilisant la 2,2’- azinobis (3-éthyl-benzothiazoline 6 sulfonate) en présence de
peroxydase et de peroxyde d’hydrogéne est commercialisé sous forme de « kits » (Randox-
Crumlin, Grande-Bretagne). Les méthodes sont simples a mettre en ceuvre, mais les résultats
sont difficilement comparables d’une méthode a une autre du fait de principes différents
(Prior et Cao, 1999 ; Bonnefont-Rousselot et coll., 2001). De plus, les résultats sont a
interpréter avec prudence, car des augmentations des concentrations plasmatiques de
I’albumine, de ’acide urique, et de la bilirubine, liées a certaines pathologies, pourraient
masquer le déficit en d’autres anti-oxydants (Malliaraki et coll., 2003). Dans ces
circonstances, certains auteurs préconisent de calculer le pouvoir anti-oxydant lié a
I’albumine, ’acide urique et la bilirubine, la différence entre le pouvoir anti-oxydant total
mesuré et celui calculé a partir de ces trois paramétres correspondant aux anti-oxydants non
mesurés (Thérond et coll., 2000). La principale limite de 1’utilisation du pouvoir anti-oxydant
total du plasma est qu’une baisse de sa valeur n’indique qu’un risque accru, et non la preuve
absolue d’un stress oxydant. En effet, il traduit simplement un risque de déreéglement
biologique, limité de plus a I’étude de quelques molécules piégeuses dont la nature dépendra

de la nature des radicaux générés par la technique (Favier, 1997).

I11. 2. 3. Marqueurs de la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique désigne I’attaque des lipides (principalement les acides gras
polyinsaturés) par des radicaux libres, comme le radical hydroxyle (HO®), capables d’arracher
un hydrogene sur les carbones situés entre deux doubles liaisons pour former un radical diene

conjugué, oxydé en radical peroxyle. Il s’agit d’une réaction en chaine qui se poursuit par la
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transformation du radical peroxyle, au contact d’un autre acide gras, en un nouveau radical
diéne conjugué (Esterbauer et coll., 1992). Les radicaux diénes conjugués, sous I’action de
I’oxygene, se transforment en hydroperoxydes qui peuvent, soit étre réduits et neutralisés par
la glutathion peroxydase, soit continuer a s’oxyder et a se fragmenter en aldéhydes, acides et
alcanes volatiles. Le radical peroxyle peut évoluer en un peroxyde cyclique dont la coupure

peut libérer différents aldéhydes toxiques dont le malonaldialdéhyde ou 1’hydroxynonénal.

Cette attaque des lipides peut concerner aussi bien les phospholipides membranaires que les
lipoprotéines circulantes, avec évidemment des conséquences différentes. En effet, I’atteinte
des phospholipides membranaires va entrainer une modification de la fluidit¢é membranaire,
altérer les systémes de transfert d’ions ainsi que le fonctionnement de nombreux
transporteurs, récepteurs et affecter les voies de transduction des signaux (Stubbs, 1983 ;
Levine et coll., 1990 ; Clamp et coll., 1997 ; Hochgraf et coll., 1997 ; Favier, 2003). L’ attaque
des lipoprotéines circulantes, notamment des LDL, va aboutir a I’oxydation de ces derniéres,
qui seront ensuite captées par les macrophages pour donner des cellules spumeuses a la base
du dépot lipidique de la plaque d’athérome (Beaudeux et coll., 2003 ; Favier, 2003 ; Peynet et
coll., 2005). Il ressort de ce qui précéde que I’identification de marqueurs fiables de la
peroxydation lipidique est nécessaire pour apprécier I’importance du stress oxydant, le
probléme du choix des marqueurs étant beaucoup plus difficile dans les systémes complexes
ouverts (in vivo) que dans les systémes simples fermés (in vitro). Dans tous les cas, les
produits issus de la peroxydation lipidique semblent étre les meilleurs marqueurs du stress
oxydant, méme si les ERO provoquent également des modifications oxydatives de I’ADN et
des protéines (Leféevre et coll., 1998). Les principaux marqueurs de la peroxydation lipidique

sont répertoriés sur la Figure 3.
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Acide gras poly-insaturé RH (exemple: acide arachidonique)
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Figure 3 : Principaux marqueurs de la peroxydation lipidique et leurs
dosages (Bonnefont-Rousselot, 2003, modifié).
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* Mesure des dienes

Les dienes conjugués formés a partir de I’oxydation des acides gras polyinsaturés, absorbent
le rayonnement ultraviolet avec un maximum d’absorbance situ¢ a 234 nm (Halliwell et
Chirico, 1993 ; Halliwell et Gutteridge, 1999a). La mesure des diénes conjugués a 234 nm est
utilisée comme indice de peroxydation lipidique (Halliwell et Gutteridge, 1999b ; Bonnefont-
Rousselot, 2003). Cette mesure est surtout intéressante pour 1’évaluation précoce des
peroxydations lipidiques (Halliwell et Chirico, 1993). Toutefois, les di¢nes conjugués peuvent
étre produits par le métabolisme des acides gras dans des circonstances autres que celle de la
peroxydation lipidique, d’ou le manque de spécificit¢ qui leur est reproché (Halliwell et
Gutteidege, 1999a). Le dosage des diénes a partir d’échantillons prélevés in vivo nécessite
souvent un traitement préalable (Buége et Aust, 1978 ; Bonnefont-Rousselot et coll., 2003) ; il

s’avére tres utile pour suivre 1’oxydation de composés in vitro.

* Dosage des aldéhydes et des Substances Réagissant avec I’ Acide Thiobarbiturique

(TBARS)

Les aldéhydes sont des produits secondaires, issus de la décomposition des hydroperoxydes.
La mesure des aldéhydes peut étre réalisée de manicére globale par réaction avec 1’acide
thiobarbiturique sous le nom de "substances réagissant avec I’acide thiobarbiturique"
(TBARS), se terminant par la mesure de la coloration du conjugué obtenu (Favier, 1997).

La détermination du dialdéhyde malonique (MDA) a été proposée il y a plus d’une
cinquantaine d’années et constitue sans doute le marqueur de peroxydation lipidique le plus
utilisé (Favier, 1997 ; Lefévre et coll., 1998 ; Bonnefont-Rousselot et coll., 2003). Son

dosage, réalisé le plus souvent par condensation en milieu acide et a chaud avec 1’acide
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thiobarbiturique (Figure 4), nécessite des précautions particulieres (utilisation d’une eau tres
pure, ajout de desferrioxamine) pour éviter la génération de MDA a partir des lipides au cours
du dosage. Le fait que d’autres substances soient susceptibles de réagir avec 1’acide
thiobarbiturique fait que, méme en améliorant les étapes pré-analytiques (conditions de
prélévements, utilisation de conservateurs) et analytique (fluorescence), la spécificité du
dosage du MDA reste discutée (Wade et Van Rij, 1988 ; Halliwell et Chirico, 1993 ; Lefévre
et coll., 1998). La chromatographie liquide haute performance, avec détection fluorimétrique,
permet un dosage spécifique du MDA (Richards et coll., 1992a ; Richards et coll., 1992b). Un
autre inconvénient est que le dosage du MDA, produit de réaction terminal de la peroxydation
lipidique, exclut tous les produits des réactions intermédiaires entre le début de la
peroxydation et la formation de cet aldéhyde. Par conséquent les concentrations de MDA
pourraient ne pas refléter I’ampleur de la peroxydation lipidique (Halliwell et Chirico, 1993).
Par ailleurs, le dosage des aldéhydes par ’acide thiobarbiturique mesure non seulement le
MDA préexistant (lié ou non aux molécules biologiques), mais également les peroxydes
lipidiques, les produits d’auto-oxydation des acides gras et autres substances qui donnent
naissance soit a du MDA, soit a des molécules réagissant avec I’acide thiobarbiturique en
milieu acide et a chaud (Gutteridge et Stocks, 1974). Ainsi, la notion de dosage des
Substances Réagissant avec 1’Acide Thiobarbiturique (TBARS) s’est progressivement
substituée a celle du dosage du MDA. La détermination des TBARS apparait donc comme un
test donnant des résultats globaux de la peroxydation lipidique, tandis que le dosage
spécifique du MDA concerne 1’'une des molécules finales formées au cours du stress oxydant

(Lefévre et coll., 1998).
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Figure 4 : Réaction du dialdéhyde malonique avec I’acide thiobarbiturique.
La réaction a lieu en milieu acide et a chaud entre le MDA et deux molécules de TBA,
avec formation d’un pigment absorbant a 532 nm et extractible par les solvants organique
comme le butanol.

Un autre aldéhyde génotoxique et carninogéne comme le MDA est également utilis¢é comme
marqueur de la peroxydation lipidique : le 4-hydroxynonénal (4-HNE) (Favier, 1997). Deux
groupes de méthodes ont été¢ développés pour son dosage. Le premier groupe utilise des
méthodes basées sur la dérivatisation de la fonction aldéhyde avec de la 24-
dinitrophénylhydrazine ou la cyclohexadione, avec séparation par CLHP. Les autres méthodes
mettent a profit la propriété volatile du 4-HNE en chromatographie en phase gazeuse couplée

a la spectrométrie de masse (Favier, 1997 ; Bonnefont-Rousselot et coll., 2003).

* Dosage des Isoprostanes

Les isoprostanes ou composés "prostaglandines like" ont été décrits récemment comme des
marqueurs de la peroxydation lipidique (Cracowski et coll., 2000 ; Roberts et Morrow, 2000).
A la différence des prostaglandines qui sont synthétisées par voie enzymatique (action des
cyclo-oxygénases sur I’acide arachidonique), les isoprostanes résultent de I’attaque directe des

ERO sur D’acide arachidonique des phospholipides, suivie d’une libération par une
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phospholipase. Ce sont des composés stables et spécifiques de la peroxydation lipidique qui
peuvent étre dosés au niveau des liquides biologiques et des tissus et qui fournissent un indice
non invasif et quantitatif du stress oxydant (Roberts et Morrow, 2000). La méthode de
référence du dosage des isoprostanes est la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (Bonnefont-Rousselot et coll., 2003). Actuellement, 1’isoprostane le
plus fréquemment dosé est la 8-iso-prostaglandine deux alpha (8-iso-PGF,,) (Figure 56). Des
méthodes immuno-enzymatiques ont été développées, dont certaines sont commercialisées
sous formes de « kits » (Wang et coll., 1995). Un métabolite urinaire majeur de la 8-iso-PGF;
a été identifié, il résulte d’une B-oxydation de la chaine portant le carboxyle et de la réduction
de la double liaison sur cette méme chaine (Roberts et coll., 1996). Le développement en
cours de tests ELISA pour ce métabolite devrait permettre de 1’adapter a de larges études

cliniques (Wang et coll., 1995 ; Bonnefont-Rousselot et coll., 2003).

OH OH

OH
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Figure 5 : Structures de la prostaglandine PGF2a et de I’isoprostane iso-PGF2a.
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I11. 2. 4. Marqueurs de I’oxydation des protéines et des acides aminés

Tout comme les lipides, les protéines peuvent ¢galement étre la cible de réactions radicalaires
ou oxydatives et subir des modifications sous 1’action des ERO et des ERN, ou des métaux de
transition (Stadtman, 1990). Les protéines atteintes peuvent se fragmenter ou se dénaturer
avec altération de leurs structures primaires et secondaires. Les dommages oxydatifs peuvent
se manifester par ’apparition de groupements hydroperoxydes, 1’oxydation du squelette
carboné de la chaine polypeptidique conduisant a une fragmentation des protéines et/ou a la
formation de liaisons croisées intra- ou inter-chaines et a [’apparition de groupements
carbonylés ou dicarbonylés. On peut également observer une oxydation des chaines latérales
des acides aminés, notamment de la cystéine et de la méthionine, avec formation de ponts
disulfures. La nitration des protéines par le peroxynitrite se traduit par 1’inactivation de
nombreuses enzymes telles que la Mn-superoxyde dismutase (Davies, 1987 ; Stadtman,
1993 ; Grune et coll., 1998). Les acides aminés et protéines peuvent subir d’autres
modifications d’une fagon indirecte comme la glyco-oxydation et la lipo-oxydation. Certains
acides aminés comme la phénylalanine et la tyrosine peuvent subir un processus
d’hydroxylation qui génére la formation d’ortho- et de méta-tyrosine dans le cas de la
phénylalanine (Davies et coll., 1999). Les protéines comportant un pont sulthydryle sont les
plus sensibles aux attaques radicalaires. C’est le cas de nombreuses enzymes cellulaires et
protéines de transport qui, aprés oxydation, deviennent inactives et beaucoup plus sensibles a
I’action des protéases (Sen, 2001). La détection des groupements carbonylés au niveau des
protéines oxydées est de loin la technique la plus utilisée (Pantke et coll., 1999). En présence
de 2,4-dinitrophénylhydrazine (DNPH), ces dérivés carbonylés peuvent étre doser dans les
spécimens biologiques par spectrophotométrie, CLHP, ou grace a 1’utilisation d’anticorps

mono- ou polyclonaux (Levine et coll.,, 1994). La détermination de ces dérivés est assez
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délicate a mettre en ceuvre du fait des nombreuses manipulations a effectuer. Par ailleurs, un
manque de spécificité en relation avec des problemes d’interférences dues a des aldéhydes ou
a des cétones provenant des sucres a été rapporté¢ (Bonnefont-Rousselot et coll., 2003).
D’autres marqueurs d’oxydation des protéines, en particulier le sulfoxyde de méthionine, la
nitrotyrosine et I’ortho-tyrosine, ont ét¢ décrits comme présentant une meilleure spécificité

(Davies et coll., 1999).

I11. 2. 5. Marqueurs de I’oxydation des acides nucléiques

Les acides ribo- et désoxyribonucléiques (ARN et ADN) constituent des cibles cellulaires
importantes pour les attaques radicalaires (Dizdaroglu, 1991 ; Halliwell et Gutteridege,
1999a). Les lésions induites par les radicaux libres au niveau de ces molécules peuvent
consister en des modifications de bases, des cassures simple-brin ou double-brin de la
chaine olignucléotidique, ou des pontages avec des résidus protéiques (Favier, 1997). Les
modifications observées apreés action du radical hydroxyle sont trés nombreuses et peuvent
consister en une conversion des bases ou oxydation du désoxyribose entrainant une coupure
des brins (Halliwell et Gutteridge, 1999a). Ces dénaturations peuvent avoir de graves
conséquences sur la réplication du génome. La recherche des produits d’oxydation peut étre
réalisée dans des cellules circulantes isolées ou dans des biopsies, mais aussi dans 1’urine ou
se retrouvent les composés oxydés (bases ou nucléosides) apres excision par les enzymes de
réparation (Favier, 1997). De nombreux produits de réaction des radicaux libres sur I’ADN
ont été identifiés, tels que la 8-hydroxy-guanosine, le thymidine glycol, la 8-hydroxy-
guanine, la 8-hydroxy-adénine, la 5-hydroxy-méthyl-uracil, le cytosine-glycol (Demple,

1991). Parmi les composés d’oxydation de I’ADN, deux d’entre eux se sont révélés étre des
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marqueurs intéressants. Il s’agit de la 8-hydroxy-2-désoxyguanosine (8-OH-dG) et du
thymidine glycol. La présence de ces produits d’oxydation peut étre recherchée dans les
cellules circulantes isolées ou dans des biopsies par la technique des cométes ou "Single
technique Cell Gel Electrophoresis". Cette technique est I’une des plus sensibles et des plus
faciles a mettre en ceuvre. Elle permet de mettre en évidence les dommages de ’ADN au
niveau de la cellule enti¢re (Fairbairn et coll., 1995). Elle est basée sur les propriétés de
migration de I’ADN dans un champ électrique. Les cellules sont déposées dans un gel
d’agarose coulé sur une lame de microscope. Les membranes plasmiques et nucléaires sont
ensuite lysées et les lames sont incubées dans un milieu alcalin fortement salin qui permet la
décondensation de I’ADN s’expliquant en partie par la perte des protéines de type histone.
Sous I’action d’un champ électrique, I’ADN chargé négativement se déplace vers 1’anode.
Apres électrophorése, I’ADN peut étre visualisé au moyen d’un marqueur fluorescent
spécifique : le bromure d’éthidium. En absence d’altérations, la structure super-enroulée de
I’ADN formée autour des nucléosomes persiste. Une rupture de brin induite par une
altération de I’ADN suffit a relacher une partie de I’ensemble et & permettre la migration de
boucles d’ADN hors du nucléoide en direction de 1’anode, donnant ainsi une image de
cométe. L’ADN est alors réparti entre la téte de la comeéte (nucléoide) et la queue de la

comeéte.Un exemple d’image obtenue est représenté sur la Figure 6.

Cellules témoins Cellules irradi¢es a 8 Gray

Figure 6 : Mesure des dommages de ’ADN par la méthode des comeétes (Pouget, 2000).
Les cellules témoins et irradiées ont été observées par microscopie a épifluorescence apres coloration au
bromure d’éthidium).
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.En pratique courante, 1’évaluation des lésions de I’ADN au cours du stress oxydant est
surtout réalisée par la quantification des composés oxydés (bases ou nucléosides) dans I’urine
par CPG-MS en fragmentométrie de masse (Faure et Bonnefont-Rousselot, 1992), ou par
CLHP avec détection électrochimique. Des précautions particuliérement contraignantes
doivent étre respectées lors de ’extraction de I’ADN et lors de son hydrolyse (Favier, 1997).
Cela explique qu’a ce jour, le dosage de ces différents marqueurs n’est réalisé que dans des

laboratoires spécialisés.

I11. 2. 6. Quel est le meilleur marqueur pour évaluer le stress oxydant ?

De nombreux marqueurs biologiques du stress oxydant ont été décrits (Tableau I). Cependant,
le stress oxydant est un phénoméne dont la mise en évidence en pathologie humaine est
limitée par l'absence de marqueur a la fois sensible, spécifique, de dosage aisé, répétable et
non invasif. Les scientifiques se sont intéressés, dés le début des recherches sur le stress
oxydant, a la découverte d’un marqueur biologique qui identifierait a coup sir la présence
d’un stress oxydant dans diverses situations expérimentales ou cliniques. Toutes les méthodes
proposées, quelles qu’elles soient, présentent toujours leurs propres spécificités et limites,
montrant qu’il serait utopique de croire en I’existence d’un marqueur idéal et unique de stress

oxydant (Favier, 1997 ; Pincemail et coll., 1999).
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Tableau I : Principaux marqueurs biologiques du stress oxydant (Favier, 1997).

Marqueurs

In vitro

Cellule

Animal

Homme

Mesure directe des ERO et ERN
ESR directe
ESR spin trapping
Luminescence
Mesure chimique H,O,
Mesure chimique O,°
Mesure chimique OH®
Nitrates-Nitrites
Dérivés d’oxydation des lipides
Peroxydes organiques
Diénes conjugués
Réaction au TBA
Aldéhydes : MDA, hydroxynonénal, hexanal
Cholestérol oxydé
Hydrocarbures aliphatiques
Diminution des acides gras polyinsaturés
Phospholipides hydroperoxydes
Acide cis 9-trans-11 octadécadiénoique
8 épi-prostagladine F2a
LDL oxydées
Dérivés d’oxydation de ’ADN
Bases oxydées (HPLC, CG-MS)
Dérivés d’oxydation des protéines
Meéthionine sulfoxyde
Echange boro hydrure triti¢
Nitrotyrosine
Thiols protéiques
Ortho-tyrosine
Carbonyles (DPNH)
Bi-tyrosine
Dérivés d’oxydation des "scavengers'
GSH, rapport GSH/GSSG
Tocophérol, tocophérylquinone
Ascorbate, radical ascorbyl
Dérivés d’oxydation des composés exogeénes
Dimethylsulfoxide
Aspirine
Dérivés de conjugaison
Lipofuschines
MDA -protéine
Tyrosine-thymine
MDA -guanine
Auto-anticorps
Anti-LDL oxydés
Anti-conjugué AIP (iminopropéne)
Anti-ADN oxydé

oS B T B

Moo KK

T B BV

>

ol B I I B I R

>4

ol B I R N S B

>4

Lol I I I

X
X
X

T - T o o

XOH X X M >

ol

X
X
X

Abréviations : RPE (résonance para-électronique), 2,4-DPNH (2,4-dinitrophénylhydrazine), TBA (acide thiobarbiturique).
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En raison de la demi-vie trés courte des radicaux libres, il est trés difficile de déterminer
directement leur existence et d'en conclure un lien de cause a effet avec une pathologie. Ainsi,
le stress oxydant est habituellement estimé par des méthodes indirectes (Beauvieux et

Peuchant, 2002).

Les parametres les plus utilisés, bien que demeurant toujours controversés, sont les catabolites
issus de la peroxydation lipidique (Favier, 1997 ; Beauvieux et Peuchant, 2002). La mesure
des di¢nes conjugués a 234 nm est utilisée comme indice de peroxydation lipidique (Halliwell
et Gutteridge, 1999a). Cette mesure est surtout intéressante pour 1’évaluation précoce des
peroxydations lipidiques (Halliwell et Chirico, 1993). Leur mesure manque de spécificité en
raison de leur production possible par le métabolisme des acides gras dans des situations
autres que celles de la peroxydation lipidique (Halliwell et Gutteridge, 1999a).

Parmi les marqueurs du stress oxydant, la mesure de la dialdéhyde malonique (MDA), comme
marqueur de 1’oxydation des lipides, a été pendant trés longtemps considérée comme le test
de référence. Malheureusement, la détection de la MDA utilisant ’acide thiobarbiturique
manquait de spécificité et était surtout sujette a de nombreux artéfacts. Sur la base de ce test,
de trés nombreuses erreurs d’interprétation ont été commises, ce qui a parfois jeté le discrédit
sur 'importance du stress oxydant en médecine humaine. Des améliorations apportées aux
méthodes de dosage de ce paramétre permettent d’éliminer la plupart des artéfacts. A 1’heure
actuelle, la connaissance du potentiel réactif du MDA et celui des TBARS a permis de séparer
les deux concepts de I’index de peroxydation et d’index de peroxydabilité. En effet, dans les
milieux biologiques, le MDA existe majoritairement sous forme liée aux protéines, sa
concentration circulante est trés faible et son appréciation doit se faire préférentiellement par
des méthodes autres que celle utilisant I’acide thiobarbiturique (Lefévre et coll., 1998). En

revanche, le dosage des TBARS peut donner un renseignement intéressant concernant la
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« peroxydabilité » d’un milieu biologique, c’est-a-dire sa propension a former des produits de
la peroxydation lors du stress oxydant (Lefévre et coll., 1998). Il reste ainsi un test donnant un
résultat global, permettant une premiére approche de la lipoperoxydation et du stress oxydant.
Les isoprostanes, de la famille des eicosanoides d’origine non enzymatique, sont des produits
terminaux, stables et spécifiques de la peroxydation lipidique (Thérond et coll., 2000).
Mesurés dans les milieux biologiques, ils fournissent un indice non invasif et quantitatif du
stress oxydant in vivo (Roberts et Morrow, 2000). L’isoprostane le plus dosé est la 8-iso-
PGF,,, cependant des concentrations plasmatiques et urinaires de cette substance peuvent étre
augmentées dans des circonstances comme le tabagisme, la consommation excessive d’alcool,

I’hyper-homocystéinémie et le diabéte (Cracowski et coll., 2000 ; Roberts et Morrow, 2000).

Les protéines peuvent également subir des réactions radicalaires ou oxydantes, celles
comportant des groupements sulthydryles étant les plus sensibles aux attaques radicalaires
(Sen, 2001). C’est le cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport, qui
aprés oxydation, deviennent inactives et beaucoup plus sensibles a I’action des protéases.
L’évaluation de I’atteinte des protéines au cours du stress oxydant est généralement réalisée
par réaction avec la dinitrophénylhydrazine (DPNH) en colorimétrie (Wolff et al., 1986).
Cette méthode est assez délicate a mettre en oeuvre du fait des nombreuses manipulations a
effectuer. Par ailleurs, un manque de spécificité en relation avec des problémes
d’interférences dues a des aldéhydes ou a des cétones provenant des sucres ont été rapportés
(Bonnefont-Rousselot et coll., 2003). La spécificité peut étre améliorée par le dosage de
composés comme le sulfoxyde de méthionine, la nitrotyrosine et 1’ortho-tyrosine (Davies et

coll., 1999).
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Les acides nucléiques constituent également des cibles cellulaires importantes pour les
attaques radicalaires. La recherche d’atteintes touchant ces molécules peut étre réalisée par
une technique rapide et sensible, la technique des cométes et le dosage des bases oxydées par
CPG couplées a la spectrométrie de masse. Les précautions particulierement contraignantes a
respecter lors de I’extraction de I’ADN et lors de son hydrolyse font qu’a ce jour, ces

techniques ne sont réalisées que dans des laboratoires spécialisés (Favier 1997).

Une autre approche pour apprécier le stress oxydant consiste a évaluer les systémes anti-
oxydants enzymatiques ou non-enzymatiques. L'évaluation des constituants ayant un role
anti-oxydant, tels que les vitamines A, E et C, le glutathion, le sélénium, le cuivre et le zinc,
renseigne sur la propension d'un individu a développer un stress oxydant. Quel que soit le
paramétre, sa détermination nécessite de réelles précautions de prélévement et de traitement
de I'échantillon biologique, rendant difficile sa réalisation en routine (Beauvieux et Peuchant,
2002). On propose souvent la capacité anti-oxydante totale qui n’est qu'un reflet trés modeste
de ce qui peut se passer au niveau de la concentration plasmatique en anti-oxydants. Ce test
consiste a évaluer la capacité que posséde le sang total ou le plasma a inhiber la production
d’espéces oxygénées réactives générées par un systéme in vitro. C’est une méthode qui
procéde par addition des activités individuelles de chaque anti-oxydant présent dans ces
milieux biologiques. Une baisse de sa valeur n’indique qu’un risque accru, et non la preuve
absolue qu’un stress oxydant se soit passé. En effet, il traduit simplement un risque de
déréglement biologique, limit¢ de plus a I’étude de quelques molécules pi¢geuses dont la
nature dépendra de la nature des radicaux générés par la technique.

Une autre approche consiste en 1’étude des variations des concentrations d’enzymes anti-

oxydantes du globule rouge lors du stress oxydant. Elle a aboutit & des résultats discordants,
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montrant que I'utilisation de 1’activité de ces enzymes pour suivre un stress oxydant doit étre
réalisée avec prudence (Céballos-Picot et coll., 1992 , Berr et coll.1993 ; Pincemail, 1999).

Une connaissance approfondie de la littérature scientifique s’avére donc nécessaire pour
garder un esprit critique sur tous ces moyens d’investigation. Evaluer correctement un statut
de stress oxydant ne pourra donc se réaliser que sur base d’une combinaison de tests qui se
compléteront. Dans tous les cas, une attention toute particuliére devra étre accordée aux
conditions de prélévement et de traitement des échantillons sanguins, car la plupart des
molécules testées sont en réalité peu stables. A ce titre, il conviendra de centrifuger les
échantillons sanguins immédiatement aprés le prélévement, mais également maintenir la
chaine du froid pour les plasmas ou les autres types d’échantillons jusqu’a ’analyse. Ces deux
conditions pré-analytiques, bien que contraignantes, sont les principales garanties de résultats

de qualité.

I1I. 3. Stress oxydant et maladies

Le stress oxydant est potentiellement impliqué dans de nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications lors de leur évolution. Ces pathologies peuvent
découler d’intoxications chimiques et médicamenteuses, d’exposition a des rayonnements,
d’un syndrome d’hyperoxygénation, de phénomeénes inflammatoires, de situations
d’ischémie-reperfusion et de désordres dégénératifs. La multiplicité des conséquences
médicales de ce stress oxydant vient du fait que de nombreux organes ou tissus peuvent
devenir la cible d’un stress oxydant (Figure 7). A titre d’exemple, une étude épidémiologique
réalisée aux Etats-Unis et incluant environ 10 000 patients a montré qu’une concentration

sérique ¢élevée de ferritine (marqueur d’une surcharge en fer de I’organisme) est associée a un
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risque accru d’apparition de diabéte de type 2 (Ford et Cogswell, 1999). Chez ces mémes
patients, I’intérét de ’utilisation d’un chélateur du fer (la desferrioxamine) dans le controle de
la glycémie a été auparavant rapporté (Cutler, 1989). Ces deux résultats laissent penser que le
stress oxydant induit par le fer diminue la sensibilit¢ du muscle et du foie a I’insuline (Faure
et Bonnefont-Rousselot, 2005). De méme, a 1’origine de molécules biologiques anormales et
en surexprimant certains genes, le stress oxydant a été décrit comme impliqué dans le
développement de maladies comme le cancer, les maladies neurodégénératives (sclérose
latérale amyotrophique) et le vieillissement accéléré. 11 est également admis que le stress
oxydant est un facteur potentialisant ’apparition de maladies multifactorielles comme les
maladies cardiovasculaires, le diabéte, et la maladie d’Alzheimer (Montagnier et coll., 1998).
Le role de I’oxydation des LDL dans la transformation des macrophages en cellules
spumeuses constitue un des points clés de la genése de plaque d’athérome (Moatti, 2003). Si
le stress oxydant est réellement un facteur déclenchant ou participant au déclenchement de ces
pathologies, il est logique de penser que la prise d’anti-oxydants peut retarder, voir prévenir,
I’apparition de telles maladies. De méme, des études ont montré que le vieillissement
s’accompagne d’une diminution des défenses anti-oxydantes, d’une augmentation de la
production mitochondriale d’ERO, et d’une efficacité diminuée des systémes de réparation et
de dégradation des constituants oxydés. Ainsi, le vieillissement expose a un stress oxydant
susceptible de déclencher ou de favoriser de nombreuses pathologies (Bonnefont-Rousselot et
coll., 2001 ; Sohal et coll., 2002 ; Delattre et coll., 2005). Au cours de ces dernicres années, de
trés nombreuses études épidémiologiques ont montré trés clairement que la consommation
réguliere de fruits et légumes riches en anti-oxydants permet de diminuer I’incidence de

I’apparition des maladies cardiovasculaires et du cancer.
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Figure 7 : Principales circonstances pathologiques s’accompagnant d’un stress
oxydant primitif ou secondaire (Favier, 1997). ARDS : syndrome de détresse respiratoire

aigu€ ; SIDA : syndrome immunodéficience acquise ; ALS : sclérose latérale amyotrophique ; IRC :
insuffisance rénale chronique.
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IV. Conclusion

Il est actuellement bien admis que les radicaux libres provoquent des dommages cellulaires
importants, pouvant conduire a des défaillances au sein d’un organe. Dans ce contexte, le
stress oxydant est de plus en plus impliqué dans les processus du vieillissement accéléré, dans
I’apparition de complications cliniques ou le développement de maladies multifactorielles
(athérosclérose, cancer, maladies neurodégénératives). Un champ d’investigations important
est donc en train de s’ouvrir dans le domaine du diagnostic du stress oxydant et des thérapies
permettant de limiter ses effets néfastes. La prise en compte de cette nouvelle discipline en
routine clinique devrait révolutionner la médecine de demain et avoir un impact économique
important en terme de soins de santé. Pour cela, il convient de disposer d’outils d’analyses
performants et spécifiques devant permettre de le mettre en évidence et de I’évaluer. Chaque
marqueur présente des limites et ne peut donc a lui seul refléter un état de stress oxydant. Il
sera donc nécessaire d’utiliser une combinaison de tests adaptés, car le stress oxydant se

manifeste de fagon différente selon la situation physiologique ou pathologique envisagée..
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Deuxieme Partie : Généralités sur I’haptoglobine
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I. Introduction

L’ haptoglobine (Hp) est une glycoprotéine dont la concentration plasmatique augmente dans
les syndromes inflammatoires et diminue au cours des hémolyses. Comme son nom 1’indique
(haptein = bind = fixer), son réle est de fixer I’hémoglobine libérée lors d’épisodes
hémolytiques. Elle a été découverte en 1938 par Polonovski et Jayle (Polonovski et Jayle,
1938), puis Smithies découvrit plus tard ses variants génétiques (Smithies, 1955). L’Hp est
synthétisée par le foie et fixe avec une grande affinit¢ I’hémoglobine libre (Hb) pour former
un complexe stable (Hp-Hb) (McCormick et Atassi, 1990). Ce dernier peut se former aussi
bien in vivo qu’in vitro et posséde une activité peroxydasique (Jayle, 1951). La formation de
ce complexe et son ¢limination grace a sa fixation sur le récepteur CD163 des monocytes-
macrophages (Kristiansen et coll., 2001 ; Graversen et coll., 2002) permet de prévenir la perte
de fer et les dommages médiés par le fer au niveau du parenchyme rénal (Bowman, 1993 ;
Lim et coll., 2001). L’Hp a été décrite comme un inhibiteur de la synthése des prostaglandines
et de ce fait possede une action anti-inflammatoire (Kendall, 1979 ; Jue, 1983) . C’est une
protéine présente chez tous les mammiféres, mais son polymorphisme n’a été retrouvé que
chez I’homme (Bowman, 1993). Trois phénotypes majeurs de I’Hp ont ¢été identifiés par
¢lectrophorese sur gel d’amidon et dénommés : Hp 1-1, Hp 2-1, et Hp 2-2 (Smithies, 1955 ;
Smithies, 1959). Les phénotypes d’Hp présentent des différences sur le plan structural en
rapport avec d’importantes différences fonctionnelles (Bowman et Kurosky, 1982 ; Langlois
et Delanghe, 1996). Ces activités biologiques différentes li¢es au polymorphisme de I’Hp sont
en relation avec de pertinentes conséquences cliniques, notamment sur le plan infectieux et la
stratification des risques cardiovasculaires (Delanghe et coll., 1998c ; Asleh et coll., 2003 ;

Asleh et coll. 2005).
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I1. Structure de I’haptoglobine

I1. 1. Structure du gene de ’haptoglobine

Les différences structurales des phénotypes d’Hp ont été suspectées pour la premicre fois par
Jayle et Judas en 1946 (Jayle et Judas, 1946). Grace a I'utilisation d’une €lectrophorese sur
gel d’amidon, Smithies a pu identifier 3 phénotypes majeurs de 1’haptoglobine notés Hp 1-1,
Hp 2-1, et Hp 2-2 (Smithies, 1955). La protéine d’Hp consiste en 2 chaines polypeptidiques
(o et B) codées par des geénes localisés au niveau du chromosome 16q22 (Bowman et
Kurosky, 1982). Ces phénotypes sont contrdlés par 1’existence de 2 alleles (Hpl et Hp2).
L’allele Hpl est treés conservé suivant les especes, alors que 1’allele Hp2 n’a été retrouvée que
chez I’homme (Bowman et Kurosky, 1982 ; Yang et coll., 1993). Le géne de I’Hp est organisé
en cing exons. Les 4 premiers exons codent pour la sous-unité a alors que le dernier code pour
la sous unité . L’allele Hp2 est un produit de duplication interne d’un fragment de DNA du
gene de I’Hpl d’une longueur de 1,7 kb incluant les exons 3 et 4 du géne, ce qui fait que
I’allele Hp2 posséde 7 exons. Un troisiéme génotype, Hp Johnson, a été décrit (Smithies et
coll., 1962). Il est de fréquence rare et differe du prototype Hp1l au niveau de la sous-unité o
par I’existence d’une triplication interne, toujours sur le méme fragment de DNA du gene de
I’Hpl. De ce fait, 1’allele I’Hp Johnson contient 9 exons au lieu de 5. Ainsi, la chaine a
résultant de ’expression de 1’allele Hp Johnson, dénommée o3, a une masse molaire 3 fois
plus importante que celle de la chaine al. Les deux alleles majeurs de ’Hp peuvent étre
subdivisées en sous-types HplS, HplF, Hp2FF, Hp2FS, Hp2SF et Hp2SS. HplF et HplS,
codant pour des polypeptides qui différent par 2 acides aminés en position 52 et 53 de I’exon

4 (Figure 8). Hp1F posséde un acide aspartique et une lysine en positions 52 et 53 et est doté

54



d’une rapide mobilité électrophorétique. HplS a au niveau de ces mémes positions une
asparagine et un acide glutamique, respectivement (Maeda, 1991). Hp2 étant le produit d’une
duplication interne des exons 3 et 4, les possibles permutations sont Hp2FF, Hp2FS, Hp2SF

et Hp2SS (Marles et coll., 1993).

allele Hpl
aa 52-53 = Asp-Lys

i H i I
I (| I HplF
1 2 3 4 5
aa 52-53 = Asn-Glu
| I | PP
I LI | I
1 23 4 >

aa 52-53 = Asp-Lys
aa 52-53 = Asp-Lys
H 1 | seesssss—— Hp2FF
| I | LI I
1 2 3 4 3 4 5

alléle Hp2
aa 52-53 = Asp-Lys
aa 52-53 = Asn-Glu
H i i I
1 —1 1 Hp2FS
1 2 3 4 3 4’ 5

aa 52-53 = Asn-Glu
aa 52-53 = Asp-Lys
I

| 1 - e Hp2SF
I | I | I ] I
1 2 3 4 3 4 5
aa 52-53 = Asn-Glu
aa 52-53 = Asn-Glu
11 - | e [1P255
1 2 3 4 3 4’ 5

Figure 8 : Polypeptides codés par les alléles de I’haptoglobine (Lim et coll.,

2001). Chaque alléle a 5 exons représentés par des traits. Les exons 3 et 4 sont dupliqués au
niveau de Hp2.
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I1. 2. Structure de la protéine

I1. 2. 1. Structure primaire et structure secondaire

L’ haptoglobine est un tétramere de quatre chaines polypeptidiques : deux chaines B et deux
chaines a reliées entre elles par des ponts disulfures. Deux types de chaines o ont été décrits :

les chaines al et les chaines o2.

Les chaines al sont des polypeptides formés de 83 acides aminés comportant un pont
disulfure intrachaine en position 34-68 et des ponts disulfures interchaines a en position 15
(al5-a15) et en position 72 (a72-B105) (Figure 9). La chaine al présente 2 sous-types notés
suivant leur mobilité électrophorétique al® et al® (F pour fast et S pour slow). Les sous-types
al® et al® différent seulement par un acide aminé : la lysine en position 54 de la chaine al®
est remplacée par I’acide glutamique au niveau de la chaine al® par le biais d’une mutation
intervenue au niveau du geéne Hpl (Smithies et coll., 1962). Cette différence concernant
I’acide aminé en position 54 est responsable de la différence de mobilité électrophorétique

(Maeda, 1991).

Les chaines a2 sont constituées d’une chaine polypeptidique de 142 acides aminés comportant
deux ponts disulfures intrachaines en positions 34-68 et 93-127 et une liaison disulfure
interchaine o-f en position 131 (a131-f105) (Figure 9). Elles comportent en plus deux résidus
cystéinyls en position 15 et 74 pouvant former des ponts disulfures entre les chaines a. La
présence de ponts disulfures a pour conséquence la formation de polymeéres de hauts poids
moléculaires, linéaires pour le phénotype Hp 2-1 et circulaires pour le phénotype Hp 2-2

(Bowman et Kurosky, 1982 ; Wejman et coll., 1984).
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Figure 9 Représentation schématique de la structure des trois phénotypes

d’haptoglobine Hp 1-1, Hp 2-1 et Hp 2-2 (Bowman et Kurosky, 1982). Les groupements CHO
indiquent les liaisons des radicaux hydrocarbonés sur les asparagines. La plasmine hydrolyse les chaines  au
niveau de la Lysine-130. Les groupements —SH libres sur les Cys-15 et Cys 74 peuvent étre impliqués dans la

formation de polymeéres.
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La chaine B est identique pour tous les phénotypes majeurs de I’Hp. Elle est constituée d’une
méme chaine polypeptidique de 245 acides aminés comportant deux ponts disulfures
intrachaines au niveau des positions 148-179 et 190-219, et une liaison disulfure interchaine

a-f en position 105. Cette chaine B porte les groupements glucidiques de I’Hp (Wassel, 2000).

Plusieurs auteurs ont montré que I’Hp ne posseéde pas de structure en hélice a et se présente
comme formée en apparence uniquement de feuillets B, ’ensemble donnant a la protéine
I’image d’une masse ellipsoidale. A titre d’exemple, Wejmann et coll. ont proposé, grace a
des travaux de microscopie électronique a transmission, un modéle sous forme de pince avec
deux tétes sphériques : les chaines B connectées a un "nceud" central formé par les chaines o
(Wejman et coll., 1984).

Parmi les trois phénotypes majeurs de 1’haptoglobine, les phénotypes Hp 1-1 et Hp 2-2 sont
homozygotes et le phénotype 2-1 est hétérozygote. Hp 1-1 est constitué d’un tétramere (alf)s,
alors que Hp 2-2 est constitué¢ de polymeres cycliques (a2p),. Hp 2-1 est constitué d’un
tétramere (alf), et de polyméres lin€aires constitués de chaines al, a2 et B (Figure 10).
D’autres phénotypes plus rares ont été décrits. Ainsi, des mutations sur le géne Hp2
produisent les phénotypes Hp 2-1 modifiés (Hp 2-1M), Hp 2-1 (trans), Hp 2-1 Ha (Hawai),
Hp Ab et Hp 1-H, tandis que celles portant sur le géne Hpl aboutissant a des phénotypes
comme I’Hp Carlberg. Des mutations portant sur les séquences codantes pour les chaines
aboutissent aux phénotypes Marburg (HpMb) et Bellevue qui ont une affinité de fixation de
I’hémoglobine diminuée, ou au phénotype Porto Alegre qui a perdu toute capacité de fixation
de I’hémoglobine (Bowman et Kurosky, 1982). L’absence d’expression du géne de 1I’Hp
correspond au phénotype Hp 0-0, retrouvé chez a une fréquence de 1/1000 dans les
populations caucasiennes (Schultze et Heremans, 1966). Des fréquences plus élevés ont été

retrouvées chez les noirs, en particulier en Afrique de I’est ou elles peuvent atteindre 30 %
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(Allison et coll, 1958), alors que des fréquences moins élevées sont retrouvées chez les noirs

d’ Amérique (4 %) (Giblett, 1959)

L’ hétérogeénéité des phénotypes d’Hp est due aux variations au niveau des chaines alpha : al
(8.9 kDa) et a2 (16 kDa). La chaine al est unique au phénotype Hp 1-1 comme I’est la chaine
a2 pour le phénotype Hp 2-2. La chaine (40 kDa) est quant a elle identique pour tous les
phénotypes d’Hp et est porteuse de groupements glucidiques variables (Ang et coll., 2006).
Ces derniers influencent la fixation de ’hémoglobine ainsi que d’autres propriétés de I’Hp. En
effet, des changements dans leur structure ont été associés avec le développement de
nombreux états pathologiques incluant le cancer, des maladies inflammatoires et maladies du
foie (Thompson et coll., 1992 ; Mann et coll., 1994 ; Katnik et coll.; 1996 ; Ang et coll.,

2006).
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Hp 1-1 Hp 2-1 Hp 22

al a2 B

Figure 10 : Représentation schématique des phénotypes majeurs de I’haptoglobine

humaine (Yueh et coll., 2006). Hp 1-1 est composé¢ d’un seul tétramére (al-B),. Hp 2-1 est
composé de plusieurs structures : un tétramere (al-f),, un héxamere (o-f)s, et d’autres polymeres linéaires
(o représente ici les chaines al et 02). Hp 2-2 est composé d’un héxamere (02-B); et d’autres polymeres
cycliques. Les chaines al, 02, et B sont composées de 83, 142 et 245 acides aminés, respectivement.

I1. 2. 2. Analogies structurales de I”’haptoglobine avec d’autres protéines

Sur le plan de la structure primaire, plusieurs auteurs ont rapporté une analogie structurale
entre la chaines B de I’Hp et la famille des sérines protéases, groupe d’enzymes protéolytiques
incluant la trypsine, la chymotrypsine, la thrombine, la plasmine, 1’¢lastase et quelques
facteurs du complément (Kurosky et coll., 1980 ; Arcaleo et Greer, 1982). Ainsi, les acides
aminés en position 57 (His) et 195 (Ser) nécessaires a ’activité¢ des sérines protéases sont
remplacés dans la chaine B par une lysine et une alanine, respectivement (Kurosky et coll.,

1980 ; Arcaleo et Greer, 1982). A co6t¢ de la perte de D’activité protéolytique par
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I’haptoglobine au cours de I’évolution, la chaine B de cette protéine a acquis la capacité de
fixation de I’hémoglobine (Dobryszycka et Przyiecki, 1984 ; Langlois et Delanghe, 1996). De
méme, une homologie portant sur 25 % d’acides aminés a été trouvée entre la chaine al de
I’haptoglobine et deux peptides activateurs des sérines protéases au niveau du domaine
"Kringle" de la thrombine et de la plasmine (Kurosky et coll, 1980). Des homologies entre la
chaine  de I’Hp et la lectine concanavaline A des plantes d’une part, et entre la chaine o et
les chaines Iégeres des immunoglobulines, d’autre part, ont été également rapportées (Black et

Dixon, 1968 ; Kurosky et coll., 1980).

II1. Propriétés physicochimiques

I11. 1. Propriétés électrophorétiques

L’électrophorése en gel d’amidon ou de polyacrylamide a pH 8,6 permet de distinguer les
trois phénotypes majeurs de I’Hp avec une seule bande pour Hp 1-1 et plusieurs bandes pour
Hp 2-1 et Hp 2-2 (en fonction du degré de polymérisation de chaque phénotype). La mobilité
¢lectrophorétique de I’Hp est de 4,5 unités Tiselius dans un tampon pH 8,6. Son point
isoélectrique (pl) varie de 3,9 a 4,2 en fonction des phénotypes (Yang et Przybylska, 1973).

L’électrophorése en gel d’amidon dans un tampon formiate a pH 4,0 en présence d’un
mélange de 2-mercaptoéthanol (5 %) et d’urée (8 mol/L) qui rompt les ponts disulfures et
sépare ainsi les polypeptides a et B, permet d’individualiser les différents sous-types de I’Hp

(Putnam, 1975).
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Figure 11 : Modéle électrophorétique typique des phénotypes d’haptoglobine 1-1,

2-1 et 2-2 sur gel de polyacrylamide de sérum supplémenté en hémoglobine
(Langlois et Delanghe, 1996).

II1. 2. Solubilité

L’étude de la solubilit¢ de I’Hp montre une précipitation dans une solution de sulfate
d’ammonium 2,0 mol/L. Les formes hautement polymérisées de type Hp 2-2 nécessitent une

solution de concentration de 2,0 a 2,4 mol/L pour précipiter (Putnam, 1975).

I11. 3. Composition en acides aminés

La composition en acides aminés établie par séquencage est donnée dans le Tableau II

(Bowman et Kurosky, 1982). Fait rare dans la composition d’un polypeptide, on note

I’absence de méthionine et de phénylalanine dans les chaines a. La proportion en masse de

glucides (hexoses, glucosamine, acide sialique) par molécule d’haptoglobine est en moyenne
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de 19,8 £ 2,5 % (Bowman et Kurosky, 1982), la structure de base étant la mannobiosyl-N-

acétylglucosamine (Dobryszycka et Przyiecki, 1992).

Tableau II : Composition en acides aminés (en nombre) des chaines a et f de I’Hp
humaine (Bowman et Kurosky, 1982).

Acides aminés Chaine a1  Chaine a2  Chaine
Acide aspartique 7 11 11
Asparagine 7 11 13
Thréonine 3 5 17
Sérine 2 3 14
Acide glutamique 6 12 14
Glutamine 3 5 11
Proline 7 11 10
Glycine 7 12 17
Alanine 5 8 18
Cystéine 4 7 5
Valine 8 12 23
M¢éthionine 0 0 4
Isoleucine 3 5 12
Leucine 3 6 20
Tyrosine 5 10 11
Phénylalanine 0 7
Histidine 2 4 9
Lysine 8 14 20
Arginine 2 4 4
Tryptophane 1 2 5
Total 83 142 245

63



I11. 4. Masses moléculaires

Les résultats des différentes études menées concernant 1’établissement des masses
moléculaires varient quelque peu en fonction des méthodes de mesure utilisées (Kurosky et
coll., 1980 ; Langlois et Delanghe, 1996). Les masses moléculaires apparentes suivantes ont
été proposées (Bowman et Kurosky, 1982 ; Langlois et Delanghe, 1996) :

- chaine al : 8.9 kDa

- chaines a2 : 16 kDa

- chaine f : 40 kDa.

Différentes propriétés des phénotypes majeurs de I’haptoglobine, ainsi que leurs valeurs

usuelles dans le sérum, sont répertoriées dans le Tableau III

Tableau III : Principales propriétés physiques et valeurs de références des phénotypes

d’Hp
Hp 1-1 Hp 2-1 Hp 2-2
Formule moléculaire (alB)2 (a1B)2t(ap)n (02PB)n
Masse moléculaire apparente (kDa) 86 86-300 170-900
Valeurs usuelles dans le sérum (g/L) 0,57-2,27 0,44-1,83 0,38-1,50

(Thomas, 1992)

o=al et/ou a2
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IV. Synthese de I’haptoglobine

Le foie est le principal organe responsable de la synthése de I’Hp humaine. En dehors du foie,
le géne de I’Hp est exprimé dans d’autres tissus comme les poumons, la peau, des cellules
réticulo-endothéliales de la rate, des ganglions lymphatiques, le thymus, le rein et le tissu
adipeux chez la souris (Wada et coll., 1970 ; Friedrichs et coll., 1995 ; D’ Armiento et coll.,
1997). La synthése de I’Hp est augmentée par 1’hormone de croissance, I’insuline,
I’endotoxine bactérienne, les prostaglandines (Raynes et coll., 1991 ; Bowman, 1993). La
synthese hépatique de I’haptoglobine est induite par les cytokines comme I’interleukine-6 (IL-
6), I’interleukine-1 (IL-1), et le tumor necrosis factor alpha (TNF-a) (Raynes et coll., 1991 ;
Bowman, 1993). Trois régions de régulations de 1’action de I’IL-6 ont été identifiées au
niveau du promoteur du géne de ’Hp humaine : A (-157), B -111) et C (-61) (Oliviero et
Cortese, 1989 ; Bowman, 1993). Au cours de la phase aigué€ de I’inflammation, 1’IL-6 induit
un facteur nucléaire de transcription, 1’interleukin-6-dependent binding protein (IL-6DBP),
encore appelé complexe 4, qui remplace les protéines liées aux régions A et C (Oliviero et
Cortese, 1989). Il en résulte une activation de la transcription, donc de la syntheése de I’Hp
(Figure 11). La région B fixe plusieurs protéines nucléaires différentes de IL-6DBP et qui
forment des complexes identiques dans les cellules activées ou non par I’IL-6 (Bowman,

1993 ; Oliviero et Cortese, 1989 ; Langlois et Delanghe, 1996).

65



— IL-6
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Figurel2 : Schéma illustrant la stimulation de la synthése de I’haptoglobine par I’'IL-6
(Oliviero et Cortese, 1989).En absence d’IL-6, le promoteur du géne de 1I’Hp est transcrit & un niveau basal.
Le comportement du complexe V est corrélé a I’activité transcriptionnelle ; la présence des protéines liées aux
régions A et C (qui sont soit des répresseurs, soit de faibles activateurs), fait que le géne de I’haptoglobine n’est
que faiblement transcrit. En présence d’IL-6, la substitution des protéines des régions A et C par le complexe 4
induit par I’IL-6 entraine une activation de la transcription, donc de la synthése de 1’haptoglobine
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La synthése de I’Hp suit les mécanismes traditionnels de la biosynthése des protéines :
transcription du DNA en mRNA, maturation et épissage de ce dernier, puis traduction au
niveau ribosomal en polypeptide précurseur lui-méme maturé en peptide actif apres
glycosylation par les enzymes cellulaires, et enfin sécrétion. 30 % a 50 % de I’Hp circulante

sont synthétisées chaque jour (Putnam, 1975).

Le dimére a/f est synthétisé sous forme d’un précurseur unique : la pro-pro-haptoglobine
issue de la traduction d’'un méme ARN messager HpmRNA (Yang et coll., 1983 ; Van der
Straten et coll., 1984). La pro-pro-haptoglobine est constituée d’un peptide signal hydrophobe
de 18 acides aminés situé du coté N-terminal, d’une chaine o formée de 83 acides aminés,
d’un résidu arginine en position 84 et d’une chaine  formée de 245 acides aminés et située du
coOté carboxy-terminal. La chaine B de I’haptoglobine humaine posséde 4 sites potentiels de N-
glycosylation, alors que celle de la souris ou du rat en posséde 2 (Bowman et Kurosky, 1982 ;
Thompson et coll., 1992). Au cours des étapes de maturation, le peptide signal est enlevé et la
pro-pro- Hp se dimérise pour former une pro-Hp. Le radical de la sous-unité § glycosylée est
transformé en complexe de chaines de liaisons de 1’acide sialique au niveau de I’appareil de
golgi, entrainant la formation de pro-haptoglobine glycosylée (Figure 12). La pro-
haptoglobine est clivée au niveau du résidu arginine en position 84 pour donner un résidu de
chaine o de 84 acides aminés et un autre de chaine  de 245 acides aminés (Yang et coll.,
1983 ; Hanley et Heath, 1985). Les 2 chaines a et [ sont reliées entre elles par des ponts
disulfures et 1’arginine en position 84 des chaines a est enlevée par une carboxypeptidase
circulante (Lim et coll., 2001). La protéine d’Hp mature consiste en une glycoprotéine avec

environ 20 % de résidus glucidiques (Thompson et coll., 1992).
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Les concentrations en Hp circulante varient durant la vie. Chez le nouveau-né¢, elles sont plus
faibles (0,2 g/L) (Boggs, 1967), mais augmentent rapidement au cours des premiers jours de
la vie (Bienvenu, 1984). Elles atteignent les concentrations retrouvées chez 1’adulte au bout
de 8 a 10 mois (Kushner, 1982). Chez les adultes sains, les concentrations d’Hp sont
comprises entre 0,38 et 2,27 g/l (Langlois et Delanghe, 1996). Ces concentrations sont
dépendantes du phénotype d’Hp. Les individus ayant le phénotype Hp 1-1 ont des
concentrations d’Hp plus élevées que ceux de phénotype Hp 2-2, les concentrations des
individus avec le phénotype 2-1 étant intermédiaires. Les concentrations d’haptoglobine
circulante sont modulées par 1’action combinée d’hormones activatrices et inhibitrices de sa

synthése.

68



I I I I I Géne Hpl
1 2 3 4 5
l Transcription
12 34
[ ] | AAAA Hp mRNA
AUG l Traduction

e —— Polypeptide Hp

Coupure du peptide signal

Glycosylation et dimérisation

Pro-haptoglobine

Arg84 Clivage en sous-unités et coupure de I’Arg
84 par une carboxypeptidase circulante

Haptoglobine

Figure 13 : Synthése de I’haptoglobine 1 (Bowman et Kurosky, 1982). Le géne Hpl est transcrit sous
forme d’un ARN messager polyadénylé avec un codon "start"au niveau de 1’exon 1 pour donner un polypeptide simple.
Le peptide signal est clivé, puis le polypeptide est glycosylé. La pro-pro-Hp glycosylée se dimérise ensuite pour donner
la pro-haptoglobine. La pro-haptoglobine subit un clivage protéolytique au niveau de 1’arginine-84 du coté C terminal
pour donner les sous-unités a et §. L’ Agr-84 est enlevée par une carboxypeptidase circulante.
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V. Distribution géographique

L’¢tude de fréquences des génes de ’Hp a montré une répartition différente selon les régions
considérées avec des fréquences basses de I’Hpl en Asie du sud-est et des fréquences ¢levées
en Afrique et en Amérique du sud (Schultze et Heremans, 1966). L’étude de la distribution
des phénotypes en Europe du nord-ouest a montré une fréquence de 1’ordre de 16 % pour le
phénotype Hp 1-1, 48 % pour le phénotype Hp 2-1 et 36 % pour le phénotype Hp 2-2, ce qui
correspond a une fréquence de 40 % pour 1’allele Hpl et 60 % pour 1’allele Hp2 (Schultze et
Heremans, 1966). La fréquence de 1’allele Hpl augmente, d’une part de 1’Asie du sud en
direction de I’Europe et de I’ Afrique, et d’autre part de 1’Asie vers I’Amérique en passant par
I’Alaska. La plus grande fréquence de Hpl a été retrouvée chez les Indiens Araucaniens du
Chili (Nagel et Etcheverry, 1963 ; Schultze et Heremans, 1966). La distribution géographique
des phénotypes d’haptoglobine a travers quelques régions du monde est répertoriée dans le

Tableau IV.
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Tableau IV : Distribution géographique (%) des phénotypes d’haptoglobine (Langlois et
Delanghe, 1996).

Population Hp1-1 Hp2-1 Hp2-2 Hp0-0 Hpl(a) Références
Caucasiens
Amérique du nord
Canada 21.1 50.5 284 0.0 46 % Allison et coll., 1958
Etats-Unis (Seattle) 14.4 48.2 37.4 0.3 38 % Giblett, 1959
Europe
Belgique (Gent) 13.0 53.0 34.0 0.0 40 % Louagie et coll, 1993
France (Paris) 15.3 49.7 35.0 0.0 40 % Van Sande, 1963
Allemagne 14.0 48.0 38.0 0.0 46 % Thomas, 1992
Hongrie (Budapest) 12.6 47.2 40.2 0.0 36 % Hever, 1969
Suede (Umea) 13.5 47.5 39.0 0.0 37 % Frohlander, 1989
UK (Oxford) 10.1 55.5 31.7 0.0 43 %
Asie
Iran (Moslem) 8.2 40.8 51.3 0.0 28 % Bowman, 1964
Inde (Hyderabad) 2.5 13.3 84.2 0.0 9% Padma et Valli, 1988
Australie
Australie (Melbourne) 15.5 48.5 343 1.7 40 % Mitchell, 1988
Noirs
Afrique
Burundi (Hutu) 28.2 47.9 19.8 4.1 52 % Van Sande, 1963
Burundi (Tutsis) 279 47.7 22.1 23 52 % Van Sande, 1963
Nigéria (Yoruba) 53.5 11.1 3.0 323  59% Allison et coll., 1958
Libéria/ Cote d’ivoire 48.7 42.3 9.1 0.0 70 % Allison et coll., 1958
Ameérique du Nord
Etats Unis (Seattle) 26,4 31,2 38,2 4,2 54 % Giblett, 1959
Mongoloides
Asie
Thailande (nord-est) 5.7 37.1 54.8 23 24 9% Blackwell, 1963
Chine 9.4 35.2 55.4 0.0 27 % Zhao et coll., 1993
Taiwan (Taipei) 9.3 37.7 52.9 0.0 28 % Blackwell, 1963
Japon 7.4 37.2 354 0.0 26 % Shindo, 1990
Amérique
Esquimaux (Greenland) 6.6 45.9 47.2 0,0 26 % Galatius-J, 1960
Chili (Indiens Pehuenche) 62.8 34.5 2.7 0.0 78 % Nagel, 1963
Mexique/Guatemala 334 49.6 15.6 0.7 58 % Sutton, 1960
Arborigenes
Australie (du Nord) 2.0 31.7 66.3 0.0 18 % Flory, 1964

(a): Fréquence de I’allele Hpl
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VI. Propriétés fonctionnelles de ’haptoglobine

VLI. 1. Fixation de I’hémoglobine

La principale fonction de I’Hp est de fixer I’hémoglobine libre pour former un complexe Hp-
Hb. La fixation de ’Hp a I’Hb constitue une des plus fortes interactions non covalentes
connues en biologie avec une constante de dissociation au moins égale a 10™° mol.L’
(Bowman et Kurosky, 1982). L’¢tude des mécanismes de fixation de ’'Hp a ’Hb a montré
que la liaison se fait entre la chaine  de I’Hp et les chaines B et a de I’Hb. La chaine 3 de
I’hémoglobine humaine contient deux sites spécifiques de fixation de ’Hp situés au niveau
des résidus B11-25 et f131-146, alors que la chaine a en posseéde un seul situé au niveau des
résidus a 121-127 (McComick et Atassi, 1990). La fixation de I’Hb dépend non seulement de
la concentration, mais aussi du type d’Hp (Javid, 1965). Tous les phénotypes majeurs de I’Hp
fixent I’Hb avec une stoechiométrie de 1:1, ¢’est-a-dire que chaque dimere af3 de I’Hp fixe un
dimere aff de I’Hb (Pastewka et coll., 1975 ; Bowman et Kurosky, 1982). Cependant I’effet
des phénotypes sur la formation du complexe n’est pas clair (Javid, 1978 ; Lim et coll., 2001).
Plusieurs auteurs ont rapporté que la taille de ce complexe retarde sa filtration au niveau du
glomérule, ce qui permet de 1’éliminer par le systéme réticulo-endothélial (Sadrzadeh et
Bozorgmehr, 2004). L’¢limination du complexe permet de préserver le rein contre les
dommages oxydants pouvant résulter de la présence de I’Hb extracellulaire.

L’ haptoglobine circulante est saturée quand la concentration d’Hb plasmatique est de 0.5 a
1.5 g/ (Vlierberghe et coll., 2004). La demi-vie de I’Hp est environ de 3,5 jours, alors que
celle du complexe Hp-Hb est approximativement de 10 minutes (Bowman, 1993). La
clairance du complexe Hp-Hb de [’organisme est importante. Il existe deux voies

d’¢élimination plasmatique du complexe ; la premicre est réalisée par 1’intermédiaire d’un
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récepteur de faible affinité localisé au niveau des hépatocytes (90 % des récepteurs), et la
deuxiéme est effectuée via le récepteur CD163 de forte affinité retrouvé a la surface des
monocytes macrophages (10 % des récepteurs) (Kristiansen et coll., 2001 ; Graversen et coll.,
2002 ; Zuwata-Jagietto, 2006 ; Guetta et coll., 2006). Dans le compartiment extra-vasculaire,
I’élimination du complexe se fait via sa fixation au niveau du récepteur CD163 situé¢ a la
surface des monocytes-macrophages (Figure 13) (Kristiansen et coll., 2001 ; Graversen et
coll., 2002 ; Guetta et coll., 2006). L’expression de ce récepteur CD163 est augmentée par les
glucocorticoides, I’interleukine-6 et 1’interleukine-10 (Graversen et coll., 2002). Cependant,
méme si la formation du complexe Hp-Hb inhibe en grande partie le pouvoir oxydant de I’Hb,
il n’en demeure pas moins que ce complexe n’est pas dépourvu d’effets néfastes. En effet, il
peut catalyser une faible production de radicaux libres, mais surtout inhiber I’activité du

monoxyde d’azote (Rother et coll., 2005 ; Guetta et coll., 20006).

Hb Hp 1-1
90 >
i ~  CDI163 .
Hp-Hb complex » 00 '
1 EI 1 @
i | |
Endocytosis l
Fe : : s
/' Signalling by cross-linking 7
/.--——m.\‘ B — 0 —
{ I Heme Biliverdin Bilirubin
Lysosome\, ¢~/ Macrophage

Figure 14 : Représentation schématique illustrant la fixation de I’Hb par ’Hp 1-1
et I’élimination du complexe Hp-Hb par sa fixation sur le récepteur CD163 des
monocytes/macrophages (Graversen et coll., 2002).
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VI. 2. Protection contre les radicaux libres

Les radicaux libres comme le radical superoxyde O, et le radical hydroxyle *OH sont des
especes treés réactives capables de provoquer des dommages cellulaires par le biais de la
peroxydation des lipides membranaires (Gutteridge, 1995). L’hémoglobine extracellulaire
provoque 1’accumulation des radicaux libres a partir du fer de ’héme par la production de
radicaux hydroxyles via la réaction de Fenton (Haber et Weiss, 1934 ; Sadrzadeh et coll.,
1984). Plusieurs auteurs ont montré que le fer de I’héme est susceptible d’entrainer
I’oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL), ce qui peut provoquer des dommages
au niveau vasculaire (Gutteridge, 1995 ; Melamed-Franck et coll., 2001). De méme, les
radicaux libres générés par les macrophages activés sont impliqués dans les syndromes de
détresse respiratoire, de nécrose tissulaire et d’athérosclérose (Balla et coll., 1993 ; Moison et
coll., 1993). Ces effets néfastes sont inhibés partiellement par la fixation de I’Hb sur I’Hp.
Cette capacité de fixation est dépendante des phénotypes (Tableau V) (Javid, 1965). A titre
d’exemple, la destruction des globules rouges dans le liquide interstitiel intracérébral entraine
la formation de radicaux hydroxyles a ce niveau (Lange, 1992). La distribution des protéines
avec un haut degré de polymérisation dans le milieu extravasculaire étant limitée par leur
taille (Lange, 1992), la capacité anti-oxydante de ces liquides extravasculaires est moins
importante chez les individus avec un phénotype Hp 2-2 que celles des individus possédant un
autre phénotype (Lange, 1992).

Des études ont montré une précipitation d’Hb au niveau des cellules tubulaires rénales durant
de séveres hémolyses intravasculaires ou durant la transfusion de dérivés sanguins contenant
de I’Hb extracellulaire. Cette précipitation de Hb au niveau du tissu rénal était accompagnée
d’une atteinte de la fonction rénale et une déplétion de la concentration en Hp circulante (Tam

et Wong, 1988 ; Glassock, 1995). L’étude des mécanismes par lesquels I’Hp protégerait le
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rein contre les dommages causés par I’Hb libre a montré que I’Hp agissait essentiellement par
neutralisation du potentiel oxydant et des propriétés vasoconstrictrices de I’Hb (Lim et coll.,
1998 ; Lim et coll., 2000 ; Lim et coll., 2001). En effet, ces auteurs ont montré grace a
I’utilisation de souris "Hp knock-out" une augmentation de I’expression de I’héme oxygénase,
et de la 8-OH guanine, marqueur de 1’oxydation de I’ADN des cellules rénales chez les souris
"Hp knock-out" par rapport aux souris sauvages "wild-type". De plus, le dysfonctionnement
était réversible par utilisation de vasodilatateurs (Lim et coll., 2000).

Enfin, I’importance de la formation du complexe Hp-Hb est illustrée par une susceptibilité
accrue aux dommages oxydants des tissus dans les conditions d’hypo-ou
d’anhaptoglobinémie (Hp 0-0) ou chez les souris déficientes en Hp (Panter et coll., 1985 ;

Lim et coll., 1998 ; Lim et coll., 2000 ; Van Vlierberghe et coll., 2004).

Tableau V : Propriétés fonctionnelles des phénotypes d’haptoglobine

Propriétés fonctionnelles Hp 1-1 Hp 2-1 Hp 2-2
Fixation de I’hémoglobine ¢élevée intermédiaire Faible
Activité anti-oxydante ¢levée intermédiaire Faible
Inhibition de la synthese des prostaglandines ¢levée intermédiaire Faible
Effet angiogénique faible intermédiaire ¢levée
Affinité pour le récepteur CD 22 ¢levée ¢levée ¢levée

VI. 3. Influence sur le statut en fer

Le récepteur CD163 a ¢été identifi¢ comme un récepteur situé a la surface des

monocytes/macrophages, dont le role est de fixer le complexe Hp-Hb (Kristiansen et coll.,
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2001) ; ’'Hp ou I’Hb prises isolément ne sont pas capables de se lier a ce récepteur. La
fixation du complexe Hp-Hb au récepteur CD163 laisse suggérer 1’exposition d’un nouvel
épitope de liaison au récepteur (Van Vlieberghe et coll., 2004). Cette fonction du récepteur
CD163 est a la base d’un transfert substantiel du fer de ’Hb dans le macrophage. Les
complexes de I’Hb avec les phénotypes de haut degré de polymérisation tel que I’Hp 2-2
présentent une affinité élevée pour le récepteur CD163 comparés aux complexes de I’Hb avec
le phénotype Hp 1-1 (Kristiansen, et coll,, 2001). L’augmentation des concentrations
intracellulaires d’héme avec 1’endocytose des complexes Hb-Hp 2-2, entraine une rapide
induction de la synthése de ferritine. Chez la plupart des mammiféres, la ferritine cytosolique
est composée de deux chaines notées Chaines H et L. Les chaines H possédent une activité
ferroxydasique, qui accélére 1’oxydation du fer ferreux (Fe*"), avec comme facteur limitant de
la réaction I’incorporation du fer a la ferritine dans une réaction qui consomme une molécule
d’oxygene pour deux ions Fe*" avec production de peroxyde d’hydrogéne (Van Vlierberghe et
coll., 2004). Chez I’homme, le phénotype Hp 2-2 est associée a des concentrations élevées de
fer sérique et de ferritine comparées aux phénotypes Hp 1-1 et Hp 2-1. De méme, le
coefficient de saturation de la transferrine est plus élevé chez les hommes de phénotype Hp 2-
2 que chez les hommes possédant les autres phénotypes chez lesquels les concentrations de
transferrine sont plus basses. Par ailleurs, une corrélation a été trouvée entre les
concentrations de ferritine sérique et les contenus en ferritine des monocytes qui sont
également ¢€levés chez les hommes de phénotype Hp 2-2 (Langlois et coll., 2000). De méme,
une corrélation positive a été observée entre les concentrations sériques et monocytaires de
ferritine, laissant suggérer que 1’augmentation de la synthése de ferritine dans le monocyte-

macrophages entraine une augmentation de ferritine circulante (Langlois et coll., 2000).
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VLI. 4. Inhibition de P’activité vasoconstrictrice de I’hémoglobine

Le monoxyde d’azote (NO) est un puissant vasodilatateur qui est produit par de nombreux
types cellulaires incluant les cellules endothéliales vasculaires (Maeda et coll., 2003) et les
macrophages activés (Nathan, 1992 ; Green, 1995). Des concentrations ¢levées de NO sont
cytotoxiques et sont associées a un systeme de défense non spécifique contre les
microorganismes (Green, 1995). Par contre, des libérations pulsées de faibles quantités de NO
sont impliquées dans la régulation de certains mécanismes physiologiques comme le maintien
du tonus vasculaire. Le NO a été identifié comme le principal facteur de relaxation dérivé de
I’endothélium (EDRF) (Griffith et coll., 1984). L’activité vasoconstrictrice de 1’hémoglobine
a été largement documentée et a posé un probléme majeur dans le développement de solution
de substituts sanguins (Alayash, 1999 ; Creteur et coll., 2000). La forte activité
vasoconstrictrice de I’Hb a été attribuée a sa fixation rapide au NO (Thompson et coll., 1994).
In vitro, le NO réagit avec 1’oxyhémoglobine extracellulaire quasi-instantanément 250 fois
plus rapidement qu’avec 1’hémoglobine intracellulaire (Kelm et coll., 1988), ce qui laisse
suggérer que 1’Hb extracellulaire pourrait fixer le NO plus rapidement que 1I’Hb intracellulaire
(Lim et coll., 2001). Des études ont montré que 1’Hp était capable d’inhiber in vitro I’activité
vasoconstrictrice de I’Hb (Edwards et coll., 1986 ; Nakai et coll., 1996). En effet, il a été
montré que I’Hb extracellulaire inhibait la vasodilatation dépendante de 1’endothélium par
une interaction chimique directe avec le NO (Martin et coll., 1985 ; Collins et coll., 1993).
L’Hp en se fixant sur I’hémoglobine, limite I’interaction de cette derniére avec le NO et
inhibe ainsi I’activité vasoconstrictrice de I’Hb (Langlois et Delanghe, 1996 ; Lim et coll.,
2001 ; Sadrzadeh et Bozorgmehr, 2004). Les mécanismes moléculaires par lesquels I’activité
vasoconstrictrice de I’Hb est inhibée par I’Hp ne sont pas encore bien ¢lucidés (Lim, 2001).

En effet, des études ont montré qu’une possible explication de I’augmentation de la
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vasoconstriction observée au niveau rénal chez les souris "Hp knock-out" pourrait étre li¢e a
une augmentation de la peroxydation lipidique. En effet, la peroxydation lipidique initiée par
I’Hb libre ou par ses métabolites peut entrainer la formation de composés "prostaglandines-
like" comme les F,-isoprostanes, qui sont de puissants vasoconstricteurs (Cracowski et coll.,

2000 ; Lim et coll., 2001).

V. 5. Inhibition de la synthése des prostaglandines

Les prostaglandines sont des substances produites par action d’enzymes comme les
lipooxygénases et cyclooxygénases sur des acides gras, notamment ’acide arachidonique
(Halliwell et Gutteridge, 2000). Ils jouent un réle important dans la modulation de
I’aggrégation plaquettaire. De plus, certaines prostaglandines, comme les leucotriénes,
possédent un effet pro-inflammatoire (Funk, 1996). L’Hp fait partic de la famille des
inhibiteurs endogénes des prostaglandines (Jue et coll., 1983). En effet, la fixation de I’Hb a
I’Hp a pour conséquences de prévenir la formation de composés héminiques qui catalysent
I’oxydation de 1’acide arachidonique par les prostaglandines synthases (Lange, 1992).
L’inhibition attribuée a I’Hp sur la synthése des prostaglandines a d’importantes
conséquences biologiques, notamment une action anti-inflammatoire (Jue et coll., 1983).
L’effet inhibiteur des phénotypes Hp 2-2 et Hp 2-1 est moins prononcé que celui du

phénotype 1-1 (Tableau V) (Lange, 1992).
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VL. 6. Role de ’haptoglobine dans la modulation du systéeme immunitaire

Les cellules de type Th1 et Th2 sont deux groupes de lymphocytes T qui interviennent dans la
régulation des réponses cellulaires. Le déséquilibre de la balance Th1/Th2 a ét¢ décrit comme
responsable d’une susceptibilité accrue au développement de nombreuses conditions
pathologiques comme les infections parasitaires et virales, les allergies et des maladies auto-
immunes (Arredouani et coll.,, 2003 ; Sadrzadeh et Bozorgmehr, 2004). Des auteurs ont
montré une protection vasculaire plus importante contre les dommages oxydants de I’Hb chez
des individus du phénotype d’Hp 1-1 comparés a ceux de type Hp 2-2 (Guetta et coll, 2006).
Un des mécanismes plausible pour expliquer cette différence de protection est attribué a une
rupture de I’équilibre Th1/Th2 par la production de cytokines par les macrophages, le Thl
étant pro-inflammatoire et le Th2 anti-inflammatoire (Guetta et coll., 2006). En effet, il a
montré que le complexe Hb - Hp 1-1 induisait la sécrétion par les macrophages d’une quantité
plus importante de cytokines anti-inflammatoires (comme 1’IL-10), que les complexes Hb -
Hp 2-2. Cette sécrétion fait intervenir des mécanismes dépendant de la fixation des complexes
aux récepteurs CD163. Par ailleurs, la fixation des complexes sur le récepteur CDI63 induit
une sécrétion plus faible de TNFa chez les individus de type 1-1 comparés a ceux des autres
phénotypes.

Aussi, aprés hémorragie, les phénotypes apparaissent jouer des roles opposés dans la
modulation de la fonction des macrophages. En effet, les complexes Hb - Hp 1-1 générés
possédent un potentiel redox inactif et se fixent au récepteur CD163 pour induire la sécrétion
de cytokines anti-inflammatoires. A 1’opposé, chez les individus de phénotypes 2-2, les
complexes Hb - Hp 2-2 générés possédent un potentiel redox actif et vont entrainer la
production de radicaux libres (Asleh et coll., 2003 ; Asleh et coll., 2005) qui peuvent médier

une inflammation et des dommages vasculaires (Guetta et coll., 2006) (Figure 14).
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Hp-1 Genotype

Hp-2 Genotype

Figure 15 : Role du génotype de I’haptoglobine dans la modulation de la réponse des
macrophages dans un contexte d’hémorragie (Graversen et coll., 2002).

Au niveau de la peau, les cellules de Langerhans font partie du groupe des cellules
dendritiques. Elles dérivent des cellules souches hématopoiétiques situées dans la moelle
osseuse et sont présentes dans tous les épithéliums pavimenteux stratifiés des mammiféres.
Elles sont en particulier dispersées entre les kératinocytes de la couche a épines de 1'épiderme,
la E-cadhérine jouant un réle probablement important dans leur adhérence aux kératinocytes.
Les cellules de Langerhans initient et propagent les réponses immunes dirigées contre les
antigénes appliqués sur la peau. Elles sont capables d'ingérer des particules étrangéres, y
compris des micro-organismes. Apres avoir capté l'antigéne, les cellules de Langerhans
activées quittent 1'épiderme et gagnent les ganglions lymphatiques satellites ou elles
présentent les déterminants antigéniques aux lymphocytes T. L’Hp a été décrite comme

inhibiteur de I’activité des cellules de Langerhans au niveau de la peau et peut ainsi avoir un
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role dans la prévention des maladies de la peau dépendant des lymphocytes T (Xie et coll.,
2000 ; Sadrzadeh et Bozorgmehr, 2004). De plus, I’Hp inhibe les cathepsines B et L et
diminue I’activité des polynucléaires neutrophiles ainsi que la production d’anticorps en
réponse a une réaction inflammatoire (Kalsheker et coll, 1981 ; Oh et coll., 1990). L’Hp se lie
a différentes cellules du systéme immunitaire par le biais de récepteurs spécifiques exprimeés a
leur surface. C’est ainsi qu’elle se lie aux granulocytes, aux monocytes, aux cellules "naturel
killer" et aux lymphocytes T CD8+ par I’intermédiaire du récepteur CD11/CD18 (MAC 1).
Elle peut ainsi moduler les réponses dépendantes de ces cellules (El Ghmati et coll., 1996).
L’Hp se fixe également sur les lymphocytes B par I’intermédiaire des récepteurs de surface
CD22 et peut donc étre impliquée dans les réponses immunitaires et inflammatoires de ces
cellules (Hanasaki et coll., 1995). Des auteurs ont rapporté la présence d’une population de
lymphocytes B et de lymphocytes T CD4+ au niveau du sang périphérique beaucoup plus
importante chez les individus de phénotype Hp 2-2 par rapport a ceux de type Hp 1-1. De
méme les individus de phénotype Hp 2-2 ont plus de cellules CD4+ au niveau de la moelle

osseuse que ceux de type Hp 1-1 (Langlois et coll., 1997).

VI. 7. Haptoglobine et angiogenese

L’angiogenése correspond a la formation de nouveaux vaisseaux a partir de vaisseaux
préexistants. Elle survient dans diverses conditions physiologiques ou pathologiques comme
la croissance tumorale, les maladies inflammatoires chroniques et les néoplasmes
(Koerselman et coll., 2003 ; Sadrzadeh et Bozorgmehr, 2004). De nombreuses substances sont
capables de favoriser la néo-vascularisation, parmi lesquelles deux facteurs sont

particuliérement bien connus : le facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire (VEGF) et
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le facteur de croissance basique des fibroblastes (bFGF) (Lazarous, 1996 ; Lohr, 2005). Par
ailleurs, le facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire, encore appelé¢ VPF (pour facteur
de perméabilité vasculaire) posseéde une activit¢ mitogéne spécifique pour les cellules
endothéliales in vitro et un fort pouvoir angiogénique in vivo (Schultz, 1999, Koerselman,
2003).

L’Hp a été décrite comme un facteur angiogénique du sérum nécessaire a la prolifération et a
la différenciation des cellules endothéliales pour la formation de nouveaux vaisseaux (Cid et
coll., 1993; Arredouani et coll., 2003). L’augmentation des concentrations sériques d’Hp lors
de maladies inflammatoires chroniques ou ischémiques joue un réle important dans la
réparation des tissus et la formation de vaisseaux collatéraux (Cid et coll., 1993). L’Hp a été
décrite comme un facteur de migration cellulaire impliqué dans les processus de remodelage
tissulaire (De Kleijn 2002) et son expression est suffisamment augmentée durant les
phénoménes de croissance vasculaire collatérale pour exercer des effets biologiques sur la
migration cellulaire, ce qui suggére que I’Hp joue un rdle important dans ces processus.
Toutefois 1’action de I’Hp sur la migration cellulaire reste secondaire a celle d’autres facteurs
comme le VEGF ou I’angiopoiétine-1 (Weihrauch, 1998 ; Matsunaga, 2003 ; Lohr, 2005).
Ainsi, la stimulation de la prolifération des cellules endothéliales par 1’haptoglobine semble
devenir prédominante dans les circonstances ou les taux de VEGF sont faibles (Lohr, 2005).
Des ¢études ont montré que tous les phénotypes majeurs de I’Hp possédent des effets
angiogéniques in vivo, le phénotype Hp 2-2 ayant été trouvé plus angiogénique que les deux
autres phénotypes (Cid, 1993 ; Nakhoul, 2000). Enfin, des études cliniques ont montré
I’impact du phénotype d’Hp sur la croissance vasculaire dans la maladie diabétique. La
rétinopathie diabétique qui s’accompagne d’une stimulation de 1’angiogenése au niveau de la

rétine, a été trouvée plus fréquente chez les patients de phénotype Hp 2-2. Par ailleurs, il a été
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montré que le phénotype Hp 2-2 est celui qui stimule le plus la migration cellulaire au cours

de I’angiogenése occulaire (Cid et coll., 1993 ; Nakhoul, 2000 ; Hochberg , 2002).

VI. 8. Activité antibactérienne de I’Hp

Le fer constitue un élément essentiel a la croissance bactérienne. La combinaison d’un
processus hémorragique a une infection bactérienne peut conduire a des situations
dramatiques. En effet, la présence de sang au niveau des tissus 1ésés peut fournir le fer aux
microorganismes et ainsi favoriser leur prolifération (Eaton et coll., 1982). L’Hp, en fixant
I’Hb diminue la disponibilit¢ du fer nécessaire a la croissance de bactéries comme
Escherichia coli (Barclay, 1985). A titre d’exemple, des auteurs ont montré que I’Hp est
capable d’inhiber la Iéthalité des rats aprés une injection intrapéritonéale d’une suspension
d’Escherichia coli et d’Hb (Eaton et coll., 1982). De méme, I’Hp synthétisée au niveau des
poumons, joue un role antimicrobien important au niveau du mucus et des liquides alvéolaires

contre les infections (Yang et coll.,1995).

VII. Aspects cliniques de laboratoire

L’ haptoglobine est présente dans divers liquides de 1’organisme incluant le sérum, le liquide
amniotique et des liquides d’ascite (Dobryszycka, 1997). Par conséquent, elle peut étre dosée

dans différents milieux biologiques.

83



VII. 1. Détermination des concentrations d’haptoglobine

Les premic¢res méthodes de dosage de I’haptoglobine ¢étaient basées sur le pouvoir
peroxydasique du complexe Hp-Hb a pH acide (Jayle, 1951 ; Standing et Price, 1976 ;
Kickler et coll., 1976). D’autres méthodes utilisant les propriétés spectrales de I’Hb liée a
I’Hp, ou la séparation du complexe Hp-Hb et de I’Hb libre ont été ¢galement utilisées (Shim
et Jue, 1984). Les résultats de ces méthodes ont été formulés en terme de capacité de fixation
de I’Hb, exprimée en gramme ou mole d’Hb par litre de plasma ou de sérum.
L’immunodiffusion radiale a ¢ét¢ aussi utilisée, mais les résultats sont dépendants du
phénotype du fait des degrés de polymérisation variables, donc des masses moléculaires et des
vitesses de diffusion différentes. Certains auteurs ont préconisé 1’utilisation d’un facteur de
correction, pour obtenir les concentrations "réelles" en Hp (Braun et Aly, 1969 ; Van Rijn et
coll., 1987). Actuellement, des méthodes immuno-néphélémétriques et immuno-
turbidimétriques permettent doser I’Hp. Elles offrent 1’avantage d’étre accessibles sur des
analyseurs multiparamétriques de biochimie (Van Lente et coll.,, 1979 ; Van Rijn et coll.,
1987). Cependant, certains auteurs ont décrit les méthodes immuno-turbidimétriques comme
étant dépendantes des phénotypes (Van Rijn et coll., 1987). Des «kits » ELISA ont été

également développés pour le dosage de I’Hp (Katnik et Dobryszycka, 1992).

Depuis 1994, les concentrations en Hp déterminées en biologie clinique doivent étre tragables

a un matériau de référence (CRM 470), selon les recommandations de la Fédération

Internationale de Chimie Clinique (IFCC) (Whicher et coll., 1994 ; Delanghe et coll., 1996).
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VILI. 2. Détermination des phénotypes d’haptoglobine

La détermination des phénotypes d’Hp et de ses sous-types a ét¢ couramment réalisée en
médecine légale pour effectuer des tests de paternité et d’identification des individus. Le
résultat d’exclusion théorique de paternité¢ du systeme est d’environ 0.184 (Bias et coll.,
1986). Les résultats obtenus avec ce systéme sont en général comparés avec ceux d’exclusion
de paternité obtenus avec différents systémes de groupes sanguins (ABO, Rh, MNS,...). La
détermination du phénotype et de ses sous-types est utilisée en supplément des antigénes
érythrocytaires et des antigénes leucocytaires en cas de paternité contestée (Bias et coll.,
1986). Plus récemment, le polymorphisme de I’Hp été décrit comme un facteur déterminant
de I’évolution de plusieurs maladies ou de pronostic en mati¢re de transplantation de foie

(Delanghe et coll., 1998a).

De nombreuses méthodes ont été décrites pour le phénotypage de I’Hp (Langlois et Delanghe,
1996), dont la plus couramment utilisée est 1’électrophorése sur gel de polyacrylamide de
plasmas supplémentés en Hb, suivie d’une révélation du pouvoir peroxydasique des
complexes Hp-Hb (Smithies, 1955). Un phénotypage réalisé sur gel de polyacrylamide en
présence de SDS a été également décrit (Shindo, 1990). Plusieurs méthodes de phénotypage
basées sur des techniques d’isoélectrofocalisation en gel de polyacrylamide contenant de
I’urée ou du 2-mercaptoéthanol, suivies par un immnuno-transfert ont été décrites (Alonso et

coll., 1990).
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VII. 3. Haptoglobine comme marqueur

Les principales causes de variations pathologiques des concentrations sériques d’haptoglobine
sont I’inflammation et 1’hémolyse. L’inflammation s’accompagne d’une augmentation des
concentrations circulantes, alors que 1’hémolyse est responsable d’une diminution.
L’haptoglobine est utilisée comme marqueur des processus inflammatoires depuis plusieurs
dizaines d’années (Jayle, 1951). Sa concentration plasmatique augmente en réponse a divers
stimuli incluant la grossesse, I’infection, les traumatismes, 1’infarctus du myocarde et d’autres
réactions inflammatoires (Thomas, 1992 ; Tietz, 1995). L amplitude d’augmentation de la
concentration d’haptoglobine lors d’un syndrome inflammatoire peut varier d’un facteur
allant de 2 a 4 (Laurent, 1984). Une hyperhaptoglobinémie a été également retrouvée dans des
maladies psychiatriques inflammatoires, notamment dans la dépression majeure (Maes et
coll., 1992). Une corrélation positive a été trouvée entre les concentrations en Hp sérique et
I’activation du systéme de défense (augmentation du nombre de polynucléaires neutrophiles,
de monocytes, et de lymphocytes T activés) dans la dépression majeure en relation avec une

hypersécrétion d’IL-6 (Maes et coll., 1993).

Les concentrations en Hp du sérum diminuent en cas d’hémolyse intravasculaire, notamment
dans toutes les situations ou les concentrations en Hb extracellulaire sont élevées (paludisme,
hémoglobinopathies, valves cardiaques, endocardites) (Thomas, 1992 ; Tietz, 1995).
L’amplitude de la baisse dépend largement de la concentration initiale d’Hp (Delanghe et
coll,, 1996). Parmi les autres causes de variations, il est a noter que les concentrations
sériques d’Hp diminuent en cas de malnutrition ou d’insuffisance hépatocellulaire (Thomas,
1992 ; Tietz, 1995), d’érythropoiese inefficace et chez les nouveaux nés (Piessens et coll.,

1984). Un syndrome néphrotique peut étre associ¢ a des concentrations d’Hp élevées ou

86



basses en fonction du phénotype du patient et de la survenue d’une inflammation (Tietz,
1995). En effet, le phénotype Hp 1-1, du fait de sa petite taille est éliminé dans 1’urine des
patients atteints de syndrome néphrotique, alors que les phénotypes Hp 2-1 et Hp 2-2 peuvent

étre retenus (Tietz, 1995).

Le dosage de I’Hp est également réalis¢ en biologie médicale dans la cadre de la
détermination du score du Fibrotest® pour le diagnostic non invasif de fibrose hépatique,
conséquence de nombreuses maladies chroniques du foie (Boulic¢re, 2005). Le diagnostic de
fibrose repose classiquement sur l'examen anatomo-pathologique d'un fragment de foie
recueilli par une ponction-biopsie hépatique. Cependant, cet examen est invasif. Ainsi, depuis
plus de 10 ans, de nombreuses équipes ont étudié la valeur diagnostique de marqueurs
biologiques directs ou indirects de la fibrose (Bouliere, 2005). En effet, plusieurs scores,
calculés a partir d'algorithmes, associant différents paramétres directs ou indirects liés a la
fibrose ont été proposés pour augmenter 1’efficacité d’un diagnostic non invasif d'une fibrose
significative (Bouliére, 2005). Le Fibrotest® est sans doute le score qui a été le plus étudié. Il
est calculé a partir du dosage de 5 paramétres (haptoglobine, apolipoprotéine Al, bilirubine,
GGT, alpha 2-macroglobuline), avec ajustement selon 1'age et le sexe. Il a été testé et validé
sur population de patients atteints d'hépatite chronique C (Poynard et coll., 2000 ; Imbert-
Bismut et coll., 2001). Par la suite, un autre test appelé Actitest®, qui inclut un sixiéme
paramétre, I’alanine aminotransferase (ALT), et reflétant 1’activité nécrotico-inflammatoire, a
été développé (Bouliére, 2005).

La variabilité interlaboratoire du Fibrotest® et de 1’ Actitest® est réduite par la standardisation
des méthodes, en particulier par I'utilisation de matériaux de référence (Halfon et coll., 2002 ;

Imbert-Bismut et coll., 2004). Ceci est particulicrement important pour le dosage des
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protéines par immunonéphélémétrie ou immunoturbidimétrie et pour la mesure des activités

enzymatiques (Ferard et coll., 1995 ; Lessinger et coll., 2002 ; Ferard et coll., 2004).

VIII. Conséquences cliniques du polymorphisme de I’haptoglobine

L’¢tude de I’effet du polymorphisme de I’Hp sur la progression de diverses maladies a fait
I’objet de nombreux travaux dans le domaine des maladies cardiovasculaires, du diabéte, des

maladies infectieuses, et de désordres hématologiques et neurologiques, entre autres.

VIII. 1. Maladies cardiovasculaires et polymorphisme de I’haptoglobine

L’impact du polymorphisme de I’Hp sur la progression des maladies cardiovasculaires a été
rapporté par plusieurs auteurs (Gogishvili et coll., 1985 ; Guetta et coll., 2006). Le phénotype
Hp 2-2 a été trouvé comme étant un facteur de risque indépendant, prédictif de 1’infarctus du
myocarde (Gogishvili et coll., 1985). De méme, Chapelle et coll. ont montré qu’a la suite d’un
infarctus du myocarde, la sévérité¢ et I’étendue des I€sions sont beaucoup plus importantes
chez les individus de type Hp 2-2 que ceux de type Hp 1-1 et Hp 2-1 (Chapelle et coll., 1982).
D’autres auteurs ont montré que I’espérance de vie des individus de phénotype Hp 2-2 apres
un infarctus du myocarde était réduite par comparaison avec les autres phénotypes (Delanghe
et coll., 1997). L’association du phénotype Hp 2-2 avec la présence de nombreuses plaques
d’athérome chez les patients atteints de maladies ischémiques du cceur laisse suggérer que ce
phénotype protége moins contre le stress oxydant au niveau des vaisseaux (Sadrzadeh et

Bozorgmehr, 2004).
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Le phénotype Hp 2-2 a ¢été également décrit comme un facteur de risque d’hypertension
réfractaire chez des personnes souffrant d’hypertension artérielle (Delanghe et coll., 1995).
De plus, les patients de type Hp 2-2 souffrant d’hypertension artérielle nécessitent plus de
combinaisons de médicaments anti-hypertenseurs pour le controle de la pression artérielle que
ceux des autres phénotypes. Ils nécessitent par ailleurs un suivi plus étroit pour prévenir

I’apparition de complications (Delanghe et coll., 1993).

VIIL. 2. Diabétes et polymorphisme de ’haptoglobine

Le stress oxydant peut jouer un rdle important dans 1’évolution de la maladie diabétique et
peut contribuer a la survenue des complications chroniques (Melamed-Frank et coll., 2001 ;
Asleh et coll., 2003 ; Asleh et coll., 2005). Le phénotype Hp 1-1, du fait de son potentiel anti-
oxydant plus important, protége mieux contre les complications vasculaires au cours du
diabéte que les autres phénotypes (Levy et coll., 2000 ; Nakhoul et coll., 2000 ; Asleh et coll.,
2005). Le phénotype d’Hp a été décrit comme un facteur de risque indépendant pour la
survenue de maladies des artéres coronaires dans le diabéte (Sadrzadeh et Bozorgmehr, 2004).
Des auteurs ont montré que les personnes diabétiques de phénotype Hp 2-2 sont cinq fois plus
exposées a développer des maladies des artéres coronaires que ceux des phénotypes Hp 1-1
(Levy et coll., 2002 ; Levy, 2006). Enfin, le phénotype Hp 2-2 a été trouvé associé€ a un risque
d’apparition plus important de néphropathie diabétique, quel que soit le type de diabéte

glucosé (Nakhoul et coll., 2001).
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VIII. 3. Maladies infectieuses et polymorphisme de I’haptoglobine

La sensibilité des patients aux maladies infectieuses varie également en fonction de leur
phénotype d’Hp. Ainsi, il a ét¢ démontré que les patients de phénotype Hp 2-2 atteints de
tuberculose présentent un risque de mortalité augmenté et une susceptibilité accrue a
développer une tuberculose rénale sévere par rapport aux patients des autres phénotypes. Une
forte prévalence du phénotype Hp 2-2 est retrouvée chez les patients atteints de tuberculose
avancée (Fedoseeva et coll., 1993 ; Kasvosve et coll., 2000a).

Chez les patients atteints par le virus HIV, le phénotype Hp 2-2, est associé a un mauvais
pronostic et a un haut taux de mortalité, comparé aux patients des autres phénotypes
(Delanghe et coll., 1996 ; Delanghe et coll., 1998c). Par contre, dans I’infection due au virus
de I’hépatite C, le phénotype Hp 1-1 est retrouvé de facon prépondérante par rapport aux
autres phénotypes (Sadrzadeh et Bozorgmehr, 2004).

Le polymorphisme de I’Hp affecte la réponse immunitaire a la suite des vaccinations
(Louagie et coll., 1993). A titre d’exemple, les individus de type Hp 2-2 produisent des taux
plus faibles d’anticorps suite a la vaccination contre le virus de 1’hépatite B par rapport aux
individus des autres phénotypes (Louagie et coll., 1993). Par contre, le phénotype Hp 2-2 a
été trouvé associé a une forte réponse immune suite a une vaccination contre le tétanos ou

contre la fiévre typhoide (Delanghe et coll, 1996).
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VIII. 4. Polymorphisme de I’haptoglobine et autres pathologies

En dehors de toutes les pathologies énoncées ci dessus, I’influence du polymorphisme de I’Hp
sur 1’évolution de nombreuses pathologies incluant des maladies neurologiques (€pilepsie)
(Panter et coll., 2003), des cancers du poumon ou de 1’ovaire (Delanghe et coll., 1996) a été
é¢tudié. Les individus de phénotype Hp 2-2 présentent une susceptibilité accrue a une
évolution défavorable par rapport aux autres phénotypes dans ces différentes pathologies. Les
conséquences cliniques liées au polymorphisme de I’Hp sur 1’évolution de diverses

pathologies sont répertori¢es dans le Tableau VI.
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Tableau VI : Conséquences cliniques liées au polymorphisme de I’Hp

Pathologies Conséquences cliniques RR Références
Vaccinations Hp 2-2 : forte réponse immune a la vaccination contre la fiévre typhoide et le tétanos. I]:IeVO et Suttoﬁ’ 11997993
Hp 2-2 : faible production d’anticorps aprés vaccination contre le virus de I’hépatite B. ouagle et oL,
Tuberculose Hp 2-2 : forte prévalence chez les patients de stade d’évolution avancée et présentant une | 1.23 |Hever, 1969
forte dissémination.
Hépatite C Hp 1-1 : associé a une augmentation du risque d’évolution vers la chronicité. 1.55 | Louagie et coll., 1996
HIV Hp 2-2 : associé a une mortalité élevée au bout de 5 ans (40 % contre 20 % pour les Delanghe et coll., 1996
phénotypes 1-1 et 2-1).
Allergies Hp 1-1 : forte prévalence dans les dermatites allergiques de contact ou de rhinites| 1.48 |Lange, 1992
allergiques.
Maladies auto- ~ Hp 2-2 : forte prévalence dans I’arthrite rhumatoide d’origine familiale. 1.37 Ralllltafgg;)ahlq‘fi“ et
immunes Hp 2-2 : forte prévalence dans le lupus érythémateux systémique. 1.43 |
Cancer Hp 1-1 : forte prévalence chez les patients dans le cancer du sein et du col de 1’utérus. 1.72 | Tsamantanis, 1980
Maladies Hp 1-1 : forte prévalence dans I’hypertension essentielle. 1.96 |Johnetcoll., 1985
cardiovasculaires Hp 2-2 : association a un risque élevé de survenue de 1’hypertension réfractaire.
Maladies Hp 1-1 : forte prévalence dans la dépression majeure. Ii’[aes etlcg(;g" 1994
psychiatriques Hp 2-2 : forte prévalence dans les épilepsies familiales, les psychoses affectives et les anee.
abus d’alcool et de drogue
Maladies Hp 1-1 : forte prévalence dans la leucémie myéloide chronique aigué. 1.58 | Ostrowski, 1987
hématologiques  Hp 2-2 : forte prévalence dans le myélome a IgA.
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IX. Conclusion

L’hémoglobine libérée lors d’épisodes hémolytiques constitue un important médiateur de
maladies touchant le systéme cardiovasculaire. Sa toxicité et sa nature inflammatoire sont
dues en particulier a sa capacité a consommer le monoxyde d’azote et a servir de substrat a la
réaction de Fenton, qui va entrainer la production d’ions superoxydes et hydroxyles. La
premicre ligne de défense contre ces effets déléteres de I’Hb est constituée par I’haptoglobine.
Cette derni¢re fixe ’'Hb de fagon "irréversible", inhibe une part importante de son pourvoir
oxydant et permet de recycler le fer. Le complexe formé est éliminé essentiellement grace a la

fixation a un récepteur CD163 situ¢ au niveau des monocytes-macrophages.

L’haptoglobine présente un polymorphisme génétique avec trois phénotypes majeurs notés
Hp 1-1, Hp 2-1 et Hp 2-2. Ces derniers présentent des différences sur le plan structural en
rapport avec d’importantes différences fonctionnelles, notamment concernant la fixation de
I’Hb, la protection contre les radicaux libres et tous les effets déléteéres en rapport avec la
présence d’Hb extracellulaire. Le polymorphisme de I’Hp est associé¢ a des variations de la
prévalence et de I’évolution de nombreuses pathologies, incluant les maladies inflammatoires,
les maladies cardiovasculaires, le diabéte et les maladies auto-immunes. Les activités
biologiques, notamment la modulation du stress oxydant et de la réponse immunitaire et
I’inhibition de la synthése des prostaglandines, se sont révélées étre dépendantes du
phénotype d’Hp. La connaissance du phénotype peut constituer un élément prédictif dans

I’évolution de certaines pathologies.
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Troisiéme partie : Phénotypage et purification de I’haptoglobine
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I. Introduction

L’haptoglobine (Hp) est une glycoprotéine dont la principale fonction est de fixer
I’hémoglobine (Hb) libérée au cours de I’hémolyse intra-vasculaire, pour former un complexe

stable rapidement capté par le foie (Polonovski et Jayle, 1938).

L’existence du polymorphisme de I’Hp a été suspectée pour la premicre fois par Jayle et
Judas en 1946 (Jayle et Judas, 1946), et Smithies identifia en 1955 les 3 phénotypes majeurs
de ’Hp par ¢€lectrophorese en gel d’amidon de sérums supplémentés en hémoglobine, suivie
d’une détection de I’activité peroxydasique des complexes Hp-Hb (Smithies, 1955). Des
méthodes de chromatographie liquide haute performance (exclusion-diffusion),
d’¢lectrophorése sur gel d’amidon, d’agarose ou de polyacrylamide ont été développées. Elles
ont été basées sur les différences de mobilité électrophorétique ou des différences de masses
des différents phénotypes Hp 1-1, 2-1 et 2-2 (Ferris et coll., 1963, Pastewka et coll., 1973 ;
Langlois et Delanghe, 1996 ; Delanghe et coll.,, 2000). Une méthode d’électrophorése
capillaire de zone (Wuyts et coll., 2000), et méme une technique ELISA (Levy et Levy, 2004)
ont été développées pour le phénotypage de I’Hp. Depuis une quinzaine d’années, le
génotypage de ’Hp est devenu possible (Yokoi et Sagisaka, 1990), et plus récemment une
approche basée sur la PCR a ¢été¢ décrite avec une parfaite correspondance avec les résultats

des méthodes basées sur le typage des protéines (Koch et coll., 2002).

De toutes les méthodes citées, 1’¢lectrophorése native en gel de polyacrylamide des

complexes Hp-Hb est actuellement la plus fréquemment utilisée. Elle donne une haute
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résolution dans la séparation des bandes polymériques (Hansson et coll., 1998) et permet un
phénotypage simple, rapide et précis de I’Hp.

L’étude in vitro des propriétés de chaque phénotype est rendue difficile par les problémes liés
a la disponibilité¢ de la protéine purifiée pour chaque phénotype. En effet, les préparations
commerciales d’haptoglobine sont hétérogeénes et consistent en un mélange des trois
phénotypes isolé a partir d’un pool de plasmas (Liau et coll., 2003). De plus, 1’activité
biologique de ces préparations n’est pas toujours conservée (Liau et coll., 2003). Les
difficultés de purification liées a I’hétérogénéité¢ sur le plan moléculaire des phénotypes de
I’Hp a constitué¢ un frein a 1’étude de leurs propriétés physicochimiques et biologiques.
Classiquement, la plupart des méthodes de purification de I’Hp utilisées impliquaient une
association d’une électrophorése préalable a de multiples étapes de chromatographie liquide
haute performance (CLHP) (Bowman et coll., 1988 ; Tosa et coll., 1993 ; O’Bryan et coll.,
1997), ou une chromatographie d’affinité utilisant des anticorps monoclonaux (Katnik et
Jadach, 1993). Ces méthodes exploitaient initialement les propriétés physiques des protéines
comme leur charge (chromatographie par échange d’ions) (Bowman et coll., 1988) et leur
taille (gel filtration) (Connell et Smithies, 1959 ; Steinbuch et Loeb, 1961 ; Smith et coll.,
1962). De telles méthodes de purification nécessitaient 1’adaptation des procédures pour
chaque phénotype considéré a cause des différences structurales (Gordon et coll., 1968 ;
Hamaguchi, 1969). Par la suite, de nouvelles méthodes de purification basées sur 1’unique
spécificité biologique de I’Hp utilisant I’Hb en chromatographie d’affinit¢ ont é&té
développées (Javid et Liang, 1973 ; Delers et coll., 1981 ; Rademacher et Steele, 1987 ;
Wassdal et coll., 1991). L’inconvénient de ces dernieres méthodes réside dans le fait qu’elles
nécessitaient des concentrations ¢levées de guanidine ou d’urée susceptibles de dénaturer I’Hp
et/ou d’éluer I’Hb (Rademacher et Steele, 1987 ; Wassdal et coll., 1991). Plus récemment, une

nouvelle méthode de purification des phénotypes d’haptoglobine en chromatographie
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d’affinité utilisant de 1’hémoglobine humaine greffée sur une matrice Sépharose-4B a ¢été
décrite (Liau et coll., 2003). Cette derniere méthode nécessite une étape supplémentaire pour
les phénotypes Hp 2-1 et Hp 2-2, consistant en [’utilisation d’une colonne de Superose 12
pour ¢liminer I’apoprotéine A-1. Une équipe taiwanaise vient de décrire une méthode de
chromatographie d’affinité, utilisant des anticorps dirigés contres les chaines o ou B de I’Hp,
associée a une exclusion-diffusion utilisant une colonne de Superose 12 (Tseng et coll., 2004a

; Yueh, et coll., 20006).

Un des objectifs de ce travail de thése a consisté a comparer les effets liés au polymorphisme
de I’haptoglobine humaine in vitro. Pour cela, il nous a fallu, disposer de la protéine purifiée
sous ses 3 phénotypes majeurs, en quantité suffisante. Ainsi, nous avons commencé par typer
différents plasmas par électrophorése sur gel de polyacrylamide a 5 %, pour ensuite purifier

chacun des phénotypes par chromatographie (FPLC).

I1. Matériels et Méthodes

II. 1. Spécimens

Les préléevements sanguins (2,7 mL) ont ¢té réalisés sur héparinate de lithium chez 312
patients (139 hommes et 173 femmes, dont les ages étaient compris entre 22 a 86 ans
(moyenne =+ un écart type : 57 + 15 ans). Les prélévements ont ét¢ immeédiatement centrifugés
apres recueils et les plasmas ont été séparés des culots de globules rouges. Ils ont été ensuite

immédiatement traités ou conservés a — 20 °C jusqu’a utilisation.
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I1. 2. Phénotypage de I’haptoglobine

Le phénotypage de 1’haptoglobine a été réalisé selon la méthode de Raymond (Raymond,
1962) par électrophorese en gel de polyacrylamide a 5 %. Pour la préparation de 30 mL de
gel, 5 % d’acrylamide/bisacrylamide (Bio-Rad laboratories, CA, USA) ont été polymérisés
avec 0.1 mL de N,N,N’N’-tétraméthylénediamine (TEMED) et 20 mg de persulfate

d’ammonium.

11. 2. 1. Tampons

Deux systemes tampons différents ont été utilisés. Les électrophoreses en milieu alcalin ont
¢été réalisées en tampon contenant 0,1 mol/L de Tris et 0,09 mol/L d’acide borique, pH 8,6.

Celles a pH neutre ont été réalisées en tampon phosphate 30 mmol/L, pH 7,0.

I1. 2. 2. Plaques de gel de polyacrylamide

Pour couler le gel, des plaques de verre (Glass plates, Bio-Rad laboratories, CA, USA) ont été

utilisées sur le systeme Mini-Protean-II (Bio-Rad laboratories, CA, USA), ce qui permettait

d’effectuer simultanément une électrophorese sur deux gels, soit 16 échantillons en méme

temps.
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I1. 2. 3. Préparation des plasmas

A 75 pL de chaque échantillon de plasma, ont ét¢ ajoutés 75 puL d’une solution
d’hémoglobine humaine (1,6 umol/L) et 100 uL de saccharose (10 g/L). L’ensemble a été
incubé pendant 10 min a température ambiante, puis 10 pL de solution de bleu de

bromophénol (0,001 %) ont été ajoutés juste avant la migration.

Il. 2. 4. Migration

Les plaques de gels ont été placées dans le dispositif de migration (Miniprotean II, Bio-Rad
laboratories, CA, USA) rempli de tampon dans les conditions permettant une migration
correcte. Le mélange plasma-solution d’hémoglobine a été introduit dans les puits situés au

niveau de la partie supérieure du gel avant d’appliquer un courant de 200 V pendant 2 heures.

I1. 2. 5. Révélation

Aprés migration, les gels ont été enlevés avec précaution des plaques de verre et placés dans
la solution de révélation des complexes Hp-Hb, contenant 0,2 g de diméthylbenzidine dans
100 mL d’une solution d’acide acétique 0,9 mol/L. Aprés 2 h d’incubation a 1’abri de la
lumiére, 5 mL d’une solution de peroxyde d’hydrogene a 3 % (w/v) fraichement préparée ont
été ajoutés a la solution de révélation. Les bandes caractéristiques du complexe Hp-Hb et

I’hémoglobine résiduelle sont apparues colorées en vert-brun.
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I1. 3. Purification de I’haptoglobine humaine

IL. 3. 1. Source utilisée pour la purification de I’haptoglobine humaine

Pour chaque séquence de purification, 10 a 15 mL de plasma hépariné provenant d’un
prélévement sanguin réalisé chez un patient prélablement phénotypé ont été utilisés.

Le plasma hépariné a été préféré au sérum du fait que I’haptoglobine préparée a partir du
sérum se dénaturait plus rapidement au cours des différentes étapes de purification, alors
qu’elle était beaucoup plus stable quand la source était constituée par du plasma. De méme,
certains auteurs ont rapporté que l’haptoglobine était sensible a la plasmine du sérum

(Herman-Boussier et coll., 1960).

I1. 3. 2. Choix de la matrice

Des essais préliminaires nous ont amenés a opter pour 1’utilisation du tampon Tris-HCI, 50

mmol/L, pH 7,5, du fait que cette matrice garantissait une bonne stabilité¢ de I’haptoglobine et

permettait de préserver son activité biologique (Liau et coll., 2003).

1. 3. 3. Quantification de I’Hp au cours de la purification

Les dosages de 1’haptoglobine, aprés chaque étape de purification, ont été effectués par la

méthode de Standing et Price modifiée (Standing et Price, 1976). Cette technique a été choisie

en raison du grand nombre de mesures a effectuer et de sa bonne reproductibilité. Elle a
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consisté a mesurer le pouvoir peroxydasique par une méthode cinétique dans les conditions
suivantes : 50 pL d’échantillon ont été additionnés a 0,5 mL d’une solution d’hémoglobine
humaine a 0,1 g/L. Aprés 10 minutes d’incubation a température ambiante, 100 uL du
mélange ont ét¢ transférés dans une cuvette de spectrophotometre thermostatée a 37 °C,
contenant 1 mL d’une solution de guaiacol (0,3 mol/L) dans un tampon acétate (0,175 mol/L,
pH 4,0). Aprés 10 min d’incubation, la réaction a été initiée par addition de 100 uL d’une
solution de peroxyde d’hydrogéne a 0,12 % (w/v) fraichement préparée, et la variation
d’absorbance a été suivie a 500 nm pendant 5 minutes avec un spectrophotomeétre Uvikon 922

(Kontron Inst, Montigny le Bretonneux, France).

11. 3. 4. Protocole de purification

Les plasmas phénotypés ont été¢ d’abord filtrés sur une membrane millipore de 0,45 um, puis
dessalés. L’étape de dessalage a été réalisée par FPLC a I’aide d’une colonne HR 10/10 pré-
remplie avec du Sephadex G-25 superfine (Pharmacia Biotech, Uppsala, Su¢de) a un débit de
20 mL/heure. Le dessalage, a été réalisé en présence du tampon utilisé pour 1’étape suivante

de la purification c’est-a-dire le tampon acétate 0,03 mol/L, pH 4,7.

Les fractions possédant une activité peroxydasique aprés dessalage, ont été rassemblées et
concentrées sous un volume de 2 mL par ultrafiltration a travers des membranes ayant un
« cutoff » de 10 kDa (Amicon, Diaflo, Dublin, Ireland). Une chromatographie par échange
d’anions a été ensuite réalisée a la température ambiante a 1’aide d’une colonne Q-Sepharose
fast flow (Pharmacia Bio-Tech, Uppsala, Suéde) équilibrée avec du tampon acétate 0,03

mol/L, pH 4,7 a un débit de 60 mL/h. Dans ces conditions, I’Hp a été retenue sur la colonne et
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son ¢lution a ¢été réalisée par un gradient linéaire de NaCl (0 — 1 mol/L) dans le méme
tampon. L’absorbance de 1’¢luat a été suivie a 280 nm et des fractions de 3 mL ont été
recueillies. Les fractions les plus actives ont ¢été identifiées grace a leur pouvoir
peroxydasique. Elles ont été concentrées par ultrafiltration sous un volume de 2 mL, avant
d’étre déposées sur une colonne d’exclusion-diffusion HR 16/50 Superose 12 prep grade
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Suéde) équilibrée avec du tampon Tris-HCl 50 mmol/L, pH

7,5. L’¢lution a été réalisée a un débit de 0,2 mL/min par le méme tampon (Figure 16).

102



Plasmas phénotypés

v

Filtration (0,45 pm)

v

Dessalage

v

Chromatographie échange d’anions, pH 4,7

v

Concentration

v

Filtration sur gel

Figure 16 : Séquence de purification de ’haptoglobine a partir de plasmas humains

I1. 3. 5. Détermination des masses moléculaires relatives des phénotypes d’haptoglobine

* Principe de la technique

La chromatographie d'exclusion - diffusion est fondée sur la rétention sélective des molécules
de soluté en fonction de leur taille en raison de leur pénétration plus ou moins importante dans
les pores du gel. Cette technique permet la séparation de molécules de masses moléculaires
¢levées comme les protéines. Les plus petites molécules pénetrent par les pores de la matrice

et vont ainsi se déplacer a travers la colonne lentement, apparaissant en sortie de colonne
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parmi les derniers composés. En revanche, les protéines les plus grosses ne pénétrent pas dans
le gel et sont éluées en premier. Les protéines de tailles intermédiaires vont plus ou moins
pénétrer a I’intérieur des pores du gel et leur volume d'élution des molécules sera inversement
fonction de leur taille.

On appelle volume d'¢lution (V.), le volume de phase mobile qui s'écoule entre le point
d'injection et le maximum du pic du soluté. Ce volume est utilisé pour caractériser le
comportement de la molécule dans le gel de filtration. Dans le cas des trés grosses molécules
non retenues par le gel, le volume d'élution correspond au volume mort ou volume d'exclusion
(Vo). Chaque molécule est caractérisée par le rapport V./V,. Le volume total du gel (V;) est
obtenu en multipliant la hauteur par la surface du gel. K,, représente le coefficient de partage
entre la phase mobile et la phase stationnaire. Il existe une relation linéaire entre le K,, de
chaque protéine et le logarithme de la masse moléculaire. Le K,, renseigne sur le
comportement d’un soluté¢ indépendamment des dimensions du lit du gel ou du remplissage

de la colonne :

K., = (Ve-Vo) / (Vt-Vo) )

Ve: volume d’élution
Vo: volume mort de la colonne

Vt: volume total

Les valeurs de K,, sont comprises entre 0 (K,, d’exclusion), valeur correspondant aux

molécules de haut poids moléculaire et 1, K,, maximum correspondant aux molécules de
faible poids moléculaire. Un K,, supérieur a 1 traduit une adsorption des molécules sur la

matrice du gel.
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* Etalonnage de la colonne

Une colonne 16/50 Superose 12 prep grade (Pharmacia Biotech) a été utilisée. C’est une
colonne qui permet de séparer des protéines de masses moléculaires comprises entre 1 et
900 kDa. Les protéines de masses moléculaires supérieures a 900 kDa vont étre éluées dans le
volume mort, et les protéines de masses moléculaires inférieures a 1 kDa en fin d’analyse. La
colonne a été équilibrée et ¢luée avec un tampon Tris-HCl 50 mmol/L, pH 7,5. Un détecteur
en sortie de colonne a permis de mesurer 1’absorbance a 280 nm ; il a été directement relié a
un enregistreur ce qui a permis d’obtenir dans chaque cas un chromatogramme. Une gamme
d’étalonnage a été réalisée a 1’aide d’un kit de gel filtration (Bio-Rad, CA, USA) contenant

six protéines de masses moléculaires différentes et du bleu dextran (Tableau VII).

Tableau VII : Masses moléculaires des marqueurs utilisés pour I’étalonnage de la
colonne.

Marqueurs Masses moléculaires (kDa)
Bleu dextran 2 000

Thyroglobuline 670
Ferritine 438
Catalase 240
Gamma-—globuline (IgG) 158
Ovalbumine 44
Myoglobine 17
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Le bleu dextran a permis de déterminer le volume mort de la colonne car son poids
moléculaire est au dessus des capacités de la colonne. L’étalonnage de la colonne a été réalisé
apres dépot et élution de marqueurs de masses moléculaires dans les mémes conditions
opératoires que pour les échantillons. Les injections ont été faites avec une boucle de 2 mL,
sous un débit de 1 mL/min. Le volume d’¢lution (Ve) de chaque protéine a ét¢ mesuré sur le
chromatogramme du début d’injection au milieu du pic d’élution. Les résultats des
chromatogrammes ont permis de tracer une droite d’étalonnage, représentant K,, en fonction
du logarithme de la masse moléculaire (Figure 17). L’utilisation de la courbe d’étalonnage des
K,y en fonction des masses moléculaires des étalons nous a permis de déterminer les masses

moléculaires apparentes des trois phénotypes majeurs de 1’Hp.

— Myoglobine
0,8 - e |
S~ Ovalbumine
0,6 - —
2 T~ oG
0,4 - ~—a
"y Catalase

0.2 - T~ Ferritine

. Thyr&globine

10 100 1000

Masses moléculaires (kDa)

Figure 17 : Droite d’étalonnage de la colonne Superose 12 prep grade pour la
détermination des masses moléculaires.
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Il. 3. 6. Evaluation de la pureté

* Electrophorése en présence de SDS

La puret¢ de chaque matériel prépar¢ a ¢ét€ évaluée par électrophorése en gel de
polyacrylamide en présence de SDS. Les protéines purifiées ont été déposées sur 2 gels
différents et les conditions d’électrophorése ont été les mémes que celles retenues pour le
phénotypage. Aprés migration, I’un des gels a été coloré au bleu de Coomassie pour détecter
la présence de toute protéine, et le deuxieme gel a été placé dans la solution de révélation des
complexes Hp-Hb grace a leur peroxydasique dans des conditions identiques a celles décrites
pour le phénotypage. L’examen visuel comparatif des 2 gels a eu pour objectif de détecter la

présence d’éventuelles protéines contaminantes.

* Dosage des protéines totales par la méthode de Bradford

- Principe

Le dosage des protéines totales a été réalisé selon la méthode de Bradford (Bradford, 1976).
C’est un dosage colorimétrique basé sur la propriété du bleu de Coomassie de se lier
spécifiquement aux protéines, la longueur d’onde d’absorbance maximale passant de 465 a
595 nm lorsqu’il est li¢ a une protéine. C’est une méthode rapide car la fixation est complete
aprés 5 minutes et 1’absorbance du complexe colorant-protéine est relativement stable.

L’intensité de la coloration est fonction de la concentration de protéines.
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- Mode opératoire

La composition d’un litre de réactif est la suivante : 100 mg de bleu de Coomassie G-250

(Serva, Heidelberg, Allemagne), 50 mL d’éthanol, 100 mL H3;PO4 85 % (w/v).

A 50 pL de soude 1 mol/L, ont été ajoutés 50 pL d’échantillons protéiques et 1 mL de réactif
au bleu de Coomassie. La lecture d’absorbance a été effectuée aprés une incubation de 5
minutes a température ambiante a 595 nm. Une courbe d’étalonnage a été réalisée a partir

d’une solution de sérum albumine bovine.

11.3. 7. Dosage de I’haptoglobine aprés purification

La concentration d’Hp a été déterminée par immunonéphélémétrie cinétique (Immage,

Beckman Coulter) avec les réactifs du fabricant et les résultats ont ét¢ exprimés en g/L

d’haptoglobine.

II1. Résultats

I1I. 1. Identification des phénotypes d’haptoglobine

L’hémoglobine a été ajoutée en exces avant électrophorése afin de complexer toute
I’haptoglobine présente dans 1’échantillon a étudier. Ainsi, il restait dans le plasma, apres

formation des complexes Hp-Hb, une certaine quantité¢ d’hémoglobine libre qui a migré a sa
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vitesse propre pour se retrouver trés proche de 1’anode. Différents profils €électrophorétiques
ont été obtenus apres électrophorése des plasmas, en fonction des phénotypes d’haptoglobine

(Figure 18).

(+)

(-)

Figure 18 : Profils électrophorétiques des phénotypes majeurs de I’haptoglobine
humaine. (1) : Hp 1-1, (2) : Hp 2-1, (3) : Hp 2-2, (4) : Hp 2-1, (5) : Hp 2-1, (6) : (Hp 2-1). (7) : Hp 2-2, (8) :
Hp 2-2,(9) : Hp 2-2, (10) : Hp 2-2, (11) : Hp 2-1, (12) : (Hp 1-1).

I11. 1. 1. Identification de I’Hp 1-1

Le phénotype Hp 1-1 a donné, aprés électrophorése en milieu alcalin, une bande unique qui a
migré a proximité de I’hémoglobine résiduelle. Apres révélation de I’activité peroxydasique,
la bande la plus rapide correspondait a I’hémoglobine et la moins rapide au complexe Hp-Hb.

Elles ont présenté entre elles une certaine distance de migration qui a permis de les identifier

109



aisément. Ainsi, la présence d’une bande colorée migrant a une bonne distance de 1’origine
vers I’anode, et distincte de celle de I’hémoglobine résiduelle a permis de classer le plasma
dans le phénotype Hp 1-1. Cependant dans certains cas, la discrimination entre les deux
bandes a ¢été difficile a faire et il nous a fallu recourir a une électrophorése a pH 7,0 comme
suggéré par Laurell (Laurell, 1959a), pour distinguer des plasmas de type Hp 1-1 de ceux ne
contenant pas d’haptoglobine décelable. Ainsi, tous les plasmas qui n’appartenaient pas aux
types Hp 2-1 ou Hp 2-2, ont été contr6lés a pH 7,0, ce qui a permis de distinguer avec la plus
grande netteté ceux qui devaient étre classer dans le groupe Hp 1-1 de ceux qui ne contenaient

pas d’haptoglobine décelable.

I11. 1. 2. Identification de I’ Hp 2-1

Le phénotype Hp 2-1 a donné aprés électrophorése en milieu alcalin une bande de migration
rapide, et une série de bandes polymérisées dont la migration et la densité augmentaient
progressivement de la cathode vers 1’anode. Deux formes d’Hp 2-1 ont été décrites : une dite
"normale", qui a été retrouvée dans les échantillons que nous avons analysés ; I’autre dite
"modifiée" et décrite par certains auteurs (Connell et Smithies, 1959 ; Maeda, 1991 ; Kasvove
et coll., 2000). Pour cette forme dite modifiée, les fractions haptoglobiniques migrent au
méme niveau que celles du type normal, mais les deux premiéres d’entre elles (les plus
proches de I’anode) sont quantitativement nettement plus importantes, tandis que les plus
lentes ont tendance a s’effacer complétement (Connell et Smithies, 1959). Nous n’avons pas

retrouvé dans la population que nous avons étudiée de forme dite "modifiée".
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I11. 1. 3. Identification de I’ Hp 2-2

Ce groupe est caractérisé a 1’¢lectrophorese par 1’absence de bande de migration rapide par
rapport aux deux autres phénotypes. On note, comme avec le phénotype Hp 2-1, la présence
de bandes polymérisées dont la migration et la densité augmentent progressivement de la

cathode vers 1’anode. Il n’a pas été pas décrit de formes dites "modifices".

III. 2. Fréquences des phénotypes d’haptoglobine

Les fréquences des différents phénotypes d’haptoglobine des 312 plasmas que nous avons eu
a tester, sont répertoriées dans le Tableau VIII. Pour 5 plasmas que nous n’avons pas pu
classer par électrophorése en milieu alcalin, quatre se sont révélés étre du type 1-1 apres
¢lectrophorese a pH 7,0, un seul n’a pas pu étre classé et a été assimilé comme ne contenant

pas d’haptoglobine décelable. Nous n’avons pas retrouvé de formes dites modifiées.

Tableau VIII : Proportion des 3 phénotypes retrouvés dans une population de 312
patients.

Hp 1-1 Hp 2-1 Hp 2-2 Hp non
détectable
Pourcentage dans notre étude 15,4 (48) 51,0 (159) 33,3 (104) 0.3 (1)
(Nombre)
Pourcentage dans la littérature 15,3 49,7 35,0 0

(Van Sande et coll., 1963)
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I11. 3. Purification de I’haptoglobine

I11. 3. 1. Rendement et degré de purification

Les trois phénotypes majeurs de [’haptoglobine ont été¢ purifiés par chromatographie
échangeuse d’anions suivie d’une chromatographie d’exclusion-diffusion. Les résultats
obtenus lors de la purification de chacun des 3 phénotypes ont été trouvés comparables du
point de vu du rendement et du degré de purification. A titre d’exemple, les résultats d’une

séquence de purification sont répertori¢s dans le Tableau IX.

Tableau IX : Résultats de la purification de I’Hp

Protéines Hp (mg) Pureté Rendement | Degré de
Etapes totales (mg) (Hp/PT) (%) purification
Plasma 1891 32.01 0.0169 - -
Dessalage G-25 1064 30.92 0.0290 96.6 -
Echange d’anions 33.21 27.17 0.8181 84.9 48.4
Gel-filtration 21.23 20.81 0.9802 65.0 58.0

Les dosages d’haptoglobine ont été réalisés en immunonéphélémétrie.
PT : protéines totales.

L’¢lution de I’haptoglobine au cours de la chromatographie par échange d’anions a donné un
pic, avec une concentration maximale d’haptoglobine a la concentration de 650 mmol/L de
CI, quel que soit le phénotype considéré. Pour les différentes séquences de purification
réalisées, le rendement a été voisin de 65 % avec une pureté de I’ordre de 98 %. L absence de
dénaturation de I’haptoglobine a été évaluée grace a 1’étude de son pouvoir peroxydasique.
L’examen visuel des 2 plaques apres électrophorese sur gel de polyacrylamide (I’une colorée
au bleu de Coomassie, et I’autre révélée par le pouvoir peroxydasique du complexe Hp/Hb)

n’a pas montré de spot supplémentaire a ceux de I’haptoglobine. (Figure 19).
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1. 2 3 4 5.6

Révélation de I’activité peroxydasique Coloration au hbleu de Coomassie
des complexes Hp-Hb

Figure 19 : Evaluation de la pureté des phénotypes d’haptoglobine. Sur les deux gels ont été
déposés six échantillons d’haptoglobine purifiée. Aprés migration, 1’'un des gels a été mis dans la solution
acétique de diméthylbenzidine permettant de révéler les complexes Hp-Hb. L’autre gel a été coloré au bleu de
Coomassie permettant de détecter la présence de toute protéine. L’examen comparatif des 2 gels a permis de
conclure a ’absence de protéines contaminantes détectables par cette technique.

I11. 3. 2. Masses moléculaires des phénotypes d’Hp

Les masses moléculaires apparentes de 1’haptoglobine pour chacun des trois phénotypes (n =
20) sont répertoriées dans le Tableau X. Pour le phénotype 1-1, nous avons trouvé une masse
moléculaire moyenne de 86,9 kDa avec un écart type de 0,4 kDa. En ce qui concerne les
phénotypes Hp 2-1 et Hp 2-2, les masses moléculaires retrouvées sont variables et s’étendent

de 141 a 252 et 171 a 450 kDa, respectivement.
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Tableau X : Masses moléculaires apparentes des phénotypes d’haptoglobine
déterminées par gel filtration

Phénotypes d’haptoglobine :
Masses moléculaires (Da)

Numéro Hp 1-1 Hp 2-1 Hp 2-2
1 87 000 197 000 172 000
2 86 500 141 000 390 000
3 87 000 251 000 220 000
4 86.900 140.000 220.000
5 87.000 197.000 280.000
6 86.500 141.000 282.000
7 86 700 198 000 390 000
8 87.000 142 000 172.000
9 86 700 141 000 220 000
10 86.000 252.000 450.000
11 86.800 140.000 220.000
12 86 400 248 000 449 000
13 86.900 197 000 280.000
14 87 000 141 000 390 000
15 86.000 196.000 334.000
16 86.500 141.000 220.000
17 86.900 248.000 391.000
18 87.000 141.000 220.000
19 87 500 196 000 171 000
20 86 900 252 000 220 000

Moyenne + écart type 86 900 + 400 191 000 + 40 000 291 000 + 36 000

IV. Discussion

Nos résultats obtenus lors du phénotypage de 1’haptoglobine contenue dans 312 plasmas
montrent des fréquences de I’ordre 15 %, 51 %, et 33 % pour les phénotypes Hp 1-1, Hp 2-1
et Hp 2-2, respectivement. Ces fréquences sont treés proches de celles retrouvées par Van
Sande (Van Sande et coll., 1963) dans une population parisienne. De méme, on retrouve des

fréquences voisines un peu partout en Europe, notamment en Belgique, avec 13 % de
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phénotypes Hp 1-1, 53 % de phénotypes Hp 2-1 et 34 % de phénotypes Hp 2-2 (Louagie et
coll., 1993). Des fréquences similaires ont ¢té retrouvées en Allemagne (Thomas, 1992), en
Hongrie (Hever, 1969) et en Suede (Frohlander et Johnson, 1989), montrant ainsi une

répartition relativement identique dans une grande partie des populations européennes.

Un phénotype dit Hp 2-1 "modifié" est souvent décrit dans la littérature. Ce phénotype
correspond au produit d’'une mutation portant sur le géne Hp2 (Maeda, 1991). La protéine
mutée donne, a 1’électrophorese, sensiblement le méme profil que le phénotype Hp 2-1
"normal", avec des fractions haptoglobiniques (bandes a I’électrophorése) qui migrent aux
mémes niveaux. La différence réside dans le fait que les deux bandes qui migrent le plus pres
de I’anode sont quantitativement nettement plus importantes pour phénotype 2-1 "modifié",
tandis que les bandes plus lentes ont tendance a s’effacer complétement (Connell et Smithies,
1959).

Nous n’avons pas retrouvé de phénotype 2-1 "modifié", qui semble exceptionnel voire absent
dans les populations caucasiennes (Smithies, 1959 ; Kasvosve, 2000b). Ce phénotype 2-1
modifi¢ semble beaucoup plus fréquent dans les populations africaines et américaines ou
Giblette et Moullec 1’ont retrouvé dans des proportions de 10 a 11 % (Giblette, 1959 ;
Moullec, 1960).

Dans notre étude, un plasma n’a présenté¢ aucune bande caractéristique de I’haptoglobine
(possédant une activité peroxydasique) apres €lectrophorese en présence d’hémoglobine a pH
alcalin, ni a pH 7,0, nous amenant a classer le patient dans le groupe de sujets a Hp non
détectable. En effet, . Un dosage immunonéphélémétrique nous a confirmé 1’absence
d’haptoglobine détectable. Ces résultats ont ¢ét¢ confirmés sur un deuxiéme spécimen
plasmatique réalisé un mois plus tard. Un tel fait pourrait amener a faire penser qu’il s’agit

d’un individu atteint d’hypo voire d’anahaptoglobinémie. En effet, des cas, bien que rares
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(1/1000), de déficit congénital en haptoglobine ont été rapportés (Piessens et coll., 1984 ;
Panter et coll.,, 1985 ; Haines et coll., 1986). Ils seraient étroitement associés a des cas
d’¢épilepsies familiales attribuées a une inflammation encéphalique secondaire a une
oxydation des lipides cérébraux par le biais de I’hémoglobine libre du milieu interstitiel
(Panter et coll., 1985 ; Haines et coll., 1986) ou a des allergies respiratoires attribuées a une
augmentation de la synthése des prostaglandines, I’Hp ayant été identifiée comme étant un
inhibiteur de la synthése de ces derniéres (Manoharan, 1997). Par contre, des fréquences
d’anhaptoglobinémie plus élevées ont été rapportées en Australie (1,7 %), ainsi que chez des
populations noires (30 %) en Afrique du sud, au Cameroun et au Nigeria (Allison et coll.,
1958 ; Mitchell, 1988). A ce titre, il est important de différencier 1’anahptoglobinémie
(phénotype Hp 0-0) qui est due a I’absence d’expression du géne de I’Hp (Langlois et
Delanghe, 1996 ; Koda et coll., 1998), des hypohaptoglobinémies qui peuvent étre
secondaires a une maladie congénitale comme les désordres hémolytiques (déficit en glucose-
6-phosphate-déshydrogénase, thalassémie, drépanocytose) (Galatius-Jensen, 1960). En effet,
aprés destruction des hématies, I’Hp est saturée quand approximativement 0,5 a 1,5 g/LL d’Hb
libre a été relarguée dans le plasma, ce qui correspond a un degré d’hémolyse modéré
(Langlois et Delanghe, 1996). Ainsi une relative baisse de la concentration de I’Hp rencontrée
dans certaines circonstances de la vie comme 1’exercice physique intense peut induire une
relative hypohaptoglobinémie (Langlois et Delanghe, 1996). Aprés saturation des capacités de
fixation de I’Hp par I’hémoglobine, les concentrations d’hémopexine qui fixe ’héme libre
(Tabbara, 1992) commencent a diminuer tandis que celles de I’Hp restent faibles (en dessous

de 0,3 g/L) (Delanghe et coll., 1998 ; Delanghe et coll., 2001).

Une autre difficulté dans ’interprétation de concentrations basses d’haptoglobine provient du
fait que les valeurs de références sont dépendantes du phénotype (Langlois et Delanghe,

1996). En effet, les valeurs de référence du phénotype 2-2 sont plus basses (0,38-1,50 g/L)
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que celles du phénotype 2-1 (0,44-1,83 g/L) et celles du phénotype 1-1 (0,57-2,27 g/L)
(Langlois et Delanghe, 1996). De méme, 1’age constitue un autre point critique du diagnostic
d’hypohaptoglobinémie, du fait que I’haptoglobine n’est pas détectée dans le sérum des

nouveaux nés et reste indétectable chez 50 % des nourrissons de 1 a 2 mois (Kanakoudi et

coll., 1995 ; Delanghe et coll., 1998).

Les méthodes proposées dans la littérature pour la purification de 1’haptoglobine, sont
relativement longues et complexes, exposant ainsi a un risque de dénaturation de
I’haptoglobine et a une perte de temps considérable (Liau et coll.,, 2003). En effet, les
premieres méthodes de purification consistaient en une électrophorése des protéines, qui
permettaient de repérer les bandes correspondant a I’Hp. Apres élution des bandes, plusieurs
étapes de chromatographie étaient nécessaires pour obtenir de [’haptoglobine purifiée
(Bowman et coll., 1988; Tosa et coll., 1993). Ces méthodes, étaient longues, exposaient & un
risque de dénaturation de I’Hp et ne présentaient pas des rendements satisfaisants. Par la suite,
de nouvelles méthodes mettant a profit I’affinité de I’haptoglobine pour I’hémoglobine ont été
développées (Javid et Liang, 1973 ; Delers et coll., 1981 ; Rademacher et Steele, 1987). Ces
méthodes, basées sur le principe de la chromatographie d’affinité, utilisaient de
I’hémoglobine de poulet greffée sur une matrice de Sépharose. De telles méthodes
nécessitaient des concentrations élevées d’urée (8,0 mol/L) pour I’élution de I’Hp. Ces
conditions étaient susceptibles d’éluer des molécules d’Hb greffées sur la matrice, lesquelles
contaminaient les préparations d’Hp. De plus, I'utilisation de 1’hémoglobine de poulet
constituait un facteur limitant pour 1’obtention de rendements appréciables, car elle possede
une capacité de fixation de I’Hp 20 fois plus faible que celle de I’hémoglobine humaine (Liau
et coll., 2003). En plus de ’hémoglobine, I’apoprotéine A-1 est fréquemment décrite comme

un contaminant des préparations d’Hp (Tseng et Coll., 2004a). Aussi, Liau et coll. ont
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propos¢ une méthode de purification par CLHP utilisant une colonne Sépharose 4B sur
laquelle était adsorbée de I’hémoglobine humaine préalablement purifiée par chromatographie
par échange d’anions. Cependant, [’utilisation d’une colonne d’exclusion - diffusion
supplémentaire a été nécessaire pour ¢liminer 1’apoprotéine A-1 des préparations de
phénotypes 2-1 et 2-2. Une chromatographie d’immuno-affinité utilisant un systéme composé
de 2 anticorps a été également proposée (Katnik I, 1993), mais la pureté de 1’haptoglobine
purifiée n’a pas été précisée. Cette méthode a été¢ développée pour la préparation d’antigénes
en vue de la production d’anticorps monoclonaux (Katnik et Jadach, 1993 ; Liau et coll., 2003
; Tseng et coll., 2004a). Enfin, deux méthodes de purification utilisant des anticorps dirigés
contre les chaines a (Tseng et coll., 2004a) ou B de ’'Hp (Yueh, et coll., 2006), couplées a

I’utilisation d’une colonne d’exclusion - diffusion, ont ét¢ décrites par une équipe taiwanaise.

Nous avons mis au point une méthode de purification commune et adaptée aux trois
phénotypes de I’Hp. Cette méthode nous a permis de disposer de la protéine pure, en quantité
suffisante pour les expériences ultérieures envisagées in vitro. La méthode de purification
retenue a combiné une chromatographie d’échange d’anions et une filtration sur gel utilisant
une colonne de Superose 12. De plus, la méthode utilisée nous a permis de déterminer a la fin
de chaque séquence de purification la masse molaire apparente du phénotype considéré. Cette
méthode nous a permis d’obtenir, en une journée, de 1’haptoglobine pure a 98 % avec un
rendement moyen de 65 %. L’ utilisation de 1’électrophorése en présence de SDS a permis de
vérifier qu’il n’avait pas de contaminant détectable par cette méthode.

La mise au point d’une technique de purification de I’Hp a été liée au fait que la plupart des
méthodes de purification décrites dans la littérature ne nous étaient pas accessibles (colonnes
et anticorps non commercialisés). Par ailleurs, I’appréciation des données relatives aux

différentes méthodes ¢évoquées nous a conduit a éviter les méthodes utilisant de
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I’hémoglobine adsorbée et susceptible de contaminer les préparations d’Hp, dans la mesure
ou un de nos principaux objectifs a été d’étudier par la suite les interactions Hp-Hb. Le
rendement de notre séquence de purification (65 %) est comparable a celui obtenu par
d’autres auteurs (Rademacher et Steele, 1987), mais dont la durée de mise en ceuvre était trois
fois plus longue. La méthode proposée par Liau (Liau et coll., 2003) utilisant de
I’hémoglobine humaine greffée sur une colonne donnait un rendement relativement modeste
(45 %) et la purification des phénotypes Hp 2-1 et Hp 2-2 devait étre complétée par
I’utilisation d’une colonne de Superose 12 pour améliorer la pureté des préparations (Liau et
coll., 2003). Les méthodes utilisant des anticorps dirigés contre les chaines o ou f de I’Hp
associées a I’utilisation d’une colonne Superose 12 donnaient des rendements de ’ordre de
70 % et une pureté de 97 % (Tseng et coll., 2004a ; Yueh et coll., 2006). La séquence de
purification que nous avons retenue, comme celle décrite par 1’équipe taiwanaise, s’est
révélée tres efficace pour 1’élimination de I’Apo A-1 ainsi que d’autres protéines de haut
poids moléculaires (Tseng et coll., 2004a). L utilisation d’une colonne de type Superose 12
s’est avérée adaptée a la purification de chacun des trois phénotypes, et a permis d’obtenir un
mélange de formes polymériques pour les phénotypes Hp 2-1 et Hp 2-2 (Tseng et coll.,
2004a). L utilisation d’une telle colonne nous a permis de déterminer les masses moléculaires
apparentes des phénotypes d’Hp, afin de pouvoir utiliser des concentrations molaires
équivalentes dans nos études réalises ultérieurement in vitro. Les concentrations molaires
obtenues ont été cohérentes par comparaison avec les mesures effectuées a 280 nm en
utilisant les coefficients d’absorbance molaire déterminés par Rademacher et Steele
(Rademacher et Steele, 1987), c’est-a-dire 10,2, 11,8, et 13,3 x 10* L.mol'.cm™ pour Hp 1-1,
Hp 2-1, et Hp 2-2, respectivement. Pour toutes ces raisons, nous avons opté pour la mise au
point d’'une méthode de purification accessible et adaptée a nos objectifs nous permettant

d’obtenir de I’Hp pure en quantité suffisante.
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V. Conclusion

D’importantes différences fonctionnelles entre les phénotypes d’Hp ont été démontrées et ont
montré d’importantes conséquences biologiques et cliniques (Langlois et Delanghe, 1996 ;
Dobryszycka, 1997). A titre d’exemple, les patients ayant le phénotype Hp 2-2 présentent une
susceptibilité accrue vis-a-vis des maladies cardiovasculaires et diabétiques comparés a ceux
ayant le phénotype Hp 1-1 (Langlois et Delanghe, 1996 ; Asleh R et coll., 2005). Si la
protéine a ¢été caractérisée génétiquement, le role physiologique exact des différents
phénotypes et les mécanismes biologiques par lesquels les individus de phénotype 1-1 sont
moins susceptibles a développer certaines pathologies que ceux de phénotypes Hp 2-1 et Hp
2-2 ne sont pas clairement ¢lucidés. Un des obstacles majeurs a 1’é¢tude de ces phénotypes
d’Hp consiste en la difficulté de disposer de la protéine pure pour chacun des trois
phénotypes, afin d’étudier in vitro leurs effets. Ces obstacles sont liés aux difficultés

rencontrées dans les procédures de purifications.

L’objectif principal de cette partie de 1’étude a été de pouvoir disposer de préparations
purifiées de chacun des trois phénotypes majeurs de I’Hp, afin d’étudier leurs propriétés in

vitro.

Le phénotypage a été réalis€ sur gel de polyacrylamide et a permis de déterminer les
fréquences de chaque phénotype dans la population étudiée. La difficulté de disposer a partir
des méthodes de purification décrites dans la littérature d’une séquence de purification
adaptée a chacun des trois phénotypes nous a amené a mettre au point une séquence de
purification adaptée a nos objectifs. En effet, les méthodes de chromatographie d’affinité

utilisant de I’hémoglobine humaine ou animale sont susceptibles de conduire a I’obtention de
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préparations d’Hp contaminées par [’hémoglobine ou par 1’apoprotéine A-1, rendant
nécessaire ’introduction d’une étape de purification supplémentaire, en particulier pour les
phénotypes Hp 2-1 et Hp 2-2. Une alternative a ces méthodes de purification en
chromatographie d’affinité utilisant de 1’hémoglobine a consisté a utiliser des colonnes
greffées par des anticorps dirigés contre les chaines o ou B de I’Hp. La non disponibilité de
ces méthodes au moment ou a été initi€¢ notre travail et la production de ces anticorps ne nous
étant pas accessibles, nous n’avons pas pu mettre en ceuvre de telles séquences de
purification. Un argument supplémentaire a la mise au point d’une séquence de purification
adaptée a nos objectifs a été lié¢ a la nécessité de déterminer, pour chaque phénotype purifié,
sa masse moléculaire apparente afin de pouvoir utiliser les mémes concentrations molaires
dans des expériences réalisées ultérieurement in vitro. Tous ces €éléments nous ont amenés a
mettre au point une séquence de purification unique aux trois phénotypes et adaptée a nos

objectifs.
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Quatriéme Partie : Interaction entre les phénotypes de
I’haptoglobine et I’hémoglobine. Conséquences sur la

détermination de I’haptoglobine en biochimie clinique.
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I. Introduction

L’haptoglobine est une glycoprotéine plasmatique, découverte par Polonovski et Jayle en
1938, qui présente une forte affinit¢ pour 1’hémoglobine (Polonovski et Jayle, 1938). Le
complexe formé est capté par le foie ou il est rapidement catabolisé (Kino et coll., 1980 ; Higa
et coll., 1981). Malgré la remarquable stabilit¢ du complexe Hp-Hb, sa formation n’implique
pas des liaisons covalentes. L’existence de liaisons hydrophobes (Javid et Liang, 1973),
ioniques (Wacks et Alfsen, 1968a) et hydrogénes (Lavialle et coll., 1974) a été rapportée. De
plus, le complexe Hp-Hb peut étre dissocié dans certaines conditions expérimentales,
notamment en présence de 3,5 mol/L de guanidine a pH 5,0 (Waks et Alfsen, 1968a ; Wacks
et coll., 1969 ; Javid et Liang, 1973). Bien que I’haptoglobine ait été¢ découverte il y a une
soixantaine d’années et malgré la cristallisation du complexe de I’haptoglobine avec
I’hémoglobine de rat intervenue trente ans plus tard (Wacks et Alfsen, 1968b), la nature des
interactions de 1’haptoglobine avec 1’hémoglobine n’est pas encore clairement élucidée
(Nielsen et coll., 2006) et la formation du complexe Hp-Hb constitue un intéressant modele
d’étude d’interactions biomoléculaires (Javid, 1978).

Comme nous I’avons indiqué précédemment, I’Hp est une protéine synthétisée sous forme
d’une seule chaine polypeptidique. La protéine mature est constituée de 2 types de chaines
polypeptidiques : une chaine légere a et une chaine lourde B, chaque chaine étant répétée au
moins une fois (Raugei et coll., 1983 ; Yang et coll., 1983 ; Van der Straten et coll., 1984).
Les deux types de chalnes sont reliées entre elles par un pont disulfure. L’¢tude de I’Hp de la
plupart des mammiféres a révélé que chaque sous-unité aff est reliée a une autre par un pont
disulfure entre les chaines légeres pour former une molécule compléte notée Pa-off

(Urushibara et coll., 1992).
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L’hémoglobine est un tétramére composé¢ de 2 sous-unités o et de 2 sous-unités B. En
solution, le tétramere est en équilibre dynamique avec les 2 diméres afy (Perutz, 1965).
Plusieurs études ont montré que chaque dimere aff de I’Hb peut se fixer sur une chaine lourde
B de I’Hp et que la chaine légere a de I’Hp ne semble pas intervenir dans cette liaison (Bernini
et Borri-Voltattorni, 1970 ; Valette et coll., 1981). Les résultats obtenus par différentes
approches incluant la spectroscopie en dichroisme circulaire (Waks et coll,, 1971), la
réactivité des groupements sulthydryles (Hwang et Greer, 1980) et des études de "dye-
binding" (Arcoleo et Greer, 1982), suggérent que la structure de chacune des 2 protéines ne
change pratiquement pas durant la formation du complexe Hp-Hb. Des données issues de
diverses expériences laissent penser que la liaison de I’Hb a I’Hp a lieu aprés la dissociation
du tétramere d’Hb en dimeéres afy (Laurell, 1959b ; Adams et Weiss, 1969 ; Peacock et coll.,
1970). En particulier, les études réalisées par Nagel indiquent que I’Hb tétrameére est
incapable de se lier a I’Hp et que sa dissociation en diméres est indispensable, et devient de ce

fait un facteur limitant a la formation du complexe Hp-Hb (Nagel, 1967).

Comme nous 1’avons indiqué par ailleurs, I’Hp humaine présente trois phénotypes majeurs
(Hp 1-1, Hp 2-1, et Hp 2-2) et plusieurs différences ont été rapportées entre les phénotypes en
relation avec I’importance de I’Hp dans le métabolisme du fer dans certaines situations
pathologiques incluant I’hémochromatose, le stress oxydant, les maladies cardiovasculaires et
les maladies infectieuses (Tolasano et coll., 2005). Des hypothéses pour expliquer ces
différences ont été avancées, en rapport avec d’une part des différences d’affinités entre les
phénotypes d’Hp et I’Hb et/ou des différences d’affinités des complexes Hp-Hb pour le
récepteur CD 163, et d’autre part des différences entre le pouvoir antioxydant des phénotypes
d’Hp (Kristansen et coll., 2001 ; Melamed-Franck et coll., 2001 ; Asleh et coll., 2003). Par

conséquent, plusieurs approches ont ét¢ utilisées pour suivre I’interaction Hp/Hb, qui s’avere

124



relativement difficile a étudier du fait de [Daffinit¢ ¢élevée de 1’haptoglobine pour
I’hémoglobine (Bowman et Kurosky, 1982 ; Langlois et Delanghe, 1996 ; Asleh et coll.,
2003). Ces approches incluent des techniques de "quenching" de fluorescence,
d’¢lectrophorése, de calorimétrie, par titration et de résonance plasmonique de surface (Nagel,
1967 ; Adams et Weiss, 1969 ; Lavialle et coll., 1974 ; Arcoleo et Greer, 1982 ; Okazaki et
coll., 1996 ; Asleh et coll., 2005). Les résultats des paramétres de 1’interaction obtenus a partir
de ces différentes méthodes ne sont pas trés précis du fait de la forte affinité entre les deux
protéines (Asleh et coll., 2005) qui correspond, d’apres les données de la littérature, a des
constantes d’équilibre de dissociation comprises entre 10" et 107 mol.L"' (Bowman BH et
coll. 1988 ; Langlois et Delanghe, 1996 ; Asleh et coll., 2005). Ainsi plusieurs artifices
utilisant de 1’hémoglobine modifiée ou une de ses chaines ont ét¢ employés pour mesurer
I’affinité entre ces deux protéines (Benesch et coll., 1976 ; Hwang et Greer, 1979 ; Hwang et
Greer, 1980 ; Asleh et coll., 2005).

Cette partie du mémoire sera consacrée a 1’étude des interactions de I’hémoglobine avec les
trois phénotypes majeurs de 1’haptoglobine. Elle sera complétée par I’é¢tude de ses

consequences sur la détermination de 1’haptoglobine en biochimie clinique.

I1. Interactions de I’hémoglobine avec I’haptoglobine

I1. 1. Contexte et objectifs de I’étude

Notre objectif a été de comparer I'interaction de 1’hémoglobine avec chacun des trois

phénotypes majeurs de [’haptoglobine par deux approches complémentaires, 1’une

enzymatique a travers le pouvoir peroxydasique du complexe Hp-Hb, 1’autre physique en
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microcalorimétrie. Le recours a une méthode de cinétique enzymatique pour étudier les
interactions protéines-protéines est assez fréquent (Chance B, 1951 ; Nagel RL, 1967). Depuis
la découverte en 1938 par Polonovski et Jayle du fait que le complexe Hp-Hb possédait une
activité¢ peroxydasique a pH 4,0, plusieurs méthodes basées sur cette propriété ont été
développées pour quantifier I’Hp dans divers milieux biologiques (Jayle, 1951 ; Van Ros et
Van Sande, 1964 ; Elson, 1974 ; Standing et Price, 1976). A pH acide (pH 4,0), la quasi
totalité de D’activité peroxydasique est due au complexe Hp-Hb alors que celle de I’'Hb est
pratiquement nulle (Connell et Smithies, 1959 ; Sasazuki et coll., 1974 ; Elson, 1974 ;
Standing et Price, 1976). En effet, I’hémoglobine libre est dénaturée en milieu acide, alors que
la formation d’un complexe Hp-Hb permet une stabilisation de 1’hémoglobine dont le pouvoir
peroxydasique est conservé (Cassatt et Steinhardti, 1971 ; Elson, 1974 , Sasazuki et coll.,
1974). Nous avons utilisé le pouvoir peroxydasique du complexe Hp-Hb a pH 4,0 pour la
détermination de constantes d’équilibre de dissociation apparentes entre chaque phénotype
d’haptoglobine et I’hémoglobine. Par ailleurs, des résultats préliminaires nous ont permis de
montrer que I’interaction de 1’haptoglobine avec 1’hémoglobine était exothermique. Ainsi, en
seconde approche nous avons utilisé¢ cette propriété pour suivre I’interaction de chaque
phénotype d’Hp avec I’Hb par microcalorimétrie. La technique actuellement la plus
couramment utilisée pour les mesures thermodynamiques est la microcalorimétrie par titration
isotherme (Kitzinger et Steiner, 1956 ; Livingstone, 1996). Cette méthode permet la mesure
de la quantité de chaleur dégagée ou absorbée dans une enceinte adiabatique par une réaction
chimique initiée par le mélange d’au moins deux réactifs. En fonction de 1'affinité du systéme
étudié, les parameétres de 1’interaction peuvent étre directement mesurés, ou bien déduits. Les
microcalorimétres modernes sont des outils permettant de mesurer des quantités de chaleur de
I’ordre de 1 pcal. Ils sont donc particuliecrement adaptés a I’étude physico-chimique

d’interactions biologiques mettant en jeu la formation ou la rupture de liaisons non-covalentes
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comme les liaisons hydrogeénes. Plus généralement, ils permettent de quantifier les effets
thermiques pouvant accompagner les changements de conformation que subissent de
nombreuses molécules biologiques dans le cadre de leur fonction physiologique. En effet, un
microcalorimétre fournit directement des grandeurs thermodynamiques, notamment les
variations de quantit¢ de chaleur qui caractérisent la stabilité des systemes (calorimétre
différentiel a balayage) ou les interactions moléculaires (titration isotherme). A titre
d’exemple historique, Kittzinger a pu, grace a cet instrument, mesurer la chaleur de réaction
lors de I’interaction de I’albumine avec un anticorps dirigé contre cette protéine (Kittzinger et
Steiner, 1956). Des grandeurs thermodynamiques ont été récemment déterminées pour
plusieurs systémes protéine-protéine par cette méthode (Leder coll., 1995 ; Tsumoto et coll.,
1996, Boudier et coll,, 2005). Ainsi, il apparait que la combinaison d’études
thermodynamiques par microcalorimétrie et d’études structurales devrait rendre possible une
meilleure caractérisation et quantification des différentes interactions intermoléculaires

responsables des processus de reconnaissance moléculaire.

I1. 2. Matériels et Méthodes

L’Hp a été purifiée a partir de plamas phénotypés comme décrit dans la troisiéme partie de ce
mémoire. L ’hémoglobine utilisée a ét¢ d’origine humaine (Sigma Chemical Co,St. Louis,

USA).
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Il. 2. 1. Détermination des constantes d’équilibre de dissociation grace au pouvoir
peroxydasique du complexe Hp-Hb

Principe

Des essais préliminaires ont été réalisés pour déterminer la concentration d’Hp minimale a
utiliser dans la réaction Hp/Hb suivie par la mesure du pouvoir peroxydasique du complexe
en cinétique. La concentration de 107 mol/L a été identifiée comme étant la concentration
optimale, quel que soit le phénotype, permettant de suivre en cinétique a pH 4,0 la formation
du complexe Hp-Hb en présence de concentrations variables en Hb, selon la méthode de
Standing et Price modifiée (Standing et Price, 1976). L’Hp a la concentration de 10 'mol/L a
¢été incubée avec des concentrations variables en Hb avant d’étre mise en présence de guaiacol
et de peroxyde d’hydrogene a pH 4,0. Dans ces conditions, seul le pouvoir peroxydasique de
I’Hb complexée a I’'Hp a été mesuré (Connell et Smithies, 1959), avec une variation
d’absorbance liée a la formation du tétraguaiacol proportionnelle a 1’activité peroxydasique du

complexe.

Mode opératoire et exploitation des résultats

L’haptoglobine et I’hémoglobine ont été diluées dans un tampon Tris-HCI 50 mmol/L, pH
7,5.

100 pL d’une solution d’Hp (2 pmol/L) ont été additionnés a 100 puL d’une solution
d’hémoglobine humaine de concentration variable. Aprés 10 minutes d’incubation a
température ambiante, 100 pL. du mélange ont été transférés dans une cuvette thermostatée a
37 °C contenant 1 mL d’une solution de guaiacol (0,3 mol/L) dans un tampon acétate (0,175

mmol/L), pH 4,0. Aprés 10 min d’incubation, la réaction a été initiée par addition de 100 pL
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d’une solution de peroxyde d’hydrogene 0,12 % (w/v) fraichement préparée, et la variation
d’absorbance AA/min a ¢été suivie en continue a 470 nm pendant 5 minutes avec un
spectrophotomeétre Uvikon 922 (Kontron Inst, Montigny le Bretonneux, France). Les données
obtenues ont été analysées par régression non-linéaire en vue de la détermination de la
meilleure estimation de la constante apparente d’équilibre de dissociation (K4) en utilisant
I’équation (6). Cette équation, classiquement utilisée dans 1’étude des interactions réversibles
protéine-protéine (Easson et Stedman, 1936 ; Straus et Goldstein, 1943 ; Bieth, 1974), a été

appliquée a notre systéme expérimental sous la forme suivante :

([Hp] +[Hb] + Ky) —\/([Hp] +[Hb] + Kq)2 — 4 [Hp][Hb]
2 x[Hp] (6)

AA/min = AA/minmaX

Ou : AA/min est la variation d’absorbance par min mesurée pour une concentration donnée en
hémoglobine, AA/miny,, est la variation d’absorbance par minute obtenue pour une
concentration saturante en hémoglobine. [Hp] désigne la concentration en haptoglobine et

[Hb] désigne la concentration en hémoglobine.

Il. 2. 2. Calorimétrie par titration isotherme (ITC)

Principe de I'ITC

La calorimétrie par titration isotherme (ITC) permet de déterminer les paramétres décrivant
une interaction, telle que celle d’une macromolécule avec un ligand, notamment la constante
d’équilibre de dissociation, la steechiométrie de liaison, ainsi que les variations d’enthalpie

(AH), d’entropie (AS) et de chaleur spécifique (ACp).
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Nous avons mis en ceuvre cette technique en utilisant un microcalorimétre & compensation
thermique (modéle VP-ITC de Microcal Inc., Northampton, MA, USA). Ce type d’appareil
possede deux cellules : I’'une contenant la solution de référence, I’autre contenant le milieu

réactionnel. Ces deux cellules sont constituées d’un alliage a haute conductivité thermique

(Hastelloy®). Un dispositif thermoélectrique mesure la différence de température entre les

deux cellules et un deuxieme dispositif mesure la différence de température entre les cellules
et I’enceinte thermostatée de I’appareil maintenue a la température expérimentale (Figure 20).
Si de la chaleur est produite ou absorbée lorsqu’une réaction chimique a lieu dans la cellule
réactionnelle, la différence de température entre cette derniére et la cellule de référence sera
compensée €lectriquement en continue. Cette puissance €lectrique, nécessaire au maintien de
la température constante dans la cellule réactionnelle est enregistrée en continue. Elle

. , . . -1
correspond au signal expérimental brut et s’exprime en pcal.s™.

/

| Seringue d'injection
{ligand)

1

Cellule de Cellule de
afé réaction
{macpomolécule)

Figure 20 : Microcalorimetre VP-ITC

Dans une expérience typique, une macromolécule placée dans la cellule de mesure du

microcalorimétre est progressivement saturée, a température imposé€e, par injections
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incrémentales de ligand délivrées a partir d’une seringue motorisée, pilotée par ordinateur et
équipée d’une hélice d’agitation. Chaque addition de ligand est accompagnée d’un
dégagement thermique correspondant a I’interaction macromolécule-ligand. L’ampleur de ce
dégagement de chaleur est proportionnelle a la quantité de complexe formé, tant que la
macromolécule titrée est en exces. L’appareil réagit en produisant ou absorbant
¢lectriquement de la chaleur, afin de maintenir constante la température du milieu réactionnel.
Si la réaction est rapide, le signal enregistré a I’aspect d’un pic. La quantité de chaleur totale
résultant d’une injection correspond a I’aire du pic, c'est-a-dire 1’intégrale par rapport au
temps du signal expérimental. Le graphe montrant ’ensemble des quantités de chaleur
décrivant une expérience de titration est appelé 1’isotherme de liaison" (Figure 21).

Le principe de la méthode et la sensibilit¢ de I’appareillage permettent d’étudier une
interaction avec des quantités minimes de produits. Ses performances, alliées a une gestion
automatisée de I’expérimentation et du traitement des résultats, font qu’elle occupe une place

de plus en plus importante en biologie.

Mode opératoire

Les investigations calorimétriques de la réaction entre 1’hémoglobine et chacun des trois
phénotypes d’Hp ont été réalisées a 25 °C dans un tampon Tris-HCI 50 mmol/L, pH 7,5,
contenant de 100 mmol/L NaCl).

1,4 ml de solution tamponnée d’haptoglobine (1 pmol/L) ont été placés dans la cellule de
mesure alors que la cellule référence a été remplie par du tampon seul. L’hémoglobine
dissoute dans le méme tampon a été placée dans la seringue motorisée du systeme. Apres que
le systéme ait atteint son équilibre thermique (10 - 20 min) et enregistrement pendant 3 - 5

min de la ligne de base, la solution d’hémoglobine a été injectée sous forme d’incréments
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successifs de 3 ul dans la solution d’haptoglobine. Une agitation continue du milieu
réactionnel a été maintenue a vitesse constante durant toute I’expérience. Le contrdle du
systetme de mesure, 1’acquisition et I’analyse des données ont été réalisés avec les logiciels

VP viewer® et Origin® fournis par le fabriquant du microcalorimetre.
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Figure 21 : Exemple de données calorimétriques obtenues par ITC (Source : microcal

corporation, Northampton, USA) Les injections successives d’une quantité connue de ligand dans la
solution de macromolécule contenue dans la cellule de mesure entraine I’émission d’un signal expérimental
montrant des pics de puissance thermique exprimée en pcal.s’ (courbe du haut). Les quantités de chaleur
déduites de la surface des pics permettent d’obtenir 1’isotherme de liaison (courbe du bas).
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I1. 3. Résultats

IL. 3. 1. Détermination des constantes d’équilibre de dissociation apparentes par la méthode

enzymatique

La formation des complexes Hp-Hb a été quantifiée par leur activité peroxydasique pour
chacun des trois phénotypes d’Hp en présence de concentrations croissantes d’hémoglobine.

Les résultats obtenus sont représentés sur la Figure 22.

0,010 4

0,008 —

o
o
o

S
1

0,002

Activité peroxydasique(AA/min)

T T T T T T T T T T |
0 10 20 30 40 50 60 70

Hb (pmol/L)

Figure 22 : Activité peroxydasique des complexes Hp-Hb. Hp 1-1 (m) Hp 2-1
(V) Hp 2-2 (®). Chaque phénotype d’Hp & la concentration de 107 mol/L a été incubé avec des
concentrations croissantes d’Hb. Les variations d’absorbance ont été suivies a 470 nm pendant 5 min
aprés addition de 100 pL de peroxyde d’hydrogeéne 0,12 % (w/v). Chaque point représente la
moyenne de 4 mesures réalisées indépendamment. Les courbes représentées ont été générées avec
I’équation 6 et les meilleures estimations de Kg.

La meilleure estimation de la constante d’équilibre de dissociation (K4) du complexe formé
entre chaque phénotype d’haptoglobine et I’hémoglobine a été déterminée par régression non-

linéaire a partir des données expérimentales (annexe 1) représentées dans la figure 22 en
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utilisant 1’équation (6). Les valeurs sont présentées au tableau XI. Les résultats ont montré
que les affinités des phénotype Hp 1-1 et Hp 2-1 sont statistiquement significativement

supérieures a celle du phénotype Hp 2-2.

Tableau XI : Constantes d’équilibre de dissociation apparentes des complexes formés
entre les phénotypes d’haptoglobine et I’hémoglobine

Type de complexe Constantes de dissociation Kd (mol/L)
Hb-Hp 1-1 2,5+0,5x 10°
Hb-Hp 2-1 3,1+0,5x 10
Hb-Hp 2-2 6,7+ 1,0x 10°

I1. 3. 2. Investigation en microcalorimeétrie

Des essais préliminaires réalisés a pH 7,5 de I’interaction de I’Hp avec I’Hb ont permis de
constater que I’interaction était exothermique. L’allure des courbes de titration de I’'Hp par
I’hémoglobine a montré que les données obtenues ne permettaient pas une détermination des
constantes d’équilibre de dissociation (Figure 22). En effet, les courbes de titration de
I’haptoglobine par 1’hémoglobine traduisaient une fixation "pseudo-irréversible" de I’Hb par
I’Hp dans nos conditions expérimentales. Par conséquent, il était impossible de déterminer
des constantes d’équilibre de dissociation dans ces conditions. Des résultats fiables n’ont pas
pu étre obtenus, malgré des tentatives d’optimisation des conditions de réalisation des
mesures : diminution des concentrations des protéines et des volumes injectés. La seule
information qui a pu étre déduite des expériences réalisées a été que la constante d’équilibre
de dissociation était au moins inférieure a 10® mol.L”'. Les quantités de chaleur totale
obtenues dans nos conditions opératoires ont permis de calculer des valeurs de variation
d’enthalpie (AH) de I’ordre de - 24, - 29 et - 48 kcal/mol pour le phénotype Hp 1-1, Hp 2-1, et

Hp 2-2, respectivement. Ces données montrent que la réaction entre 1’hémoglobine et le
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phénotype Hp 2-2 et est significativement plus exothermique que celle entre 1’hémoglobine et

les deux autres phénotypes (Figure 23).
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Figure 23 : Courbes de titration des phénotypes d’haptoglobine par I’hémoglobine.
L’haptoglobine (1 umol/L) placée dans la cellule de mesure a été titrée par addition de 3 pL. d’une solution
d’hémoglobine (50 umol/L) placée dans la seringue. L’acquisition des données, le contrdle des instruments
ont été réalisées avec le logiciel VP viewer® et I’analyse des données par le logiciel Origin®.

I1. 4. Discussion

L’interaction de 1’haptoglobine avec 1’hémoglobine a été étudiée par deux approches pour
chacun des trois phénotypes d’Hp que nous avons purifi¢ a partir de plasmas humains. La
premicre approche a utilis¢ une méthode enzymatique basée sur le pouvoir peroxydasique du
complexe Hp-Hb a pH 4,0, grace a I’analyse des résultats obtenus apreés incubation d’une
concentration fixe de chacun des trois phénotypes en présence de concentrations croissantes
d’Hb. Le traitement des données expérimentales relatives a la variation du pouvoir

peroxydasique du complexe Hp-Hb nous a permis de déterminer des constantes d’équilibre de
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dissociation apparentes de 2,5 0,5, 3,0 £0,5 et 6,7 £+ 1,0.10'6 mol.L, pour Hpl-1, Hp 2-1, et
Hp 2-2, respectivement. Ces résultats montrent que le phénotype Hp 2-2 a une affinité
significativement plus faible pour 1’hémoglobine que les phénotypes Hp 1-1 et Hp 2-1. Les
constantes d’équilibre de dissociation ont été déterminées a partir des résultats d’interactions
haptoglobine/hémoglobine réalisées a pH acide pour ne mesurer que le pouvoir
peroxydasique li¢ a la formation de complexes Hp-Hb et éviter toute interférence par
I’hémoglobine non liée. Cependant, ce pH n’est pas compatible avec un état physiologique.
Ainsi, les constantes d’équilibre de dissociation déterminées a pH 4,0 ne peuvent
correspondre a des constantes d’équilibre gouvernant 1’interaction des deux protéines in Vivo.
Néanmoins, elles peuvent étre utilisées pour comparer ’affinité des trois phénotypes d’Hp
pour I’hémoglobine in vitro. Les valeurs des constantes d’équilibre de dissociation apparentes
que nous avons déterminées correspondent a des affinités plus faibles que celles décrites dans
la littérature ou ’on trouve des valeurs allant de 10%4 10"® mol.L™!, estimées ou déterminées
dans des conditions opératoires différentes et avec des méthodes différentes, donc
difficilement comparables. A titre d’exemple, Hwang et Greer ont étudi¢ la réaction de
fixation de I’Hp avec des chaines alpha d’Hb par "quenching" de fluorescence. Ils ont
déterminé des constantes d’équilibre de dissociation de 0,6.10° mol.L", et partant de 1a, ont
estimé que la constante d’équilibre de dissociation du complexe Hp-Hb devrait étre de 1’ordre
10"° mol.L™" a pH 7,4 (Hwang et Greer, 1980). Ces mémes auteurs avaient auparavant montré
que les valeurs des constantes d’équilibre de dissociation de la réaction des chaines alpha de
I’Hb avec I’Hp variaient en fonction du pH d’un facteur de 100 avec un minimum de 0,16.10°
a pH 6 et un maximum de 0,16. 10*a pH 9,5, en suivant la réaction de fixation d’une chaine o
de I’hémoglobine avec I’Hp par une méthode de "quenching" de fluorescence (Hwang et
Greer, 1979). D’autres auteurs, grace a une méthode de résonance plasmonique de surface

(SPR) utilisant comme appareillage le Biacore®, ont trouvé des constantes de dissociation de
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’ordre 10" mol.L™" (Asleh et coll., 2005). Il découle de ce qui précéde que les constantes de
dissociation disponibles sont des constantes de dissociation apparentes ; elles dépendent des
conditions opératoires utilisées et ne peuvent en aucun cas étre comparées. Dans nos
conditions (pH acide), ’affinité¢ entre les deux protéines pourrait Etre abaissée ce qui
expliquerait les différences entre les valeurs déterminées et celles de la littérature (Adams et

Weiss, 1969).

Ces différences nous ont amené a vouloir confirmer nos résultats obtenus a pH 4,0 par une
autre approche que celle basée sur le pouvoir peroxydasique du complexe Hp-Hb. C’est
pourquoi, nous nous sommes intéressés a I’étude de I’interaction haptoglobine/hémoglobine a
pH 4,0 en calorimétrie. Les essais réalisés n’ont pas été concluants car ’hémoglobine a ce pH
a été dénaturée (Cassatt et Steinhardti, 1971 ; Elson, 1974 ; Sasazuki et coll., 1974). Cette
dénaturation a été caractérisée par un changement de coloration de la solution de titrage et
I’absence de pics lors de son injection a la solution d’Hp. La discordance entre 1’absence de
signal en microcalorimétrie et les résultats que nous avons obtenus par la mesure de I’activité
peroxydasique, peut étre liés aux conditions expérimentales utilisées. En effet, lors de I’étude
du pouvoir peroxydasique des complexes Hp-Hb, 1’hémoglobine a été incubée en présence
d’Hp a pH 7,5, avant que 100 pL de mélange ne soient transférés dans 1 mL de tampon
acétate pH 4,0 pour la mesure de I’activité peroxydasique. Or il a été rapporté que la fixation
de I’'Hb a I’Hp prévient la dénaturation de I’Hb a pH acide (Adams et Weiss, 1969 ; Elson,
1974 ; Sasazuki et coll., 1974). En microcalorimétrie, il est indispensable que les tampons
utilisés pour la solution titrante et la solution titrée soient identiques, mais un pH de 4,0 n’est

pas compatible avec la conservation des propriétés biologiques de I’hémoglobine.
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L’¢tude de I’interaction de I’hémoglobine avec 1’haptoglobine en microcalorimétrie a pH 7,5
nous a montré¢ que la formation du complexe Hp-Hb était exothermique comme
précédemment rapporté par Adams et Weiss (Adams et Weiss, 1969). Cependant, le
traitement des données issues de ces expériences n’a pas permis de déterminer des valeurs de
constantes d’équilibre de dissociation avec une précision suffisante afin de les comparer avec
celles trouvées par la méthode utilisant 1’activité peroxydasique du complexe Hp-Hb. En
effet, la courbe de titration calorimétrique de 1’haptoglobine par I’hémoglobine a pH 7.5
suggere une association pseudo-irréversible entre les deux partenaires, ce qui est incompatible
avec une détermination fiable des constantes de dissociation. D’autres essais
complémentaires, utilisant différentes conditions opératoires portant sur les concentrations
d’Hb, d’Hp et les volumes d’injections, ne nous ont pas permis de réaliser la saturation de
I’Hp de maniére progressive. L’aspect de ces courbes de titration nous suggerent cependant

. .. . . ;. N - -1
que les constantes de dissociation sont au moins inférieures & 10° mol.L™" a4 pH 7,5.

Apreés avoir identifié des conditions d’analyses optimales, nous avons pu déterminer la
variation de quantité de chaleur au cours de la formation du complexe Hp-Hb pour chaque
phénotype d’Hp. La variation d’enthalpie (AH) constitue un paramétre thermodynamique de
la réaction. En effet, pour des interactions correspondant a de fortes affinités comme celle de
la réaction Hp-Hb, la valeur de AH peut étre directement mesurée comme la valeur plafond du
profil de variation de quantité de chaleur échangée (Wiseman et coll., 1989 ; Jelesarov et coll.,
1996). Dans nos conditions, des variations d’enthalpie (AH) de - 24, - 29 et - 48 kcal/mol ont
été déterminées a 25 °C pour les phénotypes Hp 1-1, Hp 2-1, et Hp 2-2, respectivement. Une
¢tude réalisée avec un microcalorimétre moins performant et basé sur un principe différent
avait permis de caractériser 1’interaction Hp/Hb par des variations d’enthalpie de I’ordre de —

70,2 ;- 29,7 et + 7,2 kecal/mol a 37; 20 et 4 °C, respectivement (Adams et Weiss, 1969). Ces
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résultats sont cependant difficilement interprétables du fait que ces auteurs avaient utilisé une
solution d’haptoglobine correspondant a un mélange des trois phénotypes et que la
préparation était de plus de pureté insuffisante. Cependant, ces valeurs de AH fourniraient des
informations quant a la nature des liaisons impliquées dans I’interaction haptoglobine-
hémoglobine. En effet, selon ces auteurs les grandes variations de valeurs de AH observées
"militeraient” en faveur de [D’implication de liaisons hydrogénes situées dans un
environnement hydrophobe (Adams et Weiss, 1969).

Des auteurs qui ont rapporté des constantes de dissociation de I’ordre de 107"’ mol.L" (Asleh
et coll., 2005) sans indiquer de valeur de AH de I’interaction Hp-Hb, valeurs en principe
accessibles par la technique utilisée (résonance plasmonique de surface). De telles valeurs
auraient pu nous permettre de les comparer avec celles que nous avons déterminées, méme si
les valeurs de AH issues des techniques différentes doivent étre comparées avec prudence. En
effet, la résonance plasmonique de surface et la microcalorimétrie sont basées sur des
principes différents pour la détermination des parametres d’interactions moléculaires (Zuber,
1997). L'étude des parametres thermodynamiques par la résonance plasmonique de surface se
fait grace a la mesure directe a la surface de la phase solide de la progression de 1'association
entre les macromolécules ¢tudiées. Les constantes de cinétiques ks et kgis caractéristiques de
cette interaction sont déduites de cette mesure, permettant de calculer la constante d’équilibre
de dissociation Kd = kdis/kas. Estimée a différentes températures, celle-ci permet le calcul
des variations d'enthalpie (AH) et d'enthalpie libre (AG) de la réaction. A l'inverse, le signal
mesuré par microcalorimétrie est une quantité de chaleur produite ou absorbée par un milieu
réactionnel homogene liquide, lorsque la solution titrante est injectée progressivement dans la
solution titrée. Les phénoménes pouvant affecter négativement la mesure par la résonance
plasmonique de surface concernent principalement les limitations possibles de la cinétique de

la réaction par des phénomeénes de diffusion. Le transport de masse du réactif en solution vers
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l'interface solide-liquide et I’hypothétique renouvellement de la concentration locale du réactif
a l'intérieur de la matrice ou se déroule la réaction constituent les deux principales limites
décrites (Glaser et Hausdorf, 1993 ; Hall et coll., 1996 ; O'shannessy et Winzor, 1996 ;
Schuck et Minton, 1996 ; Zuber,1997). En ce qui concerne les mesures réalisées en
microcalorimétrie, elles peuvent étre affectées par des réactions annexes impliquant par
exemple le solvant ou d'autres composés (Naghibi et coll., 1995). Cette technique présente
donc le risque de rendre compte non seulement de la réaction étudiée, mais aussi de

I'évolution de 1'ensemble du milieu réactionnel.

I1I. Conséquences de I’interaction haptoglobine/hémoglobine sur la

détermination de ’haptoglobine en biochimie clinique

L’haptoglobine (Hp) est une protéine de la phase inflammatoire qui présente la propriété de
fixer I’hémoglobine (Hb) avec une forte affinité pour former un complexe soluble et stable
(McCormick et Atassi, 1990). A ce titre, elle est la protéine majeure du plasma pour la
capture de I’hémoglobine libre. L’Hp présente un polymorphisme génétique avec trois
phénotypes majeurs : Hp 1-1, Hp 2-1, et Hp 2-2.

Une conséquence de la formation d’un complexe Hp-Hb in vitro est I’interférence d’une
hémolyse marquée (Hb > 1 g/L dans le plasma) dans les techniques immunonéphélémétriques
(IN) de mesure de I’Hp, que ce soit en mode point final ou en mode cinétique (Boussuyt et
Blanckaert, 1999). Cette interférence a été¢ récemment documentée de manicre spécifique pour
la mesure IN en mode cinétique avec 1’automate Immage® (Beckman Coulter) (Zerbani et
Giraudeaux, 1999), mais avec des concentrations importantes en Hb puisque comprises entre
4 et 14 g/L. Nous avons voulu savoir si une hémolyse 1égére et non décelable a 1’ceil nu (Hb <

0,3 g/L) interférait également dans la mesure IN de I’Hp. Pour ceci, nous avons utilisé le fait
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que la coagulation sanguine entraine une faible hémolyse in vitro (Guder et coll., 1996). En
pratique, nous avons comparé¢ les concentrations d’Hp déterminées par IN dans les plasmas et
sérums d’une méme série de patients. Les concentrations d’Hb libre ont par ailleurs été
déterminées dans chaque spécimen. De plus, I’influence du phénotype d’Hp dans
I’interférence de I’Hb a été évaluée, puisque des différences dans les capacités de fixation en
Hb par les phénotypes d’Hp ont été signalées (Javid, 1965 ; Delanghe et coll., 2000). L’étude
a ¢été complétée par la vérification que les plasmas héparinés peuvent étre utilisés en IN

cinétique pour la mesure de 1’Hp.

I1I. 1. Matériels et méthodes

Des sérums et des plasmas ont été préparés a partir de prélévements sanguins provenant de 27
adultes consentants (12 hommes et 15 femmes dont les ages étaient compris entre 22 et 84
ans). Quelques caractéristiques de ces sujets sont indiquées dans le tableau XII. Les
prélevements sanguins ont ¢été réalisés au pli du coude dans deux tubes S-
Monovette®(Sarstedt), I’un sans coagulant et I’autre avec héparinate de lithium. Les
spécimens sanguins ont été laissés 30 min a température ambiante avant une centrifugation a
15 °C pendant 10 min a 1500 g. La concentration d’Hp a été déterminée par IN (Immage,
Beckman Coulter) avec les réactifs du fabricant. Le phénotypage a été réalisé aprés une
préincubation des spécimens avec un exces d’hémoglobine humaine purifiée dans les mémes
conditions que celles décrites dans la partie du mémoire consacrée au phénotypage de
I’haptoglobine. L’hémoglobine libre a ¢été déterminée avec un coffret réactif (Sigma
Chemicals Co, St Louis, Etats Unis) utilisant la méthode de Standefer (Standefer et
Vanderjagt, 1977) et plus précisément en présence de 3,3’,5,5’-tétraméthylbenzidine, avec

mesure de D’absorbance a 520 nm sur Uvikon 922 (Kontron Inst). Les comparaisons
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statistiques entre les résultats obtenus sur sérums et plasmas ont été réalisées avec le test t

appari¢ de Student.

I11. 2. Résultats

I11. 2. 1. Effet de la coagulation sur la concentration d’Hb libre et sur la mesure d’Hp

Les prélévements sériques et plasmatiques des 27 adultes ne présentaient pas d’hémolyse
visible a la suite d’une inspection visuelle. Les résultats d’Hp obtenus par IN et regroupés
dans le tableau XII indiquent que les concentrations sériques d’Hp sont constamment
inférieures a celles des plasmas correspondants (P<0,005). Des différences systématiques et
significatives (P<0,01) sont aussi observées entre les concentrations sériques et plasmatiques
d’Hb (Tableau XII), les concentrations moyennes d’Hb libre étant quatre fois plus élevées
dans le sérum que dans le plasma. Cette différence systématique est toutefois affectée d’une
variabilité interindividuelle considérable puisque les concentrations sériques rapportées aux

concentrations plasmatiques sont comprises entre 1,2 et 16.

111.2. 2. Effet d’une surcharge en Hb sur la mesure de I’haptoglobine

Nous avons testé 1’effet de Hb sur la mesure de la concentration d’Hp réalisée en IN. Pour

ceci, un spécimen sérique de chacun des trois phénotypes d’Hp a été surchargé en Hb. Les

résultats ont été représentés sur la Figure 24 en prenant en compte la concentration totale

d’Hb retrouvée, c’est-a-dire la somme de la concentration déja présente en Hb libre et celle
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ajoutée lors de la surcharge. Ils montrent que, pour des concentrations d’Hb comprises entre 0
et 1 g/L, on observe une décroissance lin€aire de I’Hp mesurée en IN. On note que cette
décroissance concerne déja la zone de concentration en Hb pour laquelle ’hémolyse n’est pas

visible a I’ceil nu. Cet effet n’a pas été trouvé dépendant du phénotype d’Hp.
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Tableau XII : Concentrations sériques et plasmatiques d’hémoglobine libre et
d’haptoglobine chez 27 adultes.
Age Sexe Phénotype Se-Hp PI-Hp Se-Hb P1-Hb
1 31 F Hp 1-1 1,17 1,18 0,050 0,030
2 84 M Hp 1-1 1,53 1,68 0,033 0,013
3 30 F Hp 1-1 2,84 2,95 0,084 0,008
4 27 F Hp 1-1 0,91 0,97 0,088 0,021
5 51 F Hp 2-1 1,32 1,38 0,048 0,007
6 74 M Hp 2-1 1,48 1,49 0,055 0,006
7 64 M Hp 2-1 1,13 1,19 0,090 0,045
8 66 M Hp 2-1 2,30 2,43 0,109 0,038
9 42 M Hp 2-1 2,91 3,08 0,128 0,014
10 65 M Hp 2-1 0,75 0,86 0,099 0,018
11 71 M Hp 2-1 1,21 1,53 0,174 0,011
12 22 M Hp 2-1 0,73 0,82 0,077 0,006
13 38 F Hp 2-1 1,60 1,58 0,022 0,001
14 65 M Hp 2-1 1,70 1,71 0,027 0,022
15 72 F Hp 2-1 1,75 1,85 0,055 0,016
16 56 F Hp 2-1 1,11 0,99 0,040 0,026
17 34 F Hp 2-1 1,22 1,29 0,090 0,042
18 48 F Hp 2-1 1,37 1,43 0,059 0,008
19 57 F Hp 2-1 1,70 1,76 0,048 0,017
20 71 F Hp 2-2 1,72 1,91 0,060 0,023
21 83 F Hp 2-2 1,44 1,41 0,034 0,004
22 32 M Hp 2-2 0,53 0,57 0,053 0,014
23 43 F Hp 2-2 1,07 1,08 0,084 0,015
24 40 M Hp 2-2 1,61 1,66 0,088 0,022
25 68 F Hp 2-2 1,75 1,74 0,062 0,012
26 32 M Hp 2-2 1,70 1,71 0,046 0,017
27 77 F Hp 2-2 0,66 0,68 0,063 0,018
Moyenne 54 1,46 1,52 0,069 0,017
Ecart type 16 0,52 0,54 0,033 0,015
P 0,005 0,01

Les concentrations d’Hb et d’Hp sont exprimées en g/L, F : féminin ; M : masculin
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Figure 24 : Effet d’une surcharge en hémoglobine sur le dosage de
I’haptoglobine en immunonéphélémétrie selon les phénotypes.

I11. 2. 3. Effet du degré d’hémolyse sur la mesure d’Hp

Une relation inverse lie de maniére assez étroite (r = - 0,72) les différences entre sérum et
plasma des 2 parametres (Hb et Hp). L’équation des moindres carrés est la suivante :

y =-1,82 x + 0,03, avec y en g/L d’Hp et x en g/L d’Hb. L’effet de I’hémolyse ne parait pas
étre influencé par le phénotype d’Hp (Figure 25). Lorsque les différences entre sérum et
plasma des 2 paramétres sont considérées, on n’observe pas de différence significative entre

les séries de valeurs constituées selon les trois phénotypes.
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Figure 25 : Relation entre les différences des concentrations sériques (Se) et
plasmatiques (PI) en hémoglobine libre et en haptoglobine.

I11. 2. 4. Effet de I’héparinate de lithium sur la mesure d’Hp en IN

Un pool de sérum ne présentant pas d’hémolyse visible a été surchargé avec des
concentrations croissantes d’héparinate de lithium. Les concentrations d’Hp retrouvées en IN
restent constantes dans I’intervalle 0 a 40 UI/mL d’héparinate (Tableau XIII). Parmi celles-ci,
la concentration d’héparinate de 20 Ul/ml est celle présente dans les tubes de prélévement que

nous avons employés pour les prélévements des plasmas de patients.
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Tableau XIII : Effet de I’héparinate de lithium sur la mesure de I’Hp en IN

Héparinate (UI)/mL) 0 10 20 30 40

Hp (g/L) 3,11 3,11 3,09 3,06 3,02

I1I. 3. Discussion

Les résultats obtenus en comparant sérums et plasmas montrent que la coagulation entraine
systématiquement une hémolyse légere, ce qui confirme les résultats obtenus par d’autres
auteurs (Guder et coll., 1996 ; Zerbani et Giraudeaux,1999). Ils indiquent aussi que, malgré
une standardisation rigoureuse des prélévements et de la préparation des spécimens,
I’importance de I’hémolyse varie considérablement. Bien que cette hémolyse reste limitée et
dans tous les cas étudiés non visible a I’ceil nu, elle crée une interférence négative lorsque la
mesure de Hp est réalisée par IN selon un mode cinétique avec I’appareil Immage® sur
sérum. Cette observation a été retrouvée aprés surcharge in vitro avec de 1’hémoglobine
humaine. Elle confirme les données obtenues par d’autres auteurs ayant utilisé des
concentrations  supérieures en Hb pour trois systémes analytiques (utilisant
I’immunonéphélémétrie) provenant de deux fabricants différents (Boussuyt et Blanckert, 1999
; Zerbani et Giraudeaux, 1999). La différence des concentrations plasmatiques d’Hp par
rapport aux sérums lorsque mesurées en IN n’est pas liée a une interférence positive créée par
I’héparinate de lithium. C’est la raison pour laquelle il devrait étre recommandé de mieux
maitriser la phase préanalytique en réalisant la mesure d’Hp par IN sur plasma plutot que sur
sérum. L’erreur moyenne observée par 1’hémolyse in vitro due a la coagulation (- 5 %)

dépasse la variabilité analytique intersérielle du systéme que nous avons utilisé (précision =
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3.8 %) dans la zone des concentrations plasmatiques usuelles en Hp. Il faut toutefois noter
que dans notre série, les résultats indiquent aussi que I’erreur due a I’hémolyse peut atteindre
20 %. Les résultats de cette étude montrent aussi que I’interférence de I’Hb est retrouvée pour
les trois phénotypes de I’Hp. La question de quantifier I’importance des différences de
concentrations d’haptoglobine entre s€rum et plasma pour des systémes analytiques différents
reste posée, en particulier quant-a I’influence des anticorps utilisés. En effet, certains auteurs
ont montré, mais apres surcharge de quantités importantes d’hémoglobine, que 1’interférence

était dépendante des anticorps (Boussuyt et Blanckert, 1999).

IV. Conclusion

Au cours de cette partie de mémoire, nous avons ¢étudi¢ 1’interaction de 1’hémoglobine avec
chacun des trois phénotypes majeurs de 1’haptoglobine. Malgré la découverte de I’Hp qui
remonte a plus d’une soixantaine d’années, la nature des liaisons impliquées dans son
interaction avec 1’hémoglobine n’a pas été clairement établie (Nielsen et coll., 2006). En effet,
I’interaction Hp/Hb est 1’une des plus fortes interactions connues rendant ainsi son étude
difficile et les différentes méthodes utilisées pour suivre cette interaction donnent des résultats
peu précis du fait de la forte affinit¢ de 1’hémoglobine pour I’haptoglobine. Aussi, plusieurs
artifices ont été utilisés pour déterminer les paramétres de cette interaction et c’est dans ce
contexte que nous avons choisi d’étudier I’interaction de I’haptoglobine avec 1’hémoglobine
par deux approches. La premiere a consisté a la détermination des constantes d’équilibre de
dissociation grace a I’utilisation du pouvoir peroxydasique a pH 4,0 du complexe formé. Les
constantes de dissociation obtenues a ce pH (certes non compatibles avec des conditions
physiologiques), nous ont permis de comparer les affinités de 1’hémoglobine avec chaque

phénotype d’Hp. A ce pH, les phénotypes Hp 1-1 et Hp 2-1 se sont révélés capables de fixer
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I’hémoglobine avec une affinité significativement plus ¢élevée que le phénotype Hp 2-2. La
deuxiéme approche a utilis¢ la titration en microcalorimétrie a pH neutre. Les résultas obtenus
par cette méthode confirment que les constantes d’équilibre de dissociation de la réaction sont
au moins supérieures a 10 L.mol™". Cette technique nous a également permis de déterminer
les variations de quantité¢ globale de chaleur dégagée lors de I’interaction de 1’hémoglobine
avec chacun des trois phénotypes d’haptoglobine. Les résultats obtenus nous indiquent que la
variation d’enthalpie est significativement plus importante lors de la formation du complexe
Hb-Hp 2-2 que lors de la formation des complexes Hb-Hp 2-1 et Hb-Hp 1-1. Enfin, nous
avons ¢étudi¢ les conséquences de l’interaction Hp-Hb en biologie clinique dans la
détermination immunonéphélémétrique de I’Hp. Les résultats de cette étude montrent aussi
que l’interférence de I’Hb est retrouvée pour les trois phénotypes de I’Hp. La question de
quantifier I’importance des différences de concentrations d’haptoglobine entre sérum et
plasma pour des systemes analytiques différents reste posée, en particulier en ce qui concerne
I’influence des anticorps utilisés. En effet, certains auteurs ont montré, mais aprés surcharge
avec des quantités importantes d’hémoglobine, que I’interférence était dépendante des
anticorps (Boussuyt et Blanckert, 1999). Ces résultats nous conduisent a recommander de
déterminer I’Hp sur plasma plutot que sur sérum, que les dosages soient réalisés pour suivre
un phénoméne inflammatoire, une hémolyse in vivo, ou encore lorsque I’Hp est utilisée

comme variable dans des scores multiparamétriques tels que Fibrotest® ou Actitest®.
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Cinquieme Partie : Stress oxydant induit par I’hémoglobine libre
sur le globule rouge et effet protecteur des phénotypes de

I’haptoglobine humaine
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I. Introduction

L hémoglobine est une molécule importante du régne animal avec comme principal réle de
transporter l'oxygeéne des poumons aux tissus de 1’organisme et de transporter le gaz
carbonique dans le sens inverse. Cependant, elle peut s’avérer toxique, particulierement
lorsqu’elle est localisée en dehors du globule rouge (Everse et Hsia, 1997 ; Ziouzenkova et
coll., 1999 ; Lim et coll., 2001). Dans le globule rouge, I’oxyhémoglobine, par une réaction
d’oxydation intramoléculaire spontanée, génére de la méthémoglobine et I’ion superoxyde. La
méthémoglobine est incapable de fixer 1’oxygeéne et est rapidement réduite par Ia
méthémoglobine réductase. L’ion superoxyde est quant a lui dismuté en oxygene et en
peroxyde d’hydrogene. Ce dernier est a son tour rapidement converti en oxygene et eau par la
catalase, ou métabolisé par les glutathion peroxydases (Everse et Hsia, 1997).

En dehors de 1’espace intra-érythrocytaire et de son contenu anti-oxydant, le potentiel oxydant
de I’hémoglobine s’exprime dans le milieu extracellulaire et a ét¢ évoqué en rapport avec
d’importantes atteintes cellulaires (Everse et Hsia, 1997 ; Lim et coll., 2001). En effet,
I’hémoglobine extra-érythrocytaire peut participer a trois réactions qui peuvent
potentiellement contribuer a des dommages tissulaires : I’auto-oxydation de 1’hémoglobine, la
réaction avec 1’eau oxygénée et la liaison avec le NO (Everse et Hsia, 1997 ; Buehler et
Alayash, 2004), que nous aborderons successivement. Les deux premicres réactions sont

résumées dans la Figure 26.
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Figure 26 : Représentation schématique de l’oxydation et de la réduction de
I’hémoglobine dans le globule rouge et dans I’environnement extracellulaire (Lim et
coll., 2001).

152



I. 1. Auto-oxydation de I’hémoglobine

L’auto-oxydation de I’hémoglobine est a 1’origine de sa toxicité oxydative. Dans le globule
rouge, elle concerne moins de 3 % de I’hémoglobine totale du fait de la présence d’une
méthémoglobine réductase. Elle constitue cependant la source majeure de production des
radicaux libres dans le globule rouge (Misra et Fridovich, 1972). En dehors du globule rouge
(et de son efficace systéme enzymatique capable de maintenir des taux bas de
méthémoglobine et de ferryl-hémoglobine), 1’hémoglobine devient un puissant toxique
oxydant (Lim et coll., 2001). En effet, la toxicité¢ de I’hémoglobine libre et de son produit de
catabolisme, I’héme, est principalement due a sa capacité a médier la production de radicaux
hydroxyles ("OH) a travers la libération de fer. En absence de superoxyde dismutase et de
catalase, 1’oxyhémoglobine extracellulaire subit une oxydation spontanée conduisant a la
formation de radicaux superoxydes et de Fe’". Par ailleurs, le fer ferreux ou ferrique de
I’hémoglobine peut donner, sous 1’action de peroxyde d’hydrogeéne ou de lipoperoxydes, de la
ferryl-hémoglobine (Alaysh, 1999). La ferryl-hémoglobine est un produit hautement toxique

qui a un potentiel redox de valeur proche de celle du radical hydroxyle (Alaysh, 1999).

Le radical "OH est, lui aussi, un puissant oxydant qui en réagissant avec les acides gras poly-
insaturés des phospholipides membranaires peut initier la peroxydation lipidique et
éventuellement provoquer des lésions cellulaires (Sadrzadeh et coll., 1984 ; Buehler et
Alayash, 2004). 11 a été rapporté que I’hémoglobine est capable, en induisant la production de
radicaux ‘OH, d’entrainer la peroxydation de I’acide arachidonique ou des lipides de
membranes de globules rouges lavées avec production d’un produit terminal de Ia

peroxydation lipidique, le dialdéhyde malonique (MDA). Cet effet est observé méme en
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présence d’haptoglobine qui fixe I’hémoglobine et d’un chélateur du fer libre, la
desferrioxamine (Sadrzadeh et coll., 1984). L’interaction de 1’hémoglobine libre avec les
membranes cellulaires en relation avec la peroxydation lipidique est bien documentée.
Plusieurs études ont montré 1’effet toxique de 1’hémoglobine libre, dans le cerveau (Xi et
coll.,, 1998), dans I’eeil (Abraham et coll., 1998), et dans le systéme nerveux central
(Sadrzadeh et coll., 1987). De méme, les interactions oxydatives entre 1’hémoglobine et la
membrane cellulaire constituent un facteur important dans les mécanismes de destruction des
globules rouges sénescents et la survenue de nombreux désordres hémolytiques (Babior,

1981 ; Chiu et coll., 1982).

I. 2. Réaction de I’oxyhémoglobine avec I’eau oxygénée

L’hémoglobine peut réagir avec 1’eau oxygénée pour donner de la ferryl-hémoglobine

(Giulivi et Davies, 1990) :

Hb-Fe2*- 0, + 1,0, —> Hb-Fe*- 0> + 0, + H,0 ®

La réaction a lieu dans des solutions dilu¢es d’hémoglobine (< 75 pmol/L) en présence d’un
excés d’eau oxygénée. La réaction de 1’'H,0, avec le fer (Fe*") de I'Hb (oxy-Hb et désoxy-
Hb) entraine la formation de ferryl-Hb ou d’oxoferryl-Hb, respectivement (Winterbourn,
1990 ; Giulivi et Cadenas, 1994). Ces deux produits sont connus comme étant de puissants
agents oxydants qui peuvent étre a 1’origine de dommages cellulaires et tissulaires (Gorbunov

et coll., 1995 ; Everse et Hsia, 1997 ; Goldmann et coll., 1998).
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I. 3. Liaison de I’hémoglobine avec le NO

Le NO a été identifi¢ comme le principal facteur de relaxation dérivé de I’endothélium
(EDREF) (Griffith et coll., 1984). L’activité vasoconstrictrice de I’hémoglobine a été largement
documentée et a été attribuée en grande partie a sa capacité a fixer du NO et a limiter ainsi son
effet biologique qui peut étre étudié a travers la relaxation du muscle vasculaire lisse
(Thompson et coll.,, 1994). En effet, le NO réagit avec 1’oxyhémoglobine in vitro quasi-
instantanément avec une vitesse 250 fois plus €élevée qu’avec 1’hémoglobine intracellulaire
(Kelm et coll., 1988 ; Lim, 2001). Des études ont montré que 1I’Hb extracellulaire inhibait en
partie la vasodilatation dépendante de 1’endothélium par une interaction chimique directe avec
le NO (Martin et coll., 1985 ; Collins et coll., 1993). L’effet vasoconstricteur observé pourrait
étre expliqué par une augmentation de la synthése de composés "prostaglandines-like" comme
les Fp-isoprostanes, en réponse a la peroxydation lipidique initiée par I’Hb libre ou par ses

métabolites (Cracowski et coll., 2000 ; Lim et coll., 2001).

I1. Contexte et objectifs de I’étude

Dans toutes les situations ou de I’hémoglobine se retrouve en grande quantité libre dans
I’organisme (malaria, allergie, transfusion sanguine, ...), des effets néfastes peuvent
s’observer par la production de radicaux libres qui peut générer un stress oxydant. Le stress
oxydant médi¢ par I’Hb extracellulaire est significatif in vivo, particuliérement lors de
certaines circonstances pathologiques (traumatismes, ischémie-reperfusion) dans lesquelles
des quantités élevées de substances oxydantes endogénes (H,O, et "O;) sont produites

(Bonnefont-Rousselot et coll., 2003 ; Buehler et Alayash, 2004). L’organisme dispose d’un
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ensemble de systémes pour lutter contre ces effets, qui hélas sont dans certaines conditions

dépassés.

L’ haptoglobine est un anti-oxydant du fait de sa capacité a prévenir les dommages oxydants
dus a I’hémoglobine. On distingue trois phénotypes majeurs qui sont présentés comme ayant
des affinités et des capacités de fixation de I’hémoglobine différentes, donc susceptibles de
débarrasser 1’organisme de 1’hémoglobine avec une efficacité¢ différente. La discussion de
I’influence du polymorphisme de 1’haptoglobine sur la production de radicaux libres par
I’hémoglobine extra-cellulaire a été posée (Delanghe. Et coll., 1996 ; Melamed-Frank et coll.,

2001 ; Vlierberghe et coll., 2004).

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés aux effets déléteres de 1’hémoglobine extra-
érythrocytaire et a I’action protectrice des phénotypes d’haptoglobine. En effet, il a été
rapporté récemment des différences de protection inter-phénotypes vis-a-vis de 1’oxydation de
micelles d’acides gras par 1’hémoglobine (Frank-Melamed et coll., 2001). Les travaux que
nous avons réalisés ont été consacrés aux effets in vitro de I’hémoglobine extra-érythrocytaire
sur les membranes du globule rouge et a I’action protectrice des trois phénotypes majeurs de
I’haptoglobine sur deux modéles différents.

Le premier systéme a utilisé des préparations de membranes de globules rouges, avec suivi de
la peroxydation lipidique par la formation de diénes conjugués (produit intermédiaire
d’oxydation) et des substances réagissant avec 1’acide thiobarbiturique (TBARS) (produit
final de dégradation) décrits comme marqueurs de la peroxydation lipidique (Sadrzadeh et
coll., 1984 ; Gutteridge, 1987 ; Melamed-Franck et coll., 2001). Le deuxiéme mod¢le a utilisé
des globules rouges intacts, maintenus dans un milieu de conservation (Sodium-Adénine-

Glucose-Mannitol, SAGM), avec suivi du potassium et de 1’activité lactate déshydrogénase
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libérés comme marqueurs d’atteinte de 1’intégrité membranaire. L’effet protecteur de chacun
des trois phénotypes de 1I’haptoglobine vis-a-vis du stress oxydant induit par I’hémoglobine
extra-érythrocytaire a été étudié sur ces deux modeles, en absence ou en présence d’un
chélateur du fer (la desferrioxamine), pour séparer les effets liés a I’hémoglobine de ceux dus

au fer.

II1. Matériels et Méthodes

I1I. 1. Préparation et quantification de ’haptoglobine

Le phénotypage et la purification des phénotypes d’Hp ont été¢ réalisés selon le mode
opératoire décrit dans la troisieme partie de ce mémoire. Les concentrations massiques de
chaque phénotype d’Hp ont été¢ déterminées par immunonéphélémétriec en mode cinétique
avec l’automate Immage® (Beckman Coulter, Brea, CA, USA), puis transformées en
concentrations molaires en utilisant les masses molaires apparentes déterminées par gel
filtration. Les concentrations molaires ainsi déterminées ont été vérifiées par des mesures
effectuées a 280 nm en utilisant les coefficients d’absorbance molaire déterminés par
Rademacher et Steele (Rademacher et Steele, 1987), c’est-a-dire 10,2, 11,8, et 13,3 x

10* L.mol™.cm™ pour Hp 1-1, Hp 2-1, et Hp 2-2, respectivement.
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I1I. 2. Isolement des globules rouges conservés dans une solution SAGM

La solution SAGM est une solution généralement utilisée pour la conservation des globules
rouges en transfusion érythrocytaire humaine. En effet, il est actuellement de régle d'intégrer
'addition d'une solution de conservation a la préparation des concentrés de globules rouges
(CGR), dont le but est de minimiser les Iésions de stockage des globules rouges et d'allonger
ainsi la durée de conservation. En France, il s'agit habituellement de la solution SAGM (pour
Saline, Adénine, Glucose, Mannitol) qui permet de conserver les concentrés de globules
rouges pendant 42 jours. Elle est composée d’une solution de chlorure de sodium additionnée
d’adénine, de glucose et de mannitol, permettant une conservation prolongée des globules
rouges dans des conditions optimales et validées. En effet, cette solution permet d’apporter
aux globules rouges, dans des conditions isotoniques, 1’énergie et les nutriments nécessaires a
la préservation de leur intégrité (Lenfant et coll., 2004). Ainsi, la fonction des hématies est
conservée ex Vivo et le taux d’hémolyse est réduit a moins de 0,8 % de la masse érythrocytaire
initiale, au moment de la péremption des concentrés de globules rouges (Lenfant et coll.,

2004).

I11. 2. 1. Composition de la solution Sodium Adénine Glucose Mannitol (SAGM):

- 4,385 gde NaCl

- 84,5 mg d’adénine
- 4,5 gde glucose

- 2,625 g de mannitol

- eau bidistillée g.s.p 500 mL.
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L’isotonie de la solution ainsi préparée a été vérifiée en mesurant son osmolarité grace a un

osmometre automatique MarK3® (Fiske Associates, Norwood, Massachussetts, USA).

I11. 2. 2. Préparation des globules rouges en suspension dans la solution SAGM

Aprées ponction veineuse chez 10 volontaires sains, des échantillons de 5 mL de sang total ont
été recueillis sur héparinate de lithium et ont été immédiatement centrifugés a 1000 g pendant
10 minutes. Aprés élimination du surnageant (plasma et couche de globules blancs), les culots
de globules rouges ont été lavés 3 fois avec du sérum physiologique (NaCl 9 g/L), puis
mélangés. La procédure de lavage a été répétée une fois avant que le culot ne soit repris par la
solution SAGM et lavé trois fois dans cette méme solution. La suspension de globules rouges
ainsi obtenue (hématocrite de 0,50) a ¢été soumise a une agitation douce et a été

immédiatement utilisée.

II1. 3. Préparation de membranes de globules rouges

Les membranes de globules rouges ont été préparées selon la méthode de Hanahan et Ekholm

(Hanahan et Ekholm, 1974).

I11. 3. 1. Réactifs

* Solution tampon isotonique Tris/HCI1 0,172 mol/L, pH 7,6.
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* Solution tampon hypotonique Tris/HCI 20 mmol/L, pH 7,6.

I11. 3. 2. Collecte de sang et lavage des globules rouges

Du sang a été prélevé sur tube hépariné et centrifugé immédiatement dans les mémes tubes a
1000 g pendant 30 minutes a 4 °C. Le plasma et la couche de globules blancs ont été enlevés
par aspiration et les érythrocytes ont été repris avec le tampon Tris/HCI1 0,172 mol/L pH 7.,6.
Aprés mélange par retournement, 1’échantillon a été centrifugé a nouveau a 1000 g pendant 30
minutes a 4 °C, le surnageant a été enlevé, ainsi que la couche superficielle de globules
rouges. Le lavage a été répété 2 fois.

La suspension de cellules dans la solution isotonique Tris/HCI 0,172 mol/L, pH 7,6 a été
amenée a un hématocrite de 50 %, transférée dans un tube en propyléne de 50 mL et

mélangée par retournement avant d’étre répartie en aliquots de 5 mL.

I11. 3. 3. Préparation des membranes

A 5 mL de la suspension de cellules a 50 %, ont été ajoutés 30 mL d’une solution
hypotonique Tris/HCl 20 mmol/L pH 7,6. La suspension a été laissée a la température
ambiante pendant approximativement 5 minutes puis centrifugée a 20 000 g pendant 40 min a
4 °C. Aprés centrifugation, le surnageant a ét¢ décanté en évitant d’entrainer des membranes,
puis a nouveau 30 mL de solution tampon hypotonique ont été ajoutés avant une nouvelle
centrifugation a 20 000 g a 4 °C. Un total de 4 lavages a été nécessaire pour que les

membranes soient dépourvues de toute trace visible d’hémoglobine.
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I11. 3. 4. Dosage des protéines membranaires

Apres solubilisation, les protéines membranaires ont ét¢ dosées par la méthode de Bradford
(Bradford, 1976) dans les conditions suivantes : & 50 uL de soude 1 mol/L ont été ajoutés
20 uL de suspension de membranes puis, aprés solubilisation, 1 mL de réactif au bleu de
Coomassie. Aprés 5 min d’incubation a la température ambiante, la lecture de 1’absorbance a
été réalisée a 595 nm au spectrophotométre (Kontron Inst, Montigny le Bretonneux, France)
contre un blanc réactif. Une droite d’étalonnage a ¢été réalisée avec des solutions de

concentrations croissantes d’albumine bovine.

I11. 4. Marqueurs de peroxydation lipidique membranaire

Les dicnes et les TBARS ont ét¢ déterminés sur des membranes de globules rouges
préalablement incubées avec de I’Hb humaine, pour évaluer la peroxydation lipidique. La
solution d’hémoglobine humaine a été préparée a une concentration de 0,5 mmol/L dans une
solution tampon Tris/HCI 50 mmol/L, pH 6,5. Pour les manipulations réalisées en présence

d’Hp, celle-ci a été diluée dans le méme tampon.

I11. 4. 1. Détermination des diénes

Des expériences préliminaires ont été réalisées afin de déterminer les conditions opératoires

optimales permettant de comparer les différents phénotypes d’Hp. Pour cela, la production de

diénes a été quantifiée en présence de concentrations croissantes d’hémoglobine et la plus
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faible concentration d’Hb permettant d’atteindre le plateau a été choisie pour les expériences
ultérieures.

La détermination des dienes a été réalisée selon la méthode de Melamed-Franck modifiée
(Melamed-Franck et coll., 2001). A 100 pL d’une suspension de membranes (0,3 g/L de
protéines totales, concentration finale), ont été ajoutés 3 pL de la solution stock d’Hb
0,5 mmol/L, un volume de chaque phénotype d’Hp pour avoir la concentration finale désirée
et un volume de tampon supplémentaire pour avoir un volume réactionnel final de 1 mL. Tous
les réactifs exceptés 1’hémoglobine ont été ajoutés directement dans une cuvette en quartz,
mélangés par retournement et pré-incubés a 37 °C. La solution d’hémoglobine a été ajoutée
comme réactif déclenchant.

La formation des diénes conjugués au niveau des membranes de globules rouges a été
mesurée par suivi du de I’augmentation de I’absorbance a 234 nm pendant 60 min a 37 °C au
spectrophotomeétre Uvikon 922 (Kontron Inst, Montigny le Bretonneux, France). Toutes les
expériences ont été réalisées en double.

Les variations d’absorbance pour les expériences réalisées en absence d’Hp ont été prises
comme valeur de référence correspondant a 100 % et les changements d’absorbance pour
chaque concentration d’Hp ont été déterminés par rapport a cette valeur de référence et

exprimés en pourcentage d’oxydation résiduelle.

I11. 4. 2. Détermination des TBARS

Comme pour les di¢nes, des expériences préliminaires ont été réalisées pour déterminer les

conditions opératoires optimales pour comparer les trois phénotypes majeurs d’Hp. Pour cela,

les membranes de globules rouges ont été incubées avec des concentrations variables d’Hb, et
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la plus faible concentration permettant d’atteindre le plateau a été choisie pour les expériences
ultérieures.

L’¢évaluation de la peroxydation lipidique par la détermination des TBARS formés dans les
membranes de globules rouges a été réalisée selon la méthode de Gutteridge (Gutteridge,
1987) et les mesures ont été réalisées par spectrofluorimetrie sur un spectrofluorimetre SFM

25 (Kontron Inst, Montigny le Bretonneux, France).

Les membranes de globules rouges (0,3 g/L de protéines membranaires, concentration finale)
ont été incubées pendant 4 h a 37 °C en présence de 6 pmol/L d’Hb (concentration finale) et
10 pmol/L de H,O,. Des concentrations variables de chaque phénotype d’Hp ont été ajoutées
au milieu réactionnel. Les valeurs obtenues avec les expériences réalisées en absence d’Hp
ont été prises comme correspondant a 100 % et celles obtenues a différentes concentrations

d’Hp ont été exprimées en pourcentage de peroxydation résiduelle.

I11. 5. Marqueurs d’altération de la perméabilité des membranes de globules rouges

Des aliquots de globules rouges intacts (globules rouges dans SAGM, hématocrite 0,50 ) ont
¢été incubés avec des concentrations variables d’Hb a la température ambiante sous une douce
agitation, afin d’identifier les conditions opératoires optimales. A chaque fois, le potassium
(K"), la lactate déshydrogénase (LDH) et le pH ont été mesurés dans le surnageant aprés
différents temps d’incubation.

Le K" a été déterminé par potentiométrie sur un automate Synchron CX5 (Beckman Coulter,

Brea, CA, USA), lactivité de la LDH par spectrophotométrie a 37 °C avec des réactifs
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provenant de Roche-Diagnostics (Mannheim, Allemagne) et le pH a ét¢ mesuré avec un

M240 pH meter (Radiometer, Copenhague, Danemark).

Les aliquots de globules rouges ont ét¢ incubés en présence d’Hb a la concentration optimale
de 5,4 umol/L (déterminée préalablement) et de chacun des 3 phénotypes d’Hp (5,4 umol/L,
concentration finale). Les expériences ont été réalisées en présence ou en absence de
desferrioxamine (10 pmol/L, concentration finale). Les résultats obtenus en absence d’Hp et
de desferrioxamine ont été pris comme valeurs de référence et les pourcentage d’inhibition de

la libération du K, et de la LDH ont été déterminés a chaque concentration d’Hp.

I1I. 6. Statistiques

Nous avons réalis€ une analyse de variance (ANOVA) pour comparer les effets des 3
phénotypes d’Hp a chaque concentration utilisée. Lorsque les différences se sont avérées
significatives d’aprés ANOVA, un test de Bonferroni, procédure de comparaisons multiples, a
été réalisé pour localiser ces différences. Une valeur de P inférieure a 0.05 a été considérée

comme significative.

164



IV. Résultats

IV. 1. Effet de ’haptoglobine sur la peroxydation lipidique des membranes de globules

rouges évaluée par la formation des diénes

IV. 1. 1. Détermination des conditions optimales d’étude

Des expériences préliminaires ont été réalisées pour identifier les conditions optimales
permettant de comparer 1’effet protecteur des 3 phénotypes d’Hp vis-a-vis de la peroxydation
lipidique induite par I’Hb sur les membranes de globules rouges. L’effet protecteur a été
évalué par le suivi de la formation des diénes conjugués. En effet, au cours d’expériences
préliminaires, nous avons observé que I’Hb induisait la formation de diénes conjugués (27).
Dans nos conditions (protéines membranaires 0,3 g/L), la formation de diénes conjugués a
augmenté en fonction du temps pour atteindre un plateau au bout de 20 min. Ainsi, nous
avons choisi de faire les mesures ultérieures durant 60 min avec une lecture toutes les 5 min.
De plus, la formation des diénes conjugués a été trouvée étre dépendante des concentrations
d’Hb jusqu’a la concentration de 2,3 pumol/L (Figure 27). Par conséquent, les conditions
optimales de 2,5 umol/L d’Hb en présence de 0,3 g/L de protéines membranaires ont été
choisies pour comparer ’effet protecteur des 3 phénotypes majeurs d’Hp contre le stress
oxydant induit par I’hémoglobine extra-érythrocytaire, évalué par la formation des di¢nes

conjugués.
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Figure 27 : Oxydation des lipides membranaires par I’hémoglobine suivie par la
formation des diénes conjugués. La peroxydation lipidique a été initiée au niveau des membranes de
globules rouges (protéines membranaires 0,3 g/L) par addition d’hémoglobine (2.5 pmol/L, concentration
finale). Les diénes conjugués (A 34 nm ) ont été mesurés a pH 6.5, 37 °C par le suivi de la variation d’absorbance
pendant 60 min a 37 °C avec une lecture toutes les 5 min.
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Figure 28 : Influence de la concentration d’hémoglobine sur la formation des di¢nes

conjugués. Les membranes de globules rouges (0,3 g/L, protéines membranaires) ont été incubées a 37 °C
avec des concentrations croissantes d’Hb. Les variations d’absorbance ont été mesurées pendant 60 min avec une
lecture toutes les 5 min.

166



IV. 1. 2. Effet protecteur des phénotypes d’Hp

Les résultats de 1’incubation des membranes de globules rouges (0,3 g/L) a 37 °C avec de
I’hémoglobine humaine (2,5 umol/L) en présence de concentrations variables de chaque
phénotype d’Hp ont montré que la formation des diénes conjugués est inhibée de manicre
significative par I’Hp (P<0,05) (Figure 29). Pour des concentrations d’Hp comprises entre 1,5
umol/L et 3,5 umol/L, le phénotype Hp 1-1 a inhibé plus fortement la formation des diénes
conjugués que le phénotype Hp 2-1, qui a été lui méme plus efficace que le phénotype Hp 2-2
(P<0,05).

A la concentration de 5 pmol/L d’Hp, la protection conférée par le phénotype Hp 2-1 a rejoint
celle observée pour le phénotype Hp 1-1, mais restait significativement plus importante que
celle du phénotype 2-2 (P<0,01). Pour des concentrations supérieures a 7,5 pmol/L, un méme

degré de protection (70 % d’inhibition) a été retrouvé quel que soit le phénotype considéré.
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Figure 29 : Effet protecteur des phénotypes d’Hp sur la formation des diénes conjugués
induite par ’Hb sur des membranes de globules rouges. Les membranes de globules rouges (0,3
g/L de protéines) ont été incubées avec de I’Hb (2,5 pmol/L) en présence d’un phénotype d’Hp : Hp 1-1 (), Hp
2-1 (m) et Hp 2-2 (A). La formation des diénes conjugués au niveau des membranes de globules rouges a été
mesurée par suivi du changement de 1’absorbance a 234 nm pendant 60 min a 37 °C. Chaque point représente la
moyenne de 2 expériences, la différence entre les valeurs étant inférieure a 1 %. Les variations d’absorbance
pour les expériences réalisées en absence d’Hp ont été prises comme valeur de référence correspondant a 100 %
et les variations d’absorbance a chaque concentration d’Hp ont été¢ déterminées par rapport a cette valeur de
référence et exprimé en pourcentage d’oxydation résiduelle.

IV. 2. Effets de ’haptoglobine sur la peroxydation lipidique des membranes de globules

rouges évaluée par la formation des TBARS

IV 2. 1. Détermination des conditions optimales d’étude

Des expériences préliminaires ont été réalisées dans le but d’identifier les conditions
optimales pour comparer les 3 phénotypes d’Hp. Elles ont montré que I’Hb induisait la
formation de TARS. Dans nos conditions (protéines membranaires 0,3 g/L, H,O, 10 pmol/L),
la formation de TBARS s’est révélée étre dépendante de I’Hb jusqu’a la concentration de

5 umol/L, (Figure 30). Par conséquent, les conditions optimales de 6 umol/L d’Hb en
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présence de 0,3 g/ de protéines membranaires ont €té choisies pour comparer 1’effet

protecteur des 3 phénotypes majeurs d’Hp par le suivi des TBARS.

TBARS (nmol/L)
| |

Hb (umol/L)

Figure 30 : Influence de la concentration d’Hb sur la formation des TBARS. Les
membranes de globules rouges (0,3 g/L) ont été€ incubées a 37 °C avec du peroxyde d’hydrogene (10 umol/L) et
des concentrations croissantes d’Hb pendant 4 h. Le dosage des TBARS a été réalisé par spectrofluorimétrie.

IV. 2. 2. Effet protecteur des phenotypes d’Hp

Nous avons montré que I’Hb induisait la formation de TBARS sur des membranes de
globules rouges incubées a 37 °C en présence de peroxyde d’hydrogéne et que I’Hp inhibait la
formation de TBARS de maniére significative (P<0,05), quel que soit le phénotype considéré
(Figure 31). Cette inhibition a été trouvée dépendante des concentrations d’Hp pour des
valeurs comprises entre 2 et 12 pmol/L, mais également dépendante du phénotype pour des
concentrations d’Hp comprises entre 4 et 12 umol/L. Dans cet intervalle de concentrations, le
phénotype 1-1 a été trouvé plus protecteur que le phénotype 2-1, qui lui méme a été plus

efficace que le phénotype 2-2 (P<0,05).
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En présence d’un excés d’Hp (concentrations supérieures a 18 umol/L), un degré de

protection similaire (70 % d’inhibition) a été retrouvé quel que soit le phénotype considéré.
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Figure 31 : Effet protecteur des phénotypes d’Hp sur la formation des TBARS induite
par I’hémoglobine sur des membranes de globules rouges. Les membranes de globules rouges
(0,3 g/L de protéines membranaires) ont été incubées avec de I’hémoglobine (6 pmol/L), du peroxyde
d’hydrogéne (10 umol/L) en absence d’Hp (correspondant a 100 %) ou en présence d’un des phénotypes d’Hp :
Hp 1-1 (#), Hp 2-1(m) et Hp 2-2 (A) a différentes concentrations pendant 4 h a 37 °C. Les différences entre les
trois phénotypes ont été trouvées statistiquement significatives (P<0,05).

IV. 3. Effet de I’haptoglobine sur la perméabilité membranaire des globules rouges

conservés dans une solution de conservation (SAGM)

Les changements de la perméabilité membranaire des globules rouges ont été étudiés par le
suivi de la libération de K et de LDH, ainsi que par les variations du pH du milieu
extracellulaire. En effet, au cours d’expériences préliminaires, nous avions remarqué qu’en
présence de différentes concentrations d’Hb, la libération de K™ et de LDH augmentaient

lentement mais de fagon réguliére pendant au moins 24 h. Cette augmentation s’accompagnait
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d’une diminution du pH du milieu extracellulaire. Ainsi, nous avons choisi un temps
d’incubation optimal de 15 h avec une concentration optimale d’Hb de 5,4 umol/L
(concentration finale) pour les expériences ultérieures.

Les résultats obtenus ont montré que 1’addition d’Hp inhibait de maniére significative la
libération de K™ et de LDH, quel que soit le phénotype considéré (P<0,001). Cet effet
protecteur a été trouvé plus marqué pour le phénotype Hp 1-1 que pour le phénotype Hp 2-1,
le phénotype Hp 2-2 étant le moins efficace (Figure 32a). Les différences de protection entre
les phénotypes ont été trouvées significatives (P<0,001). Les résultats ont également montré
que l’effet protecteur conféré par I’Hp ne permettait pas d’inhiber totalement les effets
déléteres de I’Hb. Par ailleurs, les effets protecteurs ont été trouvés plus prononcés en suivant
les variations de LDH par rapport a celles du K. En ce qui concerne le pH du milieu
extracellulaire, celui-ci est passé d’une valeur moyenne de 7,37 a une valeur de 7,07 apreés

15 h d’incubation en présence d’hémoglobine. Les valeurs observées en présence d’Hp étaient
de 7,26, 7,12 et 7,14 pour les phénotypes Hp 1-1, Hp 2-1 et Hp 2-2, respectivement.
L’analyse de ces valeurs n’a pas montré de différences significatives entre les phénotypes.
L’addition de desferrioxamine dans le milieu d’incubation a amélioré 1’effet protecteur
observé avec I’Hp seule. Cette amélioration a été significative, aussi bien en observant les
résultats obtenus pour la LDH (P<0,01) que pour le K* (P<0,05). Le gain de protection
observé en présence desferrioxamine vis-a-vis de la libération de ces deux constituants
cellulaires en présence du phénotype Hp 2-2 a été plus marquée en comparaison avec le

phénotypes Hp 1-1 et Hp 2-1 (Figure 32b).
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Figure 32 : Inhibition de la libération de K* et de LDH par les globules rouges.

Les globules rouges ont été incubés a température ambiante sous une agitation douce avec de I’Hb (5.4 umol/L).
Les pourcentages d’inhibition de la libération de K (=) et de LDH (m) ont été déterminés : a. en présence Hp
(5.4 pmol/L) ; b. en présence d’Hp (5.4 pmol/L) et de desferrioxamine (10 pmol/L).
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V. Discussion

Nos résultats, en rapport avec le stress oxydant induit par 1’hémoglobine libre sur le globule
rouge, ont été obtenus a partir de 2 modeles. Le premier modele a utilis€ des membranes de
globules rouges incubées avec une concentration optimale d’hémoglobine en terme de stress
oxydant, afin de comparer les capacités anti-oxydantes des 3 phénotypes majeurs d’Hp avec
comme critéres d’appréciation de la peroxydation lipidique : la production des dienes et celle
des TBARS. Le deuxiéme modele a consisté a 1’utilisation de globules rouges lavés et
maintenus dans une solution de conservation (SAGM) avec suivi du K, de la LDH et du pH

comme marqueurs de I’atteinte de 1’intégrité membranaire.

Les résultats obtenus avec le premier modele (membranes de globules rouges) confirment que
I’hémoglobine induit la production de diénes et de TBARS, qui sont connus comme des
marqueurs de la peroxydation lipidique (Sadrzadeh et coll.,, 1984 ; Gutteridge, 1987 ;
Melamed-Frank et coll., 2001). Cet effet est observé in vitro avec des faibles concentrations
en Hb, correspondant a une légere hémolyse (Guder et coll., 1996). Les résultats obtenus avec
les 2 marqueurs montrent que I’Hp posséde une activité anti-oxydante, méme a des
concentrations beaucoup plus faibles que celles observées chez les sujets sains. De plus cet
effet s’est révélé dépendant du phénotype d’Hp. Les résultats montrent également que
I’activité anti-oxydante du phénotype Hp 1-1 est plus élevée que celle du phénotype Hp 2-1,
qui elle méme I’est plus que celle du phénotype Hp 2-2 aux concentrations testées. Ces
différences d’activité anti-oxydante ont été signalées par d’autres auteurs qui ont utilisé des
modeles différents (Javid, 1965 ; Wassel, 2000 ; Melamed-Franck et coll., 2001 ; Tseng et
coll., 2004b). Par exemple, Melamed-Franck et coll. ont montré in vitro que 1’Hp était capable

d’inhiber la peroxydation lipidique induite par I’Hb sur des micelles d’acides gras (acide
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linolénique) et sur des lipoprotéines (LDL) (Melamed-Franck et coll., 2001). Ces auteurs ont
également montré que cette action anti-oxydante était dépendante du phénotype, et que le
phénotype Hp 1-1 était plus efficace que le phénotype Hp 2-2 lorsque I’inhibition de la
peroxydation lipidique a été évaluée par le dosage des di¢nes et des TBARS.

Dans nos conditions, les différences inter-phénotypes sont maximales aux concentrations
équimolaires d’Hp et d’Hb. Par contre, lorsque I’Hp est en excés dans le milieu réactionnel,
I’activité anti-oxydante ne dépend plus du phénotype, mais elle n’inhibe pas pour autant
complétement la peroxydation lipidique. Le maximum d’inhibition obtenu a été¢ de 70 % quel

que soit le phénotype considéré.

L’analyse des résultats montre également que la mesure des diénes (produits intermédiaires
d’oxydation) semble étre plus sensible que celle des TBARS (produits finaux d’oxydation),
comme marqueur de peroxydation lipidique induite par I’hémoglobine. En effet, dans nos
conditions (membranes de globules rouges, 0,3 g/L), un léger stress oxydant (2,5 pmol/L
d’Hb pendant 20 min) est suffisant pour induire la formation d’une concentration maximale
de diénes conjugués. Ces conditions ne nous ont pas permis d’étudier in vitro la formation des
TBARS. Plusieurs auteurs ont rapporté que lorsque la peroxydation lipidique était suivie par
les TBARS dans un modg¢le utilisant I’hémoglobine comme agent oxydant pour la production
de radicaux libres, la quantification d’un stress oxydant nécessitait la présence de peroxyde
d’hydrogene (Kanner et Harel, 1985 ; Everse et Hsia, 1997 ; Melamed-Franck et coll., 2001).
Ainsi la formation des TBARS a été étudiée en présence d’une concentration de 10 umol/L de
peroxyde d’hydrogéne et d’une concentration optimale de 6 pumol/L d’Hb. De méme, il n’y a
pas eu de formation significative de TBARS au niveau des membranes en absence de
peroxyde d’hydrogéne ou d’hémoglobine dans les conditions décrites. Cela explique les

conditions opératoires différentes retenues pour 1’étude de la production des diénes et des
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TBARS. L’effet protecteur de I’Hp ainsi que les différences observées entre phénotypes vis-a-
vis de la peroxydation lipidique induite par 1’hémoglobine semblent plus marqués lorsqu’ils
sont évalués par le suivi de la formation des diénes que celle des TBARS. Ceci a été
¢galement observé par Gutteridge sur des micelles d’acide linolénique ou la peroxydation a
¢té initiée par 1’addition d’hémoglobine. Sur un tel modele, cet auteur a rapporté que la
mesure des diénes conjugués semble Etre plus sensible a la peroxydation lipidique induite par
I’Hb mais aussi plus sensible a son inhibition par I’Hp comparé a la mesure des TBARS
(Gutteridge, 1987). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que les diénes sont considérés comme
des produits intermédiaires donc plus précoces que les TBARS qui sont des produits

terminaux d’oxydation (Halliwell et Chirico, 1993).

Le second systeme a utilisé des globules rouges conservés dans une solution de conservation
(SAGM). L’utilisation d’une telle solution permet de limiter les dommages cellulaires
spontanés (Lenfant et coll., 2004 ; Weisbach et coll., 2004). Ainsi, cette solution est largement
utilisée dans le domaine de la préparation de concentrés de globules rouges destinés a étre
transfusés, et permet une conservation pendant plusieurs semaines (Hess et coll., 2001 ; Luten
et coll.,, 2004). Le mod¢le était constitué de globules rouges lavés et conservés dans la
solution SAGM avec un hématocrite de 0,50, de I’hémoglobine humaine extracellulaire (5,4
umol/L en concentration finale), en présence ou en absence de desferrioxamine (10 pmol/L),
I’ensemble étant incubé pendant 15 h. Ces conditions opératoires ont été établies a 1’issu
d’expériences préliminaires visant a identifier les conditions opératoires optimales permettant
de comparer 1’effet anti-oxydant des phénotypes de 1’haptoglobine humaine.

Nos résultats ont montré que I’Hb provoquait la libération de K et de LDH de maniére
significative. L’Hp était capable d’inhiber de manicre significative ces effets, confirmant que

I’Hb était bien responsable des altérations fonctionnelles des membranes (Babior, 1981;
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Advani et coll.,, 1992). De plus, ’effet protecteur de I’'Hp s’est avéré éEtre phénotype-
dépendant, comme précédemment retrouvé dans un autre modele utilisant des LDL humaines

(Melamed-Franck et coll., 2001).

Nos résultas montrent également que les différences inter-phénotypes sont plus marquées
lorsque les concentrations d’haptoglobine et d’hémoglobine sont équimolaires. Dans ces
conditions, une part de 1’oxydation des lipides membranaires est sensible a la
desferrioxamine, un chélateur de fer. Cette observation est en accord avec le double role de
I’hémoglobine dans la peroxydation lipidique comme proposé par Gutteridge (Gutteridge,
1987). Le premier est dii a la molécule d’hémoglobine entiére alors que le second est li¢ au fer
libéré par cette derniere lors de son catabolisme. L’Hp est considérée comme un anti-oxydant
majeur de protection du systéme vasculaire (Miller et coll., 1997) dans la mesure ou elle joue
un role important dans ces deux mécanismes, d’abord par fixation de I’Hb libre, puis en
prévenant la libération de fer par cette derniére (Ziouzenkova et coll., 1999 ; Asleh et coll.,
2005). L’effet protecteur de la desferrioxamine est significativement plus important en
présence de I’Hp 2-2 comparé aux phénotypes Hp 1-1 et Hp 2-1 confirmant, une fois de plus,
des différences inter-phénotypes de 1’haptoglobine a prévenir les dommages oxydatifs de I’Hb
extracellulaire. L’effet protecteur plus important de la desferrioxamine en présence du
phénotype Hp 2-2 pourrait s’expliquer par le fait que ce phénotype, étant le moins efficace
dans la fixation de I’hémoglobine, laisserait plus de temps favorable a la libération de fer par
cette derniére. Ainsi, la desferrioxamine a un effet protecteur plus important en présence du
phénotype Hp 2-2, du fait d’'une plus grande disponibilit¢ du fer libre, comparé¢ aux deux

autres phénotypes.
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Plusieurs auteurs ont rapporté que des modifications de la fluidit¢ membranaire et de 1’activité
des enzymes membranaires surviennent a la suite des modifications des lipides membranaires
(Amler et coll., 1990 ; Yu et coll., 1992), I’hémolyse pouvant survenir par rupture directe de
la membrane des globules rouges (Silva, 2000) ou par formation de pores membranaires
(Jackson et coll., 1996). Une augmentation des diénes conjugués a été corrélée a un
changement de la fluidité membranaire, qui modifierait les propriétés des canaux ioniques
(Jamme et coll., 1995 ; Stanimirovic et coll., 1995), tandis que la production des TBARS
indiquerait une possible altération des lipides membranaires pouvant expliquer la perméabilité

ala LDH.

Dans nos conditions, I’effet protecteur de I’Hp contre le stress oxydant induit par I’Hb libre a
été plus marqué pour les variations de la LDH que celles du K. Cette observation semble
comparable aux résultats obtenus par Colado Simao et coll., qui indiquent un effet bénéfique
du genistein (un flavonoide) sur I’inhibition de la libération de la LDH, mais non sur celle du
K" par des globules rouges soumis a un stress oxydant induit par des espéces réactives de
I’oxygéne (Colado Simao et coll., 2006). Ces auteurs ont montré que ce flavonoide inhibait la
peroxydation des lipides membranaires et 1’oxydation des protéines mais pas celle d’une
protéine particuliére, la bande 3, impliquée dans la sortie de K. Par ailleurs, il faut aussi noter
que les entrées et sorties du K' sont influencées par la pompe Na'/K™ ATPase, et plusieurs
auteurs ont rapporté que la peroxydation lipidique induite par les espeéces réactives de
’oxygéne était associée a une inhibition de 1’activité de la Na'/K" ATPase (Richards et coll.,
1988 ; Rohn et coll., 1996 ; Rauchova et coll., 1999), ce qui pourrait contribuer a augmenter
la concentration du K" extracellulaire. De méme, il a été rapporté qu’au cours du processus de
peroxydation lipidique, les modifications de la fluidit¢ membranaire pouvaient entrainer une

inhibition de cette pompe (Rauchova et coll., 1999).
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Les capacités différentes des phénotypes de I’haptoglobine a prévenir le stress oxydant induit
par I’hémoglobine extracellulaire pourraient laisser penser que les différences observées
seraient expliquées essentiellement par des différences d’affinités des 3 phénotypes vis-a-vis
de I’hémoglobine. Or, Asleh R et coll. ont récemment rapporté que les différences pourraient
également étre dues a des différences d’affinit¢ des complexes Hb-Hp pour les récepteurs
CD163 des monocytes/macrophages (Asleh et coll., 2003 ; Asleh et coll., 2005), ce qui va a
I’encontre de ce qui avait été avancé jusqu’a présent par d’autres auteurs (Langlois MR 1996 ;
Melamed-Franck et coll., 2001). Ces données parfois contradictoires confirment le fait que les
mécanismes par lesquels les phénotypes d’Hp exercent un effet protecteur ne sont

actuellement pas bien élucidés (Javid, 1978 ; Lim et coll., 2001).

V1. Conclusion

Les résultats de cette étude ont confirmé que I’Hb extracellulaire et le fer susceptible d’étre
libéré au cours de son catabolisme, peuvent étre a 1’origine d’effets déléteres sur le globule
rouge, méme a de faibles concentrations. Les résultats obtenus avec le premier modele que
nous avons présenté ont permis de mettre en évidence une peroxydation des lipides
membranaires caractérisée par une augmentation significative de marqueurs du stress
oxydant, comme les diénes et les TBARS. Le deuxiéme modele a permis de montrer une
atteinte de D’intégrit¢é membranaire se traduisant par une modification de la perméabilité
membranaire avec libération de K et de LDH suite a I’action de I’Hb. Les résultats obtenus
avec ces 2 modeles laissent suggérer que I’Hb a été capable d’induire une oxydation des
lipides susceptible de modifier la fluidit¢ membranaire. En effet, les fonctions de la

membrane cellulaire dépendent de sa composition et de son organisation. Toute modification
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(notamment une oxydation) est susceptible d’entrainer une altération fonctionnelle. Ces
altérations peuvent affecter ’activité des enzymes membranaires, ’accessibilit¢ de ses
récepteurs, et bon fonctionnement de ses systemes de transports. Par ailleurs, ces
modifications peuvent entrainer une modification de la fluidit¢ membranaire, laquelle peut

aboutir a une fragilité accrue donc a la lyse des cellules.

L’Hp possede un effet protecteur contre les dommages oxydants et cet effet s’est révélé étre
phénotype-dépendant a de faibles concentrations. L’effet protecteur de I’Hp a été trouvé plus
marqué dans les phases initiales de I’oxydation. En effet, cette action protectrice a ét¢ mise en
évidence par une inhibition plus importante d’un marqueur précoce de la peroxydation
lipidique qu’est la mesure des diénes, comparée au dosage de produits terminaux que sont les
TBARS. Nos résultats ont aussi montré que le pouvoir anti-oxydant du phénotype Hp 1-1 est
supérieur a celui du phénotype Hp 2-1, le phénotype Hp 2-2 étant le moins efficace. La
comparaison des pouvoirs anti-oxydants des 3 phénotypes a montré des différences
significatives aux concentrations physiologiques d’Hp, ce qui semble corroborer 1’hypothése
que le phénotype d’Hp peut étre prédictif de la protection contre les dommages oxydants liés

a I’hémolyse.
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Sixiéme Partie : Qualité des globules rouges re-transfusés en

récupération sanguine péri-opératoire
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I. Introduction

La transfusion sanguine est souvent nécessaire en chirurgie orthopédique et peut consister en
une transfusion homologue ou en une autotransfusion (transfusion autologue programmée ou
récupération sanguine péri-opératoire). La transfusion autologue programmée est une
méthode qui a tendance a €tre de moins en moins utilisée du fait des risques infectieux qu’elle
présente et de son colt (Lefevre, 2000). En outre, la totalité des culots globulaires recueillis
avant 1’opération n’est pas toujours transfusée, alors que ce mode de transfusion impose
plusieurs trajets aux patients pour se rendre a I’établissement francais du sang (EFS). Les
patients sont souvent fatigués sur le plan clinique, voire anémiques, malgré la mise en place
d’un traitement martial (Colmar et coll., 2004). La récupération sanguine péri-opératoire
permet, quant a elle, de transfuser un patient avec ses propres hématies obtenues a partir du
sang épanché au cours de I’intervention chirurgicale, dans le but de réduire ainsi 1’utilisation

des culots globulaires homologues et de s’affranchir des contraintes liées a leur utilisation.

Le recours a la récupération sanguine péri-opératoire n’est pas récent. En effet, dés 1818,
James Blundell a expérimenté avec succes la technique chez I’animal (Blundell, 1818), mais
il a fallu attendre 1886 pour que les premiers succes cliniques soient publiés (Ducan, 1886).

L’¢re moderne de la récupération sanguine péri-opératoire a débuté dans les années soixante
avec le développement de techniques de récupération sans lavage et de techniques de
récupération avec lavage des hématies a re-transfuser (Dyer, 1966 ; Klebanoff, 1970). Depuis,
des systémes de récupération de plus en plus performants ont été développés et testés dans de
nombreuses spécialités chirurgicales réputées hémorragiques et la place respective de ces
deux techniques a donné lieu a un débat. Un début de réponse semble &tre obtenu a travers le

rapport de la conférence de consensus de décembre 1993 de la Société Francaise d’ Anesthésie
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et de Réanimation et de I’Agence Nationale pour le Développement de 1’Evaluation Médicale
(A.N.D.E.M), puis celui de la Haute Autorit¢ de Santé¢ (HAS) de juillet 2006. En effet, ces
rapports montrent clairement que les hématies obtenues par les systémes avec concentration et
lavage sont de meilleure qualité et doivent étre préférées si possible a celles obtenues avec les

systémes sans lavage.

L. 1. Principe et dispositifs techniques utilisés

I. 1. 1. Principe

La récupération sanguine péri-opératoire (RSPO) permet d’administrer par voie intraveineuse
au patient son propre sang récupéré au niveau du site chirurgical ou la plaie opératoire lors
d’une intervention chirurgicale hémorragique. Elle fait partie des techniques d’économie de
sang qui permettent d’éviter de recourir a la transfusion homologue. La récupération de sang
peut se faire en deux périodes distinctes : en per-opératoire au niveau du champ opératoire, ou
en post-opératoire au niveau des systémes de drainage (HAS, 2006). En France, deux
dispositifs de récupération de sang qui utilisent du matériel stérile a usage unique sont
actuellement disponibles : un systéme sans lavage avec filtration sous haute ou basse pression,

et un systéme avec filtration, concentration et lavage.
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I. 1. 2. Dispositifs techniques utilisés

* Dispositifs de récupération sans lavage

Le sang récupéré a partir du champ opératoire est transfusé au patient apres filtration simple.
Cette méthode a été expérimentée aussi bien en chirurgie vasculaire (Duchateau et coll.,
1990 ; Ouriel et coll., 1993) qu’en chirurgie orthopédique (Clements et coll., 1992 ; Heddel et
coll., 1992). Le sang est aspiré¢ dans un réservoir stérile de capacité comprise entre 500 et
1000 mL, puis re-transfusé au patient aprés simple filtration. Le systéme est en général
composé d’une enceinte rigide soumise a une dépression et a laquelle s’adapte la tubulure
d’aspiration (qui peut étre équipée d’un pré-filtre) et la poche filtrante (Figure 33). Lorsque la
poche est pleine, elle est transfusée au patient a travers un filtre de 40 um. Le type
d’anticoagulation dans le circuit extra-corporel peut consister, soit en une héparinisation
seule, soit en 1’utilisation d’une solution citratée seule, soit en une association des deux
anticoagulants.

Ce systéme présente I’avantage d’une simplicité de mise en ceuvre et d’utilisation, en plus
d’un colit de fonctionnement raisonnable. Cependant, cette méthode est peu satisfaisante pour
des interventions trés hémorragiques, qu’il s’agisse de saignements trop abondants ou trop
rapides (Bricard et coll., 1992). De plus, afin de réduire I’hémolyse mécanique, il est
nécessaire d’aspirer le sang épanché avec une dépression basse, comprise entre 50 et 80 mm
de Hg. Cette contrainte n’est pas compatible avec des saignements a fort débit. Enfin avec ce
systéme, on note chez les patients auto-transfusés une augmentation de ’hémoglobine extra-
érythrocytaire (0.6 g/L) qui se normalise en 4 heures selon certains auteurs (Clifford et coll.,

1987) et en 24 heures selon d’autres (Duchateau et coll., 1990 ; Endresen et coll., 1991).
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de recueil

Figure 33 : Principe de fonctionnement d’un récupérateur de sang sans
lavage dont le systéme aspiratif utilise une pompe. (source : brochures
techniques des fournisseurs et Institut national de la transfusion sanguine,
2000 ; HAS, 2006).

* Dispositifs de récupération avec lavage

Le principe de fonctionnement de ces dispositifs est représenté sur la Figure 34. La premiére
¢tape de cette technique est identique a celle de la récupération sans lavage ; le mélange du
sang récupéré et d’anticoagulant est stocké dans un réservoir équipé d’un filtre de 120 a
180 um de porosité. Le mélange filtré est ensuite concentré, puis lavé avec une solution de
Ringer-lactate ou de chlorure de sodium 9 g/L. (Figure 34). Le produit final est un concentré
d’hématies lavées dont I’hématocrite varie de 50 % a 65 %. Il est stocké dans une poche qui
sera transfusée au patient en fonction des besoins dans un délai de 6 heures (Lefevre, 2000).
La durée de recyclage varie de 3 a 7 minutes en fonction des caractéristiques du saignement et
du systéme utilisé. Les appareils actuellement disponibles pour réaliser ce type de recyclage
dérivent des séparateurs de cellules par centrifugation a flux discontinu. En 1974, la société
Haemonetics a commercialisé un tel systéme, en créant le terme de "Cell-Saver". Depuis, les

avancées technologiques ont permis d’automatiser les procédures et d’évoluer vers des
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machines moins encombrantes et facilement transportables (Kalra et coll., 1993 ; Lefévre,

2000 ; HAS, 2006).

Sérum
physiologique Poche de
Anticoagulant stockage du
produit
sanguin RSPO

Aspiration du
sang épanché

Filtre Poche a

déchets

Resevoir de recueil Bloc centrifugeuse + pompe

Figure 34 : Principe de fonctionnement des récupérateurs de sang avec
concentration-lavage (source: brochures techniques des fournisseurs, Institut
National de la Transfusion Sanguine, 2000 et HAS, 2006).

La récupération sanguine péri-opératoire avec filtration, concentration et lavage permet de
préparer un produit sanguin de meilleure qualité que la filtration simple (consensus, HAS). La
durée de vie des hématies lavées est comparable a celle d’hématies conservées et destinées a
une transfusion homologue (Thorley et coll.,, 1990 ; Kent et coll.,, 1991). Des résultats
satisfaisants ont été obtenus, méme en chirurgie particulierement traumatisante pour les
cellules telle que la chirurgie du rachis, du fait du saignement en nappe qui majore I’hémolyse
mécanique due a I’aspiration, ainsi que la présence de particules osseuses et de gouttelettes
lipidiques (Ray et coll., 1986). Une grande partie de I’hémoglobine extra-érythrocytaire, ainsi
que les débris cellulaires et la quasi-totalité des substances récupérées avec le sang épanché

sont ¢liminés par le lavage (Lawrence-Brown et coll., 1989). Il est a noter que I’¢limination
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du plasma expose a un risque de perte des facteurs de la coagulation et I’apport de plasma

frais décongelé homologue peut étre nécessaire (Lefevre et coll., 1989 ; Horst et coll., 1992).

I. 2. Contexte de I’étude

La récupération sanguine péri-opératoire (RSPO) suivie de 1’administration des érythrocytes
par voie intraveineuse est une technique d’économie de sang qui permet de limiter les
transfusions de culots globulaires homologues. C’est une technique largement utilisée dans les
interventions chirurgicales cardiovasculaires, orthopédiques, rachidiennes, neurologiques et
les transplantations d’organes. Un systéeme largement employ¢ dans cette technique utilise un
"Cell-saver". Cet appareil consiste en un dispositif de récupération du sang avec cycle de
concentration-lavage. Il permet la préparation de concentrés d’hématies lavées, a partir du
sang épanché au niveau du champ opératoire. [.’avantage de I'utilisation de la récupération
sanguine péri-opératoire est la disponibilit¢ immédiate d’érythrocytes frais réchauffés ayant
un pH et un contenu en 2,3-diphosphoglycérate normaux et donc une demi-vie in vivo plus
longue que les hématies homologues conservées. Cela permet un gain de temps considérable
car évitant les retards liés a I’approvisionnement et aux contrdles a réaliser avant toute
transfusion homologue. Elle ne présente pas de risques immunologiques et les risques
infectieux sont moindres.

Dans une étude précédente (la cinquieme partiec de ce mémoire), nous avons montré que
I’hémoglobine libre (extra-érythrocytaire) était susceptible d’entrainer des effets déléteres sur
le globule rouge en terme de stress oxydant. Or, la récupération, la concentration et le lavage
des hématies avant leur re-transfusion peut s’accompagner d’une hémolyse importante

(Clifford et coll.,, 1987 ; Lefévre et coll., 1989 ; Duchateau et coll., 1990), susceptible
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d’exposer les cellules destinées a étre réinjectées a un stress oxydant pouvant étre a 1’origine
d’une transfusion inefficace. L’objectif de cette étude a ¢té d’évaluer la qualité des globules
rouges préparés par ce systeme et d’étudier les conséquences de 1’hémolyse en terme de stress

oxydant.

I. 3. Démarche expérimentale et paramétres étudiés

Pour atteindre nos objectifs, des prélévements sanguins ont été réalisés chez des patients
bénéficiant d’une autotransfusion péri-opératoire utilisant un "Cell-Saver" (Haemonetics®
Cell Saver 5), juste avant le début de I’opération chirurgicale (échantillon noté A), puis 2
heures aprés 1’opération s’accompagnant d’une autotransfusion (échantillon C) et 24 heures
plus tard (échantillon D). Pour chaque patient, des spécimens sanguins ont été prélevés
également au niveau de la premicére poche (échantillon B1) et de la derniére poche
(échantillon B2) re-transfusées. Tous les échantillons prélevés ont été acheminés rapidement
au laboratoire pour leur traitement. Sur les différents spécimens, les dosages de
I’hémoglobine, de I’Hp et de 1’orosomucoide plasmatiques ont été réalisés. Le dosage des
thiols non protéiques (NPSH) a été réalisé pour évaluer le statut anti-oxydant du sang total. Le
stress oxydant a été évalué par la détermination de marqueurs de 1’oxydation des lipides
(diénes et TBARS) et des protéines (protéines carbonylées) au niveau des membranes de
globules rouges des différents spécimens. Nous nous sommes également intéressés aux
paramétres mécaniques des membranes de globules rouges par 1’étude de la fragilité
osmotique et de la fluidité membranaire (par mesure d’anisotropie de fluorescence). Enfin,
des marqueurs de la perméabilité membranaire (K* et LDH) ont été déterminés dans les

milieux extracellulaires des différents spécimens.
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I1. Spécimens et Méthodes

II. 1. Spécimens

Cette étude a été réalisée pour 5 patients agés de 63 a 89 ans (moyenne + écart type : 71 = 11

ans) ayant bénéfici¢ de la mise en place d’une prothése totale de hanche. Aucun patient n’a

fait I’objet d’une transfusion homologue pendant ou dans les 24 heures suivant la fin de

I’intervention chirurgicale. Le recueil des échantillons a ¢été rendu possible grace a la

collaboration du service d’anesthésie et de réanimation du Centre de Traumatologie et

d’Orthopédie d’Illkirch.

Pour chaque patient, 6 échantillons de 2,7 mL ont été prélevés :

- Echantillon A :

- Echantillon B1 :

- Echantillon B2 :

- Echantillon C :

- Echantillon D :

sang du patient, juste avant le début de I’intervention chirurgicale

au niveau de la premiére poche de sang traitée et destinée a étre re-
transfusée
au niveau de la derniere poche de sang traitée et destinée a étre re-
transfusée

sang du patient, 2 heures apres 1’opération chirurgicale

sang du patient, 24 heures aprés 1’opération chirurgicale.

Les différents prélévements ont été réalisés sur héparinate de lithium et acheminés rapidement

au laboratoire.
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I1. 2. Méthodes

I1. 2. 1. Dosage de I’hémoglobine extra-érythrocytaire

L hémoglobine libre a été¢ déterminée avec un coffret réactif (Sigma Chemicals Co, St Louis,
Etats Unis) utilisant la méthode de Standefer (Standefer et Vanderjagt, 1977) en présence de
3,3’,5,5’- tétraméthylbenzidine.

Le principe de la réaction est basée sur ’action catalytique de I’hémoglobine sur 1’oxydation
de la 3,3°,5,5 -tétraméthylbenzidine par le peroxyde d’hydrogene. L’intensité de la coloration
mesurée a 520 nm sur un spectrophotométre Uvikon 922 (Kontron Inst, Montigny le
Bretonneux, France) est proportionnelle a la concentration en hémoglobine de I’échantillon a

doser.

11. 2. 2. Dosages des marqueurs biochimiques dans le plama

L’haptoglobine et I’orosomucoide ont été dosées par mesure immunonéphélémétrique en
mode cinétique avec 1I’automate Immage (Beckman Coulter, Brea, CA, USA), en utilisant les
réactifs du fabricant. Le K a été déterminé par potentiométrie sur un automate Synchron CX5
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA), I’activité de la LDH a été déterminée sur le méme

automate avec des réactifs provenant de Roche-Diagnostics (Mannheim, Allemagne).
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11. 2. 3. Dosage des thiols non protéiques (NPSH) dans le sang total

* Réactifs

* Solution de précipitation des protéines (acide métaphosphorique 1,6 % - ’EDTA 0,02 % -
NaCl 30 % dans de I’eau).

* Réactif d’Ellman : 5,5’-dithio-bis-(2-nitrobenzoate) 1 mmol/L — EDTA 0,034 mmol/L.

* Mode opératoire

Le dosage a été réalisé selon la méthode de Riddels utilisant le réactif d’Ellman (Riddels et
coll., 1979). Le 5,5’-dithio-bis-(2-nitrobenzoate) ou DTNB a été décrit par ce dernier comme
un réactif spécifique des groupements sulfhydryles, suffisamment sensible pour détecter la
présence de résidus cystéines dans les échantillons. La réaction a consisté en un dosage de
I’ensemble des groupements SH a 412 nm par mesure du nitrobenzoate form¢, de coloration
jaune vive.

300 puL de sang hépariné dilué au 1/10 dans du PBS pH 7,4 (dans de la glace) ont été
mélangés a 700 uL d’une solution de précipitation des protéines. Le mélange ainsi obtenu a
été agité au vortex® pendant 5 minutes avant d’étre centrifugé a 2000 g pendant 10 minutes.
Le surnageant a été filtré, puis 500 uL du filtrat ont été mélangés a 60 puL. d’une solution de
NaOH (1 mol/L), et 250 puL du réactif d’Ellman. Le mélange ainsi obtenu a été incubé a
température ambiante pendant 15 minutes. L’absorbance de la solution a été ensuite lue au

spectrophotométre a 412 nm et une gamme d’étalonnage a été réalisée a partir de dilutions de
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glutathion réduit dans du tampon phosphate, de telle sorte a obtenir des concentrations allant

de 0.005 2 0.2 mmol/L.

I1. 2. 4. Préparation des membranes de globules rouges

* Réactifs

* Solution tampon isotonique : Phosphate-Buffered Saline (PBS), pH 7,4.

* Solution tampon phosphate hypotonique (KH,PO4/Na,HPO4) 5 mmol/L, pH 8,5.

* Mode opératoire

Les membranes de globules rouges ont été préparées selon la méthode de Chernomordik et
Sowers (Chernomordik et Sowers, 1991).

Les spécimens sanguins ont ét¢ immédiatement centrifugés a 1000 g pendant 10 minutes. Le
surnageant et la couche de globules blancs ont été enlevés. Le culot de globules rouges a été
lavé 2 fois avec le tampon isotonique PBS, pH 7.4, puis I’hémolyse a été réalisée par addition
de 30 volumes de tampon phosphate hypotonique 5 mmol/L, pH 8,5 a un volume de culot de
globules rouges et le mélange a été centrifugé a 10 000 g pendant 20 minutes a 4 °C. Les
membranes obtenues aprés lavage a 2 reprises ont présenté, a ce stade, une teinte rose. Elles
ont ensuite été lavées a nouveau avec du PBS, pH 7,4, puis avec la solution hypotonique. Ces

2 dernieres étapes ont permis d’obtenir des membranes de couleur blanche.
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I1. 2. 5. Marqueurs du stress oxydant dans les membranes de globules rouges

* Dosage des diénes

Le dosage des dienes a été réalisé selon la méthode décrite par Buege et Aust (Buege et Aust,
1978).

A 1 mL d’une solution de membranes (concentration finale en protéines, 1g/L), ont été
ajoutés 5 mL d’un mélange chloroforme/méthanol (2:1). Aprés une agitation vigoureuse
pendant 5 minutes pour optimiser 1’extraction, le mélange a été centrifugé a 1000 g pendant 5
minutes. La phase supérieure a été enlevée par aspiration, puis la phase chloroformique a été
recueillie a 1’aide d’une seringue et évaporée au Maxi Dry Lyo (Heto-Holton, Allerod,
Denmark). Le résidu a été repris par 1,5 mL de cyclohexane et I’absorbance a été lue a 234

nm contre du cyclohexane.

* Dosage des Substances Réagissant avec I’Acide Thiobarbiturique (TBARS)

La détermination des TBARS formés dans les membranes de globules rouges a été réalisée
selon la méthode de Gutteridge (Gutteridge, 1987).

A 1 mL d’une solution de membranes (concentration finale en protéines, 1 g/L), ont été
ajoutés 2 ml d’une solution d’acide trichloroacétique — acide thiobarbiturique - HCI. Le
mélange a été agité au vortex® pendant 5 minutes avant d’étre incubé a 100 °C pendant 30
minutes. Les TBARS ont été ensuite extraites par 1,5 mL de n-butanol, puis centrifugées a
1000 g pendant 5 minutes. La fluorescence de la couche butanolique a été lue a 553 nm avec
une excitation a 532 nm sur un spectrofluorimétre SFM 25 (Kontron Inst, Montigny le

Bretonneux, France), et les résultats ont été exprimés en nmol de TBARS par gramme de
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protéines apres €tablissement d’une courbe d’étalonnage avec du 1,1°,3,3’-tetraéthoxypropane

(analogue du MDA).

* Dosage des protéines carbonylées

Le dosage des protéines carbonylées a été réalisé au niveau des membranes de globules
rouges selon la méthode décrite par Levine (Levine et coll., 1990).

500 pL de la solution de membranes (1 g/L de protéines membranaires) ont ét¢ mélangés avec
500 puL d’une solution a 10 mmol/L de 2,4-dinitrophénylhydrazine (DNPH) et 100 uL d’une
solution de sulfate de streptomycine (10 % dans 50 mmol/L de tampon HEPES, pH 7,2). Le
mélange a été incubé pendant 60 minutes a température ambiante avec agitation au vortex®
toutes les 15 minutes, puis 1 mL d’une solution d’acide trichloroacétique a 20 % a été ajouté
avant une centrifugation a 11 000 g pendant 3 minutes. Le surnageant a été enlevé et le culot
lavé 3 fois avec 1 mL du mélange éthanol/acétate d’éthyle (1:1) pour éliminer le DNPH libre.
Le précipité protéique a été solubilisé dans 600 pL d’une solution & 6 mol/L de guanidine
pendant 15 minutes a 37 °C, puis tout matériel insoluble a été enlevé par une centrifugation a
11 000 g pendant 3 minutes. L’absorbance du surnageant a ét¢ lue a 370 nm et les résultats
exprimés en mmol par mg de protéines grace a I'utilisation du coefficient d’absorbance

molaire de la 2,4-dinitrophénylhydrazone formée (22 000 L.mol™.cm™).
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I1. 2. 6. Paramétres mécaniques du globule rouge

* Détermination de la fragilité osmotique des globules rouges

La fragilit¢ osmotique des globules rouges a été déterminée selon la méthode de Beutler
(Beutler, 1977). Pour cela, 10 uL de globules rouges lavés avec du PBS pH 7,4 ont été
mélangés avec 1 mL de solution de concentration variable en NaCl (0 ; 3,0 ; 3,5 ;4,0 ;4,5 ;
50;55;6,0; 70 ;9,0 g/LL de NaCl). Apreés une heure d’incubation a la température
ambiante, la suspension érythrocytaire a ¢été centrifugée a 1000 g pendant 10 minutes.
L’absorbance du surnageant a été lue a 540 nm contre le surnageant du blanc (globules rouges
dans la solution isotonique de NaCl a 9 g/L). Le tube ne contenant pas de NaCl (uniquement
de I’eau distillée) a été pris comme correspondant a 100 % d’hémolyse. Les valeurs de
concentrations en NaCl permettant d’obtenir 50 % d’hémolyse (Hso) pour chaque échantillon
ont ¢été¢ calculées a partir des valeurs de pourcentage d’hémolyse obtenues aux différentes

concentrations de NaCl grace au logiciel graphPad Prism 3.0.

* Etude de la fluidité membranaire des globules rouges par anisotropie de fluorescence

* Principe de I’étude

L’anisotropie de fluorescence d’une molécule fluorescente résulte directement de 1’amplitude

de la rotation brownienne de la molécule considérée. Ce paramétre peut donc étre assimilé a

la facilité avec laquelle cette molécule tourne sur elle-méme. L’¢tude de 1’anisotropie de

fluorescence d’une sonde fluorescente préalablement introduite dans la bicouche lipidique

constitutive d’une biomembrane est une méthode de choix pour mesurer la fluidité de cette

194



membrane (ou inversement sa microviscosité) (Lentz et Burgess, 1989). La fluidité est
assimilée a la plus ou moins grande amplitude des mouvements des chaines d’acides gras des
phospholipides. En effet, lorsqu’un fluorophore intégré dans la membrane est excité avec de
la lumiere linéairement polarisée, il émettra une lumiére de fluorescence qui restera d’autant
plus polarisée que ses mouvements sont restreints pendant la durée de vie de son état excité.
Dans le cas considéré, on admet que le mouvement de la sonde est restreint par la présence
des chaines d’acides gras, autrement dit le mouvement de la sonde "épouse" celui des acides
gras. Ceci est particulierement confirmé dans le cas d’une sonde de forme linéaire comme le
1,6-diphényl-1,3,5-hexatriene (DPH). Nous avons donc mesuré¢ I’anisotropie de fluorescence
du DPH incorporé dans les membranes de globules rouges des différents spécimens. La
fluidité des lipides membranaires peut, en premiére approche, étre considérée comme

inversement proportionnelle a I’anisotropie de fluorescence (Hayam et coll., 1993).

* Mode opératoire

20 pL d’une solution stock de DPH a 1 mmol/L (concentration finale, 2 pmol/L) ont été
ajoutés sous une agitation constante a une suspension de membranes (0,1 mg de protéines par
mL) dans du PBS, pH 7,4. Ces conditions correspondent a un taux de sonde de 1 % par
rapport aux phospholipides, taux considéré comme non perturbant pour la bicouche (Hope et
coll., 1985). Le mélange a été incubé a la température ambiante pendant 2 heures a 1’abri de la
lumiere pour éviter toute photolyse du DPH. Les mesures d’anisotropie de fluorescence ont
été réalisées a 20 °C sur un spectrofluorimeétre SLM-Aminco 8000 (Urbana-Champaign)
spécialement adapté a ce type de mesures (format en T, prismes de Glan comme polarisateurs,
filtres interférentiels a 435 nm a 1’émission, mesure simultanée des deux composantes

polarisées I, et I,). Les échantillons ont été excités par une lumiére polarisée a 350 nm
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(longueur d’onde correspondant au maximum d’absorption du DPH) verticalement polarisée.
L’anisotropie de fluorescence a été déterminée par mesure simultanée des deux composantes,
verticale (I) et horizontale (I,), de la lumiére émise a 435 nm avec calcul du coefficient
d’anisotropie r (10). Chaque détermination d’anisotropie correspond & une moyenne sur 3
minutes de 9 mesures consécutives de 20 secondes, la moyenne étant donnée directement par

le logiciel de I’appareil.

I -1
R /i 51

B I// +2><IJ_ (10)

II1. Résultats

I11. 1. Hémoglobine extra-érythrocytaire des patients et des poches d’autotransfusion

Les résultats du dosage de I’Hb libre dans les différents spécimens (plasmas des patients et

surnageants des poches d’autotransfusion) ont été réprésentés sur la Figure 35.
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Figure 35 : Hémoglobine libre chez les patients et dans les poches d’autotransfusion.
Les résultas ont été obtenus a partir de 5 patients et sont représentés sous forme de moyenne + écart-type.
A : sang du patient juste avant le début de I’intervention chirurgicale, B1: sang de la premiére poche traitée
et re-transfusée, B2 : sang de la derniére poche traitée et re-transfusée, C : sang du patient 2 heures apres
I’opération, D : sang du patient 24 heures apres 1’opération.
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L’analyse statistique des résultats du dosage de 1’hémoglobine libre a montré une
augmentation marquée des concentrations retrouvées dans les concentrés de globules rouges a
re-transfuser et rapportées a I’hématocrite du patient, comparées aux concentrations chez le
patient, avant ’opération. Les différences ont été trouvées statistiquement significatives
(P<0,001). Deux heures aprés I’opération, la concentration en hémoglobine libre chez les
patients a ¢été trouvée significativement plus importante que la concentration initiale
(P<0,001). L’étude de la concentration en Hb libre chez les patients 24 heures plus tard a
montré une diminution de I’Hb libre par rapport a celle obtenue 2 heures aprés 1’opération,
mais les concentrations retrouvées demeuraient significativement augmentées en comparaison
avec les concentrations initiales. Nous n’avons pas trouvé de différences significatives entre

les poches d’autotransfusion.

I11. 2. Haptoglobine et orosomucoide des plasmas de patients

Les résultats du dosage de I’haptoglobine et de I’orosomucoide dans les plasmas de patients

ont été représentés sur la Figure 36, ainsi que ceux du rapport haptoglobine/orosomucoide.
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Figure 36 : Haptoglobine et orosomucoide chez les patients avant et apres

autotransfusion. Les résultats ont été obtenus a partir de 5 patients et sont représentés sous forme
de moyenne * écart type. Hp (m), orosomucoide (m). A : juste avant le début de l’intervention
chirurgicale, C : 2 heures aprés I’opération, D : 24 heures apres I’opération.
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Les concentrations en Hp ont diminuées de manicre significative 2 heures apres 1’opération et
la transfusion des poches de sang, traduisant probablement une forte consommation par
I’hémoglobine libre. Les valeurs obtenues 24 heures plus tard sont restées inférieures aux
valeurs initiales. Les différences ont été trouvées statistiquement significatives (P<0,005). Par
contre, nous n’avons pas observé de différence significative entre les concentrations d’Hp 2 h
et 24 heures plus tard. En ce qui concerne 1’orosomucoide, nous n’avons pas noté de
différence entre les concentrations avant 1’opération et celles obtenues 2 heures plus tard.
Cependant, nous avons observé une augmentation significative des concentrations
d’orosomucoide 24 heures plus tard par rapport a celles observées avant opération (P<0,005),
ce qui est sans doute en rapport avec un syndrome inflammation post-opératoire. L.’étude du
rapport haptoglobine/orosomucoide 2 h et 24 h aprés transfusion a montré une baisse
significative en comparaison a sa valeur avant transfusion, permettant d’objectiver chez les
patients transfusés une hémolyse (consommation d’haptoglobine) en présence d’un syndrome

inflammatoire (augmentation paralléle des concentrations d’Hp et d’orosomucoide).

III. 3. Thiols non protéiques (NPSH) du sang des patients et des poches

d’autotransfusion

Nous avons ¢étudié les variations des concentrations de thiols non protéiques (NPSH) pour
évaluer le statut anti-oxydant du sang total. Nous avons observé une baisse significative de la
concentration en NPSH dans les poches de sang a re-transfuser par rapport a celle présente
initialement dans le sang des patients (P<0,0001) (Figure 37), traduisant une forte diminution

des NPSH durant les opérations de concentration et de lavage des globules rouges. Chez les
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patients, des valeurs plus faibles ont ét¢ trouvées apres transfusion, mais les différences

observées n’étaient pas significatives.

w
=]
[S]
w
=]
[S]
,

NPSH (umol/L)
NPSH (umol/L)

Patients Poches

N
a
=]
N
a
=]
L

N
o
[S)
N
o
[S)
L

o
S
o
o
L

3]
o
3]
o
L

o
o
L

A (o} D B1 B2
Spécimens Spécimens

Figure 37 : Thiols non protéiques du sang des patients et des poches d’autotransfusion.
Les résultats ont été obtenus a partir de 5 patients et sont représentés sous forme de moyenne + écart-type. A :
juste avant le début de I’intervention chirurgicale, C : 2 heures aprés I’opération, D : 24 heures aprés
I’opération, B1 : premiére poche, B2 : derniére poche.

I11. 4. Marqueurs de stress oxydant dans les membranes de globules rouges

Différents marqueurs de stress oxydant ont ét¢ déterminés dans les membranes de globules
rouges des poches destinées a étre re-transfusées, ainsi que chez les patients. Les résultats des
marqueurs d’oxydation des lipides ont été représentés sur la Figure 38 (dienes) et la Figure 39
(TBARS). Ceux des marqueurs d’oxydation des protéines ont été représentés sur la Figure 40

(protéines carbonylées).
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Figure 38 : Diénes conjugués dans les membranes de globules rouges des patients et

des poches d’autotransfusion. Les résultats ont été obtenus a partir de 5 patients et sont représentés
sous forme de moyenne + €cart-type. A : juste avant le début de I’intervention chirurgicale, C : 2 heures aprés
I’opération, D : 24 heures aprés 1’opération, B1 : premiére poche, B2 : derniére poche. Les diénes ont été
exprimés en nmol/mg des protéines membranaires.
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Figure 39 : TBARS dans les membranes de globules rouges des patients et des poches

d’autotransfusion. Les résultats ont été obtenus a partir de 5 patients et sont représentés sous forme de
moyenne + écart-type. A : juste avant le début de I’intervention chirurgicale, C : 2 heures aprés 1’opération,
D : 24 heures aprés 1’opération, B1 : premiére poche, B2 : derniére poche. Les TBARS ont été exprimés en

nmol/mg de protéines membranaires.
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Figure 40 : Protéines carbonylées dans les membranes de globules rouges des patients

et des poches d’autotransfusion. Les résultats ont été obtenus & partir de 5 patients et sont représentés
sous forme de moyenne + écart-type. A : juste avant le début de I’intervention chirurgicale, C : 2 heures aprés
I’opération, D : 24 heures aprés 1’opération, Bl : premiére poche, B2 : derniére poche. Les protéines
carbonylées (Pro carbo) ont été exprimées en nmol/mg de protéines membranaires.

Les résultats des marqueurs de stress oxydant des membranes de globules rouges contenus
dans les poches destinées a étre re-transfusées ont été comparés a ceux obtenus chez les
patients avant transfusion. Nous avons observé une augmentation significative des marqueurs
d’oxydation lipidique et protéique. Parmi les 3 marqueurs étudiés, les diénes conjugués ont
été trouvés les plus sensibles pour mettre en évidence un stress oxydant, avec des
concentrations 4 fois plus importantes au niveau des membranes de globules rouges des
poches a re-transfuser que celles des membranes des globules rouges du patient avant
I’opération. Les augmentations des TBARS et des protéines carbonylées ont été de 1,6 et 1,4
fois, respectivement. Les marqueurs du stress oxydant ont été également étudiés dans les
membranes de globules rouges des patients a partir des prélevements réalisés apres
transfusion, et comparés aux résultats obtenus avant transfusion. Les diénes ont montré une
augmentation de 3,2 fois 2 heures apres transfusion, alors que les TBARS et les protéines
carbonylées n’étaient augmentées respectivement que d’environ 10 % sur les mémes
prélévements. La cinétique de production des TBARS a été trouvée plus lente que celle des
dieénes puisqu’elle a continué¢ a augmenter alors que celle des diénes a baissé entre 2 h et 24

heures. Par ailleurs, parmi les trois marqueurs étudiés, les TBARS étaient les seuls qui
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présentaient une augmentation significative entre les prélévements réalisés a 2 h et ceux

réalisés a 24 h (P<0,001).

I11. 5. Etude des paramétres mécaniques des globules rouges

Les "paramétres mécaniques" des globules rouges ont été appréhendés par leur fragilité

osmotique d’une part, et par leur fluidit¢é membranaire d’autre part.

I11. 5 .1. Fragilité osmotique

Les résultats de 1’étude de la fragilit¢ osmotique des globules rouges des patients et des

poches d’autotransfusion ont été représentés sur la Figure 41
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Figure 41 : Fragilité osmotique des globules rouges des patients et des poches a re-

transfuser. 10 uL de globules rouges lavés de chaque spécimen ont été dilués au 1/100 dans du PBS pH 7,4 et
mis a incuber avec des concentrations variables de NaCl pendant 1 heure. L’absorbance du surnageant, obtenu
apres centrifugation, a été lue au spectrophotomeétre a 540 nm. A (m) : hématies du patient juste avant le début de
I’intervention chirurgicale, B1(A) : hématies de la premiére poche traitée et re-transfusée, B2 () : hématies de
la derniere poche traitée et re-transfusée), C (x). hématies du patient 2 heures aprés I’opération, D (e) : hématies

du patient 24 heures aprés 1’opération.
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L’ ¢tude des courbes de fragilit¢ osmotique des différents spécimens de globules rouges a
montré que celles des globules rouges a re-transfuser étaient déviées vers la droite par rapport
a celles des globules rouges du patient. L’analyse statistique des valeurs de Hsyp a montré que
les globules rouges des poches a re-transfuser présentaient une fragilité osmotique plus €levée
compargs a celle des globules rouges prélevés chez les patients en début d’opération, avec des
différences significatives (P<0,05). Par contre, aucune différence significative n’a été
observée entre les globules des patients avant opération, 2 h et 24 h plus tard, malgré une

1égere déviation vers la droite des courbes obtenues apres re-transfusion.

I11. 5. 2. Fluidité membranaire des globules rouges

Les résultats de la mesure de I’anisotropie de fluorescence de la sonde DPH incorporée dans

les membranes de globules rouges des patients et des poches destinées a étre re-transfuser ont

été représentés par patient (Figure 42) et par type de prélévement (Figure 43).
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Figure 42 : Anisotropie de fluorescence du DPH incorporé dans les membranes de
globules rouges. Les résultats ont été obtenus a partir de 5 patients. A : juste avant le début de I’intervention
chirurgicale (-), B1 premiére poche (m), B2 derniére poche (A ), C : 2 heures aprés ’opération (+): D : 24
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La précision d’une mesure d’anisotropie est de + 0,001, ce qui est largement inférieur a la variabilité observée

pour les différents prélévements.
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Figure 43 : Anisotropie de fluorescence du DPH incorporé dans les membranes de

globules rouges des patients et des poches a re-transfuser. Les résultats ont été obtenus a
partir de 5 patients et sont représentés sous forme de moyenne + écart-type. A : juste avant le début de
I’intervention chirurgicale, C : 2 heures apres 1’opération, D : 24 heures aprés 1’opération, B1 : premiére

poche, B2 : derniére poche.
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L’analyse statistique des résultats d’anisotropie de fluorescence a montré des différences
significatives entre les membranes de globules rouges des poches a re-transfuser et les
membranes obtenues a partir des échantillons prélevés en début d’opération (P<0,005). Ces
résultats ont montré que la fluidit¢ de la membrane des globules rouges des poches a re-
transfuser est altérée dans le sens d’une diminution. Par contre, aucune différence
significative n’a été constatée en comparant les échantillons des patients, malgré des valeurs
systématiquement augmentées pour les coefficients d’anisotropie de fluorescence des

prélévements réalisés apres transfusion par rapport aux valeurs initiales.

I1I. 6. Marqueurs de perméabilité membranaire

Des marqueurs d’altération de la perméabilit¢ membranaire des globules rouges ont été
déterminés dans les milieux extracellulaires des poches destinées a étre re-transfusées, ainsi
que dans des prélévements plasmatiques des patients. Les résultats obtenus pour le potassium

ont été représentés sur la Figure 44 ; ceux obtenus pour la LDH sur la Figure 45.
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Figure 44 : Concentrations de K' dans le milieu extracellulaire des différents
spécimens. Les résultats ont été obtenus & partir de 5 patients et sont représentés sous forme de moyenne =
écart-type. A : juste avant le début de I’intervention chirurgicale, C : 2 heures apres I’opération, D : 24 heures
aprés 1’opération, B1 : premiére poche, B2 : derniére poche. Les valeurs du K™ des poches a re-transfuser ont
été rapportées a 1’hématocrite du patient.
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Figure 45 : Concentrations de LDH dans le milieu extracellulaire des différents

spécimens. Les résultats ont été obtenus a partir de 5 patients et sont représentés sous forme de moyenne +
écart-type. A : juste avant le début de I’intervention chirurgicale, C : 2 heures aprés I’opération, D : 24 heures
aprés 1’opération, B1 : premiére poche, B2 : derniére poche. Les valeurs de LDH des poches a retransfuser ont
été rapportées a I’hématocrite du patient.

Les dosages réalisés sur les milieux extracellulaires des poches destinées a étre re-transfusées
ont montré que ceux-ci contenaient des quantités importantes de K et de LDH libérées par les
globules rouges lors des étapes de concentration-lavage. En ce qui concerne les résultats
obtenus pour les plasmas des patients, les concentrations en K™ et en activité LDH ont été
trouvées en moyenne légérement plus élevées 2 h aprés ’opération et la transfusion par
rapport aux valeurs mesurées juste avant I’opération. Cependant, les différences observées

n’ont pas €té trouvées statistiquement significatives.

IV. Discussion

L’autotransfusion utilisant la récupération sanguine per-opératoire constitue un outil précieux
dans le cadre des économies de sang et trouve son application dans de nombreux domaines de
spécialités chirurgicales. Au cours cette partie du mémoire, la qualité des globules rouges
préparés par le "Cell-Saver" (Haemonetics® Cell-Saver 5) et les conséquences de leur ré-

injection chez le patient ont été étudiées. Les résultas obtenus a partir de 5 patients opérés au

206



Centre de Traumatologie et d’Orthopédie d’lllkirch et bénéficiant d’une récupération
sanguine per-opératoire ont montré que, malgré les lavages, les concentrations d’hémoglobine
libre dans les poches a re-transfuser restaient élevées et pouvaient atteindre 0,7 g/L. Ces
valeurs sont cependant inférieures a celles rapportées par d’autres auteurs (Rosencher et coll.,
1999). En effet, selon ces derniers, si la concentration en hémoglobine libre dans la poche de
transfusion est en moyenne 9 fois moins €élevée qu'apres utilisation d’un systéme sans lavage,
elle reste variable et peut atteindre des valeurs proches de 1,70 g/L en chirurgie orthopédique
ou le type de saignement per-opératoire expose a une hémolyse importante (Rosencher et
coll., 1999). Des concentrations élevées d’hémoglobine libre dans une poche de récupération
sanguine péri-opératoire s’expliquent par le fait que les systémes de lavage-concentration
basés sur la centrifugation en solution saline sont peu efficaces pour I'élimination de
molécules de haute masse moléculaire. En réalité, c'est la dilution dans le bol de
centrifugation qui est responsable de 1'élimination des 9/10 de 'hémoglobine libre (Rosencher
et coll., 1999). Une étude nationale permettant de vérifier les procédures d’utilisation de la
RSPO et la qualité des produits destinés a étre transfusés a d’ailleurs été suggérée par la HAS

dans son rapport de juillet 2006 (HAS, 2006).

Aprés transfusion, une augmentation significative de I’hémoglobine libre plasmatique a été
observée chez les patients (P<0,005). Des valeurs moyennes d’hémoglobine plasmatique de
I’ordre 0,5 g/L ont été atteintes 2 heures apres la transfusion. Ces données ont été mises en
comparaison avec celles rapportées par d’autres auteurs (Clifford et coll., 1987) dans d’autres
conditions et faisant état d’une concentration d’hémoglobine plasmatique de 1’ordre de
0,6 g/L, se normalisant au bout de 4 ou 24 heures apres transfusion (Duchateau et coll., 1990).
Dans nos conditions, les concentrations en hémoglobine extra-érythrocytaire sont restées

significativement augmentées 24 h apres la transfusion.
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L’augmentation de I’hémoglobine libre a ét¢ accompagnée d’une baisse significative de la
concentration en haptoglobine plasmatique évaluée 2 heures plus tard (P<0,005). Cette baisse
de la concentration en Hp a probablement été causée par la présence d’hémoglobine libre. En
effet, comme nous 1’avons indiqué par ailleurs, I’Hp fixe I’hémoglobine libre pour former un
complexe qui sera capté par le systétme monocytaire-macrophagique pour son élimination. Par
ailleurs, 1’haptoglobine est une protéine de la phase inflammatoire dont la concentration
plasmatique augmente lors d’un phénoméne inflammatoire. Pour faire la part des deux causes
de variations d’haptoglobine allant en sens inverse (hémolyse et inflammation), nous avons
compar¢ les concentrations d’haptoglobine a celles de 1’orosomucoide, qui est une autre
protéine de la phase inflammatoire de cinétique comparable, mais non influencée par
I’hémolyse. L’évolution du rapport haptoglobine/orosomucoide 2 h et 24 h apres transfusion a
montré une baisse du rapport, indiquant que la baisse d’haptoglobine est liée a une hémolyse
malgré la présence concomitante d’un syndrome inflammatoire. Des résultats similaires ont

¢été rapportés par d’autres auteurs (Duwig et coll., 1989).

Les thiols non protéiques (NPSH) jouent un rdéle important dans la protection contre les
dommages oxydants causés par les radicaux libres (Tibbetts et coll., 2002 ; Pompella et coll.,
2003 ). 90 a 95 % des NPSH sont constitués par du glutathion, qui représente un anti-oxydant
majeur car étant capable de piéger les radicaux libres mais également de participer a la
régénération d’enzymes impliquées dans leur élimination. Le glutathion est un tripeptide
constitu¢ de glutamate, de cystéine et de glycine, qu'on trouve en concentration assez €levée
(1-10 mmol/L) dans les cellules des animaux, des plantes et des champignons. Grace a la
fonction thiol de la cystéine, le glutathion est un composé important pour le maintien de 1'état

réduit de la cellule. Cette fonction thiol peut aussi fixer des fonctions électrophiles et sert
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donc a la détoxication de nombreuses molécules. Les 5 a 10 % restants de thiols non
protéiques intracellulaires sont constitués d’acides aminés soufrés comme la cystéine et la
méthionine. Ces acides aminés soufrés participent, a coté du glutathion, a la défense cellulaire
contre les dommages oxydants induits par I’hémoglobine et le fer libres (Ferrali et coll., 2000,
Schulpis et coll., 2006). Le dosage des NPSH permet d’apprécier une capacité anti-oxydante
des globules rouges a la suite d’une exposition de ces cellules a des radicaux libres (Ferrali et
coll., 2000; Signorini et coll., 1995 ; Brandao et coll., 2005). En effet, ces auteurs ont montré
que la présence de fer libre entraine une augmentation de la peroxydation des lipides
membranaires et une augmentation de 1’oxydation des protéines avec génération d’antigénes
de sénecence a la surface des cellules (SCA), I’augmentation des marqueurs du stress oxydant
s’accompagnant d’une baisse de la concentration en NPSH. Nos résultats ont montré une
réduction de 40 % de la concentration en NPSH des poches a re-transfuser par rapport au sang
total du patient avant opération, cette baisse intervenant durant les processus de
concentration-lavage. La réduction des concentrations en NPSH que nous avons observée
pourrait traduire une exposition des cellules a 1’action de radicaux libres durant ce processus
(Tibbetts, 2002). De méme, 1’étude des concentrations en NPSH chez le patient avant et apres
opération et transfusion a montré une baisse de 20 % deux heures plus tard, avec un retour a

des concentrations de départ (avant opération) au bout de 24 heures.

L’étude des marqueurs de la peroxydation lipidique membranaire a été réalisée par le dosage
des diénes et des TBARS. Le dosage des diénes conjugués a été trouvé plus sensible que celui
des TBARS. En effet, les diénes ont augmenté d’un facteur de 4 alors que les TBARS n’ont
augmenté que d’un facteur de 1,6 dans les membranes des globules rouges des poches par
rapport aux membranes de globules rouges des patients avant transfusion. En ce qui concerne

les variations observées au niveau des globules rouges des patients avant et apres transfusion,
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le fait que les diénes ont augmenté d’un facteur de 3,2 alors que les TBARS n’ont augmenté
que de 10 % 2 heures apres transfusion, laisserait penser que les dieénes ont ét¢ également les
plus précoces. Ce résultat pourrait s’expliquer par le fait que les diénes, produits
intermédiaires de la peroxydation lipidique (phases initiales), sont plus précoces que les
TBARS qui sont des produits terminaux d’oxydation (Halliwell et Chirico, 1993). La mesure
des dieénes a d’ailleurs été considérée comme surtout intéressante dans 1’évaluation précoce
des peroxydations lipidiques (Halliwell et Chirico, 1993 ; Bonnefont-Rousselot et coll.,

2003).

Les protéines carbonylées, porteuses de fonctions aldéhydes ou cétones sont formées au cours
de réactions variées comme I’oxydation de certains acides aminés, la fragmentation des
chaines polypeptidiques, ou de ’interaction de certains acides aminés avec des produits de la
peroxydation lipidique comme le MDA, le HNE, ou I’acroléine. L’origine des protéines
carbonylées permet de comprendre tout 'intérét que peut présenter leur mesure comme
marqueurs du stress oxydant (Bonnefont-Rousselot et coll., 2005). Les résultats du dosage des
protéines carbonylées ont montré une augmentation significative d’un facteur de 1,4 dans les
membranes des globules rouges des poches a re-transfuser comparées a celles des globules
rouges prélevés chez les patients avant opération. L’étude des variations des concentrations en
protéines carbonylées au niveau des globules rouges des patients avant et apres transfusion a
montré une augmentation de 7 % deux heures apres transfusion. Les protéines carbonylées
sont dégradées par les cellules en quelques heures voire en quelques jours par des systémes
protéolytiques (Grune et coll., 1995 ; Grune et coll., 1996 ; Grune et coll., 1998), alors que les
produits de la peroxydation lipidique sont détoxifiés en quelques minutes (Siu et Draper,

1982 ; Grune et coll., 1994 ; Siems et coll., 1995 ; Siems et coll., 1997). C’est pourquoi les
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protéines carbonylées sont considérées comme des marqueurs "stables" du stress oxydant

(Pantke et coll., 1999).

L’¢tude des paramétres mécaniques des membranes de globules rouges a montré une
diminution significative de la fluidit¢é membranaire accompagnée d’une augmentation de la
fragilité osmotique des globules rouges des poches a re-transfuser comparées aux membranes
de globules rouges obtenues a partir des échantillons prélevés chez les patients en début
d’opération et avant transfusion (P<0,005). Ces résultats pourraient étre expliqués en partie
par une atteinte de 1’intégrit¢é membranaire par divers mécanismes incluant la présence de
I’hémoglobine libre, le contact de 1’air, ou un effet de pression lors de 1’aspiration du sang
épanché pendant la récupération peri-opératoire. En effet, Les fonctions de la membrane
cellulaire dépendent notamment de sa composition et de son organisation (Levine et coll.,
1990). En particulier, la fluidité membranaire est influencée par les modifications du taux
d’insaturation des chaines d’acides gras des phospholipides, et du ratio
phospholipides/cholestérol (Clamp et coll., 1997).

L’activit¢ des enzymes membranaires, 1’accessibilit¢ des récepteurs hormonaux et des
systémes de transport d’ions et de métabolites sont modulés, donc optimisés, par la fluidité
membranaire, qui elle méme dépend de la composition en lipides de la membrane (Hochgraf
et coll., 1997). Ainsi toute modification de la composition en lipides (notamment en
cholestérol) est susceptible d’affecter les fonctions de transport et I’activité des enzymes
membranaires (Stubbs, 1983). Les lipides membranaires, du fait de leur composition riche en
acides gras polyinsaturés, représentent des cibles privilegées des radicaux libres dont 1’action
est a I’origine d’altérations de la dynamique et de la fonction membranaire (Sevanian et
Hochstein, 1985). L’oxydation de ces lipides membranaires entraine la formation de produits

comme le MDA ou la 4-HNE, qui peuvent interagir avec les chaines latérales de certains
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acides aminés (notamment la lysine) pour former des bases de Schiff. Le réarrangement de
ces bases de Shiff va aboutir a la formation de produits d’oxydation des protéines tels que les
protéines carbonylées (Bonnefont-Rousselot et coll., 2005). Les produits d’oxydation des
lipides peuvent ainsi constituer un lien entre I’oxydation des lipides a celle des protéines.
L’oxydation de ces deux types de substrats biologiques rendent les membranes plus rigides et
donc moins fluides (Levin et coll., 1990).

En ce qui concerne les variations de la fluidit¢ membranaire observées au niveau des globules
rouges des patients avant et aprés transfusion, [’analyse des résultats a montré
sytématiquement une diminution de la fluidit¢ membranaire des globules rouges 2 h et 24 h
aprés transfusion, méme si I’augmentation du coefficient d’anisotropie de fluorescence n’a
pas été trouvée significative. L’absence de conséquences significatives apres transfusion peut
étre liée, d’une part a un effet de dilution des globules rouges des poches dans la circulation
générale, d’autre part au fait que les modifications de fluidit¢é membranaire constatées pour les
échantillons Bl et B2 restent compatibles avec un état physiologique, 1’augmentation
d’anisotropie n’étant en moyenne que de 4 a 5 %. A titre comparatif,, des membranes de
globules rouges soumises a des doses de radiations comprises entre 6 et 220 Gray présentent
une variation de fluidité membranaire correspondant & une augmentation du coefficient
d’anisotropie de fluorescence de 15 % (Parasassi et coll., 1991), ce qui est une variation

nettement supérieure a celle constatée dans la présente étude.

La fragilité osmotique est un autre phénomene, associé a la fonction membranaire, qui refléte
la susceptibilité des globules rouges a la lyse et qui dépend également de la composition en
lipides de la membrane (Niranjan et Krishnakantha, 2000). Une fragilité osmotique accrue des
globules rouges a ¢été¢ décrite a la suite d’'une augmentation de la peroxydation lipidique
membranaire (Dariyerli et coll., 2004). Ainsi, la mesure de la fragilité osmotique des globules

rouges a ¢té appliquée au diagnostic de plusieurs maladies hémolytiques et a 1’étude de la
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perméabilité et d’altérations membranaires, pouvant aboutir I’hémolyse (Jain et coll., 1983).
Nos résultats ont montré que les courbes de fragilit¢ osmotique des globules rouges a re-
transfuser ont été déviées vers la droite par rapport a celles des hématies prélevées chez les
patients. Cette observation constitue un indicateur d’une augmentation de la fragilité
osmotique des globules rouges (Dariyerli et coll., 2004). L’analyse statistique des valeurs de
Hso a confirmé cette augmentation de fragilité osmotique entre les globules rouges prélevées
chez les patients avant transfusion et ceux des poches a re-transfuser, avec des différences
significatives (P<0,05). Par contre, aucune différence statistiquement significative n’a été
observée entre les globules des patients avant transfusion et ceux prélevés 2 h et 24 h apres
transfusion, malgré une 1égere déviation vers la droite des courbes de fragilité osmotique des

globules rouges des patients apres transfusion.

Des marqueurs d’altération de la perméabilité membranaire des globules rouges (LDH et K*)
ont été étudiés au niveau des milieux extracellulaires. Des concentrations importantes de ces
deux marqueurs de perméabilité membranaire ont été observées au niveau des poches a re-
transfuser. Ces résultats mettent clairement en évidence la libération de constituants
intracellulaires dans le liquide de lavage, traduisant une augmentation de la perméabilité
membranaire des globules rouges des poches a re-transfuser. Par contre, aucune différence
significative n’a été¢ observée en comparant les concentrations de ces 2 parametres chez les

patients avant et apres transfusion, malgré une tendance a I’augmentation apres transfusion.
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V. Conclusion

La récupération sanguine péri-opératoire correspond a une technique d’économie de sang, qui
permet de transfuser un patient avec ses propres hématies, obtenues a partir du sang épanché
au cours d’une intervention chirurgicale. Elle permet de réduire ainsi 1’utilisation des
concentrés de globules rouges homologues et d’éviter les délais liés a leur utilisation. Le
choix du type de dispositif a utiliser a été posé et un début de réponse semble avoir été obtenu
a travers les rapports de la conférence de consensus de décembre 1993 de la Société Frangaise
d’Anesthésie et de Réanimation et de I’Agence Nationale pour le Développement de
I’Evaluation médicale (A.N.D.E.M), ainsi que le rapport la Haute Autorité de Santé¢ (HAS) de
juillet 2006. Cependant, des études récemment réalisées et incluant les 5 dispositifs de
récupération avec concentration-lavage disponibles dans le commerce, ont montré que la
qualité des concentrés globulaires était variable et dépendait du type de dispositif utilisé
(Serrick et coll., 2003). Les auteurs de ces études avaient retenu comme criteres de
comparaison les rendements obtenus, ainsi que les pourcentages d’hémoglobine libre, de
potassium, d’héparine, de leucocytes et de plaquettes ¢liminés. L hématocrite des culots
globulaires, ainsi que le temps nécessaire pour réaliser la récupération ont été également pris

en compte.

L’analyse de la littérature concernant la qualité des concentrés de globules rouges obtenus par
récupération sanguine péri-opératoire avec ou sans lavage donne des résultats parfois
contradictoires et a amené la HAS a suggérer la réalisation d’une ¢tude nationale devant
permettre de vérifier les procédures d’utilisation de la RSPO et la qualité des produits obtenus

dans la pratique courante.
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Au cours de cette partie de mémoire, la qualité des globules rouges préparés par le "Cell-
Saver" (Haemonetics® Cell-Saver 5) et les conséquences de leur transfusion chez le patient
ont ¢té ¢tudiées. Des concentrations élevées en hémoglobine libre ont été trouvées dans les
concentrés globulaires, malgré la mise en ceuvre de procédures de concentration et lavage.
L’¢évaluation des marqueurs du stress oxydant a montré au niveau des poches destinées a étre
réinjectés, une diminution des défenses anti-oxydantes (NPSH) accompagnée d’une
augmentation des marqueurs lipidiques et protéiques du stress oxydant. Ces résultats ont
montré que la qualité des globules rouges contenus dans les poches a re-transfuser était
altérée. La présence d’hémoglobine libre en grande quantité, le contact avec I’air ainsi que la
pression d’aspiration du sang pourraient exposer les lipides membranaires des globules rouges
a des processus oxydants. La peroxydation lipidique qui en découle peut induire 1’oxydation
des lipides, notamment du cholestérol, qui va aboutir d’une part a une diminution de la
fluidité membranaire, et d’autre part produire des métabolites d’oxydation comme le MDA et
le HNE qui vont se déposer au niveau des membranes et augmenter la fragilité osmotique,
avec comme conséquence potentielle une diminution de la durée de vie des globules rouges
réinjectés. La mise en évidence d’un stress oxydant au niveau des membranes érythrocytaires
in vivo et découlant de la transfusion des globules "stressés" et/ou de 1’injection
d’hémoglobine libre a été moins évidente. En effet, 24 heures aprés 1’opération, seul le dosage
des TBARS érythrocytaires (produits terminaux de la peroxydation lipidique) a montré des
différences significatives. Ce résultat peut s’expliquer en partie par 1’effet de la dilution dans
la circulation générale des globules rouges "stressés", mais aussi par la mise en jeu des
systémes de réparation, illustrée par exemple par la reconstitution des réserves en thiols non
protéiques au bout de 24 heures. Toutefois, il est apparu clairement, a travers cette étude
préliminaire réalisée sur cinq patients, que 1’hémolyse dans les poches a re-transfuser est

significative, et entraine chez les patients une augmentation de 1’hémoglobine extracellulaire,
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ainsi qu’une consommation d’haptoglobine. En tout état de cause, cette hémolyse dans les
poches d’autotransfusion doit €tre maitrisée au cours de la récupération sanguine peri-
opératoire pour ne pas exposer certains patients plus vulnérables a un stress oxydant et

garantir ’efficacité de 1’autotransfusion.
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Conclusion générale et perspectives

Les principaux objectifs de ces travaux de thése ont été d’étudier 1’interaction des phénotypes
majeurs de 1’haptoglobine avec I’hémoglobine et I’influence de ces phénotypes sur le stress
oxydant induit par I’hémoglobine libre sur le globule rouge in vitro. Par ailleurs, s’il est connu
que la récupération sanguine péri-opératoire peut s’accompagner d’une hémolyse, celle-ci est
susceptible d’exposer les cellules destinées a étre ré-injectées a un stress oxydant pouvant étre
a l’origine d’une transfusion inefficace. C’est pourquoi nous nous sommes intéressés a la
qualité des globules rouges destinés a étre re-transfusés, ainsi qu’aux conséquences dans la

circulation générale en terme de stress oxydant.

Les principaux résultats obtenus grace a la mesure du pouvoir peroxydasique du complexe
Hp-Hb in vitro ont montré que I’affinité de I’haptoglobine avec 1’hémoglobine était
dépendante des phénotypes a pH 4,0. Des résultats complémentaires en microcalorimétrie ont
permis de montrer que la formation du complexe Hp-Hb était exothermique, mais que
I’affinité de 1’haptoglobine pour 1’hémoglobine était trop élevée pour pouvoir étre mesurée
par cette technique. Cependant, les quantités de chaleur déterminées lors des interactions
Hp/Hb ont montré des différences en fonction des phénotypes, avec de larges variations
probablement en rapport avec l’existence de liaisons hydrogénes dans un environnement
hydrophobe, comme suggéré par d’autres auteurs.

Les principales informations obtenues concernant le pouvoir protecteur de 1’haptoglobine
contre le stress oxydant induit par I’hémoglobine extra-érythrocytaire in vitro ont montré que
le pouvoir anti-oxydant de I’haptoglobine était dépendant du phénotype et que le phénotype
Hp 1-1 présentait I’effet protecteur le plus marqué, comme cela a été démontré par ailleurs in

vivo dans de nombreuses situations pathologiques.
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Enfin, les résultats de étude portant sur la qualit¢ des globules rouges préparés lors de la
récupération sanguine péri-opératoire ont montré¢ que, malgré 1’amélioration des techniques,
les poches destinées a é&tre re-transfusées contenaient des quantités importantes
d’hémoglobine libre. Nous avons montré que la récupération sanguine péri-opératoire
s’accompagnait d’une diminution de la fluidit¢ membranaire et d’une augmentation de la
fragilit¢ osmotique des globules rouges destinés a étre re-transfusés. L’évaluation de
marqueurs du stress oxydant au niveau des membranes de globules rouges a également
montré que les cellules étaient soumises a un stress oxydant durant les processus de
concentration-lavage. Cette étude préliminaire devrait étre complétée par la réalisation d’une
é¢tude a plus grande échelle, afin d’étudier I’influence du phénotype d’haptoglobine sur la
susceptibilit¢ des individus bénéficiant d’une récupération sanguine péri-opératoire a
développer un stress oxydant. Une autre étude a envisager est d’évaluer Dl'intérét de
I’utilisation d’anti-oxydants pour prévenir le stress oxydant pouvant survenir a la suite d’une
récupération sanguine péri-opératoire, 1’objectif étant en particulier d’améliorer I’efficacité
transfusionnelle. Toujours est-il que les résultats obtenus montrent clairement que, compte-

tenu des effets délétéres de 1I’hémoglobine extra-érythrocytaire, des efforts doivent étre

réalisés en vu de maitriser I’hémolyse au cours de la récupération sanguine péri-opératoire.
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Annexe 1

Etude de la variation d’absorbance/min du complexe Hp/Hb en fonction de

concentrations croissantes d’hémoglobine

Chaque concentration d’hémoglobine utilisée a été incubée avec une concentration constante
d’haptoglobine (0,1 pmol/L). Les valeurs de AA/min correspondent chacune a une moyenne
de 4 expériences réalisées indépendamment. Ces données expérimentales ont ¢été analysées
par régression non linéaire en vue de la détermination de la meilleure estimation des
constantes d’équilibre de dissociation en utilisant 1’équation (6).

C Hb (umol/L) Activité peroxydasique des complexes Hp-Hb (AA/min)
Hp 1-1 Hp 2-1 Hp 2-2

0,7 0.0010 0.0005 Non mesuré
1,5 0.0025 0.0018 0.0009
3.1 0.0047 0.0040 0.0017
3.8 0.0064 0.0046 0.0022
6,2 0.0072 0.0052 0.0031
93 0.0091 0.0066 0.0039
12,0 0.0096 0.0075 0.0046
15,5 0.0094 0.0077 0.0051
23,2 0.0095 0.0073 0.0059
31,0 0.0096 0.0076 15107
46.5 0.0092 0.0077 0.0057
62,0 0.0095 0.0077 0.0059
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Résumé

Les travaux menés au cours de cette thése se sont articulés autour de 1’étude des phénotypes
de I’haptoglobine (Hp) humaine, de leur purification, de leurs interactions avec 1’hémoglobine
(Hb) et des implications in vitro dans le stress oxydant induit par I’Hb extra-érythrocytaire.
Les résultats ont été appliqués a l'autotransfusion utilisant la récupération sanguine péri-
opératoire.

Nous avons mis au point un protocole de phénotypage de I’Hp humaine par électrophorese en
gel de polyacrylamide, que nous avons appliqué a 1’¢tude de la répartition des trois
phénotypes dans une population de patients hospitalisés. Par la suite, nous avons purifié par
FPLC I’Hp a partir de plasmas humains phénotypés (échange d’ions et exclusion-diffusion).
L’interaction de chacun des trois phénotypes purifiés d’Hp avec I’Hb humaine a été étudiée
en spectrophotométrie, a travers le pouvoir peroxydasique du complexe Hp-Hb. Les résultats
obtenus ont montré que 1’affinité de Hp 1-1 pour I’Hb était supérieure a celle de Hp 1-2, qui
¢tait elle-méme supérieure a celle de Hp 2-2. La constatation du fait que I’interaction de I’Hp
avec I’Hb était exothermique nous a conduit a réaliser des études complémentaires en
microcalorimétrie. Dans une étude clinique, nous avons démontré que 1’affinité¢ de ’Hp pour
I’Hb pouvait avoir pour conséquence une sous-estimation de la concentration réelle d’Hp
présente dans des spécimens de patients. Cette interférence, non dépendante du phénotype, a
¢été observée lorsque 1I’Hp était déterminée en immuno-néphélémétrie.

Par la suite, nous avons étudié les effets délétéres de I’Hb extra-érythrocytaire sur le globule
rouge In Vitro sur deux modéles. Le premier a utilisé des préparations de membranes de
globules rouges, avec suivi de la peroxydation lipidique par la formation de diénes conjugués
et des substances réagissant avec I’acide thiobarbiturique (TBARS). Le deuxiéme modele a
utilisé des globules rouges intacts, maintenus dans un milieu de conservation (SAGM), avec
suivi du potassium et de Dactivité lactate déshydrogénase libérés, comme marqueurs
d’atteinte de I’intégrité membranaire. L’effet protecteur de chacun des trois phénotypes de
I’Hp vis-a-vis du stress oxydant induit par I’Hb extra-érythrocytaire a été étudié sur ces deux
modeles. Les résultats ont mis en évidence le role anti-oxydant de I’Hp et ont démontré qu’il
existait des différences significatives selon le phénotype, 1’effet protecteur de Hp 1-1 étant
supérieur a celui de Hp 1-2, qui était lui-méme supérieur a celui de Hp 2-2.

Enfin, nous avons évalué la qualité des poches de sang destinées a étre re-transfusées lors de
la récupération sanguine péri-opératoire et les conséquences de 1’hémolyse en terme de stress
oxydant sur le globule rouge. Nos résultats ont montré que les poches destinées a étre re-
transfusées contenaient des concentrations ¢levées d’Hb libre. Un stress oxydant a été mis en
¢vidence au niveau des globules rouges des poches, mais également dans la circulation
générale des patients aprés transfusion. Ce stress oxydant s’accompagnait d’une baisse des
concentrations plasmatiques en thiols non protéiques et en Hp, ainsi que d’une altération des
propriétés mécaniques des membranes de globules rouges. L’ensemble de ces résultats
souligne I’'importance de maitriser I’hémolyse lors de la récupération sanguine péri-
opératoire, pour limiter ses effets déléteres.

Mots-Clés : Phénotypes d’haptoglobine ; hémoglobine extra-érythrocytaire ; complexes
haptoglobine — hémoglobine ; stress oxydant ; globule rouge ; auto-transfusion.
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Abstract

This thesis focuses on the study of human haptoglobin phenotypes (Hp), their purification,
their interactions with hemoglobin (Hb), and on in vitro implications in oxidative stress
induced by free Hb. The results were applied to the autologous transfusion using perioperative
blood salvage.

We developed a protocol of human Hp phenotyping using polyacrylamide gel electrophoresis,
which was applied to the study of the distribution of the three phenotypes in patients in
hospital. Then, we purified the phenotyped human plasmas by FPLC (ion exchange
chromatography and gel filtration). The interaction of the three purified Hp phenotypes with
human Hb was studied in spectrophotometry, through the peroxidase activity of Hp-Hb
complex. The results obtained showed that the affinity of Hp 1-1 for Hb was higher than that
of Hp 1-2, which was itself higher than that of Hp 2-2. The interaction of Hp with Hb was
proved to be exothermic, which allowed us to conduct complementary studies in
microcalorimetry. In a clinical study, we found that the affinity of Hp for Hb could lead to
underevaluating the real Hp concentrations in specimens of patients. This interference, which
was independent of the phenotype, was observed when Hp was determined by immuno-
nephelemetry.

Then, we studied the deleterious effects of extracellular Hb on red blood cells in vitro on two
models. The first one used preparations of red blood cells membranes, in which we followed
the lipid peroxidation by combined dienes formation and substances reacting with
thiobarbituric acid (TBARS). The second model used intact red blood cells, maintained in a
conservation medium (SAGM), with follow-up of released potassium and lactate
dehydrogenase activity, as markers of attack on membrane integrity. The protective effect of
each of the three phenotypes of Hp with respect to oxidative stress induced by extracellular
Hb was studied on these two models. The results confirmed the antioxidant role of Hp and
showed that there were significant differences according to the phenotype, the protective
effect of Hp 1-1 being higher than that of Hp 1-2, which was itself higher than that of Hp 2-2.
Finally, we evaluated the quality of the blood-pack units during perioperative autologous
transfusion and the consequences of hemolysis in terms of oxidative stress on red blood cells.
Our results indicated that the blood units intended to be transfused contained high
concentrations of free Hb. An oxidative stress was found on the red blood cells contained in
the blood bags and in the general circulation of patients after transfusion. This oxidative stress
was accompanied by a decrease in plasmatic non-protein thiols and Hp concentrations, as well
as a deterioration of the mechanical properties of red blood cells membranes. All the results
showed the importance of hemolysis control during perioperative blood salvage, in order to
limit its deleterious effects.

Key word :  haptoglobin phenotypes ; extracellular hemoglobin ; haptoglobin -
hemoglobin complex ; oxidative stress; red blood cells ; autologous transfusion.
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