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Avant-propos

La drépanocytose, encore appelée anémie falciforme, est une maladie génétique qui, en raison
de sa fréquence et de sa gravité, est un probléme de santé publique dans de nombreuses
régions. En Guadeloupe et en Martinique, on dénombre 12% de transmetteurs, 1 nouveau-né
drépanocytaire sur 300 et environ 2000 patients drépanocytaires sur ces deux territoires.

Cette maladie monogénique grave, caractérisée par une grande variabilité d’expression, une
physiopathologie complexe et des moyens thérapeutiques pauvres, suscite de trés nombreuses
interrogations et est au coeur d’une recherche intense. En dépit des progres réalisés, la
drépanocytose reste toujours associée a une morbidité et une mortalité significatives.

Les crises vaso-occlusives constituent le syndrome le plus handicapant de la maladie, du fait
de leur caractére imprévisible et aléatoire. Le plus souvent de nature ostéo-articulaire chez
I’adulte, elles sont associées a des douleurs intenses et sont de fréquences variables.
Cependant, il n’existe pas de parameétres biologiques ou cliniques permettant d’établir un
diagnostic prédictif précoce de leur sévérité. Les données de la littérature indiquent que les
mécanismes physiopathologiques impliqués dans le déclenchement des crises vaso-occlusives
sont complexes et 1’étiologie de cette complication reste encore largement incomprise. A
partir du défaut premier de la drépanocytose, la polymérisation de 1’hémoglobine S, se
développe toute une série de processus anormaux qui contribuent au développement d’une
réponse inflammatoire et d’un stress oxydant dus a une reperfusion traumatisante, et a I’auto-
oxydation de I’hémoglobine S.

Le globule rouge est une des cibles des especes réactives de 1’oxygene générées au cours du
stress oxydant. Celles-ci entrainent de séveres défauts au niveau de sa membrane et de
nombreuses anomalies fonctionnelles, susceptibles de participer au déclenchement de la vaso-
occlusion.

Les travaux de cette theése ont pour objectif une meilleure compréhension de la
physiopathologie extrémement complexe de la drépanocytose en étudiant le role du stress
oxydant dans le déclenchement des crises vaso-occlusives, premicre cause d’hospitalisation
des sujets drépanocytaires. A terme, les différentes approches mises en ceuvre devraient
conduire a de nouvelles pistes thérapeutiques et a une amélioration de la prise en charge des

patients.
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I. La drépanocytose : généralites

La drépanocytose est une maladie héréditaire monogénique autosomale récessive touchant en
premier lieu les globules rouges (GR). C’est une hémoglobinopathie causée par une mutation
ponctuelle du geéne B-globine situé sur le chromosome 11. Cette mutation unique résulte de la
transversion Adénine—Thymine au niveau du 17° nucléotide de I’ADNc affectant le 6™
codon de la chaine B-globine. Elle entraine le remplacement de I'acide glutamique en position
6 par une valine (B6Glu—Val) et la synthése d’une hémoglobine anormale, 1’hémoglobine S
(Hb S).

La valine hydrophobe, contrairement a l'acide glutamique, provoque un changement de
conformation de I'Hb S lors de la désoxygénation des globules rouges. La baisse de la
pression partielle en oxygéne provoque la diminution de la solubilité¢ de 'hémoglobine, liée a
la polymérisation de la désoxy-Hb S. La valine augmente l'interaction hydrophobique entre
les tétraméres d'Hb S et favorise la formation de fibres tubulaires. Ces fibres ne sont pas sans
conséquence pour les globules rouges : ce sont elles qui leur conférent leur forme de faucille,

distorsion mécanique caractéristique de la maladie.

Figure 1 : Un globule rouge falciformé et trois globules rouges de forme normale
Les GR perdent alors leur ¢lasticité et ne sont plus capables de se déformer pour traverser les

micro-vaisseaux sanguins qui ont un diametre inférieur a leur diameétre. Rigides, ils restent

bloqués dans les capillaires sanguins et les obstruent, ce qui entraine des ischémies locales et
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des crises vaso-occlusives particuliecrement douloureuses dont la répétition entraine des

risques d’atteinte grave des différents organes.

Sickled cells

Normal

red blood cells

& Healthwise, Incomporatad

Figure 2 : Obstruction des vaisseaux sanguins par les globules rouges falciformés

Les GR rigidifiés sont également plus fragiles, entrainant une hémolyse de ces cellules a
I’origine de I’anémie chronique symptomatique présentée par la majorité des patients

drépanocytaires.

I.1. Historique

Le premier article scientifique sur la drépanocytose est apparu il y a plus de 100 ans. En 1910,
le cardiologue James Herrick décrit le premier cas de drépanocytose en rapportant la présence
de globules rouges adoptant une forme de faucille au niveau du frottis sanguin d’un jeune
patient caribéen. Le bilan hématologique de ce patient montre une anémie trés prononcée
(Herrick, 1910).

Quelque temps apres, le cas d’une autre patiente, présentant également cette déformation des
globules rouges, met en évidence la transmission héréditaire de la maladie. En effet, lors
d’analyses plus poussées, la falciformation des globules rouges est retrouvée dans le frottis
sanguin de son pére (Cook & Meyer, 1915).

En 1927, Hahn et Gillepsie font une découverte intéressante, ils remarquent que la

déformation des globules rouges n’a lieu que lorsque la pression en oxygene dans le sang
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est inférieure a 50 mm de mercure. De plus, cette déformation est réversible par
I’augmentation de la pression en oxygene (Hahn & Gillespie, 1927). Dés 1940, un étudiant
en médecine, Sherman, suggére méme qu’un bas niveau en oxygene altére la structure de
I’hémoglobine dans la cellule (Sherman, 1940).

En 1949, James Neel démontre que la transmission de cette maladie est mendélienne (Neel,
1949). La méme année, Linus Pauling montre qu'elle est due a une structure anormale de
I'hémoglobine, caractérisée par une moindre solubilité (Pauling & Itano, 1949). C'est ainsi
la premiere fois que 1’on découvre I'origine moléculaire d'une maladie génétique.

Dans les années 60, on démontre que le géne de la chaine B-globine est situé sur le
chromosome 11. En 1957 le Britannique Vernon Ingram montre que la drépanocytose est
due a un remplacement sur le codon 6 d’un acide glutamique par une valine au niveau de la
globine B S (Ingram, 1957).

En 1978, Tom Maniatis isole le géne de la B-globine (Lawn, Fritsch, Parker, Blake, &
Maniatis, 1978). Deux ans plus tard, Yuet Wai Kan met au point un test génétique prénatal
de la drépanocytose (Kan, Trecartin, & Dozy, 1980). Cette grande avancée dans
I’identification moléculaire des causes de la maladie permet ainsi aux parents malades ou
transmetteurs de la drépanocytose d’établir un diagnostic précoce quant au génotype de

I’enfant a naitre.

I.2. Epidémiologie et distribution géographique

A. Dans le monde

La drépanocytose représente la maladie génétique la plus répandue au monde, touchant des
millions de personnes.

Initialement, la drépanocytose était retrouvée dans les régions endémiques pour le paludisme :
Afrique sub-saharienne, bassin méditerranéen (notamment en Grece et en Italie), Moyen-
Orient et certaines parties du sous-continent indien et dans la péninsule Arabique (Haldane,
1949) (Labie, 2010) (Piel et al., 2010).

Suite a d’importants mouvements des populations, la drépanocytose s’est étendue
indépendamment du paludisme, principalement le long des cotes orientales des Amériques,
dans les Caraibes et en Europe de 1’Ouest (Piel, 2013).

Les flux migratoires récents ont également fait de la drépanocytose la premiére maladie

génétique en France hexagonale (Roberts & de Montalembert, 2007).
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Figure 3 : Distribution historique et contemporaine (2010) de la drépanocytose
(Piel et al., 2010)

v Drépanocytose et paludisme

Le paludisme aussi appelé malaria est une maladie infectieuse due a un parasite du genre
Plasmodium, propagée par la piqlire de certaines especes de moustiques anopheles.

Comparant les cartes de répartition de la malaria d'une part et de la drépanocytose d'autre part,
Haldane fut frappé par leur ressemblance (Lederberg, 1999). Une telle coincidence suggérait
que 1'hémoglobine S pouvait apporter un avantage dans les régions ou la malaria était
présente. En effet, si les personnes ayant deux alléles du géne BS (BS / BS) meurent de la
drépanocytose, celles qui n'en ont qu'un (B*/ B5) résistent mieux au paludisme que celles qui

n'en ont aucun (B*/ B*) (Aidoo et al., 2002) (Hill et al., 1991) (Willcox et al., 1983).

17


http://fr.wikipedia.org/wiki/Maladie_infectieuse
http://fr.wikipedia.org/wiki/Parasite_(m%C3%A9decine)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_(biologie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Plasmodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Moustique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Anoph%C3%A8le

Il semblerait donc que les porteurs du trait drépanocytaire soient protégés contre le paludisme.
En effet, d’aprés des études réalisées in vitro, I’invasion, la croissance et le développement du
parasite Plasmodium falciparum responsable des formes graves du paludisme seraient plus
difficiles dans les GR AS par rapport aux GR AA (Friedman, 1978) (Pasvol, Weatherall, &
Wilson, 1978). D’autres études suggerent que les GR AS infectés par le parasite palustre
falciformeraient et seraient détruits prématurément au niveau de la rate (Roth et al., 1978)
(Shear et al., 1993).

Ainsi, la fréquence de la drépanocytose serait ¢élevée dans les populations africaines soumises
a une forte pression du paludisme en raison de ’avantage sélectif des porteurs du trait

drépanocytaire AS, permettant la pérennisation du géne * dans les régions impaludées.

-
Fréguence
alléle Hbs

1a5%
58 10 %
1Ma1s5%

15 4 20 %
.

Distribution -\_{‘

du plasmodium

s
"

Figure 4 : Comparaison de la répartition géographique de la drépanocytose et du

paludisme

v" Les haplotypes drépanocytaires

Un haplotype est un groupe d'alleles de différents loci situés sur un méme chromosome et
habituellement transmis ensemble. Les haplotypes permettent aux généticiens de chercher les
genes associés a une maladie (Y. C. Chang, Smith, Moore, Serjeant, & Dover, 1995).

Dans les régions inter-géniques du locus [ globine, des variations de la séquence

nucléotidique, sans conséquence pathologique, ont été¢ décrites. Elles sont désignées sous le
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terme de polymorphisme lorsqu’elles ont une fréquence supérieure a 1%. Certaines
modifications portant sur des sites spécifiquement reconnus par certaines enzymes de
restriction, sont faciles a révéler par cartographie génique et ont été les premicres étudiées.
L'association non aléatoire de plusieurs polymorphismes définit un haplotype (Kan & Dozy,
1978).

Dans la drépanocytose, cinq haplotypes majeurs liés au géne PS5, a forte spécificité
géographique dans I’ancien monde, ont été décrits:

- Bénin, dans la région centrale de I’ Afrique de I’Ouest

- Sénégal, dans la région atlantique de I’ Afrique de 1’Ouest

- Bantou, dans I’ Afrique Centrale ou Equatoriale

- Cameroun, dans le groupe ethnique Eton du Cameroun

- Arabo-indien, dans le sous-continent indien et dans la péninsule Arabique

La distribution géographique de ces différents haplotypes indique une apparition de la
mutation S en cinq endroits différents. De nombreux travaux suggerent que 1’haplotype peut
étre un marqueur de 1’hétérogénéité phénotypique des patients drépanocytaires (Green, Fabry,
Kaptue-Noche, & Nagel, 1993) (Nagel & Labie, 1989) (Nagel et al., 1987) (Ragusa et al.,
1988) (Steinberg et al., 1995) (J. J. Thomas, Kutlar, Scott, & Lanclos, 1998). En effet, certains
haplotypes sont associés a des formes plus sévéres, c’est le cas de 1’haplotype bantou. La

forme la plus modérée est associée a I’haplotype arabo-indien.

Figure 5 : La drépanocytose est associée a cinq haplotypes
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Une ¢étude réalisée sur des patients drépanocytaires a permis d’établir la distribution des
haplotypes liés au géne B° dans la population guadeloupéenne (Kéclard, 1996) : haplotype
Bénin (72,6%), haplotype Bantou (13%), haplotype Sénégal (8%), haplotype Cameroun
(2,5%), haplotype Arabo-indien (0,2%) et atypiques (3,7%).

B. En Guadeloupe

La Guadeloupe, département francais d’Outre-Mer, est composée d’environ 90% d’afro-
caribéens, de 8% de populations d’origine indienne et de 2% d’origine européenne ou libano-
syrienne.

L’apport important des peuples d’Afrique et le métissage expliquent toutes les composantes
génétiques de la drépanocytose : de la forme homozygote SS aux formes hétérozygotes
composites (SC, SB-thalassémique, SD Punjab) et aux autres formes rares (HbSAntles)
(Monplaisir et al., 1986) (Saint-Martin et al., 2013). Selon 1’é¢tude de Saint-Martin et
collaborateurs, environ 1 enfant sur 304 serait atteint d’un syndrome drépanocytaire majeur
(Saint-Martin et al., 2013).

En 1984, un test de dépistage néonatal systématique est mis en place (Saint-Martin et al.,
2013). C’est le premier test de dépistage développé au niveau national.

En 1990, le Conseil Général de la Guadeloupe reconnait officiellement la drépanocytose
comme une priorit€ de santé publique et permet la création du Centre Intégré de la
Drépanocytose de la Guadeloupe (CIDG), devenu Centre Caribéen Guy Mérault en 1996, puis
Unité Transversale de la Drépanocytose du CHU de Pointe-a-Pitre en 2007. Il est le premier
en France a instaurer un programme de prise en charge globale (médicale et sociale) couplé a
la seule unit¢ Inserm d’Outre-Mer dont les travaux de recherches sont axés sur la
drépanocytose.

D’autres centres ont par la suite été créés en France métropolitaine et en Outre-mer, sur le
modele de la Guadeloupe, formant un réseau de centres nationaux de référence et de
compétence régionale par le Ministére Francais de la Santé. On estime le nombre de
personnes drépanocytaires dans 1’archipel guadeloupéen a 1200 dont 3/4 sont suivis par

I’Unité Transversale de la Drépanocytose.
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I. 3. Les syndromes drépanocytaires

Au-dela de la drépanocytose homozygote SS, la plus répandue et ayant la symptomatologie la
plus sévere, la maladie s’exprime également sous d’autres formes associant la présence de
I’allele S avec un deuxieme allele muté du géne B-globine. Nous retrouvons ainsi les autres
types de syndromes drépanocytaires suivants :

- S/C : hétérozygotie composite la plus fréquente. Elle résulte d’une mutation ponctuelle
du codon 6 se traduisant par le remplacement d’un acide glutamique par une lysine au
niveau du géne B-globine (B°).

- S/B°-thalassémie : le géne B-thalassémique n’est pas exprimé et les symptomes sont
similaires a ceux d’un homozygote SS.

- S/B’-thalassémie : le géne BB thalassémique est partiellement exprimé et la sévérité des
symptomes dépend en partie du taux d’Hb A résiduel.

Plus rarement, nous retrouvons les hétérozygoties composites ci-dessous :

e SD Punjab : symptomatique, I’hémoglobine D Punjad résulte d’'une mutation sur le
codon 121. Un acide glutamique est remplacé par une glutamine.

e On peut également citer les cas d’hétérozygotes composites SE ou SLepore qui
correspondent respectivement a une hémoglobine anormale associée a un phénotype
thalassémique et a une globine résultant d’un crossing - over anormal entre les génes o
- et 3 - globine.

Enfin, d'autres variants plus rares associent une deuxiéme mutation en cis de la mutation °:

e S Oman : présente une deuxieme mutation ponctuelle sur le codon 121 entrainant le
remplacement d’un acide glutamique par une lysine.

e S Antilles : résulte d’une deuxieme mutation ponctuelle sur le codon 23. Une valine

est remplacée par une isoleucine.

Les sujets hétérozygotes dits AS sont porteurs et transmetteurs du gene drépanocytaire mais

sont asymptomatiques , ils ne présentent pas les complications de la maladie.
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Figure 6 : Les différents syndromes drépanocytaires
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II. Mécanisme primaire de la pathologie :
polymérisation de I’hémoglobine

I1.1. Structure et fonction de I’hémoglobine humaine

Les globines constituent une famille de protéines impliquées dans le transport ou le stockage
du dioxygeéne. L'hémoglobine adulte normale, dissoute dans le cytosol aqueux des
érythrocytes en une solution trés concentrée, assure le transport du dioxygeéne des poumons
vers les tissus. Un globule rouge humain de 7 a 8 pm, contient environ 280 millions de
molécules d’hémoglobine.

Chaque molécule d’hémoglobine est un tétramere formé par 1’association de quatre chaines
polypeptidiques identiques deux a deux : deux chaines alpha composées chacune de 141
acides aminés et deux chaines béta de 146 acides aminés. Chacune des chaines adopte une
conformation spatiale lui conférant une forme globuleuse et ménageant une « poche »
superficielle dans laquelle se trouve logée I’héme. Ce dernier est constitué d’une porphyrine
complexée a un atome de fer a qui permet la fixation réversible de 'oxygeéne.

La cohérence du tétrameére d’hémoglobine résulte de liaisons entre les chaines latérales

hydrophobes via des acides aminés situés a la périphérie de chaque globine.

Figure 7 : Schématisation de la molécule d’hémoglobine
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v Expression des génes globines au cours du

développement

Il existe diverses formes d’hémoglobines exprimées a différents stades de 1’ontogénese. On
distingue ainsi les formes embryonnaires, feetales et adultes.

Au début de la vie embryonnaire, les chaines € et € se combinent pour former ’hémoglobine
Gower I (C2¢2), les chalnes a et € s’associent pour former [’hémoglobine Gower II (aze2) et
les chaines C et y forment I’hémoglobine Portland (C2y2). Avant la naissance, les hématies du
feetus contiennent de 1'hémoglobine feetale (Hb F) (o2y2), qui reste néanmoins majoritaire au
cours des premiers mois apres la naissance. Puis, les hématies contiennent de 1'hémoglobine
adulte A (02f32) trés largement majoritaire (97%), de I'hémoglobine A» (02y2) (2%) et de I'Hb
F (moins de 1%). Les hémoglobines F, A et A, assurent le transport du dioxygéne, de la
surface respiratoire (placenta pour le feetus, alvéoles pulmonaires aprés la naissance)

jusqu'aux cellules.

Bone Marrow

5

Y
| |
-6 -3 0 3 6
Naissance Temps (Mois)

Figure 8 : Expression des génes globines au cours du développement

(Sankaran, Xu, & Orkin, 2010)
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v’ Localisation des génes de I'hémoglobine

Les génes de type alpha-globine sont regroupés sur le chromosome 16 et les génes de type
béta-globine sur le chromosome 11 chez I’homme.

Dans le groupe alpha, le géne qui code pour la chaine embryonnaire C précede, dans le sens 5’
vers 3’, les deux génes des chalnes o, composants des hémoglobines feetales et des
hémoglobines adultes.

Dans le groupe béta, le géne de la chaine embryonnaire € est suivi par les deux génes des
chaines fcetales y puis par les deux geénes des chaines adultes o et 3.

L’organisation des génes de globine humains le long des chromosomes correspond, dans le

sens 5° 3°, a l'ordre dans lequel ils sont exprimés au cours du développement.

A

B-globin gene cluster
Chromosome 11

- sesse—/—jH H—HI

B-LCR € Gy Ay 8 B

a-globin gene cluster
Chromosome 16

g o, o,

Hemoglobin

/f"'.

c 4{.’, Y,
Fetal life Hb F (ay,) -~ Heme
oy o,
B, B,
Hb A (u,{,|i))4{ -
o o

Figure 9 : Organisation chromosomique des clusters de génes 3 et a globine

(Frenette & Atweh, 2007)

Infant/adult life
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II. 2. Polymérisation : caractéristiques de
I’hémoglobine S

A. Structure du polymeére

On explique la polymérisation de I’Hb S par le fait que I’acide glutamique normalement
hydrophile est remplacé par une valine hydrophobe en position 6 de la B-globine. En
condition désoxygénée, des interactions hydrophobes ont lieu entre la leucine 88 et la
phénylalanine 85 d’une chaine beta d’une molécule d’hémoglobine et la valine 6 de la chaine
beta de la molécule d’hémoglobine voisine (Murayama, 1966), d’ou la création d’une

structure cristalline en fibres.

Figure 10 : Contact entre deux molécules d’hémoglobine voisines

Au niveau des hématies, cela se traduit par une falciformation marquée par une diminution de
leur déformabilité, propriété essentielle pour cette cellule devant circuler dans les vaisseaux
sanguins de diametre inférieur au sien.

Des études par diffraction de rayons X ont permis de déterminer la structure du polymeére et
son mécanisme de formation (Wishner, Ward, Lattman, & Love, 1975). Ces spectres de
diffractions de cristaux d'Hb S indiquent qu’au-dela de la valine 6 de I'Hb S qui joue un role
déterminant dans la formation de ce polymeére, de trés nombreux autres sites de I'hémoglobine
sont également impliqués dans les contacts stabilisant le polymere. Ainsi, en condition
désoxygénée, les molécules d’hémoglobine s’assemblent en structures fibreuses tubulaires

formées de filaments de 1 a 15 um de long (Harris, 1950). Ces associations d’Hb S peuvent
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prendre des formes différentes (tiges, cristaux, microtubules). Un polymére d’Hb S comprend
7 paires de brins d’Hb S de forme hélicoidale conduisant aux structures fibreuses tubulaire de

17 a4 21 nm de diamétre.

Figure 11 : Structure hélicoidale d’un polymére d’hémoglobine S

(Dykes, Crepeau, & Edelstein, 1979)

La polymérisation de I’hémoglobine est un processus inhabituel et trés complexe. Elle est
provoquée par trois conditions:

1) Une basse pression en dioxygéne qui favorise une prédominance de déoxy-Hb S, la seule
forme d’Hb S présentant le site complémentaire a la chaine hydrophobe de la valine, et donc
qui favorise le phénoméne de polymérisation.

2) Une forte concentration en Hb S qui favorise bien évidemment les contacts entre molécules
ainsi que leurs interactions.

3) Une température €levée, témoignant d'une forte agitation thermique, qui favorise ¢galement

la polymérisation.

B. Cinétique de polymérisation
Outre les conditions précédemment citées, il existe un délai préalable a la formation des
polymeres d’Hb S (Hofrichter, Ross, & Eaton, 1974) (Mozzarelli, Hofrichter, & Eaton, 1987).
C'est le temps nécessaire pour qu’un certain nombre de molécules s’assemblent pour amorcer
le processus.
Ce temps de latence noté ¢4, dépend des trois conditions énumérées précédemment selon la

formule empirique suivante :
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ou ¢; est la concentration totale en Hb S avant précipitation, cs la solubilité d’Hb S mesurée
une fois la précipitation achevée et ou k et n sont des constantes. Expérimentalement, k vaut
environ 1077 et n varie entre 30 et 50, ce qui fait que ce processus de polymérisation est un de
ceux qui dépendent le plus de la concentration en Hb S.

Le processus général de polymérisation de I’Hb S pourrait se dérouler selon deux
mécanismes:

1) La germination homogene: si la concentration en Hb S est suffisamment élevée, les

molécules s'agrégent petit a petit pour former enfin un germe composé de m molécules :

HbE: ——= (HbS)y =—— (HbS); =—— .... =—= (HhS)p _ a croissance

Ces agrégats ne sont vraiment stables que lorsque le germe s'est enfin formé. Ce germe croit
ensuite pour former une fibre de polymere d’HbS.

Le temps de latence #;est le temps nécessaire a la formation de ce germe.

2) La germination hétérogene : dés qu'une fibre est formée, elle peut faciliter la germination
d'autres molécules d’Hb S, jusqu'a la formation d'une autre fibre. Ce processus de

polymérisation est donc autocatalytique.

o o oy
« « ¢
td = delay time

Figure 12 : Etapes de formation des polymeres d’hémoglobine S
(Vekilov, 2007)
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Ainsi, les conditions de début de polymérisation constituent un facteur limitant mais, une fois
lancé, ce processus est extrémement rapide.

Comme la polymérisation de ’Hb S est un processus coopératif qui demande un certain délai
d’initiation, il y a une course de vitesse entre le temps de passage du globule rouge dans les
capillaires et le temps de polymérisation qui transforme le globule rouge flexible en une
cellule rigide susceptible de rester bloquée dans les vaisseaux. Cet aspect de la cinétique de la
réaction peut expliquer pourquoi l'anémie falciforme se caractérise par des crises épisodiques,
causées par des troubles de la circulation sanguine dus aux blocages de certains vaisseaux
sanguins par les globules rouges falciformés.par les amas de fibres d’Hb S. Cependant, ces
fibres se dissolvent automatiquement par oxygénation. Les artéres étant des territoires
vasculaires riches en oxygeéne, les globules rouges non irréversiblement falciformés y sont
absents. De plus, une légere augmentation de la concentration ¢; ou une légere baisse de la
solubilité ¢; (qui peuvent étre dues a une déshydratation, a un manque d'oxygeéne ou a la
fievre) peuvent aboutir a une baisse significative du temps de précipitation #; et ainsi causer
une crise vaso-occlusive, qui ne fait qu'empirer la situation en réduisant le débit sanguine et le

taux d'oxygene du sang.
v’ Effets de I’hémoglobine F

L’Hb F a la propriété d’inhiber la polymérisation de I’Hb S en s’intercalant dans le polymeére
de désoxy-hémoglobine S, inhibant ainsi la progression de la formation des fibres d’Hb S et
diminuant de ce fait la rigidité cellulaire (Ngo et al., 2012) (Sebastiani et al., 2008).

Une étude récente (Bhagat, Patra, & Thakur, 2012) a démontré qu’une augmentation du taux
d’Hb F chez des patients drépanocytaires SS était associ¢e a une diminution significative de
I’inflammation et de la péroxydation lipidique, démontrant ainsi le rdle bénéfique et

protecteur de I’hémoglobine feetale dans la maladie.

I1.3. Conséquences de la polymérisation

Suite aux épisodes répétés de polymérisation de I’Hb S et de falciformation, la membrane du
globule rouge est sujette a des altérations structurales engendrant des anomalies fonctionnelles

du globule rouge et des altérations de sa capacité d’écoulement dans les vaisseaux sanguins.
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A. Anomalies structurales du globule rouge drépanocytaire

v’ Altérations des lipides

Les lipides de la membrane du globule rouge jouent un role important dans son organisation
propre et dans ses échanges avec le plasma. Les phospholipides qui en représentent le
principal composant, sont disposés en une structure en double couche. La répartition des
lipides dans la double couche n'est pas homogeéne : la sphingomyéline (SM) et la
phosphatidylcholine (PC) sont retrouvés dans le feuillet externe, la phosphatidyléthanolamine
(PE) et la phosphatidylsérine (PS) dans le feuillet interne (Zachowski, Favre, Cribier, Hervé,
& Devaux, 1986). Le maintien de cette asymétrie est assuré par un complexe enzymatique
transmembranaire :

- la Translocase ou Flippase : assure le transport de la PS et de la PE de la couche externe vers
la couche interne. Son action est inhibée par I’augmentation des ions Ca**.

- la Floppase : transporte les phospholipides de I’intérieur vers 1’extérieur de la membrane de
facon non spécifique.

- la Scramblase : permet le mouvement bidirectionnel des phospholipides dans la bicouche
lipidique.

La PS, normalement enfouie dans le feuillet interne de la bicouche lipidique, est externalisée
durant la sénescence des GR et les processus d’apoptose. Dans la drépanocytose, les cycles de
falciformation/défalciformation provoquent aussi une externalisation de la PS. Les
macrophages reconnaissent spécifiquement la PS a la surface des cellules et les éliminent de
la circulation (Fadok et al., 1992) (Fadok, de Cathelineau A, Daleke, Henson, & Bratton,
2001) (Callahan, Williamson, & Schlegel, 2000) (R. F. Zwaal & Schroit, 1997), (R. F. A.
Zwaal, Comfurius, & Bevers, 2005). L’externalisation de la PS est susceptible de favoriser la
survenue de thromboses (Chiu, Lubin, Roelofsen, & van Deenen, 1981) par ’activation de
facteurs de coagulation. Elle participe également a ’augmentation des interactions GR SS —
cellules endothéliales (B. N. Y. Setty, Kulkarni, & Stuart, 2002), favorisant 1’adhérence des
GR a I’endothélium vasculaire via la TSP-1 mais aussi via un récepteur spécifique a la PS
exprim¢ a la membrane des cellules endothéliales (Manodori, Barabino, Lubin, & Kuypers,

2000) (B. N. Y. Setty & Betal, 2008).
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Figure 13 : Les perturbations de la bicouche lipidique de la membrane du globule rouge
drépanocytaire

La PS est reconnue par les macrophages et par ’annexine V (AV)

v' Altérations des protéines

Les protéines de la membrane des globules rouges humains peuvent étre regroupées, de fagon
générale, dans deux grands groupes :

- Les protéines de la membrane érythrocytaire
Les protéines membranaires exercent diverses fonctions telles que le transport, I’adhérence
avec les cellules circulantes mais aussi les cellules endothéliales, ou encore des roles de
récepteur de signalisation.

e Parmi les protéines membranaires assurant des fonctions de transport, nous pouvons
citer ’aquaporine, la protéine Glut-1, la rhAG, la Na'-K'-ATPase, Ca'" ATPase, les
cotransporteurs Na"™-K"-2CI", Na'-CI', Na"-K", K+-Cl-, et la protéine bande 3.

La protéine bande 3 est une protéine échangeuse d’anions transmembranaire. Elle doit son
nom a sa position sur un gel d’électrophoreése et est présente sous la forme d’un dimere
compos¢ de deux sous unités identiques qui traversent chacune la membrane au moins une
douzaine de fois. La protéine bande 3 sert de canal pour le passage passif des ions bicarbonate
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et des ions chlorure de part et d’autre de la membrane érythrocytaire (Hunter, 1977). 1l s'agit
d'un réle clé dans le mécanisme général de transport du CO> (Hamasaki, 2006). En effet,
quand le sang circule dans les tissus, le dioxyde de carbone se dissout dans le plasma et se
dissocie selon 1I’équation suivante :
H>0 + CO2 > H,CO3 - HCOs™ + H'

Les ions bicarbonates (HCO3") pénétrent dans la cellule en échange des ions chlorures qui
quittent la cellule. Dans les poumons ou la concentration en dioxygene est importante, la
réaction inverse a lieu. En plus de sa fonction biologique majeure, la protéine bande 3
représente également un site de fixation de plusieurs protéines périphériques telles que
l'aldolase, la bande 6, la bande 4.2, la glycophorine A et l'ankyrine via sa queue
cytoplasmique et joue un role majeur dans I’interaction entre la membrane et le cytosquelette
comme indiqué ci - dessous.
De nombreux travaux de recherche ont été consacrés a la caractérisation d’une interaction
entre 1’hémoglobine et la bande 3 (Cassoly, 1983) (Chu, Breite, Ciraolo, Franco, & Low,
2008) (Low, 1986) (Walder et al., 1984) (Weber et al., 2004).
L’interaction entre les deux protéines semblent étre dépendante de 1’oxygene, puisque la
désoxy-hémoglobine montre une affinité beaucoup plus grande pour la protéine bande 3 que
I’oxy-hémoglobine (Campanella et al., 2008). Il semblerait que le domaine N-terminal de la
protéine bande 3 s’insérerait a travers la cavité de fixation du 2, 3-DPG au milieu du tétramere
de désoxy-hémoglobine, ou les résidus12-23 de la protéine bande 3 établiraient un contact
majeur le long des parois de la désoxy-hémoglobine (O’Donnell, Mandaro, Schuster, &
Arnone, 1979) (Richard, Dodson, & Mauguen, 1993).

e D’autres protéines sont impliquées dans 1’adhérence cellulaire. C’est le cas des
protéines VLA4, CD36, ICAM-4 et Lu.

- Les protéines du cytosquelette érythrocytaire :
La spectrine et ’actine constituent le réseau filamenteux protéique principal du squelette
membranaire.
La protéine 4.1 stabilise I'association spectrine-actine et représente un premier point d'attache
du squelette membranaire sur la face interne de la membrane par interaction avec la
glycophorine C.
L'ankyrine (bande 2.1) a pour r6le majeur l'ancrage du squelette membranaire sur la face
interne de la double couche lipidique grace a sa fixation d'une part sur la chaine de spectrine

et d'autre part sur le fragment cytoplasmique de la bande 3.
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D’autres protéines telles que 1’adducine, la tropomoduline, la tropomyosine et la dématine

sont également retrouvées.

Adducin
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association site

Tropomodulin

Tropomyosin
Actin
protofilament

junctional complexes

Figure 14 : Représentation schématique de la membrane du globule rouge
(An & Mohandas, 2008)

La protéine bande 3 est considérée comme un candidat important participant aux interactions
entre les érythrocytes et 1’endothélium vasculaire. Durant la sénescence des globules rouges
humains, les protéines bande 3 forment des agrégats entre elles (Low, Waugh, Zinke, &
Drenckhahn, 1985) (Schliiter & Drenckhahn, 1986). En effet, I’hémoglobine d’un globule
rouge vieillissant se dénature, engendrant la formation d’hémichromes qui vont former des
complexes avec les protéines membranaires, en particulier la protéine bande 3. Ces
hémichromes vont ensuite favoriser I’agrégation des protéines bande 3 et le démasquage de
sites de liaison pour des anticorps de type Ig G, anticorps naturels anti-bande 3, donnant ainsi
lieu a I’élimination des globules rouges agés par les phagocytes et en particulier par les
macrophages (Low, Waugh, Zinke, & Drenckhahn, 1985).

Dans les hémoglobinopathies comme la drépanocytose, ces agrégats de protéines bande 3 sont
formés précocement, en raison de 1’auto-oxydation de I’hémoglobine S, de I’accumulation de
fer dans la membrane érythrocytaire et des dommages oxydatifs membranaires entrainant une
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durée de vie réduite des GR drépanocytaires (R P Hebbel, Eaton, Balasingam, & Steinberg,
1982) (Nagababu, Fabry, Nagel, & Rifkind, 2008) (Rifkind & Nagababu, 2013).

En condition physiologique, les interactions protéines/protéines ou protéines/lipides sont
étroitement régulées par des phosphorylations. Dans la drépanocytose, on retrouve une
perturbation du niveau de phosphorylation soit augmenté (pour la protéine bande 3) soit
diminué (pour la spectrine et I’ankyrine), altérant 1’intégrité¢ de la membrane érythrocytaire,
provoquant une dissociation du squelette érythrocytaire du reste de la membrane (Waugh,
Willardson, Kannan, Labotka, & Low, 1986) (Liu, Derick, Zhai, & Palek, 1991) (Schwartz,
Rybicki, Heath, & Lubin, 1987), et participant aussi aux anomalies des transports ioniques

(Fathallah, Coezy, de Neef, Hardy-Dessources, & Giraud, 1995).
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(Gilda A Barabino, Platt, & Kaul, 2010)
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Figures 15 : Altérations membranaires des GR drépanocytaires

B. Anomalies fonctionnelles

v Déshydratation du globule rouge

La déshydratation intracellulaire, observée aussi bien au stade de réticulocyte qu’au stade de
globule rouge mature dans la drépanocytose, est due a 1’augmentation de la perte en
potassium. Cette perte en potassium est consécutive a :
- une activation excessive du co-transport K-Cl Mg*" dépendant : ce transport est activé
lorsque la concentration en magnésium intra-érythrocytaire diminue (Brugnara & Tosteson,
1987), ce qui est le cas dans le globule rouge drépanocytaire qui a une perméabilité
membranaire accrue au magnésium (De Franceschi et al., 1997) ;
- Pactivation du canal Gardos : ’augmentation de la perméabilité membranaire, induite par la
désoxygénation du GRdans la drépanocytose permet une entrée de calcium, activant le canal
Gardos, canal potassique calcium-dépendant (Gardos, 1958) (Durpes et al., 2010). Ceci
conduit a une perte de potassium et d’eau (Apovo, Beuzard, Galacteros, Bachir, & Giraud,
1994).
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La concentration intra-érythrocytaire d'hémoglobine augmente lorsque le GR drépanocytaire
est déshydraté, facilitant ainsi la polymérisation de I'Hb S et le processus de falciformation de

la cellule.

Figure 16 : Transporteurs ioniques impliqués dans la déshydratation du GR
drépanocytaire (KCC : cotransporteur KCI; SIP, sickling-induced pathway; G : canal Gardos
et CC : voie de conductance du CI°)

(Joiner et al, 2009)

v' Anomalies hémorhéologiques

Les globules rouges drépanocytaires déshydratés sont rigides et peu déformables. Cette
diminution de la déformabilité du globule rouge drépanocytaire ainsi que d’autres anomalies
(viscosité, agrégation, seuil de désagrégation) ont été mises en évidence a la faveur du
développement d’outils appartenant au domaine de 1’hémorhéologie qui évalue 1’écoulement
sanguin et les propriétés biophysiques du sang et des ¢léments qui le composent.

Notions de base

La vitesse d’écoulement, la vitesse de cisaillement et la contrainte de cisaillement sont les
trois propriétés qui définissent I’écoulement d’un fluide. En effet, lors de cet écoulement, les

couches de fluide coulissent les unes sur les autres. Il en résulte un frottement entre ces
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couches, c’est la contrainte de cisaillement (7). Les couches se déplacent avec des vitesses
différentes, responsables d’un gradient de vitesse encore appelé vitesse de cisaillement (7).
La viscosité est un paramétre rhéologique majeur, identifiée comme la résistance intrinséque

d’un fluide a son écoulement. Elle se définit comme étant le rapport entre la contrainte de
cisaillement et la vitesse de cisaillement T/Y.

La rhéologie classe les fluides en deux grands groupes :
1) les fluides newtoniens dont la viscosité est indépendante de la vitesse ou contrainte de
cisaillement appliquée. On parle de viscosité absolue. Elle n’est fonction que de la
température et de la pression extérieures. C’est le cas de 1’eau, du plasma et de la plupart des
solvants.
2) les fluides non newtoniens dont la viscosité entretient une relation linéaire avec la vitesse
/contrainte de cisaillement. C’est le cas du sang.
I1 existe deux types de liquides non newtoniens :

- Les fluides rhéofluidifiants, comme le sang, dont la viscosité apparente diminue avec

I’¢lévation de la vitesse de cisaillement.
- Les fluides rhéoépaississants dont la viscosité apparente augmente avec 1’¢élévation de
la vitesse de cisaillement.

Au-dela de ses caractéristiques non-newtoniennes et rhéofluidifiantes, le sang posseéde
également des propriétés visco-€lastiques (il est caractéris€é par la présence d’un seuil
d’écoulement en dessous duquel il ne s’écoule pas) et thixotropes (la thixotropie traduit la
capacité de certains gels a se liquéfier sous Dl’effet d’une agitation constante et de se
restructurer apres un certain temps de repos).

e Viscosité sanguine
Les drépanocytaires homozygotes SS, du fait de ’anémie dont ils sont sujets, ont une
viscosité sanguine plus faible que celle observée chez les sujets sains. En revanche, les
hétérozygotes SC présentent une viscosité sanguine supérieure a celle des sujets sains, car
I’anémie plus modérée de ces patients ne permet pas de compenser les autres anomalies
rhéologiques caractérisées dans la maladie, engendrant ainsi une hyper-viscosité sanguine
chronique chez les SC (Tripette et al., 2009).
Cependant, a hématocrite comparable, la viscosité sanguine des drépanocytaires homozygotes
SS est supérieure a celle des sujets sains du fait de la rigidité accrue de leurs globules rouges

(Chien, Usami, & Bertles, 1970).

37



De méme, les travaux de Kaul (Kaul DK, 1981) rapportent une hyperviscosité sanguine chez
les patients drépanocytaires, cette élévation de la viscosité étant liée a la concentration élevée
en Hb et a son degré de polymérisation.

De nombreuses études ont établi dans le cadre de la drépanocytose, une association étroite
entre 1’¢lévation de la viscosité sanguine et la survenue de CVO chez les homozygotes SS
(Yann Lamarre et al., 2012) (Nebor et al., 2011), d’ostéonécroses chez les drépanocytaires SS
et SC (Lionnet et al., 2012) et de rétinopathies prolifératives chez les hétérozygotes SC
(Lemaire et al., 2013).

Deux propriétés rhéologiques des globules rouges décrites ci-dessous modulent la viscosité

sanguine : la déformabilité et les propriétés d’agrégation/ désagrégation érythrocytaire.

e Déformabilité érythrocytaire

La déformabilité érythrocytaire est une condition sine qua non du flux sanguin dans les
vaisseaux. Les globules rouges ont un diamétre qui est supérieur a celui des plus petits
vaisseaux : il est indispensable que ces cellules puissent se déformer pour pouvoir passer a
travers les capillaires les plus étroits.

Il est a présent clairement établi que les globules rouges des patients drépanocytaires sont
caractérisés par une déformabilité érythrocytaire réduite comparés a celle des sujets sains
(Brandao et al., 2003) (Chien et al., 1970) (Kaul, Fabry, Windisch, Baez, & Nagel, 1983)
(Mohandas & Chasis, 1993) (Mohandas & Evans, 1994) (Tripette et al., 2009).

Par ailleurs, de plus en plus d’études proposent une association entre les altérations
hémorhéologiques retrouvées dans la drépanocytose et les différentes complications aigues et
chroniques de la maladie. En effet, des études réalisées au sein de notre équipe ont démontré
que les glomérulopathies et les ulcéres de jambe retrouvés chez certains patients
drépanocytaires étaient associés a une déformabilité érythrocytaire réduite (Yann Lamarre et
al., 2014) (Connes et al., 2013). En revanche, des globules rouges plus déformables pourraient
étre impliqués dans le développement de vasculopathies cérébrales (Connes et al., 2013).
Lemonne et collaborateurs ont également démontré que les globules rouges étaient plus
déformables chez les patients développant des ostéonécroses (Lemonne et al., 2013). Cette
augmentation de la déformabilité érythrocytaire serait certainement due a la présence d’o-
thalassémie puisque les patients ayant une o-thalassémie avaient une déformabilité

érythrocytaire plus importe que ceux sans a-thalassémie. Des études additionnelles sont
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cependant nécessaires pour comprendre les mécanismes par lesquels la déformabilité

érythrocytaire augmenterait le risque de survenue d’ostéonécrose (Lemonne et al., 2013).

e Agrégation érythrocytaire

Le phénomene d’agrégation érythrocytaire est un processus au cours duquel les globules
rouges s’empilent les uns sur les autres comme des assiettes pour former des rouleaux
linéaires.

La comparaison de 1’agrégation érythrocytaire entre des patients adultes drépanocytaires et
des sujets sains démontre, pour un niveau d’hématocrite comparable, une agrégation
érythrocytaire réduite chez les drépanocytaires (Tripette et al., 2009). Il y aurait donc
probablement une association entre déformabilité érythrocytaire réduite et agrégation
érythrocytaire réduite, les érythrocytes drépanocytaires plus rigides offrant certainement
moins de surface pour former des agrégats entre eux (Baskurt & Meiselman, 2003) (Reinhart
& Singh, 1990). Cependant, Tripette et collaborateurs indiquent également un seuil de
désagrégation érythrocytaire trés élevé traduisant une difficulté importante a rompre le contact
des globules rouges entre eux, une fois que celui-ci a pu s’établir, et pouvant perturber la
microcirculation (Tripette et al., 2009).

Les anomalies relatives au seuil de désagrégation érythrocytaire sont plutdt fréquentes chez
les sujets drépanocytaires présentant des syndromes thoraciques aigus (Yann Lamarre et al.,

2012) et des glomérulopathies (Yann Lamarre et al., 2014).

Bien qu’une association étroite entre les différentes complications de la maladie et les
altérations hémorhéologiques retrouvées dans la drépanocytose soit clairement établie, les
mécanismes a ’origine des différences d’expression de la maladie, de sa sévérité et de la
survenue d’une complication préférentiellement a une autre chez les patients drépanocytaires
restent encore flous. L’implication du stress oxydant comme parametre pouvant expliquer une

partie de cette variabilité a récemment été proposée (Connes et al., 2014).
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II1. Une physiopathologie complexe : de nombreux

acteurs

La polymérisation de I’hémoglobine S est le mécanisme primaire de la vaso-occlusion et a
pour conséquence la falciformation des globules rouges. Cependant, cette polymérisation de
la désoxy-hémoglobine nécessite un temps de latence qui est supérieur au temps requis pour
le passage des globules rouges dans la micro-circulation. Les cellules devraient ainsi
normalement revenir dans le tronc artériel avant que leur falciformation entraine un blocage
au niveau des micro-vaisseaux (Mozzarelli et al., 1987). Ce constat a naturellement laissé
supposer qu’il y a d’autres mécanismes qui entrainent le ralentissement circulatoire,
permettant ainsi aux globules rouges de rester assez longtemps dans les micro-vaisseaux pour
avoir le temps de falciformer au niveau de ce territoire.

Dés les années 1980, Hoover met en évidence ’adhérence accrue des globules rouges a
I’endothélium vasculaire, adhérence a 1’origine d’un ralentissement circulatoire favorisant
ainsi la vaso-occlusion (Hoover, Rubin, Wise, & Warren, 1979). Puis Hebbel décrit
I’adhérence anormale des GRs de patients drépanocytaires a une couche de cellules
endothéliales issues de la veine de cordons ombilicaux (R P Hebbel, Boogaerts, Eaton, &
Steinberg, 1980). D’autres travaux de recherche viennent confirmer ces constats (G A
Barabino, MclIntire, Eskin, Sears, & Udden, 1987) (Mohandas & Evans, 1984).

Par ailleurs, des études réalisées in vivo a partir des modeles murins ont montré que le temps
de transit des globules rouges SS dans la microcirculation est augmenté du fait d’interactions
impliquant I’endothélium vasculaire et les cellules circulantes, Ces interactions cellulaires
favorisent la polymérisation de I'Hb S, la falciformation des globules rouges et 1’occlusion de
la microcirculation (Chiang & Frenette, 2005) (Frenette, 2004) (Lipowsky & Chien, 1989)
(Turhan, Weiss, Mohandas, Coller, & Frenette, 2002).

I11. 1. Adhérence cellulaire : interactions cellulaires

A. Interactions entre globules rouges et cellules

endothéliales

A la base de ces processus d’adhérence, des interactions moléculaires complexes sont mises

en jeu. Le mécanisme de vaso-occlusion se ferait en deux étapes: 1’adhérence des
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réticulocytes prématurément sortis de la moelle osseuse, dits "réticulocytes de stress", et/ou
celle des globules rouges matures puis le blocage par les globules rouges falciformés et des
drépanocytes irréversibles (D Labie & Elion, 2005).

Les réticulocytes libérés dans la circulation portent les protéines de surface VLA-4 et CD36
qui leur conférent un phénotype pro-adhérent (Browne, Mosher, Steinberg, & Hebbel, 1996)
(Joneckis, Ackley, Orringer, Wayner, & Parise, 1993) (Swerlick, Eckman, Kumar, Jeitler, &
Wick, 1993). Ces protéines de surface viennent se lier aux cellules endothéliales :

- Si I’intégrine VLA-4 établit une liaison directe avec VCAM-1, molécule induite par les
cytokines pro-inflammatoires (Gee & Platt, 1995), elle reconnait un large panel de ligands, et
les modalités d’interaction avec ceux-ci apparaissent de plus en plus complexes. Au-dela de
VCAM-1 présents sur I’endothélium activé, elle se lie a la fibronectine (Fn) plasmatique et la
Fn de la matrice extracellulaire (MEC). La mise en évidence d’une activation de VLA-4 dans
la drépanocytose joue aussi vraisemblablement un rdle clé dans la survenue des CVO en
favorisant 1’adhésion des GR drépanocytaires aux cellules endothéliales via différents ligands
notamment TSP, Lu-BCAM en plus des ligands classiques VCAM-1, Fn (Takada, Huang, &
Hemler, 1987) (Telen, 2000) (Masumoto & Hemler, 1993) (Julia E Brittain, Han, Ataga,
Orringer, & Parise, 2004) (Gee & Platt, 1995) (Wassim El Nemer et al., 2007) (W EI Nemer
et al., 2008).

- CD36 réticulocytaire établit une liaison avec une molécule CD36 endothéliale via un
pontage par la thrombospondine-1 (TSP-1), une protéine plasmatique synthétisée par les
plaquettes activées dont les taux sont élevés chez les patients drépanocytaires (Browne et al.,
1996) (Sugihara, Sugihara, Mohandas, & Hebbel, 1992).

- La protéine CD47 ou IAP (Integrin-Associated Protein), de la superfamille des
immunoglobulines des protéines membranaires, est responsable en grande partie de 1’adhésion
des GR drépanocytaires a la TSP (Julia E Brittain et al., 2004) (J E Brittain, Mlinar,
Anderson, Orringer, & Parise, 2001). Les GR normaux et les GR drépanocytaires expriment
approximativement la méme quantité de CD47 a leur surface. Néanmoins, les récepteurs
CD47 des GR drépanocytaires permettent leur adhésion a la TSP, alors que celle-ci est
négligeable chez les GR normaux.

Ces partenaires protéiques, les premiers identifiés, constituent les interactions les plus
étudiées mais ne sont pas les seules. En effet, d’autres protéines semblent avoir un role
important dans l'adhérence des réticulocytes. Ainsi la protéine Lu-BCAM interagirait avec la
laminine sous-endothéliale et le facteur von Willebrand interagirait plutot au niveau des gros
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vaisseaux (D Labie & Elion, 2005) (Junette S Mohan, Lip, Wright, Bareford, & Blann, 2005)
(Udani et al., 1998).

Les GRs matures et les drépanocytes interagissent avec I’endothélium via des
immunoglobulines G (IgG) dont les taux sont anormalement ¢élevés chez les drépanocytes (R
P Hebbel & Miller, 1984) (R P Hebbel, Visser, Goodman, Jacob, & Vercellotti, 1987). Ces
IgG peuvent se fixer sur les domaines extracellulaires des protéines bande 3 agglomérées au
sein de la membrane des globules rouges drépanocytaires (Schliiter & Drenckhahn, 1986),
conduisant a la destruction prématurée du globule rouge par la rate, exacerbant ainsi I’anémie
des patients.

L’externalisation de la phosphatidylsérine favorise également I’adhérence des globules rouges
via la TSP-1 mais aussi via un récepteur spécifique a la PS plus récemment identifi¢, exprimé

a la membrane des cellules endothéliales lors de leur activation (Manodori et al., 2000) (B. N.

Y. Setty & Betal, 2008).
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Figure 17 : Adhérence des globules rouges a I’endothélium dans la drépanocytose

(Marie-Hélene Odievre et al., 2011)
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B. Interactions cellulaires entre leucocytes et cellules

endothéliales

Les polynucléraires neutrophiles tendent a adhérer de fagon accrue a I’endothélium vasculaire
durant les CVO (Fadlon et al., 1998). Ces résultats renforcent ainsi le réle de ces cellules dans
la vaso-occlusion.

Les leucocytes expriment a leur surface des molécules d’adhésion : la L-sélectine, 1’intégrine
aMpB2 et I'intégrine alLB2. Ces molécules sont exprimées en trés grande quantité chez les
patients drépanocytaires (Fadlon et al., 1998) (Benkerrou et al., 2002) (Okpala, Daniel,
Haynes, Odoemene, & Goldman, 2002). Leurs ligands au niveau des cellules endothéliales
incluent les molécules d’adhésion ICAM-1 et VCAM-1, les E-sélectines et les P-sélectines

(Okpala et al., 2002).

C. Intervention des plaquettes

Le role exact des plaquettes dans les processus vaso-occlusifs n’est pas encore complétement
¢lucidé.

Une ¢étude de Wood et collaborateurs suggére une adhérence des plaquettes aux cellules
endothéliales des micro-veinules cérébrales chez des souris drépanocytaires (K. Wood,
Russell, Hebbel, & Granger, 2004).

Par ailleurs, des études in vitro ont démontré chez les patients drépanocytaires des interactions
entre les plaquettes et les monocytes, mais aussi entre les plaquettes et les GR SS (Wun et al.,
1999) (J E Brittain & Parise, 2008). De fagon plus générale, 1’activation des plaquettes
semblent influencer la surexpression de molécules et de récepteurs d’adhérence (Wun et al.,
1998) (Chiang & Frenette, 2005).

Il semblerait que les plaquettes participent de facon indirecte a 1’adhérence cellulaire en
augmentant 1’adhésion des érythrocytes a 1’endothélium vasculaire via la libération de
facteurs tels que la thrombospondine (H. A. Brittain, Eckman, Swerlick, Howard, & Wick,
1993). En accord avec ces résultats, Antonucci et collaborateurs ont démontré que 1’adhésion
de GR SS a des cultures de cellules endothéliales de veines ombilicales est augmentée en

présence de plaquettes (Antonucci, Walker, Herion, & Orringer, 1990).
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D. Interaction entre cellules circulantes

Des ¢études in vitro ont montré que les GRs drépanocytaires adhérent de maniére anormale
aux monocytes (Schwartz et al., 1985) et aux polynucléaires neutrophiles (J. Chang, Shi,
Chiang, & Frenette, 2008) (Hofstra, Kalra, Meiselman, & Coates, 1996) (Chiang, Hidalgo,
Chang, & Frenette, 2007). Il a également ét¢ démontré que les polynucléaires neutrophiles des
patients drépanocytaires sont moins déformables que ceux d’un individu normal (Chiang &
Frenette, 2005), favorisant ainsi 1’occlusion des vaisseaux.

Les travaux de Chaar et collaborateurs démontrent chez les patients drépanocytaires la

formation d’agrégats entre les monocytes périphériques et les globules rouges circulants, via
I’interaction entre la protéine Lu-BCAM érythrocytaire et 1’intégrine o431 monocytaire

(Chaar et al., 2010). Ces agrégats pourraient participer au processus vaso-occlusif.

En résumé, comme illustré dans la Figure 18, des interactions impliquant de nombreux
acteurs cellulaires et moléculaires, favorisées par des processus d’activation cellulaire

participent au développement du processus vaso-occlusif.
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Figure 18 : Schéma général de I’adhérence cellulaire dans la drépanocytose.
Interactions multiples entre protéines plasmatiques et cellules activées : leucocytes, GRSS,
CEs et la matrice extracellulaire. Les liaisons peuvent se faire directement ou indirectement

par un pontage des facteurs plasmatiques
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D. Activation cellulaire

v Phénotype pro-inflammatoire

Il est aujourd’hui largement admis que I’inflammation joue un role majeur dans la
pathogenése et les conséquences physiopathologiques de la drépanocytose.

L'inflammation est la réponse des tissus vivants, vascularisés, & une agression. Cette réponse
fait intervenir des phénomenes d'immunité, c'est a dire de résistance aux agressions. Les
cellules endothéliales recrutent alors les leucocytes afin de localiser et réparer les Iésions.
L'augmentation du nombre des leucocytes (hyperleucocytose) et leur état d’activation
constituent des marqueurs de I’état pro inflammatoire associés a la maladie drépanocytaire
(Belcher, Marker, Weber, Hebbel, & Vercellotti, 2000) (Lard, Mul, de Haas, Roos, & Duits,
1999).

Les occlusions provoquées par 1’adhérence des GRSS aux cellules endothéliales entrainent
une réponse du type ischémie-reperfusion avec des signaux qui déclenchent 1’activation du
facteur de transcription NF-kB contribuant a I’expression de facteurs pro-inflammatoires
provoquant une activation vasculaire chronique avec la stimulation de 1’expression de
molécules endothéliales d’adhésion.

Parmi les médiateurs de I’inflammation, nous pouvons également citer:

- les chimiokines, protéines activatrices des leucocytes présentant des propriétés
chimiotactiques attirant ces cellules au site méme de I’inflammation

- les cytokines, protéines sécrétées par les leucocytes assurant la communication
intercellulaire

- les molécules d’adhérence.

L'inflammation récurrente ainsi que les cytokines inflammatoires augmentent la capacité
d'adhésion des leucocytes (Francis & Haywood, 1992) (Croizat, 1994). En effet,
'endothélium vasculaire est activé par l'hypoxie, les infections et les cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a, IL-1et IL-6. Ces stimuli activent les leucocytes qui a leur
tour activent l'endothélium vasculaire, engendrant ainsi un cercle vicieux. Cette double
activation endothéliale et leucocytaire conduit a une expression beaucoup plus importante des
molécules adhésives ou a leur activation telles que les intégrines, les sélectines et les ICAM
(Inter-Cellular Adhesion Molecule) qui contribuent davantage a 1'obstruction de la lumiére

des vaisseaux (Chies & Nardi, 2001).
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De méme, dans des conditions physiologiques, 1'expression de VCAM-1 (Vascular Cell
Adhesion Molecule) n'est que rarement présente sur les cellules endothéliales non activées et
apparait sous l'influence de stimuli inflammatoires ou métabolique, de cytokines, de produits
de glycation avancée et de lipides oxydés. VCAM-1 est souvent considéré comme un
marqueur d'une réaction inflammatoire et/ou d'athérosclérose. Une ¢étude de Solovey et
collaborateurs (Solovey et al., 1997) démontre une augmentation du taux plasmatique de
VCAM-1 chez les patients drépanocytaires, confirmant le phénotype inflammatoire chronique
de la maladie.

Plus récemment les travaux de Durpes et collaborateurs ont montré que les chimiokines IL-8
et RANTES favorisent, chez les patients exprimant le récepteur DARC, 1'activation de VLA-4
et I’adhérence des globules rouges drépanocytaires sur les ligands fibronectine et VCAM-1

(Durpes et al., 2011).
v Phénotype pro-coagulant

La drépanocytose est associée a un état d’hypercoagulabilité qui se manifeste sur le plan
clinique par un risque augmenté de thromboses artérielles et veineuses. En effet, la maladie
génere un état pro-coagulant, pro-thrombogene et anti-fibrinolytique avec une activation et
une altération de 1’endothélium, une diminution de I’antithrombine III, de la protéine C,
protéine inhibitrice de la coagulation, et de son co-facteur, la protéine S (M. P. Westerman et
al., 1999), une activation plaquettaire et une augmentation du taux plasmatique du facteur de
von Willebrand, élément nécessaire a 1’hémostase primaire. Par ailleurs, des ¢études ont
montré une augmentation importante de I’expression du facteur tissulaire au niveau des
cellules endothéliales des patients drépanocytaires (Solovey, Gui, Key, & Hebbel, 1998).
Enfin, les microparticules (MPs), fragments de membrane plasmique libérés par les cellules
activées ou apoptotiques sont retrouveés a des taux €levés chez les patients drépanocytaires
(Mahfoudhi et al., 2012) (B. N. Setty, Kulkarni, Rao, & Stuart, 2000) (M. Westerman et al.,
2008) (Wun et al., 1997) (Nebor et al., 2014). Les MPs sont maintenant considérées comme
de véritables marqueurs pathogenes du risque thrombotique (Morel, Toti, & Freyssinet,
2007).

Cette dimension pro-coagulante de la drépanocytose favorise les occlusions vasculaires et les
micro-emboles, impliquées dans les AVC et les accidents pulmonaires par exemple (Stein,

Beemath, Meyers, Skaf, & Olson, 2006).
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v Microparticules: témoins de I’activation cellulaire

Comme décrit précédemment, la drépanocytose est une pathologie présentant un contexte pro-
inflammatoire avec une activation anormale de I’endothélium vasculaire et un environnement
pro-coagulant. De plus en plus d’études suggerent ’implication des microparticules, ces
microvésicules membranaires de diamétre inférieur a un micron, dans la modulation de ces
phénomenes de coagulation, d’inflammation et de vaso-régulation.

La formation, puis la libération de MPs pourrait étre induite par un influx calcique important
entrainant un déréglement de la distribution des phospholipides membranaires (R. F. Zwaal &
Schroit, 1997). En particulier, la phosphatidylsérine (PS), normalement localisée dans le
feuillet cytoplasmique de la membrane cellulaire, est exposée sur le feuillet membranaire
externe, ce qui constitue une manifestation précoce de 1’activation cellulaire. A ce
remaniement membranaire s’ajoutent des perturbations du cytosquelette avec notamment des
clivages protéolytiques conduisant a au bourgeonnement et a la libération des MPs portant a
leur surface la PS wvéritable stigmate reconnu par D’annexine V, un anticoagulant
physiologique. Cette interaction entre la PS et I’annexine V est utilisée pour détecter et
mesurer, principalement par cytométrie en flux, le nombre et la taille des MPs (Thiagarajan &
Tait, 1991) (Arraud, Gounou, Linares, & Brisson, 2014) (Grisendi et al., 2014) (Nielsen,
Beck-Nielsen, Andersen, & Handberg, 2014).
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Figure 19 : Génération de microparticules
Schéma adapté de (Hugel, Martinez, Kunzelmann, & Freyssinet, 2005) et (R.
F. Zwaal & Schroit, 1997)
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Par ailleurs, les MPs portent également a leur surface les marqueurs cellulaires des cellules
dont elles sont originaires, permettant ainsi de caractériser [’origine cellulaire de ces

microvésicules (Jy et al., 2004).
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Figure 20 : Microparticules exprimant les antigénes caractéristiques de leur

cellule d’origine (Meziani, Delabranche, Asfar, & Toti, 2010)

Les premiéres microparticules découvertes étaient d’origine plaquettaire (Wolf, 1967) mais
trés rapidement des travaux de recherche ont mis en évidence des microparticules provenant
d’autres types cellulaires tels que les leucocytes, les globules rouges, les cellules endothéliales
ou encore les monocytes (Barry & FitzGerald, 1999).

Longtemps considérées comme de simples débris cellulaires (Wolf, 1967), les MPs ont révélé
ces derniéres années des propriétés inattendues.

L’expression de la phosphatidylsérine par les MPs fournit une surface catalytique permettant
la fixation de complexes enzymatiques de la cascade de coagulation (Dominique Helley,
2011). Suivant leurs origines cellulaires, elles peuvent exprimer aussi le facteur tissulaire,
principal initiateur de la coagulation.

A TDactivité pro-coagulante caractéristique des MPs, nous devons maintenant ajouter une
fonction pro-fibrinolytique complémentaire. En effet, Lacroix et collaborateurs (Lacroix et al.,
2007) ont récemment attribué¢ une nouvelle fonction aux MPs d’origine endothéliale : leur

capacité a générer de la plasmine et a développer une activité fibrinolytique et protéolytique
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péricellulaire. D’autres ¢études indiquent que des métalloprotéases matricielles présentes sur
des MPs issues de cellules cancéreuses (Graves et al., 2004) ou endothéliales (Taraboletti et
al., 2002) pourraient également induire une activité protéolytique.

Les MPs plaquettaires sont décrites comme des effecteurs de I’inflammation, capables
d’activer I’endothélium en stimulant la libération de cytokines pro-inflammatoires (IL6, ILS)
et d’induire I’expression de ICAM-1 et VCAM-1 ainsi que I’E-sélectine (Nomura et al.,
2001). Cette activation de 1’endothélium va favoriser 1’adhésion des cellules a 1’endothélium.
Dans la pathologie drépanocytaire, comme précédemment indiqué, on retrouve une
concentration plasmatique de MPs anormalement ¢levée (van Tits et al., 2009) (Wun et al.,
1998) (Shet et al., 2003) (van Beers et al., 2009) (Nébor et al., 2013). De plus, des études
démontrent une augmentation encore exacerbée des MPs circulantes lors des crises
douloureuses vaso-occlusives (van Tits et al., 2009) (Shet et al., 2003).

Van Beer ainsi que notre groupe démontrent que les MPs d’origine plaquettaire et
érythrocytaire sont majoritairement retrouvées chez les personnes drépanocytaires a 1’état de
base (van Beers et al., 2009) (Nébor et al., 2013). Cette derni¢re observation reste néanmoins
controversée car selon Shet, la concentration plasmatique de MPs est plus importante a 1’état
de crise qu’a I’¢état de base et les MPs dérivant des cellules endothéliales et monocytaires
présentent la concentration plasmatique la plus importante et expriment le facteur tissulaire
(Shet et al., 2003).

Ces résultats discordants pourraient résulter des méthodes pré — analytiques (purification des
MPs, anticorps utilisés,...) qui différent entre ces différentes études.

Nebor et collaborateurs ont comparé 1’émission de MPs chez des individus sans
hémoglobinopathie et deux groupes de patients drépanocytaires SS, un groupe dit « sévere »
présentant plus de trois CVO par an et un groupe « non sévere » n’ayant présenté aucune
CVO durant les deux ans précédant 1’étude. Les résultats démontrent que bien qu’une
augmentation de la concentration de MPs totales était retrouvée chez les patients
drépanocytaires de fagon générale, le groupe drépanocytaire « non sévere » présentait plutot
une augmentation de MPs érythrocytaires tandis que le groupe drépanocytaire « sévere »
exhibait de plus forts taux de MPs plaquettaires. Ces résultats suggérent que la concentration
plasmique de MPs plaquettaires peut étre un marqueur de la sévérité du phénoype vaso-
occlusif dans la maladie (Nebor et al., 2014).

En plus d’étre des biomarqueurs, des données récentes suggerent que les MPs pourraient étre
des bio-effecteurs de la pathologie drépanocytaire. Chez des souris transgéniques
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drépanocytaires, des travaux ont démontré que la TSP 1, protéine plaquettaire dont la
concentration plasmatique est élevée chez les patients drépanocytaires, augmente encore lors
des crises (Browne et al., 1996). Camus et collaborateurs suggerent que la TSP 1 déclenche
I’émission de MPs érythrocytaires chez des souris SAD. Cette libération de microvésicules
entraine des Iésions endothéliales et participe a la vaso-occlusion. (Stéphane M Camus et al.,
2012). Les résultats de ces auteurs révelent également que les MPs érythrocytaires des souris
SAD générent deux fois plus d’espéces réactives de I’oxygene que celles des souris contrdles
non drépanocytaires, appuyant les données établissant un contexte oxydant dans la

drépanocytose.

I11. 2. Anomalies du tonus vasculaire

L’endothélium joue un role primordial dans la régulation locale de I’activité vasculaire en
synthétisant des substances vasodilatatrices et vasoconstrictrices. Les principaux acteurs de
cette vaso-régulation sont le monoxyde d’azote (NO) et 1’endothéline-1 (ET-1). Dans la
drépanocytose on assiste a une dérégulation de 1’expression de ces deux molécules

vasorégulatrices.

A. Le monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO) est une molécule endogene libérée par les cellules endothéliales,
les macrophages, les cellules du foie et les neurones. Il est synthétisé naturellement a partir de
la L-arginine et de 1'oxygene par une enzyme de type hémoprotéine dite NO synthase (NOS)
existant sous différentes isoformes.

Dans 1'organisme, le monoxyde d'azote remplit plusieurs fonctions. Ainsi, Le NO produit par
les cellules endothéliales agit au niveau des cellules musculaires lisses et entraine une
stimulation de la guanylate cyclase, enzyme responsable de la synthese de la guanosine
monophosphate cyclique GMPc, provoquant ainsi une vasodilatation et un accroissement du
débit sanguin (Moncada & Higgs, 1993). Le NO agit également sur les cellules endothéliales
en inhibant I’expression des récepteurs d’adhérence et réprime €galement 1’expression de
I’endothéline-1 (Boulanger & Liischer, 1990) (K. C. Wood, Hsu, & Gladwin, 2008). De plus,
le NO a un effet inhibiteur sur 1'agrégation plaquettaire (Mellion et al., 1981) (Radomski &
Moncada, 1993). Il améliore aussi la déformabilité des globules rouges (Bor-Kucukatay,

Wenby, Meiselman, & Baskurt, 2003) (Grau et al., 2013). Plus récemment, la production de
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NO au sein du globule rouge par une NOS de type endothélial a ét€ mise en évidence sans que
le lien avec la déformabilité du GR soit bien compris (Kleinbongard, 2006) (Grau et al., 2015)
(Mozar et al., 2015).

B. L’endothéline-1

L'endothéline est un neuropeptide sécrété par l'endothélium vasculaire, ayant un effet
vasoconstricteur puissant sur les cellules musculaires lisses.

I1 existe trois isopeptides d’endothéline (ET-1, ET-2 et ET-3), chacun étant produit par des
genes différents. Identifié en 1985 par son effet vasoconstricteur important et durable, ET-1
est le vasoconstricteur le plus puissant connu. C'est également un stimulant de la prolifération
cellulaire, de la fibrose (Hocher et al., 1997) et de l'inflammation (Finsnes, Christensen,
Lyberg, Sejersted, & Skjensberg, 1998).

L’expression des genes des endothélines peut étre stimulée par de nombreux facteurs tels que
I’hypoxie, la présence de cytokines pro-inflammatoires, la thrombine, [’hémoglobine, les
facteurs de nécrose tumorale TNFa et TGFP et peut étre inhibée par le NO et GMPc
(Boulanger & Liischer, 1990) (Rubanyi & Polokoft, 1994).

Les effets des endothélines sont bien définis et passent par 1’activation de deux types de
récepteurs (ETA et ETB) qui ont une expression cellulaire différente. Le récepteur ETA est
exprimé essentiellement dans le muscle lisse et participe a la contraction. Le second récepteur
ETB est aussi exprimé par le muscle lisse mais se retrouve également au niveau endothélial.
La stimulation de ces deux récepteurs dans la cellule musculaire lisse produit une contraction
qui est dépendante de la concentration de calcium extracellulaire et active une protéine kinase
C. Cette dernicre va diminuer 1’activité de la phosphatase des MLCP (Myosin-Light-Chain
Phosphatase) favorisant 1’état phosphorylé de la myosine et donc la contraction. En revanche,
le récepteur ETB présent sur I’endothélium limite la contraction puisque sa stimulation active
la NOS endothéliale et par conséquent produit et libere le NO.

Par ailleurs, Rivera et collaborateurs ont démontré que des globules rouges de souris
expriment des récepteurs a ET-1 et que I’ET-1 active les canaux Gardos dans ces cellules par
le biais des récepteurs de type B (ETg) (A Rivera, Rotter, & Brugnara, 1999). Ces données
ont ensuite été confirmées sur des globules rouges humains (Alicia Rivera, Jarolim, &

Brugnara, 2002). Le processus d’activation des canaux Gardos par ET-1 est PKC-dépendant.
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C. Anomalies du métabolisme du NO et de PET-1 dans la

drépanocytose

Dans la drépanocytose, la vasorégulation de 1’endothélium est altérée en faveur d’un

phénotype vaso-constrictif. En effet, de nombreuses études ont démontré que les taux

plasmatiques de I’ET-1 sont anormalement élevés chez les patients drépanocytaires a 1'état

basal, et exacerbés lors de CVO (Lapouméroulie et al., 2005) (Graido-Gonzalez et al., 1998).

Sabaa et collaborateurs démontrent qu’une inhibition pharmacologique des récepteurs de

I’endothéline pouvaient prévenir le déclenchement des CVO et I’atteinte des organes dans un

mod¢le murin drépanocytaire (Sabaa et al., 2008).

De plus, dans la drépanocytose, une réduction de la biodisponibilité¢ du NO, vaso-dilatateur, a

été démontrée et pourrait expliquer certaines complications vasculaires liées a la maladie.

Différents facteurs contribuent a la diminution de la biodisponibilité du NO :

I’hémolyse intravasculaire, phénomeéne majeur de la pathologie, en conduisant a la
libération d’arginase. En effet, ’arginase catalyse la réaction arginine + H,O —
ornithine + urée. La L-arginine étant également le substrat des NOS, en la captant,
I’arginase plasmatique diminue la concentration de la L-arginine et diminue de ce fait
la synthése du NO (Pernow & Jung, 2013).

La destruction chronique des globules rouges qui éléve les taux d'hémoglobine libre
dans le plasma. Il s’ensuit alors une réaction directe entre I'hémoglobine libérée et le
monoxyde d'azote, avec une capture de ce dernier, perturbant ainsi la réponse
physiologique vasodilatatrice médiée par celui-ci. La capture du NO par
I'hémoglobine libre jouerait ainsi un role majeur dans les crises douloureuses de la
drépanocytose.

Les radicaux libres produits par le stress oxydant.

La réaction entre le NO et des radicaux libres tels que I'ion superoxyde O2” produit l'anion

peroxynitrite ONOO" qui, en milieu acide H" donne deux radicaux:

NC'+05 o ONOO-

ONOO™ + HY s NO3 + 0OH
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Ces diminutions de la biodisponibilit¢ du NO participent aux dysfonctionnements de
I’endothélium en limitant fortement les dilatations vasculaires nécessaires a 1’ajustement de
la pression sanguine et en favorisant les constrictions via la levée de I’inhibition de I’ET-1.

En plus de favoriser les processus occlusifs des vaisseaux sanguins, la diminution de la
biodisponibilité du NO est étroitement associée a 1’hémolyse intravasculaire a 1’origine d’un

relargarge excessif d’hémoglobine extracellulaire dans le plasma.
II1. 3. Hémolyse intravasculaire

Plusieurs études démontrent une hémolyse bien présente chez les patients drépanocytaires et
exacerbée lors des crises vaso-occlusives et des évenements hémolytiques aigus (Naumann,
Diggs, Barreras, & Williams, 1971) (Reiter et al., 2002) (Zhou et al., 2009).

Lors de sa libération, ’hémoglobine libre forme un complexe avec I’haptoglobine qui se lie
sur CD163 a la surface des macrophages et des leucocytes en circulation (Philippidis et al.,
2004) (Schaer, Vallelian, Imhof, Schoedon, & Schaer, 2007). Cependant quand la capacité de
liaison de I’haptoglobine est saturée, 1’hémoglobine libre s’accumule dans le plasma et
entraine de nombreuses dysfonctions endothéliales. Elle piége le NO qui est consommé en
exces, ce qui engendre une vaso-constriction (Reiter et al., 2002). La diminution de la
biodisponibilit¢ du NO peut également étre a I’origine de coagulopathies intravasculaires
puisque le NO a été démontré comme interagissant avec les composants de la cascade de la
coagulation (tels que le facteur XIII et la fibrine), régulant ainsi négativement la formation de
caillots sanguins (Kayanoki et al., 1999) (Shao et al., 2001).

Par ailleurs, 1’accumulation d’hémoglobine libre dans le plasma contribue également a
I’activation plaquettaire et a la survenue de thrombose (Studt et al., 2005) (Radomski, Palmer,

& Moncada, 1987).

De nombreuses ¢études ont démontré que 1’hémolyse intravasculaire et la diminution
subséquente de la biodisponibilit¢ du NO sont associées a des complications cliniques dans la
drépanocytose telles que I’hypertension artérielle pulmonaire, le priapisme, les ulcéres de
jambes et les AVC (Kato, Gladwin, & Steinberg, 2007) (Nolan et al., 2006) (Champion,
Bivalacqua, Takimoto, Kass, & Burnett, 2005).
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II1. 4. Oxydation tissulaire

Les interactions entre I’endothélium vasculaire et les cellules circulantes, globules rouges,
globules blancs et plaquettes, sont favorisées par un contexte oxydatif résultant tout d’abord
de I’instabilit¢ inhérente de I’Hb S (Klings & Farber, 2001). De plus, il a déja été bien
démontré que les globules rouges drépanocytaires produisaient plus de radicaux libres que les
globules rouges normaux (R P Hebbel et al., 1982) (R P Hebbel, 1990) (Repka & Hebbel,
1991). Par ailleurs, les processus oxydatifs conduisent également a une dénaturation de
I’hémoglobine qui précipite et forme des hémichromes et des especes réactives de I’oxygene
(Misra & Fridovich, 1972). Les globules rouges drépanocytaires subissant une lyse exacerbée,
I’accumulation de fer dans le plasma favorise également la production de radicaux libres
(Droge, 2002). Une fois exposés au contact du fer, les globules rouges, les plaquettes et les
polynucléaires neutrophiles augmentent leur production d’espéces réactives de 1’oxygene
(Amer, Goldfarb, & Fibach, 2003) (Amer & Fibach, 2004) (Amer & Fibach, 2005) et sont
plus vulnérables aux dommages occasionnés par ceux-ci. Les globules rouges par exemple ont
une peroxydation lipidique membranaire augmentée associée a une déficience de la vitamine
E anti-oxydante (Aslan, Thornley-Brown, & Freeman, 2000). L’activation des plaquettes est
favorisée par le stress oxydant (Blockmans, Deckmyn, & Vermylen, 1995) (Iuliano, Colavita,
Leo, Pratico, & Violi, 1997) pouvant expliquer 1’état d’hypercoagulabilité observé chez les
patients drépanocytaires (Eldor, 1978). Dans un contexte oxydatif, les polynucléaires
neutrophiles perdent leur capacité¢ de défense anti-bactérienne (Amer & Fibach, 2005),
pouvant favoriser la susceptibilité accrue aux infections des patients drépanocytaires.

Enfin, les processus oxydatifs semblent augmenter 1’adhérence anormales des cellules
circulantes a 1’endothélium vasculaire puisque des taux plus ¢élevés d’especes réactives de
I’oxygene ont été mesurés pendant des épisodes de reperfusion ou quand les polynucléaires
sont activés ou adhérent a 1’endothélium (Mohamed, Hashim, Nilsson, & Venge, 1993)
(Hofstra et al., 1996). Le stress oxydant favoriserait donc les mécanismes vaso-occlusifs dans

la drépanocytose.
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Figure 21: Conséquences de I’oxydation des globules rouges

(Schéma inspiré de Rifkind & Nagababu, 2013)
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IV. Le stress oxydant : acteur majeur de la

physiopathologie

Le stress oxydant est une caractéristique importante de la pathologie drépanocytaire et joue un
grand role dans les phénomenes d’hémolyse, de vaso-occlusion et les atteintes des différents
organes (Nur et al., 2010) (Nur, Biemond, Otten, Brandjes, & Schnog, 2011). Il se définit
comme un déséquilibre de la balance entre les agents pro-oxydants et les anti-oxydants en
faveur des premiers, ce qui conduit a des dégats cellulaires irréversibles. En effet, dans des
conditions physiologiques, les espéces réactives de 1’oxygene (ROS) produites en permanence
par I’organisme sont contrecarrées par un systetme de défense anti-oxydant efficace qui
permet de réguler leur production excessive (Halliwell & Gutteridge, 1984). Cependant chez
les patients drépanocytaires, un affaiblissement de leur systtme de défense dii a une
production diminuée et/ou une consommation excessive d’anti-oxydants vient rompre cet

équilibre.

IV. 1. Les espéces réactives de I’oxygene

L’oxygene présent dans 1’organisme, qui a pour role majeur celui d'étre 1'accepteur final des
¢lectrons libérés au cours des divers processus cataboliques, est normalement réduit en
molécules d’eau au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale pour apporter aux cellules
I’énergie dont elles ont besoin pour assurer leurs fonctions. Cette réaction de réduction directe
est rendue possible grace a un systeme complexe de protéines et d'enzymes localisées dans la
membrane interne de la mitochondrie. Ainsi, la mitochondrie fournit a la cellule une source
d'énergie importante puisque 36 molécules d'adénosine triphosphate (ATP) sont générées lors
de la réduction de I’oxygene. Cependant, 2 a 5 % de 1’oxygeéne sont transformés en especes
réactives de l'oxygene (Cadenas & Davies, 2000). Parmi ces ROS, figurent I’anion
superoxyde (O>"), le radical hydroxyle *OH, le peroxyde d’hydrogene H>O> ou encore le
nitroperoxyde (ONOOH).

Dans des conditions physiologiques, les ROS sont produites en faible quantité et de fagcon
régulée. Autrement, ces métabolites réactifs peuvent induire des dommages cellulaires. Ce
sont des especes chimiques qui possédent un ou plusieurs électrons célibataires sur leur
couche externe. Cet ¢électron non appari¢ confere aux radicaux libres une grande réactivité et
une grande instabilité. Cependant, ils peuvent se stabiliser en arrachant des électrons
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provenant d’autres sources. Les ROS sont également capables de générer d'autres ROS. C'est
le cas de l'anion superoxyde O>” qui peut se dismuter en hydroxygéne peroxyde H>O> et en
oxygene O>.

H>O; peut également former le radical hydroxyl OH", qui est le plus nocif, via une cascade de

réactions appelées réactions de Fenton et Haber-Weiss (Kohen & Nyska, 2002).
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Figure 22 : Voies de formation des radicaux libres de I’oxygéne

Le globule rouge est également exposé a 1’action du NO et du nitrite. En effet, le NO peut
réagir avec l’anion superoxyde pour produire du peroxynitrite. Le nitrite, produit de
I’oxydation du NO par 1’oxygene ou les métalloprotéines du plasma, peut quant a lui réagir
avec I’hémoglobine et produire de la méthémoglobine. Ces réactions mettant en jeu le NO et
le nitrite, sont a I’origine de nouvelles réactions oxydatives induisant les espéces réactives du
nitrogene (RNS), source supplémentaire de dommages du globule rouge (Rifkind &

Nagababu, 2013).
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Figure 23 : Réactions du globule rouge impliquant le NO endothélial
(Rifkind & Nagababu, 2013)

La chaine respiratoire mitochondriale est responsable de la majorité de la production d’anion
superoxyde dans les cellules non phagocytaires (Turrens, 2003) (Carriere et al., 2006). De
plus, il existe une production cytosolique des ROS au niveau des cellules phagocytiques par
les membres de la famille de la NADPH oxydase, enzyme localisée au niveau de la membrane
plasmique et interagissant avec le substrat intracellulaire (NADH,H+, ou NADPH,H+). Ces
ROS sont impliqués dans l'activation de 'apoptose, la production de cytokines, les réactions
inflammatoire et anti-microbienne.

A c6té de ces deux sources majeures de ROS, d’autres sources cytosoliques ou présentes dans
divers organites cellulaires peuvent jouer un rdle dans la modulation de la signalisation
cellulaire, telles que la xanthine oxydase (Ono et al., 2009), les enzymes du réticulum
endoplasmique lisse (cytochromes P450) (Jungbluth, 2008) ou encore les NOS (Fang, 1997).
Il est bon de souligner également que les ROS peuvent étre exogenes et provenir de
l'alimentation ou d'autres intrants (cigarette, pollution...).

Les ROS apparaissent donc comme des molécules produites par divers mécanismes
physiologiques. A certaines doses, elles sont utiles a 1’organisme, mais leur production peut
devenir excessive ou résulter de mécanismes toxiques exogenes a I’organisme. Elles peuvent
inactiver des protéines, induire des 1ésions au niveau de I’ADN (Burrows & Muller, 1998)

(Cadet et al., 1999) ce qui peut conduire a une altération du message génétique, oxyder les
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protéines (Brot & Weissbach, 2000) (Finkel, 2000) (Armstrong & Swallow, 1969) (Huggins,
Wells-Knecht, Detorie, Baynes, & Thorpe, 1993), et initier des processus de peroxydation

lipidique au sein de la membrane cellulaire (Favier, 2003b) (Lenzi, 2011).

IV. 2. Les sources du stress oxydant dans la

drépanocytose

A. L’auto-oxydation de I’hémoglobine

En présence d’oxygene, I’hémoglobine est capable de s’auto-oxyder, induisant ainsi la formation

3+ 2+ 3+
de méthémoglobine HbFe par ’oxydation de Fe en Fe . Cette auto-oxydation de

I’hémoglobine génére des radicaux libres parmi lesquels les anions superoxydes O, . Bien que
ce phénoméne soit retrouvé a la fois pour I’Hb A et I’Hb S, des études ont montré que cette
derniére avait la capacité de s’auto-oxyder 1,7 fois plus vite que I’Hb A (R P Hebbel, Morgan,
Eaton, & Hedlund, 1988). En effet, ’'Hb A est capable de contrecarrer ces réactions, a
I’inverse de I’Hb S qui se retrouve rapidement submergée par la production continuelle d’O,,
puis par sa dismutation en H>O», ce dernier pouvant produire alors de I’OH".

Par ailleurs la metHb, en absence de réduction du fer par la méthémoglobine réductase, va se
dénaturer en hémichromes. Ces hémichromes, retrouvés a des taux trés élevés dans la
membrane érythrocytaire des GR drépanocytaires (Asakura, Minakata, Adachi, Russell, &
Schwartz, 1977), vont favoriser 1’oxydation des constituants membranaires des globules

rouges.

59



000000 ~h =
0 ® %e 0}002"’ H,0, .
0<>c>c:c>cn:fc:3"j
o) OOQOOOOOOO :

%o ©
2 “Y00000000
Hb(O,) = 0; + Hb(0,)’

HZZ

HbFe(IV) = o\(Hzo2
03 - Hb(1l)

Heme Fel(lll
degradation el -
emi-

© o iaoOOOOioooom chromes o »
[5} Qo o) D O Q
o 00 T~0g 9]
a o (9] o
oO 000000 000000000005 000000 Oo
OO é OOOO ﬂoo N a
©0go00° ®o000°

Figure 24 : Réactions d’oxydation associées a une augmentation de ’auto-oxydation de

la désoxy-hémoglobine (Rifkind & Nagababu, 2013)

A cause de 1'hémolyse intravasculaire constante, des concentrations élevées d’hémoglobine
libre (Nagababu et al., 2008)et d’héme plasmatique sont retrouvées chez les patients
drépanocytaires a 1’état de base (Reiter et al., 2002).

En inactivant le monoxyde d’azote, I’hémoglobine libre réduit sa biodisponibilité, limitant les
propriétés vasodilatatives, anti-thrombotiques et anti-inflammatoires du NO (Guzik, Korbut,
& Adamek-Guzik, 2003) (Reiter et al., 2002).

L’heéme hydrophobe libéré dans le plasma s'intercale rapidement dans la membrane plasmique
des cellules endothéliales. A ce stade, I’heme libeére son fer (Balla et al., 1993) qui va
induire D’activation des cellules endothéliales et des dommages liés a la libération non

enzymatique des ROS (Jeney et al., 2002).

B. Xanthine oxydase

La restauration du flux sanguin aprés un épisode prolongé d’hypoxie contribue largement a la
production de radicaux libres et aux dommages tissulaires. Les crises vaso-occlusives
douloureuses et les épisodes vaso-occlusifs silencieux cliniquement, qui impliquent de fagon
transitoire le blocage des micro-vaisseaux par les GR rigides, contribuent a ces processus

d’ischémie-reperfusion. Des 1ésions liées a ces processus ont été mis en évidence chez les
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souris drépanocytaires soumises a des épisodes d’hypoxie/réoxygénation (Osarogiagbon et
al., 2000). Le bas niveau d’oxygene da a I’interruption de la circulation sanguine provoque la
production d’hypoxanthine et de xanthine oxydase a partir de I’adénosine triphosphate et de la
xanthine déshydrogénase respectivement (Beetsch, Park, Dugan, Shah, & Gidday, 1998). Lors
de la phase de réoxygénation, la xanthine oxidase va produire 1’ion superoxyde en catalysant
la conversion de I’hypoxanthine et de la xanthine en acide urique (Nishino et al., 1997).

Parce que les cellules endothéliales de certains tissus exhibent une faible activité¢ de xanthine
oxidase (c’est le cas du cerveau) et d’autres une forte activité de I’enzyme (par exemple les
intestins), I’importance de cette enzyme comme source de production de ROS reste

probablement tissue-dépendante (K. C. Wood & Granger, 2007).
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Figure 25 : Production de Xanthine oxidase liée au phénoméne d’ischémie / reperfusion

(Chirico & Pialoux, 2012)

C. NADPH oxydase

Les leucocytes et les cellules endothéliales représentent une importante source de ROS dans la
drépanocytose via un mécanisme impliquant la NADPH oxydase (K. C. Wood & Granger,
2007) . En effet, cette enzyme membranaire des cellules phagocytaires catalyse la réduction

de I’oxygene en anion superoxyde 02 selon la réaction suivante:
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20, +NADPH — 2Oy +NADP "+ H"

D. Autres sources

- L’hyperhomocystéinémie dans la drépanocytose augmente la production de ROS via un
mécanisme impliquant la production de diméthyl-arginine asymétrique qui entre en
compétition avec la L-arginine, substrat de 1’oxyde nitrique synthase (NOS). En absence de L-
arginine, précurseur du NO, la NOS endothéliale (eNOS) se met a produire des ROS au
détriment de la production de NO (K. C. Wood & Granger, 2007).
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Figure 26 : Sources et role physiopathologique du stress oxydant

(Schéma inspiré de Nur et al., 2011)
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La production de stress oxydant dans la drépanocytose est multifactorielle et peut s’expliquer
par :

- ’hémolyse accrue conduisant a une augmentation de 1’héme libre fortement impliquée dans la
production de ROS

- ’auto-oxydation de I’hémoglobine S qui engendre une production de ROS 1,7 fois supérieure a
cellede ’'Hb A

- ’augmentation de I’ischémie-reperfusion, exacerbée par 1’adhésion cellulaire a I’endothélium,
qui va stimuler la production de ROS via notamment la xanthine oxydase

- le contexte inflammatoire bien caractéris€é dans la maladie drépanocytaire. Il est encore
aujourd’hui difficile de dire si 1’état pro-inflammatoire chronique retrouvé dans la drépanocytose
contribue a 1I’exacerbation du stress oxydant dans la pathologie ou inversement. De plus en plus
d’études démontrent une relation plutdt bidirectionnelle entre inflammation et stress oxydant.

Les especes réactives produites au cours du stress oxydant sont impliquées dans la falciformation
des globules rouges, 1’adhérence cellulaire a 1I’endothélium, la modulation du tonus vasculaire et

I’inflammation, a I’origine des crises vaso-occlusives douloureuses et des Iésions organiques.

IV. 3. Le systéme de défense anti-oxydant

Pour limiter les dommages engendrés par toutes ces réactions oxydatives, le globule rouge est
doté d’un ensemble de systémes de défense anti-oxydants. Ces systémes sont déficients dans

la drépanocytose.

A. Systémes anti-oxydants enzymatiques

v" Les Superoxydes Dismutases (SOD)

Elles sont capables d’¢éliminer 1’anion superoxyde en produisant une molécule d’oxygene et
une molécule de peroxyde d’hydrogene.

La structure des superoxydes dismutases est bien conservée lors de 1’évolution et présente un
puit hydrophobe au centre de la protéine dans lequel se glisse ’anion superoxyde. La nature
du métal situé au centre de I’enzyme permet de distinguer les superoxyde dismutases a
manganese (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, Mariani, & Folz, 2002). Les superoxydes dismutases a

cuivre-zinc catalysent les réactions suivantes:
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SOD-Cu*" + 0y — SOD-Cu’ + O
SOD-Cu' + 0" + 2H" — SOD-Cu?" + H,0»

Bilan : 02"+ O+ 2H" — O, + H20»

Le peroxyde d’hydrogene formé (H>O) est pris en charge par les catalases (présentes en
particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques) et les glutathion peroxydases a
sélénium.

Gizi et collaborateurs démontrent une augmentation du taux de SOD chez les patients
drépanocytaires comparés a des sujets sains et proposent que cette augmentation refléte la
tentative de défense des globules rouges drépanocyaires contre le stress oxydant (Gizi et al.,
2011). Ces résultats sont en accord avec les observations de Das et Nair (Das & Nair, 1980).
Une ¢étude de Schacter et collaborateurs démontrent que les patients drépanocytaires
cliniquement les plus séveres, présentent une réduction de 1’activité de la SOD comparés aux
patients cliniquement moins séveéres, bien que les taux de SOD soient comparables dans les

deux groupes (Schacter, Warth, Gordon, Prasad, & Klein, 1988).

v" La catalase

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

Catalase-Fe’" + H202 — composé I + HO
Composé I + H,O, — catalase-Fe*" + H>O + O

Bilan : 2 HO> — 2 H,O + O,

La catalase est composée de 4 sous-unités protéiques, chacune contenant un groupement
héminique avec Fe*" lié 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 D’activité catalase
(Bonnefont-Rousselot, D., Thérond, P., Delattre, 2003).

Les travaux de Dasgupta et collaborateurs montrent des taux réduits de catalase chez les
patients drépanocytaires (Dasgupta, Hebbel, & Kaul, 2006) tandis que ceux de Das et Nair

démontrent des taux de catalase plus élevés chez les patients drépanocytaires comparés aux
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sujets controles (Das & Nair, 1980). L’augmentation de la catalase pourrait étre un signal de
défense pour capter le maximu d’H>O; tandis que la diminution de la catalase pourrait
s’expliquer par la présence écrasante du stress oxydant que le systetme de défense anti-

oxydant défaillant des patients drépanocytaires n’arrive plus a contrecarrer.

v" Les glutathion peroxydases

Les glutathion peroxydases constituent sans doute 1’'un des plus importants systémes
enzymatiques de protection car elles sont capables de détoxifier le peroxyde d’hydrogéne,
mais aussi d’autres hydroperoxydes résultant de 1’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, P., Denis, 2005).

Le glutathion oxydé sera régénéré grace a I’intervention de la glutathion réductase qui agit par
oxydation du NADPH,H', formé principalement par la voie des pentoses phosphates
(Bonnefont-Rousselot, D., Thérond, P., Delattre, 2003) (Thérond, P., Denis, 2005). D’autres
enzymes comme la glutathion transférase, les thiorédoxines réductases ou les thiorédoxines
peroxydases et ’héme oxydase présentent également une activité anti-oxydante relativement
importante.

Les travaux de Gizi et collaborateurs démontrent une augmentation de la glutathion
peroxydase chez des patients drépanocytaires comparés aux sujets controles AA tandis
qu’aucune différence relative au taux de glutathion réductase n’était observée entre les deux
groupes (Gizi et al., 2011).

Ces résultats sont controversés par les travaux de Cho et collaborateurs qui, eux, démontrent
une perte d’activité de 33% de la glutathion peroxydase 1 chez les drépanocytaires comparés
a des sujets controles, perte corrélée a I’hémolyse retrouvée chez ces patients. Cependant, ils
observent chez les patients bénéficiant d’un traitement a I’hydroxyurée une augmentation de
90% de I’activité de la glutathion peroxydase 1 comparés aux patients ne recevant pas

d’hydroxyurée (Cho et al., 2010).
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B. Systémes anti-oxydants non enzymatiques

Ce groupe de systémes anti-oxydants renferme de nombreuses substances endogénes parmi
lesquelles le glutathion, 1’acide urique, les vitamines (A, C, E) ou la bilirubine. De tous ces
composés endogenes 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
oxygeéneés, mais aussi contre les peroxydes ou le *NO (Favier, 2003a). La bilirubine est, quant
a elle, capable de piéger des radicaux peroxyles ROz et ’oxygene singulet, protégeant ainsi
I’albumine et les acides gras liés a ’albumine des attaques radicalaires (Neuzil & Stocker,
1993). Les 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 I’électron non apparié, les transformant ainsi en molécules ou ions stables
(Krinsky, 1989). Des protéines comme [’haptoglobine, la transferrine et 1’hémopexine
agissent en diminuant la disponibilité d’agents pro-oxydants, comme les ions Fe?'/Fe*" ou
Cu*'/Cu”.

Gizi et collaborateurs observent une diminution de la concentration plasmatique des vitamines
A, C et E chez les patients drépanocytaires comparés aux sujets controles. De méme, cette
é¢tude démontre une diminution du taux de glutathion total ainsi qu’une réduction du

glutathion réduit chez ces patients comparés aux sujets sains (Gizi et al., 2011).
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Cette diminution du glutathion est en accord avec 1’étude de Amer et collaborateurs, qui
soulignent également la présence d’un stress oxydant exacerbé chez les patients
drépanocytaires pouvant étre régulé par ’administration de vitamines A, C et E (Amer et al.,

2006).

67



V. Les manifestations de la drépanocytose

La pathologie drépanocytaire est décrite par un panel d'expressions cliniques menagant au
quotidien les patients.

Il semblerait que la nature et la fréquence de ces manifestations soient étroitement liées a
I’age. En effet, la maladie est généralement asymptomatique durant les 3 premiers mois de la
vie puisque les cellules contiennent suffisamment d’hémoglobine feetale pour empécher la
polymérisation de 1’hémoglobine S. Puis peu a peu, I’Hb F laisse place a I’ Hb S et les
patients expérimentent plutot des complications aigues entre 6 mois et 5 ans telles qu’anémie,
infection, CVO et accidents vasculaire cérébraux. Entre 5 et 20 ans, il y a plutot apparition des
crises vaso-occlusives associées ou non a des syndromes thoraciques aigus et des accidents
vasculaires cérébraux. A un age plutdt avancé, ce sont les complications dégénératives telles
que les ulcéres de jambes, néphropathies et ostéonécroses qui prennent le relai.

Bien que les causes de cette variabilité phénotypique ne sont pas encore totalement comprises,
certains facteurs tels que l’environnement, la prise en charge ou encore I’hétérogénéité
génétique des patients doivent étre pris en compte.

Gladwin et Vichinksy (Gladwin & Vichinsky, 2008) proposent que les manifestations de la
maladie soient comprises comme une interaction entre deux sous-phénotypes, conduits par les

deux mécanismes majeurs de la maladie : la vaso-occlusion et ’hémolyse.

V. 1. Phénotype hémolytique avec dysfonction

endothéliale

Certaines complications telles que I’hypertension artérielle pulmonaire, les ulceres de jambes,
le priapisme ou encore les accidents vasculaire cérébraux (AVC) découleraient du phénotype
hémolytique, associ¢ a de faibles taux d’hémoglobine découlant de 1’hémolyse
intravasculaire. Toutes ces complications résulteraient donc d’une diminution de la
biodisponibilité du NO causée par I’hémolyse exacerbée (Kato et al., 2007) et menant a une
dysfonction endothéliale et une vasculopathie chronique pouvant toucher divers organes
(Robert P Hebbel, 2004).

L’anémie hémolytique chronique est une complication majeure de la maladie. Les GR,
subissant des cycles répétés de falciformation/défalciformation, sont fragilisés. Il en découle

une diminution conséquente du taux d’hémoglobine (entre 6 et 9.5 g/dl versus 12-16 g/dl chez
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des individus non drépanocytaires), un hématocrite nettement abaiss¢ (en moyenne 24%

contre 40% pour des individus sains) et une augmentation du taux de réticulocytes (supérieur

4 200000/mm’).

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est un terme générique regroupant
différentes entités cliniques ayant en commun une augmentation progressive des résistances
artérielles périphériques et entrainant a terme une défaillance du cceur droit. On en distingue
trois grand types : HTAP précapillaire associée a une vasculopathie proliférative, HTAP post
capillaire résultant d’un dysfonctionnement diastolique et / ou systolique du coeur gauche et
HTAP hyperkinétique en relation avec un hyper débit cardiaque. De nombreux arguments
suggerent la présence non mutuellement exclusive de ces trois types d’HTAP dans le contexte
drépanocytaire (Anthi et al., 2007). Cette complication est retrouvée dans 30% de patients
drépanocytaires de certaines cohortes Américaines et a été associée a une augmentation du
risque de mortalit¢ dans les deux ans qui suivent son diagnostic (Gladwin et al., 2004)
(Oswaldo Castro, Hoque, & Brown, 2003) (Ataga et al., 2006) (Machado et al., 2006). Des
corrélations positives entre 1’anémie mais aussi 1’hémolyse intra-vasculaire, signée par les
taux plasmatiques de bilirubine, d’hémoglobine plasmatique, de lactate déshydrogénase et la
survenue de cette complication ont ét¢ amplement documentées, illustrant le lien existant
entre la diminution de la biodisponibilit¢ du NO et ’'HTAP (Gladwin et al., 2004) (Kato et al.,
2006).

L'ulcére de jambe est une perte de substance cutanée chronique sans tendance a la
cicatrisation spontanée. Lorsque la cicatrisation se produit, la peau reste fine, atrophique,
fragile et la récidive est fréquente.

Rares chez I’enfant, la fréquence des ulceres de jambe augmente avec 1'age, entre 10 et 20 ans
(Adedeji & Ukoli, 1987).

Divers facteurs potentiels altérant la fonction endothéliales seraient mis en jeu tels que :
obstruction mécanique par les globules rouges drépanocytaires denses, insuffisance veineuse,
infections bactériennes, thrombose in situ, anémie, diminution de la biodisponibilit¢ du NO
(Mack & Kato, 2006) (J S Mohan, Marshall, Reid, Thomas, & Serjeant, 1997).

Le priapisme est une complication vaso-occlusive fréquente de la drépanocytose, se
définissant comme une érection prolongée (plusieurs heures ou jours), survenant de fagcon
involontaire. Cette érection inappropriée devient rapidement douloureuse. On la retrouve chez
2% a 6% des enfants drépanocytaires et chez 38% a 42% des adultes drépanocytaires, 57%

des patients présentant plusieurs épisodes (Bachir D, Virag R, Lee K, Bellay M, De
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Montalembert M & L, 1997) (Santin, 2003). Chez les drépanocytaires, le priapisme
ischémique est le plus courant (Roupret M, Beley S, Traxer O, Kirsh-Noir F, Jouanet P, Jardin
A, 2005) (Dekou A., Ouegnin G.A., Konan P.G., Kouame B., 2006) et est associ¢ a une
diminution du flux sanguin veineux, une hypoxie, une acidose et une ischémie tissulaire.
L’accident Vasculaire Cérébral (AVC) est une interruption brutale de 1’irrigation sanguine
du cerveau. Les symptomes cliniques les plus fréquents sont 1'hémiparésie, l'aphasie ou la
dysphasie, avec ou sans convulsions.

L’AVC est un risque majeur de mortalité chez les drépanocytaires adultes (Platt et al., 1994)
ou enfants (Leikin et al., 1989), touchant préférentiellement les patients homozygotes SS
(Ohene-Frempong, 1991). Parmi les facteurs favorisant la survenue d’AVC hémorragiques,
sont suggérés des taux faibles d’hémoglobine, des antécédents de STA et une pression
artérielle systolique ¢élevée. Les facteurs a 1’origine des AVC ischémiques sont plutdt associés
a une concentration faible d’hémoglobine et une hyperleucocytose (Ohene-Frempong, 1991).
Les atteintes structurales et fonctionnelles des reins comprennent des anomalies de la
fonction tubulaire, des anomalies glomérulaires et une hématurie (Wigfall, Ware, Burchinal,
Kinney, & Foreman, 2000).

L’hyperfiltration glomérulaire est directement impliquée dans la pathogenese de la
glomérulopathie pouvant conduire a une atteinte rénale plus sévere (Allon, 1990), cause
importante de mortalité des patients drépanocytaires (Platt et al., 1994). La protéinurie,
présente chez 20 a 30% des patients drépanocytaires (Falk & Jennette, 1994), marque la
présence d’une glomérulopathie et est plus fréquemment retrouvée chez les homozygotes SS.
Parmi les facteurs favorisant la glomérulopathie, une hémolyse chronique est suggérée
(Laurance et al., 2011) et I’a-thalassémie serait au contraire un facteur protecteur (Nebor et

al., 2010).

V. 2. Phénotype hyper-visqueux et vaso-occlusif

D’autres complications seraient, elles, le résultat d’un phénotype plutdt hyper-visqueux et
vaso-occlusif. C’est le cas des crises douloureuses, du syndrome thoracique aigu et de
I’ostéonécrose dans lesquels on retrouve plutét de forts taux d’hémoglobine et une
augmentation du nombre de leucocytes (Gladwin & Vichinsky, 2008).

La douleur est la manifestation principale de la drépanocytose (Ballas, 1998) (Benjamin,

Swinson, & Nagel, 2000) (Serjeant, 1992). Elle survient par accés. Ces crises vaso-occlusives
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(CVO) sont de fréquence, d’intensité et de durée variables (de quelques heures a quelques
jours). Ce sont des épisodes douloureux provoqués par des micro-infarctus consécutifs a
I'occlusion des vaisseaux sanguins (Ballas, 1998) (Serjeant, 1992) (Steinberg & Rodgers,
2001). Les CVO sont le plus souvent osseuses et touchent le plus souvent les os long, le
rachis, le bassin. Elles peuvent également toucher le thorax et I’abdomen. Les CVO sont 1’'une
des complications les plus invalidantes de la maladie (Cnaan & Ryan, 1989). Elles peuvent
évoluer vers d’autres complications, notamment les syndromes thoraciques aigus, pouvant
engager le pronostic vital des patients drépanocytaires. (Platt et al., 1991) démontre que les
patients SS de moins de 20 ans expérimentant le plus de crises douloureuses ont ¢galement le
risque de déces le plus important.

Les crises peuvent survenir a tout age et guérissent habituellement sans séquelles. Elles
peuvent se manifester trés tot dans 1’enfance, mais elles deviennent fréquentes a I’adolescence
et a ’age adulte, surtout entre 15 et 30 ans (Platt et al., 1991) (Gill et al., 1995).

Le mécanisme a 1’origine des CVO est la falciformation des globules rouges et 1’obstruction
des vaisseaux sanguins qui en découle. Mais plusieurs autres facteurs peuvent favoriser le
déclenchement des CVO (Embury, 2004) (R P Hebbel, 1991) : I'inflammation, le stress
oxydant, I’hémolyse et le contexte pro-adhésif de la maladie. D’autres facteurs tels que le
froid, la déshydratation, le stress, les émotions, les infections et d'une manicre général tout ce
qui augmente les besoins en oxygene sont également suggérés.

Le syndrome thoracique aigu (STA) est caractérisé par une douleur thoracique, de la fi¢vre,
des rales pulmonaires, et un infiltrat sur la radiologie de thorax (E. P. Vichinsky et al., 2000).
D’un point de vue physiopathologique, le STA se caractérise par une obstruction de la
microcirculation pulmonaire notamment des veinules post-capillaires (Haupt, Moore, Bauer,
& Hutchins, 1982) (Oppenheimer & Esterly, 1971) favorisée par les infections virales ou
bactériennes, l'embolie graisseuse, l'hypoventilation alvéolaire ou l'infarctus pulmonaire
(Gladwin & Vichinsky, 2008). Le STA est une cause fréquente d’hospitalisation des sujets
drépanocytaires (O Castro et al., 1994). Chez I’adulte, le STA représente une cause
importante de mortalité¢ (O Castro et al., 1994) (Platt et al., 1994) (E. P. Vichinsky et al.,
2000). Parmi les facteurs de risque du STA, une hémoglobine élevée, une faible concentration
en hémoglobine feetale et un taux de leucocytes €élevé ont été suggérés (O Castro et al., 1994)

(Platt et al., 1994) (Johnson, 2005).
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L'ostéonécrose est une maladie osseuse consistant en une dégénérescence progressive des
cellules corticales et médullaires aboutissant finalement a une trame osseuse vide. Cette
pathologie surgit au moment ou l'irrigation vasculaire du tissu est interrompue.

Dans la drépanocytose, 1’obstruction des micro-vaisseaux par les globules rouges falciformés
serait a I’origine de ’ostéonécrose. Certains facteurs tels que le génotype homozygote SS
(Powars, Hiti, Ramicone, Johnson, & Chan, 2002) ou un taux d’hémoglobine élevé (Hawker,
Neilson, Hayes, & Serjeant, 1982) (Mukisi-Mukaza, Gomez-Brouchet, Donkerwolcke,
Hinsenkamp, & Burny, 2011) augmenteraient le risque de survenue d’ostéonécrose. Il
semblerait également que I’a-thalassémie et les crises vaso-occlusives fréquentes soient
également des facteurs favorisant le développement d’ostéonécrose de la téte fémorale

(Milner et al., 1991).
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Figure 28 : Mécanismes hypothétiques des sous-phénotypes cliniques de la
drépanocytose (Gladwin & Vichinsky, 2008)
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Cependant, il semblerait que la physiopathologie de la drépanocytose soit en réalit¢ plus
complexe que le modele proposé par Gladwin. Des processus oxydatifs pourraient intervenir
dans 1’un et/ou I'autre des sous-phénotypes, influencer les mécanismes impliqués dans les
différentes complications de la maladie et apporter aussi un nouvel éclairage sur les
mécanismes de la vaso-occlusion.

Par ailleurs, ce modéle peut encore étre affiné puisque cette classification en deux sous-
phénotypes ne prend pas en compte la contribution de la rhéologie sanguine. En effet, il
semblerait que les mémes anomalies de la rhéologie sanguine puissent étre retrouvées dans
des complications appartenant a ces deux sous-phénotypes. C’est le cas par exemple, d’un
seuil de désagrégation érythrocytaire élevé retrouvé a la fois chez des enfants drépanocytaires
SC et les garcons SS présentant un STA (phénotype visqueux vaso-occlusif) et chez des
patients drépanocytaires SS présentant une glomérulopathie (phénotype hémolytique). A
contrario, d’autres parametres hémorhéologiques ne présentent pas les mémes types
d’anomalies pour des complications appartenant au méme sous-phénotype. C’est le cas de la
viscosité sanguine qui semble jouer un role central dans le déclenchement des CVO mais pas
dans 1’ostéonécrose, alors que ces deux complications appartiennent au sous-phénotype
visqueux/vaso-occlusif (Y Lamarre, 2013).

De méme, ce modéle ne prend pas en compte I’activité du systéme nerveux autonome (SNA)
qui pourrait moduler les mécanismes physiopathologiques a 1’origine des diverses
complications (Connes & Coates, 2013) (Connes, 2011) (Romero Mestre, Hernandez,
Agramonte, & Hernandez, 1997) (Pearson et al., 2005). Un dysfonctionnement autonome peut
aboutir a des anomalies du contrdle vasculaire mais aussi a une exacerbation de
I'inflammation (Tracey, 2002) (Olofsson, Rosas-Ballina, Levine, & Tracey, 2012) (Huston &
Tracey, 2011), favorisant ainsi des phénotypes inflammatoires et pro-oxydant largement
impliqués dans la pathogenese des crises vaso-occlusives douloureuses. L’analyse de
I’activité du systéme nerveux autonome pourrait donc étre une méthode non invasive utile a la
caractérisation de la sévérité clinique de la drépanocytose.

En prenant en compte I’évaluation de tous ces parameétres, le modele proposé par Gladwin et
Vichinksy pourrait étre précisé, et contribuer a une meilleure compréhension de la variabilité

d’expressions des symptdmes d’un individu a un autre, caractérisant la drépanocytose.
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V1. Crises vaso-occlusives et stress oxydant

Comme précédemment indiqué, les cycles de falciformation / défalciformation du GR
génerent un cercle vicieux avec un phénomeéne de type ischémie-reperfusion qui induit une
réponse inflammatoire caractérisée par une leucocytose et par l'expression au niveau des
cellules endothéliales de cytokines inflammatoires et de molécules d'adhésion ainsi que la
présence de cellules endothéliales circulantes activées (Kaul & Hebbel, 2000) (Platt, 2000).
Cette séquence d'événements est aussi source d’un stress oxydant avec la production de
radicaux libres. De plus, la répétition des cycles de falciformation des globules rouges,
couplée a l'instabilité inhérente de I'Hb S et la déficience des mécanismes de lutte contre la
production de radicaux libres du globule rouge drépanocytaire constituent une seconde source
de dommages oxydatifs. Ainsi, le GR, cible des espéces réactives de I’oxygene produites dans
cet environnement pro-inflammatoire et pro-oxydant est susceptible de présenter différentes
anomalies fonctionnelles. Le stress oxydant pourrait ainsi avoir un réle majeur dans les
troubles circulatoires caractéristiques de la maladie drépanocytaire, et a I’origine de CVO, en
participant aux anomalies hémorhéologiques et aux anomalies d’adhérence du GR aux

cellules endothéliales.

VI. 1. Adhérence

Les modifications induites par le stress oxydant au sein de la membrane du globule rouge sont
susceptibles, pour certaines, de favoriser 1’adhérence anormale des globules rouges
drépanocytaires aux cellules endothéliales (Corbett & Golan, 1993) (Matarrese et al., 2005)
(Thevenin, Crandall, Ballas, Sherman, & Shohet, 1997).

Différents travaux ont montré que I’oxydation de 1’érythrocyte génere au niveau d’une de ses
protéines membranaires, la protéine bande 3, des motifs antigéniques qui peuvent étre
reconnus par des auto-anticorps anti bande 3 de type Ig G. Ces réarrangements de la protéine
bande 3, qui permettent I’exposition de séquences peptidiques normalement enfouies dans la
bicouche lipidique membranaire, conférent aux globules rouges un potentiel "pro-adhésif” et
la capacité de se lier aux molécules CD36 des cellules endothéliales de la microcirculation
(Barshtein, Ben-Ami, & Yedgar, 2007) ainsi qu’a d’autres récepteurs endothéliaux non encore
identifiés a ce jour (R P Hebbel, 2008).

Les résultats d’une étude de Thevenin et collaborateurs résultats montrent que des peptides

synthétiques de protéine bande 3 inhibent complétement 1’adhérence des globules rouges a
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une couche de cellules endothéliales (Thevenin et al., 1997). En accord avec cette étude, les
résultats de Koshkaryev et collaborateurs montrent que des globules rouges traités avec des
agents connu pour induire le clustering de la protéine bande 3, favorisent effectivement ce
processus et augmentent 1’adhérence des globules rouges (Koshkaryev A., 2004).

Ces données renforce I’implication de la protéine bande 3 dans les processus d’adhérence du
globule rouge a I’endothelium vasculaire et conforte ainsi I’hypothése du role de cette
protéine dans I’étiologie de la vaso-occlusion.

Par ailleurs, dans la drépanocytose, 1’externalisation de la phosphatidylsérine (PS) est
favorisée par le stress oxydant (R P Hebbel, 1984). Une ¢étude a suggéré une diminution de
I’activité de la translocase durant le vieillissement naturel et induit des érythrocytes humains,
comme conséquence du stress oxydant (Herrmann & Devaux, 1990).

De nombreuses études démontrent que 1’externalisation de la PS participe au caractére pro-
adhésif des globules rouges, favorisant ainsi la vaso-occlusion.

Setty et collaborateurs proposent que 1’activation des cellules endothéliales induit
I’externalisation membranaire d’un récepteur a la PS normalement peu exprimé en condition
basale, permettant les interactions entre globules rouges et endothélium (B. N. Y. Setty &
Betal, 2008).

Une autre étude propose que les globules rouges exprimant la PS a leur surface se lient a la
TSP via son domaine de liaison a I’héparine, favorisant 1’adhésion des cellules a

I’endothélium (Gayen Betal & Setty, 2008).
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Figure 29 : Oxydation du GR : augmentation adhérence du GR
(Schéma modifié de Rifkind & Nagababu, 2013)

VL. 2. Autres altérations : Déshydratation, anomalies

hémorhéologiques, émission de MPs

Le stress oxydant est susceptible d’induire une perturbation de ’homéostasie des cations
résultant de D’activation de canaux potassiques Ca**-dépendants ou "canaux Gardos", qui
entraine une perte d’ions K" responsable de la déshydratation des globules rouges et de
I’apparition de globules rouges denses et irréversiblement falciformés (Shartava, Mclntyre,
Shah, & Goodman, 2000).

De méme, ’ensemble des anomalies rhéologiques caractéristiques du globule rouge
drépanocytaire pourraient avoir un lien avec ’oxydation cellulaire comme 1’attestent les
études mettant en évidence un impact des espéces réactives de 1’oxygene sur les parametres
rhéologiques du globule rouge dans un contexte différent de celui de la drépanocytose
(Baskurt, Temiz, & Meiselman, 1998) (Kaul, Koshkaryev, Artmann, Barshtein, & Yedgar,

2008) (Yesilkaya, Ertug, Yegin, Melikoglu, & Baskurt, 1998). Ces études montrent que des
76



réactifs qui augmentent la peroxydation des lipides membranaires et le cross-linking des
protéines du squelette membranaire affectent la déformabilité et/ou 1’agrégation des globules
rouges.

L’hyper-agrégation érythrocytaire mise en évidence chez le sujet drépanocytaire et la trés
grande variabilit¢ de la valeur du seuil de désagrégation érythrocytaire d’un patient
drépanocytaire a 1’autre, pourraient étre associés a la présence de dommages oxydatifs
exprimés a des degrés divers chez ces sujets. Il reste encore a établir si cette hyper-agrégation
érythrocytaire est susceptible de moduler ou non la survenue des CVO.

Le stress oxydant est également a 1’origine d’une activation cellulaire et/ou un processus
d’apoptose provoquant 1’émission de microparticules issues de différents types cellulaire,
plaquettes, érythrocytes, granulocytes, monocytes, lymphocytes, cellules endothéliales (Hugel
et al.,, 2005). Il pourrait étre ainsi impliqué dans le taux anormalement élevé de
microparticules détecté chez le drépanocytaire au cours des crises vaso-occlusives (Shet et al.,
2003) (van Beers et al., 2009) (van Tits et al., 2009).

Les MPs sont décrites comme des effecteurs de I’inflammation car capables d‘activer
I’endothélium en stimulant la libération de cytokines pro-inflammatoires (IL6, IL8) et
d’induire I’expression de ICAM-1 et VCAM-1 ainsi que I’E-sélectine (Nomura et al., 2001).
Cette activation de I’endothélium va permettre 1’adhésion, créant un contexte favorable a la

vaso-occlusion.

Ainsi, au-dela de la polymérisation de I’hémoglobine S, toutes ces anomalies accentuées par
le stress oxydant peuvent également conduire a 1’obstruction des vaisseaux sanguins d’une
part en favorisant la falciformation érythrocytaire et d’autre part en favorisant 1’adhérence
cellulaire. L’altération du flux sanguin résultante est ainsi susceptible de contribuer au

développement des crises vaso-occlusives.
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(Schéma modifié de (Rifkind & Nagababu, 2013)
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VII. Crises vaso-occlusives et implication du systeme

nerveux autonome dans la drépanocytose

Comme on a pu voir dans les chapitres précédents, les mécanismes physiopathologiques de la
vaso-occlusion sont complexes et mettent en jeu des processus intriqués parmi lesquels un
dysfonctionnement vasculaire en lien avec la dérégulation des molécules vaso-actives (NO et
ET-.1) et des processus d’adhérence favorisés par un contexte inflammatoire. Plus
récemment, une ¢tude menée par notre groupe (Nebor et al., 2011) a démontré, chez des
patients drépanocytaires ayant eu plusieurs CVO, un fort déséquilibre du Systéme Nerveux
Autonome (SNA) en faveur d’une diminution du SN parasympathique.

Puisqu’un lien entre le Systéeme Nerveux Autonome (SNA) et I’inflammation est établi depuis
une dizaine d’années (Tracey, 2002), et que 1’activité du SNA pourrait étre régulé par le NO
(Sangkatumvong et al., 2011), il nous apparait pertinent de poser la question du role du SNA
dans les mécanismes impliqués dans le déclenchement de la vaso-occlusion.

Le Systeme Nerveux Autonome (SNA) régule et coordonne les fonctions végétatives (les
fonctions viscérales), intervenant dans la plupart des métabolismes, assurant 1’homéostasie et
les adaptations a I’environnement (systemes circulatoires, respiratoires, excrétoires,
thermiques...). Il participe de fait aux comportements, en particulier les comportements sous-
tendus par les émotions: adaptations cardio-respiratoires, vasodilatation, sudation... (par
exemple en cas de peur). Le SNA est donc responsable du maintien des fonctions cardiaques,
intestinales, pulmonaires et des fonctions vasculaires périphériques.

I1 est appelé systeme nerveux autonome car la majorité de ses fonctions s’exercent de maniere
"automatique", indépendamment de tout contréle volontaire et conscient. Il est en effet en
grande partie autorégulé et possede ses propres mécanismes de gestion.

Les systémes sympathique et parasympathique représentent les deux divisions principales du
SNA. IlIs ont des fonctions paralléles, mais l'organisation de leurs voies, ainsi que leurs

neurotransmetteurs, sont trés différents.

L’activité du SNA est établie par la mesure de la variabilité de la fréquence cardiaque (VFC).
Cette méthode est basée sur les analyses mathématiques temps-fréquence d’exploration des
variations des suites d’intervalles R-R de 1’¢lectrocardiogramme, c’est-a-dire le délai entre
deux battements cardiaques. Elle est réalisée a partir d’enregistrements provenant de cardio-

fréquencemetres (Suunto Memory Belt ou AmBit).
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Alors que dans des conditions physiologiques il existe une balance entre activité du SN
parasympathique et activité du SN sympathique, un déséquilibre en faveur de D’activité
sympathique est présent chez les drépanocytaires a 1’état de base (Inamo et al., 2009)
(Romero Mestre et al., 1997) (Sangkatumvong et al., 2011). Par ailleurs, chez les
drépanocytaires, le stress et les variations brutales de température sont connus comme étant
des facteurs pouvant déclencher les crises vaso-occlusives douloureuses. Ces facteurs sont
également connus pour moduler I’activit¢ du SNA (Sangkatumvong et al., 2011) (Connes,
2011) (Connes & Coates, 2013) (Alexy et al., 2010) (Romero Mestre et al., 1997).

De méme, le phénotype pro-inflammatoire caractéristique de la drépanocytose pourrait étre
relié aux anomalies du SNA mis en évidence chez les sujets drépanocytaires. En effet, Tracey
et collaborateurs démontrent que, le systéme nerveux parasympathique est capable d’inhiber
la libération de cytokines par les leucocytes (Tracey, 2002). Ainsi les altérations du SNA chez
les drépanocytaires pourraient moduler le contexte pro-inflammatoire déja bien documenté
dans la maladie et jouer un réle dans les processus vaso-occlusifs.

Au-dela de I’étude récemment menée par Nébor (Nebor et al., 2011) démontrant un fort
déséquilibre du SNA en faveur d’une diminution du SN parasympathique chez les
drépanocytaires ayant eu plusieurs CVO, d’autres complications de la drépanocytose telles
que les ulceres de jambes, les priapismes ou les syndromes thoraciques aigus, ont été plus
fréquemment retrouvées chez les patients présentant des dysfonctions dans 1’activité du SNA
(J S Mohan et al., 1997) (Oguanobi et al., 2012) (Knight-Madden et al., 2013).

En regard de tous ces travaux de recherche, le lien entre le déséquilibre du SNA et le

deéveloppement des CVO mérite d’étre approfondi.
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VIII. Stratégies thérapeutiques

La drépanocytose, en dépit de son caractére monogénique, s’exprime de fagon trés variable
d’un point de vue clinique. Malgré la grande avancée des travaux de recherche réalisés au
cours des derni¢res décennies, les moyens thérapeutiques utilisés restent trés pauvres. La

maladie suscite encore de nombreuses interrogations et reste au ceeur d’une recherche intense.

VIII.1. Le dépistage néonatal et I’éducation

thérapeutique

Etant donné que le pronostic d’un syndrome drépanocytaire majeur est d’autant plus favorable
que sa prise en charge est précoce, il est devenu impératif d’en effectuer le diagnostic dés la
naissance. Plusieurs programmes de dépistage ont été¢ développés d’abord a titre expérimental
aux Antilles a partir de 1981 et en France métropolitaine a partir de 1985 (Girot R, Galactéros
F, Lena-Russo D & Bardakdjian-Michau J, 1990). En 1984, le dépistage néonatal
systématique est mis en place en Guadeloupe mais ce n’est qu’en 2000, qu’un programme de
dépistage néonatal national et ciblé de la drépanocytose est généralis¢ en France
métropolitaine (M. de Montalembert, 2007). Ces stratégies sont efficaces pour réduire
morbidité et mortalité.

Parallélement au dépistage néonatal, 1’éducation thérapeutique joue un grand rdle dans
I’amélioration de la prise en charge des enfants drépanocytaires. Les parents sont éduqués en
particulier pour reconnaitre les signes précoces d’une complication menagant le pronostic
vital : fievre ¢élevée, paleur, asthénie, augmentation du volume de la rate (ces derniers signes
faisant redouter une séquestration splénique aigu€). On leur apprend aussi a augmenter les
apports hydriques, a éviter certains facteurs de risque de complication vaso-occlusive tels que

le changement brutal de température ou la déshydratation.

VIIL. 2. Traitements préventifs des infections,

traitements antalgiques et transfusion sanguine

Les infections bactériennes sont la premiere cause de déceés chez I’enfant drépanocytaire
(Quinn, Rogers, & Buchanan, 2004) (A. N. Thomas, Pattison, & Serjeant, 1982) (Leikin et al.,
1989). Une étude randomisée a montré qu’un traitement quotidien par pénicilline donné 2 fois
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par jour réduisait de 84% I’incidence des infections a pneumocoque dans le groupe traité
versus le groupe placebo (Gaston et al., 1986).

Etant donné le risque de non-compliance d’une part, et I’augmentation de la fréquence des
souches de sensibilit¢ diminuée a la pénicilline d’autre part, une vaccination anti-
pneumocccique doit aussi étre systématiquement réalisée chez les enfants drépanocytaires (M.

de Montalembert, 2007).

Les crises vaso-occlusives étant les complications les plus fréquentes de la drépanocytose,
les antalgiques sont donc les médicaments les plus utilisés par les drépanocytaires pour
soulager la douleur. En effet, chaque drépanocytaire est habitué¢ a reconnaitre le début de sa
crise et selon I’intensité il peut prendre des antalgiques a base de paracétamol ou de
codéine. Mais si la crise est trés intense ou persistante, une prise en charge plus adaptée par
des professionnels de santé s’avére nécessaire et 1’administration d’antalgiques plus forts
tels que les morphiniques peuvent étre utilisés. Les patients en proie a des crises peuvent

étre hospitalisés ou traités en ambulatoire, selon la gravité de la CVO.

Les programmes d’échanges transfusionnels réguliers visent a remplacer les globules rouges
anormaux de la personne drépanocytaire par des globules rouges normaux provenant de
donneurs de sang sains.

La thérapeutique transfusionnelle est une des principales approches pour la prise en charge de
la drépanocytose (Ataga, 2009) (Buchanan, Vichinsky, Krishnamurti, & Shenoy, 2010). La
transfusion est un traitement efficace pour la plupart des complications, car elle permet
d’augmenter le taux d’hémoglobine (Hb) et donc la capacité du sang a transporter 1’oxygene,
tout en diminuant le taux de globules rouges falciformes (Stuart & Nagel, 2004) (E.
Vichinsky, 2001).

Un des objectifs de cette thérapie est de ramener la concentration d’hémoglobine S a moins de
30 % du taux total d’Hb, sans toutefois dépasser 11 g/dl (ou hématocrite de 35 %), un niveau
au-dela duquel des complications par augmentation de la viscosité sanguine peuvent
apparaitre (Schmalzer, Lee, Brown, Usami, & Chien, 1987)

On reconnait de plus en plus le bénéfice des transfusions chroniques dans la réduction des
taux d’hospitalisations dues aux crises vaso-occlusives, aux syndromes thoraciques aigus, aux

infections et aux AVC (Styles & Vichinsky, 1994). De plus, étant donné que 1’espérance de
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vie continue d’augmenter, de plus en de plus de patients sont susceptibles de recevoir une
thérapeutique transfusionnelle de longue durée (Claster & Vichinsky, 2003).

Toutefois, cette approche n’est pas sans effet secondaire. En effet, la transfusion est réservée a
des indications trés strictes du fait, d’'une part des risques d’allo-immunisation chez les
patients polytransfusés dont les phénotypes é€rythrocytaires peuvent étre treés différents de
ceux des donneurs de sang en majorité d’origine européenne, et d’autre part de la surcharge
en fer pouvant entrainer des conséquences néfastes (Anie & Massaglia, 2014) (Marsella &

Borgna-Pignatti, 2014).

VIIL.3. La greffe de moelle

C’est le seul traitement actuellement disponible qui permet de guérir définitivement la
maladie. La moelle osseuse est I’organe qui produit en permanence les globules rouges. La
transplantation de moelle osseuse consiste d’abord a détruire la moelle osseuse du sujet
drépanocytaire (par de la chimiothérapie) puis a remplacer celle-ci par une moelle saine
prélevée chez un donneur HLA compatible. En France, Bernaudin et collaborateurs a colligé
87 greffes entre 1988 et 2004. La survie globale et la survie sans maladie ont été
respectivement de 93,1 et 86,1 % (Bernaudin et al., 2007). La greffe est réalisée, en regle
générale, a partir d’un freére ou d’une sceur compatible. Dans certains cas, lorsqu’un nouveau-
né est attendu dans la famille d’un enfant drépanocytaire, on propose de prélever a la
naissance le sang de cordon. Ce sang est riche en « cellules souches hématopoiétiques »,
cellules qui peuvent étre utilisées, tout comme la moelle osseuse pour une greffe, si le

nouveau-né est HLA identique et non malade.

VIIL. 4. L’hydroxyurée

L’hydroxyurée représente un progres important dans le traitement de la drépanocytose. En
effet, elle est associée a une augmentation du taux d’Hb F chez les patients initialement traités
(Charache et al., 1992), interrompant ainsi le processus de polymérisation de I’hémoglobine S
en s’intercalant dans les fibres en formation. De plus, de nombreuses études ne cessent de
démontrer les effets bénéfiques de I’hydroxyurée tels que la diminution de la fréquence de
survenue des CVO et des STA, la diminution du nombre d’hospitalisation et de transfusion
des patients drépanocytaires (Charache et al., 1995) (Strouse et al., 2008), une amélioration du

développement et de la croissance de 1’enfant drépanocytaire (Hankins et al., 2005) (Wang et
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al., 2002) ainsi qu’une prévention des dysfonctions spléniques (Hankins et al., 2005) et des
AVC (Ware, Zimmerman, & Schultz, 1999). Il est a noter que les effets bénéfiques de
I’hydroxyurée ne résulterait pas uniquement de son action sur le globule rouge mais
également sur les autres éléments figurés du sang et sur les cellules endothéliales (Chaar et al.,

2014) (Laurance et al., 2010) (M-H Odievre, Lapouméroulie, & Elion, 2009).

VIIL.S. Les anti-oxydants

En regard du contexte oxydatif bien présent dans la drépanocytose, la question d’un
développement thérapeutique basée sur I’administration d’agents réducteurs ou anti-oxydants
s’est naturellement posée. Plusieurs travaux de recherche se sont donc orientés sur cette voie,
essentiellement sur des modeles animaux. Cependant, il n’y a que peu d’essais cliniques
disponibles, principalement au stade 3, ce qui limite 1’évaluation réelle de ces thérapies anti-
oxydantes dans la maladie drépanocytaire (Silva, Belini Junior, de Almeida, & Bonini-
Domingos, 2013).

Ainsi une étude in vitro démontre que la N-acétylcystéine, acide aminé non essentiel
stimulant la production de glutathion, diminuerait de facon significative la formation des
globules rouges falciformés et les raménerait a leur forme biconcave (Gibson et al., 1998).
Nur et collaborateurs rapportent également que la N-acétylcystéine semble réduire le stress
oxydant présent chez les patients drépanocytaires (Nur et al., 2012).

Les résultats de Cho et collaborateurs démontrent que I’effet bénéfique de 1’hydroxyurée
semble passer par un mécanisme en partie li¢ a I’augmentation de la glutathion peroxydase,
anti-oxydant enzymatique puissant, via une voie de signalisation cellulaire mettant en jeu la
protéine P53 (Cho et al., 2010). Vinchi et collaborateurs suggerent des effets anti-oxydants de
I’hémopexine, glycoprotéine qui se lie aux molécules d’hemes issues de la dégradation de
I’hémoglobine. Leurs travaux de recherche démontrent que [’hémopexine réduirait les
dysfonctions endothéliales induites par I’héme et les 1ésions oxydatives chez des modéeles
murins drépanocytaires et B-thalassémiques. (Vinchi et al., 2013).

Toutefois malgré ces résultats prometteurs, les études testant les bienfaits des anti-oxydants
apportent aussi des résultats mitigés puisque Arruda et collaborateurs démontrent que
’utilisation des vitamines C et E augmentent les marqueurs d’hémolyse (Arruda et al., 2013).

Des investigations plus approfondies sont donc nécessaires afin de mieux déterminer les
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cibles a atteindre pour la mise en place de stratégies thérapeutiques a visée anti-oxydante chez

les patients drépanocytaires.
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I. Objectif et mise en place de I’étude

L’implication du stress oxydant dans la drépanocytose est déja bien documentée dans la
littérature. L’augmentation des marqueurs oxydatifs (Rusanova et al., 2010) et la diminution
des agents anti-oxydants (Fasola, Adedapo, Anetor, & Kuti, 2007) semblent participer de
maniére active aux mécanismes physiopathologiques de la maladie et jouer un réle dans la
survenue des crises vaso-occlusives. En effet, des travaux récents ont mis en lumiére I’impact
du stress oxydant sur les propriétés d’adhérence du globule rouge et les parametres
hémorhéologiques, soulignant la contribution potentielle de ce processus aux désordres
circulatoires caractérisant la drépanocytose (Barshtein et al., 2007) (Kaul et al., 2008). Face a
ces dommages oxydatifs, 1’¢laboration de stratégies thérapeutiques anti-oxydantes s’est
révélée éEtre primordiale et des travaux de recherche suivis d’essais cliniques ont
naturellement vus le jour. Bien que I’efficacité des anti-oxydants semble mitigée (Arruda et
al., 2013), des données encourageantes telles que les effets bénéfiques de la N-acétylcystéine
(Dominique Labie, 1999) (Nur et al., 2012), les propriétés anti-oxydantes de 1’hydroxyurée
via ses effets sur la glutathion peroxidase (Nur et al., 2012) ou encore celles de I’hémopexine
(Vinchi et al., 2013) ont ét¢ démontrées. Afin de mettre en place des actions anti-oxydantes
efficaces, il est nécessaire d’identifier plus précisément les cibles potentielles du stress
oxydant.
Les travaux de cette thése ont pour objectifs, 1) d’explorer le lien entre les dommages
oxydatifs du globule rouge et les altérations des parametres hémorhéologiques chez des
patients drépanocytaires SS et SC et des sujets controles AA en induisant in vifro un stress
oxydant sur les globules rouges ; ii) de revisiter 1’effet du stress oxydant via I’évaluation de
son impact sur le développement des CVO chez des drépanocytaires SS.
1l s’agit, dans le cadre de ce 2°™ axe :
1) De tester I’hypothese selon laquelle la protéine bande 3 est une cible a prendre en compte.
Cette hypothése est basée sur :
a) les données montrant que I’oxydation de la protéine bande 3 facilite un processus de
clusterisation avec 1’apparition de motifs antigéniques qui, d’une part sont reconnus par
des auto-anticorps anti bande 3, ce qui induit leur élimination de la circulation d’une
part (Low et al., 1985), et qui d’autre part conférent aux GR un potentiel pro adhésif
(Thevenin et al., 1997).
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b) les données résultant d’une étude transversale de patients drépanocytaires menée
dans le cadre d’une collaboration avec des partenaires cubains, montrant que le taux
d’anticorps anti-bande 3 diminue pendant la crise (Villaescusa et al., 2013). 1l est donc
probable que, dans la maladie drépanocytaire, il existe un équilibre entre les
érythrocytes « pro-adhésifs » portant les clusters de bande 3 et le taux plasmatique
d’anticorps anti-bande 3, masquant les épitopes a caractere pro-adhésif. Une
perturbation de cet équilibre, marquée par la diminution relative du taux d’anticorps
anti-bande 3, en raison soit de leur production diminuée soit de leur consommation
excessive, pourrait favoriser le développement d’une crise vaso-occlusive douloureuse.
2) D’évaluer I’implication d’autres marqueurs moléculaires et cellulaires du stress oxydant :
a) en explorant le lien entre le niveau d’oxydation des globules rouges drépanocytaires
et les modifications fonctionnelles du globule rouge (anomalies rhéologiques,
adhérence du GR) susceptibles de favoriser le développement de CVO
b) en recherchant des marqueurs de sévérité de la CVO a partir de criteéres cliniques et
biologiques.
3) D’¢évaluer I’activité¢ du systéme nerveux autonome (SNA), sur la base d’arguments
indiquant un lien entre SNA et inflammation (Psychari et al.) (Singh, Hawkley, McDade,
Cacioppo, & Masi, 2009) (Thayer & Fischer, 2009) et un lien entre le niveau d’activité¢ du
SNA et la douleur dans la fibromyalgie (Lerma et al., 2011), chez les nouveau nés opérés
(Faye et al., 2010) ou encore dans les neuropathies diabétiques douloureuses (Gandhi,
Marques, Selvarajah, Emery, & Tesfaye, 2010).
Ainsi, nous avons mis en place une étude longitudinale permettant de suivre différents
parametres au cours de la CVO et a 1’état de base :
o Mesure des taux d’anticorps anti-bande 3
o Etude du processus d’oxydation de la protéine bande 3
o Mesure de marqueurs moléculaires du stress oxydant : glutathion réduit,
glutathion oxyd¢, superoxyde dismutase, produits dérivés de I’oxydation des
protéines, fer non lié a la transferrine, myeloperoxidase, caspase 3
o Analyse de marqueurs sub-cellulaires : microparticules
o Mesure de parametres hémorhéologiques (viscosité sanguine, déformabilité
érythrocytaire, agrégation €rythrocytaire, stabilité érythrocytaire)
o Etude des propriétés d’adhérence du globule rouge
o Mesure de I’activité du systéme nerveux autonome
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I1. Matériels et méthodes

Nous avons di élaborer une méthodologie qui permette de répondre aux enjeux de cette étude
longitudinale. Il était donc nécessaire de mettre en place les conditions permettant de recruter
les patients au moment de leurs crises douloureuses et a leur retour a 1’état de base. Le projet a
bénéfici¢ d’un financement dans le cadre d’un PHRC Interrégional (API 2012) et a recu

I’approbation du CPP du Sud — Ouest, avec I’attribution du numéro CPP 2012/47.

e Patients

v Recrutement au cours des CVO :

+ Critére d’inclusion :

- Patients adultes drépanocytaires SS de la file active de ’unité transversale de drépanocytose
Le diagnostic de drépanocytose est réalisé dans les laboratoires de référence pour le
diagnostic des hémoglobinopathies, établi par isoelectrofocusing et HPLC (High
Performance Liquid Chromatography).

- au cours d’une CVO osseuse uni ou multi-site

- accord de participation a 1'étude par consentement écrit, éclairé et signé du patient.

Quand les patients ne sont pas en mesure de signer un consentement au cours de leur
crise, un consentement oral suffit et le consentement écrit est signé lors de la visite a
I’état de base quelques mois apres, avec une mention manuscrite certifiant 1’accord oral
donné.

- sujets affiliés ou bénéficiaires d’un régime de sécurité sociale pour les patients frangais.

+ Critéres d’exclusion :

- traitement par protocole transfusionnel ou transfusion ou saignée récente (moins de 3 mois
avant le début du protocole)

- grossesse, allaitement sur déclaration

- patient déja engagé dans un protocole thérapeutique

- patients non compliants a la prise en charge habituelle

- patients incapables majeurs.

- insuffisance rénale chronique sévere, insuffisance hépatocellulaire, maladies auto-immunes,

hépatites virales, HIV.
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v" Visite a I’état de base :

I1 s’agit d’une visite de suivi en consultation ou en hopital de jour, au moins 3 mois apres

I’hospitalisation et de tout autre événement aigu ou toute transfusion.

e Déroulement de I’étude

L’inclusion des patients drépanocytaires SS en proie a une CVO a été réalisée au service des
urgences adultes du CHU de Pointe-a-Pitre. Considérant le caractére imprévisible et aléatoire
des crises douloureuses, une liaison 7/7 jours et 24/24 heures a ¢été établie a travers des
astreintes effectuées par un groupe de 4 membres de notre équipe du Pole Guadeloupe de
I’UMR 1134 Inserm/UAG.

Apres confirmation du diagnostic de CVO, des échantillons sanguins (deux tubes EDTA, une
tube sec et un tube sodium citrate) ont été prélevés par le personnel médical avant
administration médicamenteuse. Enfin, un holter de type ECG a été posé sur le torse du
patient, en position allongée pendant environ 15 minutes. Les prélevements sanguins ont été
récupérés et traités dans un délai maximal de 2 heures.

Ces mémes étapes ont été réalisées lors du retour a 1’état de base des patients.

« Parametres mesurés

v" Mesure du taux d’anticorps anti-bande 3

A partir d’échantillons sanguins collectés sur tubes secs.
La mesure a été faite a 1’aide d’une méthode immuno-enzymatique (ELISA) réalisée sur les
échantillons de sérums aliquotés et conservés a -80°C. Cette méthode a ¢été développée a
partir d’un transfert de technique par nos partenaires cubains du réseau Caribéen CAREST
(Caribbean network of REsearchers on Sickle cell disease and Thalassemia) auquel nous
appartenons (Pr. Rinaldo Villaescusa, Institut d’ Immunologie et d’Hématologie de la Havane,
Cuba). Cette méthode regroupe 6 étapes indiquées ci-dessous, incluant le couplage covalent
de protéine bande 3 sur des micro- plaques (étapes 1 a 3) :
1) isolement de membranes de globules rouges a partir d’une poche de sang provenant
de I’EFS de Guadeloupe, apres respect des pré-requis reglementaires concernant les

produits de cession a visée non thérapeutique
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2) purification par chromatographie échangeuse d’anion et chromatographie d’affinité
de la protéine bande 3

3) couplage covalent de la bande 3 sur des groupements amines NH greffés sur des
plaques de polystyrene (plaques Covalink Nunk)

4) dépdt des échantillons de sérum en vue d’établir la liaison bande 3 / anticorps anti
bande 3 suivi de I’addition d’un Ac secondaire (IgG couplé a la phosphatase alcaline)
5) révélation par une coloration en présence du substrat de la phosphatase alcaline «p-
nitrophényl phosphate »

6) Lecture de 1’absorbance a 405 nm.

v" Evaluation du processus d’oxydation de la protéine bande 3

A partir d’échantillons sanguins collectés sur tubes EDTA.

Les membranes des globules rouges ont été¢ obtenues a partir de 100uL de culot de globules
rouges, lysés dans un tampon hypotonique (phosphate sodium (5SmM) / EDTA 1mM, pH= 8).
Afin d’évaluer le processus de clusterisation de la bande 3, une ¢lectrophorése SDS-PAGE a
été réalisée sur gel Nu-PAGE 4-12% Bis-Tris Gel (Novex by Life Technologies). Aprés
transfert du gel sur une membrane de nitrocellulose Amersham Protran 0,45 uM NC (GE
Healthcare Life Sciences), le western-blot a été réalisé avec un anticorps primaire anti-bande
3 [Monoclonal Anti Human Bande 3 (mouse IgG2a isotype), Sigma B9277] et un anticorps
secondaire (polyclonal rabbit anti mouse immuno globulins HRP, Dako). Parallélement, la
quantit¢ de protéines déposées a été¢ contrélée par un marquage anti-P55 avec un anticorps
primaire produit par le Dr. Bailly, Paris, France, (Genetet et al., 2012) et un anticorps
secondaire (anti rabbit immuno globulins HRP, Dako).

Ces étapes ont été réalisées en conditions réduites (B-mercaptoéthanol 0,83M) et non-réduites
(sans B-mercaptoéthanol). La détection a été faite par un imageur Amersham Imager 600 (GE
Healthcare Life Sciences).

Une étude de la carbonylation des protéines membranaires a également été réalisée a partir
d’une électrophorese SDS-PAGE réalisée sur un gel de polyacrylamide 8%. Le western-blot a
¢été réalisé a I’aide du Kit Oxyblot Protein Oxidation Detection (Millipore). La détection a été
faite en utilisant un imageur Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences). Une étape

de controle de dépdt des protéines a €également été réalisée par le marquage anti-P55.
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v" Marqueurs d’oxydation

Mesure des espéces réactives de I’oxvgene (ROS)

La production de ROS par les globules rouges a ét¢ mesurée par une sonde perméable a la
membrane érythrocytaire, le 2,7-Dichlorofluorescine-diacetate (DCFH-DA, Sigma Aldrich).
Une fois qu’elle pénétre a I’intérieur du globule rouge, la sonde est clivée par des estérases
cellulaires sous une forme non-fluorescente qui sera ultérieurement oxydée par les ROS
présents dans la cellule. Cela produit la molécule fluorescente 2,7-Dichlorofluoresceine (DCF,
Sigma Aldrich).

Le protocole est réalisé sur 100 pL de suspension de globules rouges a 2% d’hématocrite.

La fluorescence est lue a une longueur d’onde d’excitation de 485 nm et une longueur d’onde
d’émission de 538 nm.

Les résultats sont calculés a partir d’une courbe standard pré-établie (0,01-10 000 nmol/L)

préparée avec du DCF.

Mesure des produits dérivés de I’oxydation des protéines (AOPP)

A partir du plasma issu d’échantillons sanguins collectés sur tubes EDTA.

Les produits issus de 1’oxydation avancée des protéines (AOPP) ont été déterminés par la
méthode semi-automatique de Witko-Sarsat (Witko-Sarsat et al., 1996) a partir de plasma
aliquoté et conservé a -80°C. Les AOPP ont été mesurés par spectrophotométrie par un
lecteur de plaque (modele MR 5000, Dynatech) et une calibration utilisant la chloramine-T

qui absorbe a 340 nm en présence d’iodure de potassium.

Mesure de la myeloperoxidase (MPO)

A partir du plasma issu d’échantillons sanguins collectés sur tubes EDTA.
Le dosage de la myeloperoxydase plasmatique a été réalisée par une technique immuno-

enzymatique (kit Elisa Enzo-Life), qui utilise un anticorps monoclonal anti MPO humaine.

Mesure du fer non lié a la transferrine (NTBI)

A partir du plasma issu d’échantillons sanguins collectés sur tubes EDTA.
La méthode utilisée pour doser le fer non li¢ a la transferrine (NTBI) est celle de Prezelj

(Prezelj & Knap, 2010), réalisée sur du plasma aliquoté et conservé a -80°C.
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Cette méthode est basée sur la liaison du NTBI sérique par 1’acide nitrilotriacétique (NTA) et

la mesure du complexe fer-NTA par un réactif a base de ferrozine.

Mesure de la caspase 3

A partir de lysats cellulaires issus d’échantillons sanguins collectés sur tubes EDTA.

Apres avoir ajusté 1’hématocrite a 2%, les étapes ont été réalisé sur des globules rouges frais,
a partir de 107 cellules selon le protocole fourni avec le kit « ApoAlert Caspase-3
Fluoresecent Assay Kit » de Clontech. Aprés avoir transféré les échantillons dans une plaque
nunc noire 96 puits, la lecture a été effectué grace a un fluorimétre avec une longueur d’onde

d’excitation 400 nm et une longueur d’onde d’émission 505 nm.

Mesure du glutathion réduit (GSH)

A partir d’échantillons sanguins collectés sur tubes EDTA.

Les taux de GSH ont été déterminés suivant la méthode colorimétrique décrite par Ellman
(Ellman, 1959) qui correspond au suivi de la réduction de 1’acide 5,5’-dithiobis-2-nitro-
benzoique (DTNB, Sigma Aldrich) par le GSH pour former un composé (TNB) absorbant a
412 nm. Les étapes ont été réalisées a partir d’un lysat cellulaire issu d’un culot de 50 pL de
globules rouges traités en présence d’acide trichloroacétique et conservé jusqu’a la mesure a -
80°C.

Une deuxiéme mesure permettant de mesurer le ratio glutathion réduit (GSH) / glutathion
oxydé (GSSQG) a été réalisée par une analyse HPLC-MS/MS sur 100uL de globules rouges
traités par de I’acide métaphosphorique et conservés a -80°C. Les échantillons ont été dilués,
avant 1’analyse HPLC, par des colonnes ZIC-HILIC (Merck, kGaA, Allemagne) et une phase
mobile contenant de I’ACN (65%), de I’eau (35%) et de ’acide formique (0,1%).

Mesure de la Superoxyvde Dismutase (SOD)

A partir d’échantillons sanguins collectés sur tubes EDTA.

Le dosage de la SOD est basé sur le principe de la diminution d’apparition d’ions superoxyde
02 — généré par le couple Xantine/Xantine oxydase et couplé a la réduction d’un composé le
[nitroblue tetrazolium (NBT)] donnant naissance a un chromogene (formazan) détectable par
colorimétrie : mesure de 1’absorbance a 560 nm. LA SOD du globule rouge est une SOD a

cuivre et a zinc (Cu, Zn SOD). Le protocole est inspiré de la méthode de Sun (Sun, Oberley,
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& Li, 1988) et a été réalisé a partir d’un lysat, issu d’un culot de 100 uL de globules rouges,

conservé a -80°C jusqu’a la mesure.

v" Paramétres hémorhéologiques

Détermination de I’agrégation érythrocytaire

A partir d’échantillons sanguins collectés sur tubes EDTA.

Les propriétés d’agrégation érythrocytaire ont ét¢ déterminées a 37°C en utilisant un LORCA
(Laser-assisted Optical Rotational Cell Analyser), aprés un ajustement de I’hématocrite a 40%
avec du plasma autologue. Un millilitre de sang a été inséré dans le systéme couette en verre

de I’appareil, selon la méthode utilisée par Baskurt (Baskurt et al., 2009).

Mesure de la déformabilité érvthrocvtaire par ektacvtométrie

Les échantillons sanguins ont ét¢ collectés dans un tube EDTA.

La déformabilité érythrocytaire a été déterminée a 37°C a 30 Pa par une analyse de diffraction
de laser en utilisant un LORCA, selon la méthode utilisée par Baskurt (Baskurt et al., 2009).
Briévement, 25 pL de suspension de sang oxygéné pendant 10 minutes ont été mélangés a 5
ml de polyvinylpyrrolidone (PVP) et insérés dans le systéme couette en verre de I’appareil. Le
schéma de diffraction a été analysé par un ordinateur reli¢ au LORCA et I’index d’élongation
a ainsi pu étre mesuré. Une augmentation de 1’index d’élongation indique une meilleure

déformabilité érythrocytaire.

Mesure de la stabilité érvthrocytaire

Avec le méme mélange PVP/sang utilisé pour la déformabilité, un test de stabilité a pu étre
réalisé en utilisant le LORCA. Une contrainte de cisaillement de 60 Pa a été¢ appliquée
pendant 10 min, et une mesure de la déformabilité érythrocytaire a €té effectuée toutes les 60

secondes.

v' Extraction et analyse des microparticules

Les échantillons sanguins ont été collectés dans un tube sodium citrate.

La méthode décrite par Niewland (Nieuwland et al., 2000) a été utilisée avec les
modifications suivantes : les microparticules ont été extraites a partir de plasma appauvri en
plaquettes grace a une centrifugation a 21 000g pendant 20 minutes. Le culot a été lavé deux

fois avec un tampon d’extraction Hepes 10 mM pH 7,4 ; NaCl 136 mM ; KCl 5SmM ; MgCl 2
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Mm). Pour le premier lavage, de TEDTA 5 mM a été ajouté au tampon. Le culot a ensuite été
resuspendu dans le tampon d’extraction sans EDTA, ayant servi au deuxi¢me lavage, et
stocké a -80°C jusqu’a son utilisation.

Les microparticules ont été analysées a 1’aide d’un cytométre en flux FC500 (Beckman
Coulter). Les MPS ont été incubées avec de la fluoresceine-isothiocyanate (FITC) couplée a
de l’annexine V et de la phycoerythrine (PE) conjuguée a des anticorps monoclonaux
spécifiques. Les anticorps monoclonaux spécifiques suivants ont été utilisés : anti-CD15
(Lewis X, clone HI98, IgM), anti-CD41 (GPIIb, clone HI9S, IgG1), anti-CD106 (VCAMI,
clone 51-10 C9, IgG1), anti-CD14 (GPI, clone M5E2, IgG2a) et anti-CD235a (Glycophorin
A, clone 11E4B-7-6, IgG1) permettant de déterminer I’origine cellulaire des MPs (c’est-a-dire
I’origine  granulocytaire, plaquettaire, endothéliale, monocytaire et érythrocytaire
respectivement). Des contrdles isotypiques ont également été utilisés. Des billes magnétiques
Flow-count ont été utilisées pour quantifier les MPs. Un kit Megamix a permis de
standardiser la fenétre d’acquisition du signal obtenu sur les paramétres SS et FS a partir des

instructions du fournisseur (Biocytex, Marseille, France).

v' Activité du systéme nerveux autonome

L'activit¢ du SNA a été établie par la mesure de la variabilité de la fréquence cardiaque
(VFC). Cette méthode, basée sur les analyses mathématiques temps-fréquence d’exploration
des variations des suites d’intervalles R-R de 1’électrocardiogramme, a été réalisée a partir
d’enregistrements provenant de cardiofréquencemetres de type Suunto Memory Belt, analysés
par le logiciel HRV Analysis 1.1 pour Windows.

Les systemes nerveux sympathique (SNS) et parasympathique (SNP) représentent les deux
divisions principales du SNA. Au repos, le SNP prédomine sur le SNS ralentissant la
fréquence cardiaque. A l'inverse dans des situations de stress ou pendant un exercice
physique, c'est l'influence sympathique qui prend le dessus, augmentant la fréquence
cardiaque. Chacune des deux voies du SNA va donc influer directement sur le délai entre 2
battements cardiaques (intervalles R-R de ['¢lectrocardiogramme). Ces 2 influences
antagonistes peuvent étre caractérisées par leur fréquence d'action : le SNP, pour maintenir
son influence, modifie 'activité cardiaque a haute fréquence (HF) tandis que le SNS aura une
influence sur la fréquence cardiaque a basse fréquence (LF). Il est possible en réalisant une
analyse fréquentielle de quantifier ces deux types de fréquence (LF et HF) et donc d'avoir une

évaluation indirecte de l'activité de chacune des 2 branches du SNA. En réalité, les LF
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reflétent également l'activité du SNP. Ainsi pour obtenir une appréciation de l'activité du
SNS, on utilise le ratio LF/HF qui donne une appréciation de la balance sympatho-vagale et

permet d'identifier lequel du SNS ou du SNP prédomine.
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RESULTATS
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Article 1. Impact du stress oxydant sur la rhéologie

sanguine des patients drépanocytaires

Hierso, R., Waltz, X., Mora, P., Romana, M., Lemonne, N., Connes, P., & Hardy-Dessources,
M.-D. (2014). Effects of oxidative stress on red blood cell rheology in sickle cell patients.
British Journal of Haematology, 166(4), 601-606)

Il est a présent clairement établi que les patients drépanocytaires SS et SC présentent des
altérations rhéologiques séveres parmi lesquelles une déformabilité érythrocytaire réduite, une
diminution de [D’agrégation érythrocytaire mais aussi une augmentation du seuil de
désagrégation (Tripette et al., 2009).

Les altérations hémorhéologiques ont été associées a des complications de la pathologie
drépanocytaire. Des travaux de recherche réalisées au sein de notre équipe ont montré par
exemple une réduction de la déformabilité du globule rouge chez les patients présentant des
ulcéres de jambes, des glomérulopathies ou des accidents vasculaires cérébraux (Yann
Lamarre et al.,, 2014) (Connes et al., 2013). De méme, des anomalies de I’agrégation
érythrocytaire et plus spécifiquement I’augmentation du seuil de désagrégation, sont associées
a des syndromes thoraciques aigus et des glomérulopathies chez les patients de génotype SS
(Yann Lamarre et al, 2012) (Yann Lamarre et al., 2014). Bien que les altérations
rhéologiques jouent un rdle important dans le développement des diverses complications
aigués et chroniques de la drépanocytose, les mécanismes a 1’origine de la grande variabilité
entre individus restent encore incompris. Si I’implication du stress oxydant a ét¢ démontrée
dans la physiopathologie de la drépanocytose, le role de ce processus dans les anomalies
hémorhéologiques est peu documentg.

Cette étude réalisée chez 22 patients drépanocytaires (11 SS et 11 SC) et 12 sujets contrdles
AA a pour but d’explorer le lien entre les dommages oxydatifs du globule rouge et les
altérations des parametres hémorhéologiques, a la fois dans des conditions de base et apres un
traitement in vitro avec un agent oxydant : le t-butyl hydroperoxide (TBHP).

Nous avons ainsi mis en place les expérimentations permettant de tester I’hypothése selon
laquelle I’induction in vitro de stress oxydant devrait altérer les parametres rhéologiques des
trois populations, mais que ces altérations devraient étre plus prononcées chez les patients
drépanocytaires SS. Ainsi, nous avons évalué¢ la présence d’un stress oxydant dans les

globules rouges chez les trois groupes de sujets en comparant les niveaux d’expression des
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espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) et du glutathion réduit (GSH). Nous avons

parallélement étudié I’impact du stress oxydant sur les propriétés rhéologiques des sujets.
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Summary

Sickle cell anaemia (SS) and sickle cell-haemoglobin C disease (SC) patients
exhibit severe red blood cell (RBC) rheological alterations involved in the
development of several complications. The contribution of oxidative stress
in these haemorheological abnormalities is still unknown. We compared
RBC reactive oxygen species (ROS) and glutathione (GSH) content, and
the haemorheological profile of SS (n = 11), SC (n = 11) and healthy sub-
jects (n = 12) at baseline and after in-vitro treatment with t-butyl hydro-
peroxide (TBHP). We showed: (i) higher RBC ROS content in SS and SC
patients, with the highest level observed in SS patients; (ii) lower RBC GSH
content in sickle syndrome patients, especially in SS patients; (iii) TBHP
increased RBC ROS production and decreased RBC GSH content in all
groups; (iv) TBHP decreased RBC aggregation and increased the strength
of RBC aggregates in all groups but the increase in RBC aggregates strength
was greater in sickle cell patients; (v) TBHP decreased RBC deformability
in the three groups but with a higher magnitude in sickle cell patients.
These data suggest that RBCs from sickle cell patients have an exaggerated
response to oxidative stress, which is accompanied by a profound abnormal
haemorheological profile, with greater alterations in SS than in SC patients.

Keywords: sickle cell disease, oxidative stress, haemorheology.

*#These authors contributed equally to this

work.

Patients with sickle cell anaemia (SS) and sickle cell-haemo-
globin C disease (SC) present severe red blood cell (RBC)
rheological alterations, such as reduced RBC deformability
and decreased RBC aggregation but increased RBC aggregates
strength (Tripette et al, 2009). A reduction in RBC deform-
ability in SS patients is associated with the occurrence of leg
ulcers (Connes et al, 2013) and glomerulopathy (Lamarre
et al, 2014) and could also be involved in the development
of cerebral vasculopathy (Connes et al, 2013). RBC aggrega-
tion abnormalities and, more specifically, increased RBC
aggregates strength, are associated with an increased risk for
acute chest syndrome in both SC and SS patients (Lamarre
et al, 2012) and glomerulopathy in SS patients (Lamarre
et al, 2014). Indeed, these RBC rheological alterations play a
critical role in the development of various acute and chronic
complications but the mechanisms at the origin of the large
clinical inter-individual variability have not been addressed.
The involvement of oxidative stress has recently been
suggested (Connes et al, 2014).

© 2014 John Wiley & Sons Ltd
British Journal of Haematology, 2014, 166, 601-606

Oxygen free radicals have been demonstrated to damage
RBCs from healthy donors by decreasing their deformability
and aggregability, and by increasing the strength of RBC
aggregates (Baskurt et al, 1998). RBCs from SS patients have
been reported to generate twofold greater amounts of super-
oxide anion (O,7), hydrogen peroxide (H,0,) and hydroxyl
radical ("OH) than healthy RBCs (Rice-Evans et al, 1986;
Hebbel et al, 1988 Hebbel, 1991; Sheng et al, 1998; Aslan
et al, 2000; Klings & Farber, 2001; Akohoue et al, 2007).
Haemoglobin S (HbS) auto-oxidation processes and recur-
rent HbS polymerization/depolymerization events that pro-
mote intermittent vaso-occlusive episodes and reperfusion
injury are a major source of enhanced reactive oxygen species
(ROS) production in sickle cell disease (Sheng et al, 1998;
Banerjee & Kuypers, 2004). The increased pro-oxidant gener-
ation in S§ patients results in excessive antioxidant consump-
tion and thus decreased antioxidant capacity (Banerjee &
Kuypers, 2004; Reid et al, 2006; Chaves et al, 2008). A recent
study reported a negative correlation between oxidative stress
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and sickle RBC membrane damage (Barodka et al, 2014).
However, the relationship between the increased oxidative
stress of sickle RBCs and their abnormal rheological proper-
ties is still poorly documented.

The aim of the present study was to test the effects of
t-butyl hydroperoxide (TBHP), a strong oxidant agent, on
the rheological properties of RBCs from SS and SC patients
and healthy subjects (AA). We hypothesized that TBHP
should impair RBC rheology in the three populations but
that the alterations could be greater in sickle cell patients.

Materials and methods

Preparation of blood samples

Blood from 11 SC patients, 11 SS patients and 12 healthy
controls (AA) were taken into EDTA tubes. The SS and SC
patients recruited are regularly followed by the Sickle Cell
Unit of the Academic Hospital of Pointe-a-Pitre (Pointe-
a-Pitre, Guadeloupe). All participants were aged =18 years
old. Sickle cell patients were in dinical steady state at the
time of the study (i.e, without vaso-occlusive crisis, acute
medical complication within the last month or blood trans-
fusion/phlebotomies within the last 3 months). Blood was
centrifuged for separation of RBCs and plasma (10 min,
1500 g, 4°C). Plasma was stored at 4°C and the RBC pellet
was washed two times with phosphate-buffered saline (PBS)-
glucose buffer (5 mmol/l glucose) and then re-suspended in
the same buffer at haematocrit 2%. The RBC suspension was
either incubated with 0-3 mmol/l TBHP (Sigma Aldrich, St
Quentin-Fallavier, France) (TBHP condition) or untreated
(CONT condition) for 20 min at 37°C. TBHP was added
from a 100 mmol/l stock solution in ethanol. In preliminary
experiments, RBCs were exposed to several concentrations of
TBHP (up to 3 mmol/l) for various times (up to 30 min).
Erythrocytes treatment with TBHP 0-3 mmol/] for 20 min at
37°C was chosen as the condition resulting in increased
intracellular ROS production, decreased glutathione (GSH)
level and no detectable haemolysis. At the end of the incuba-
tion (TBHP and CONT conditions), aliquots of the RBC sus-
pensions were taken for determination of ROS and GSH
content. The remaining RBC suspension was washed with
PBS-glucose buffer and re-suspended in autologous plasma
at haematocrit 40% to perform haemorheological measure-
ments. This study is part of the ‘STRESS’ project, which was
conducted in accordance with the guidelines set by the Dec-
laration of Helsinki and was approved by the Regional Ethics
Committee (CPP Sud/Ouest Outre Mer I[II, Bordeaux,
France, registration number: 2012-A00701-42).

Measurements of RBC ROS and GSH contents

ROS production was measured in RBCs using the membrane
permeable probe 2,7-Dichlorofluorescin-diacetate (DCFH-DA;
Sigma Aldrich). This probe, once entered into the RBC, is

602

cleaved off by cellular esterases under a non-fluorescent form
that is further oxidized by the intracellular ROS, producing
the fluorescent 2,7- Dichlorofluorescein molecule (DCE;
Sigma Aldrich). Briefly, 1 ml of RBC suspension was washed
three times with the PBS-glucose buffer. Then, 100 pl of
suspension at 2% haematocrit was mixed with 1900 pl of PBS-
glucose buffer, and incubated with DCFH-DA (400 pmol/l) in
darkness, for 30 min at 37°C. After incubation, the RBC
suspension was washed two times with PBS-glucose buffer, the
packed cells were lysed with 1 ml of ice-cold Tris buffer
(10 mmol/l Tris/Triton 0-1%, pH 7-4) and then incubated for
30 min in darkness at room temperature. After 30 min incu-
bation, the fluorescence of all samples was read (excitation
wavelength: 485 nm and emission wavelength: 538 nm)
{(Mandal et al, 2005). The results were calculated based on a
pre-established standard curve (0-01-10 000 nmol/l) prepared
with DCF.

GSH levels were determined using 5,5'-dithiobis-2-nitro-
benzoic acid (DTNB; Sigma Aldrich) following the method
described by Ellman (1959). Briefly, 50 pl of packed RBC,
washed with PBS-glucose buffer, were lysed with 1-25 ml of
cold water. Proteins were precipitated by adding 10% trichlo-
roacetic acid (TCA). After centrifugation, one volume of
supernatant was added to four volumes of 0-5 mol/l Tris
buffer pH 82 and DTNB 0-2 mmol/l. After 30 min of incu-
bation in the dark, the absorbance was read at 412 nm.

Determination of RBC aggregation properties

RBC aggregation properties were determined at 37°C by laser
backscatter versus time, using the Laser-assisted Optical Rota-
tional Cell Analyser (LORCA; RR Mechatronics, Hoorn, The
Netherlands), after adjustment of the haematocrit to 40%
with autologous plasma (Hardeman et al, 2001; Baskurt et al,
2009). Blood was inserted into the Couette system of the
LORCA and, after a short period of high shearing (800/s) to
dissociate pre-existing RBC aggregates, shearing was stopped
abruptly and the changes in laser backscatter intensity was
monitored for 2 min (syllectogram) by a photodiode sensor
incorporated in the LORCA. The amplitude and the half-
time of the syllectogram are then used to calculate the RBC
aggregation index. Then, the RBC disaggregation threshold
(ie.,, RBC aggregates strength) was determined using a
re-iteration procedure (Hardeman et al, 2001): seven separate
pre-defined shear rates between 7-5/s and 800/s were applied
on the RBC suspension, with or without alternating disaggre-
gation shear rate, to locate the minimal shear rate needed to

prevent RBC aggregation.

Ektacytometry

RBC deformability was determined at 37°C and 30 Pa by
laser diffraction analysis (ecktacytometry), using the LORCA.
The system has been described elsewhere in detail (Baskurt
et al, 2009). Briefly, 25 pl of prepared blood suspension was

2014 John Wiley & Sons Ltd
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mixed with 5 ml polyvinylpyrrolidone (PVP; viscosity = 30
cP; RR Mechatronics) and sheared into the Couette system
made of glass. The diffraction pattern is analysed by the
computer and the elongation index is calculated. An increase

of the elongation index indicates greater RBC deformability.

Statistical analyses

A two-way anova with Newman—Keuls test for post hoc com-
parisons was used to compare the three groups and test the
effects of TBHP on RBC ROS and GSH contents, as well
RBC rheological properties. Statistical significance was deter-
mined by P value <0-05. Analyses were conducted using
sTaTIsTICA (Version 8.0; StatSoft, Tulsa, OK, USA) and data
were reported as mean + standard deviation.

Results

RBC ROS and GSH contents

RBC ROS content was lower in the AA group compared to
both the SC and SS groups. Although not significant, the SS
group tended to have higher ROS levels than SC patients
(P < 0-1). TBHP increased ROS production in the three
groups (Fig 1). RBC GSH level was higher in the AA and SC
groups than in SS patients (Fig 2). TBHP treatment induced
a decrease in RBC GSH content all three groups.

RBC aggregation properties and deformability

While the RBC aggregation index was not significantly differ-
Fig 3), both SS and SC

ent between the three groups
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Fig 1. Effects of RBC treatment with 0-3 mmol/l TBHP on RBC
ROS content. RBC were treated with TBHP for 20 min at 37°C and
the RBC ROS content was measured in healthy individuals (AA,
n = 12) and the two sickle cell groups (SS, n = 11 and SC, n = 11).
Difference between CONT: untreated RBCs and TBHP condition:
RBCs treated with TBHP for a given group (*P < 0-05); Difference
between groups (*P < 0-5; ***P < 0-001). RBC, red blood cells; ROS,
reactive oxygen species; TBHP, t-butyl hydroperoxide.
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patients had a higher RBC disaggregation threshold (i.e. RBC
aggregates strength; Fig 4) than the AA group. TBHP
decreased RBC aggregation and increased the strength of
RBC aggregates in the three groups. The percent of increase
of RBC disaggregation threshold was 33%, 42% and 48% in
the AA, SC and SS group, respectively.
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Fig 2. Effects of RBC treatment with 0-3 mmol/l TBHP on RBC
GSH content. RBC were treated with 0-3 mmol/l TBHP for 20 min
at 37°C and the RBC GSH content was measured in healthy individ-
uals (AA, n = 12) and the two sickle cell groups (SS, n = 11 and SC,
n = 11). Difference between CONT: untreated RBCs and TBHP con-
dition: RBCs treated with TBHP for a given group (***P < 0-001);
Difference between groups (*P < 0-5). RBC, red blood cells; GSH,
glutathione; TBHP, t-butyl hydroperoxide.
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Fig 3. Effects of RBC treatment with 0-3 mmol/l TBHP on the RBC
aggregation index. RBC were treated with 0-3 mmol/l (TBHP) for
20 min at 37°C and the RBC aggregation index was measured in
healthy individuals (AA, n = 12) and the two sickle cell groups (SS,
n= 11 and SC, n = 11). Difference between CONT: untreated RBCs
and TBHP condition: RBCs treated with TBHP for a given group
(*P < 0-05; **P < 0-01). RBC, red blood cells; TBHP, t-butyl hydro-
peroxide.
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Fig 4. Effects of RBC treatment with 0-3 mmol/l TBHP on the RBC
disaggregation threshold. RBC were treated with 3 mmol/l TBHP for
20 min at 37°C and the RBC disaggregation threshold was measured
in healthy individuals (AA, n = 12) and the two sickle cell groups
(SS, n = 11 and SC, n = 11). Difference between CONT: untreated
RBCs and TBHP condition: RBCs treated with TBHP for a given
group (**P < 0-01); Difference between groups (***P < 0-001). RBC,
red blood cells; TBHP, t-butyl hydroperoxide.
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Fig 5. Effects of RBC treatment with 0-3 mmol/l TBHP on RBC de-
formability. RBC were treated with 0-3 mmol/l TBHP for 20 min at
37°C and RBC deformability was measured in healthy individuals
(AA, n=12) and the two sickle cell groups (SS, n= 11 and SC,
n = 11). Difference between CONT: untreated RBCs and TBHP con-
dition: RBCs treated with TBHP for a given group (**P < 0-01);
Difference between groups (*P < 0-5; ***P < 0-001). RBC, red blood
cells; TBHP, t-butyl hydroperoxide.

RBC deformability was decreased in the two sickle cell
groups compared with the AA group but the reduction was

more severe in the SS than in the SC group (Fig 5). TBHP
decreased RBC deformability in the three groups but the
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decrease was greater in 55 (—21%) and SC (—16%) patients
compared to the AA group (—6%).

Discussion

We showed that baseline RBC ROS content was higher in
sickle patients compared to healthy subjects, with the highest
RBC ROS content observed in SS patients, and that baseline
RBC GSH content was lower in sickle cell patients compared
to healthy subjects, especially in SS patients. TBHP treatment
increased RBC ROS production and decreased RBC GSH
content in healthy subjects, SS and SC patients. Concomi-
tantly, TBHP decreased RBC aggregation and increased the
strength of RBC aggregates in the three groups but the
increase in RBC aggregates strength was greater in sickle cell
patients, TBHP also decreased RBC deformability in the
three groups but the magnitude of the decrease was higher
in sickle cell patients.

TBHP is metabolized by GSH peroxidase and has been
demonstrated to be responsible for a reduction in GSH level
in healthy RBCs (Rohn et al, 1993). In addition, TBHP may
cause RBC fragmentation (Chaves et al, 2008; Lisovskaya
et al, 2009) and a reduction in RBC deformability (Chen
et al, 1991), depending on the concentration used (ranging
from 0-1 mmol/l up to 3 mmol/1). In agreement with an ear-
lier study, (Rohn et al, 1993) we observed a significant
decrease in GSH level and an increase in ROS concentration
in normal RBCs as well as in sickle RBCs in the presence of
as little as 0-3 mmol/l TBHP. Given that this concentration
of TBHP did not cause haemolysis (data not shown), all
treatments of the RBCs were performed in the presence of
TBHP 0-3 mmol/L

The present study confirmed previous studies showing dif-
ferences in RBC rheological properties between AA, SC and
SS subjects (Tripette et al, 2009; Waltz et al, 2012a,b), with
SS patients having the greatest alterations. The effects of
TBHP observed in healthy subjects (i.e., decreased RBC de-
formability and RBC aggregation, and increased RBC aggre-
gates strength) are in agreement with previous findings
(Chen et al, 1991; Baskurt et al, 1998). Interestingly, under
these oxidative conditions, the rheological profile of RBCs
from healthy subjects mimics that of untreated sickle RBCs.
These data suggest that the abnormal RBC rheological pro-
files observed in SS and SC individuals could be partly
related to the increased oxidative stress as demonstrated by
the increased RBC ROS content and decreased RBC GSH
level at baseline conditions.

The additional effects of oxidative treatment on the RBC
rheology of sickle cell patients were unknown until now.
Although treatment of RBCs with TBHP induced a signifi-
cant oxidative stress in the three groups, this oxidative stim-
ulus caused a haemorheological response of different
magnitude between sickle cell patients and healthy subjects.
Indeed, the SS group, and to a lesser extent the SC group,
exhibited a greater decrease of RBC deformability and a

® 2014 John Wiley & Sons Ltd
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higher increase of RBC aggregate strength compared to
healthy individuals. This observation could be explained by
the higher ROS content and the lower anti-oxidant capacity
observed in baseline condition in RBCs from sickle cell
patients compared to RBCs from healthy subjects. These
abnormal sickle RBC rheological properties might result from
the well-known damaging processes induced by ROS which
affect RBC membrane lipids and proteins (George et al,
2010). It has been previously shown that oxidative stress
causes the generation of methaemoglobin and its denatur-
ation that promotes cytoskeleton rearrangement and band 3
clustering as well as lipid peroxidation and loss of lipid
asymmetry (Ferru et al, 2011).

These RBC rheological abnormalities may impair vascular
function and microcirculation. For example, Baskurt et al
(2004) demonstrated that a decrease of RBC deformability in
the muscle microcirculation resulted in a significant rise of
vascular resistance. In addition, increased RBC aggregates
strength is highly suspected to increase vascular resistance into
the microcirculation, particularly at the pre-capillary level
where RBC aggregates need to be fully dispersed before enter-
ing into the capillaries (Lamarre et al, 2014; Tripette et al,
2009). Consequently, these alterations in RBC rheology could
contribute to the development of several acute and chronic
sickle cell anaemia complications, as suggested by Connes et al

Oxidative Stress and Sickle Cell Disease

In summary, the present study demonstrated that RBCs
from sickle cell patients have an exaggerated response to oxi-
dative stress compared to RBCs from healthy subjects
because of the presence of a deficient anti-oxidant system.
The profound RBC rheological changes observed in sickle cell
patients (i.e., decreased RBC deformability and increased
RBC aggregates robustness) may play a major role in sickle
cell disease pathophysiology.
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Dans cette étude, nous avons démontré que :

1) Le taux de base des ROS était supérieur chez les patients SS et les SC comparés aux
sujets AA, les patients SS atteignant le taux de ROS le plus élevé.

2) Le taux de base de GSH, reflet du potentiel antioxydant, était plus faible chez les
patients drépanocytaires, surtout chez les SS.

3) Le TBHP augmentait la production de ROS et diminuait le taux de GSH érythrocytaire
de la méme fagon dans les trois groupes.

4) Le TBHP diminuait I’agrégation érythrocytaire et augmentait le seuil de désagrégation
érythrocytaire dans les trois groupes. Cependant, le seuil de désagrégation
érythrocytaire augmentait plus chez les patients drépanocytaires.

5) Le TBHP diminuait la déformabilité érythrocytaire dans les trois groupes, mais cette
diminution était plus prononcée chez les patients drépanocytaires.

Ces résultats suggerent que les patients drépanocytaires ont une réponse exacerbée a un stress
oxydant comparés aux sujets contréles non drépanocytaires. Cette réponse amplifiée, associée
a la défaillance de leur systéme de défense antioxydant, est accompagnée d’un profil
hémorhéologique anormal, avec des altérations plus importantes chez les patients
drépanocytaires de génotype SS. Chez le sujet AA, le TBHP entraine des anomalies
hémorhéologiques du méme type que celles retrouvées chez le sujet drépanocytaire en
conditions basales (i.e, déformabilit¢ diminuée, diminution de I’indice d’agrégation,
augmentation du seuil de désagrégation). Nos résultats suggerent également que le stress
oxydant en modulant les anomalies hémorhéologiques associées a la drépanocytose pourrait

étre I’un des facteurs favorisant la survenue des complications drépanocytaires.
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Article 2. Implication du stress oxydant dans la
physiopathologie de la drépanocytose : crises vaso-
occlusives, taux d’anticorps anti-bande 3 et

oxydation du globule rouge

Les crises vaso-occlusives, complication la plus fréquente de la drépanocytose, représentent la
premiére cause d’hospitalisation des patients atteints de la maladie (Field, Knight-Perry, &
Debaun, 2009) (Jakubik & Thompson). Elles semblent étre le résultat d’interactions
complexes entre cellules circulantes mais aussi entre cellules circulantes et endothélium
vasculaire, provoquant le ralentissement du flux sanguin et augmentant le temps de transit des
globules rouges dans les vaisseaux, favorisant ainsi la polymérisation de I’hémoglobine S, la
falciformation des globules rouges et I’occlusion des micro-vaisseaux (Chiang & Frenette,
2005).

Les cycles répétés de falciformation / défalciformation des globules rouges couplés a
I’instabilité¢ de I’Hb S entrainent des dommage oxydatifs (R P Hebbel et al., 1982) (Coletta,
Hofrichter, Ferrone, & Eaton, 1982) a l’origine de séveres défauts de la membrane
érythrocytaire, parmi lesquels des modifications de la conformation de la protéine bande 3 et
une exposition anormale de la phosphatidylsérine associée a une vésiculation de la membrane
érythrocytaire (Corbett & Golan, 1993) (Matarrese et al., 2005). En effet, en réponse au stress
oxydant, I’hémoglobine subit une dénaturation plus importante provoquant la liaison des
hémichromes d’hémoglobine a la protéine bande 3. S’ensuit alors une dissociation de la
protéine au cytosquelette érythrocytaire et son regroupement sous forme d’agrégats
membranaires. Ces clusters de bande 3 permettent 1’exposition de séquences peptidiques
normalement enfouies dans la bicouche lipidique membranaire, conférant aux globules rouges
un potentiel «pro-adhésif» et la capacité de se lier aux molécules CD36 des cellules
endothéliales de la microcirculation (Barshtein et al., 2007) ainsi qu’a d’autres récepteurs
endothéliaux non encore identifiés a ce jour (R P Hebbel, 2008). Par ailleurs, le processus de
clusterisation de la protéine bande 3 entraine 1’exposition d’antigénes cryptiques reconnus par

des anticorps anti-bande 3 naturels (Crandall & Sherman, 1994).
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Puisque les peptides de bande 3, synthétisés de fagon a reproduire les séquences des épitopes
produits du fait de la clusterisation de la bande 3, inhibent 1’adhérence des globules rouges a
I’endothélium vasculaire (Thevenin et al., 1997) (Rogers, Targett, & Hall, 1996), nous nous
sommes demandés si une déficience du taux d’anticorps anti-bande 3, résultant soit de leur
production diminuée soit d'une consommation accrue liée a I’exces de clusters de bande 3,
pourrait favoriser la vaso-occlusion.

Nous avons donc évalué le niveau de ces anticorps dans le suivi longitudinal de 32 patients
drépanocytaires SS (12 femmes et 20 hommes), a la fois a 1'état stationnaire et pendant leur
crise vaso-occlusive douloureuse. Nous avons également comparé, entre ces deux conditions
cliniques, les niveaux de marqueurs caractéristiques du stress oxydant (AOPP, MPO, NTBI,

caspase 3, GSH/GSSG, SOD) et les taux plasmatiques de microparticules (MPS).
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ABSTRACT

Painful vaso-occlusive crisis (VOC), the hallmark of sickle cell anemia (SCA), results from
complex, not fully understood, cellular and molecular mechanisms. Red blood cell (RBC)
damages caused by continuous endogenous and exogenous oxidative stress may precipitate
the occurrence of VOC.

In order to gain insight into the relevance of oxidative stress in VOC occurrence, this study
prospectively investigated the changes in various molecular and cellular oxidative and
inflammatory markers in 32 SCA adults during VOC and steady-state conditions.

Compared to clinical steady-state condition, advanced oxidation protein products (AOPP) and
myeloperoxidase (MPO) plasma levels as well as RBC caspase 3 activity, total, neutrophil-
and RBC-derived microparticles concentrations were found to be increased during VOC,
whereas RBC’s reduced gluthatione (GSH) content was decreased. We also showed a
decrease in natural anti-band 3 autoantibodies (anti-band 3 Nab) level, which correlated with
the rise in plasma AOPP and RBC caspase-3 activity.

Our data provide proofs of an exacerbated oxidative stress during VOC in SCA patients and
suggest that plasma AOPP and MPO should be relevant pro-oxidant markers, and RBC GSH,
an indicative marker of the unbalanced antioxidant system. The VOC related oxidative stress
1s associated with higher concentration of harmful RBC-derived MPs. Our data also suggest a

link between anti-band 3 Nab levels and oxidative stress.

Key words: sickle cell anemia, oxidative stress, painful vaso-occlusive crisis, microparticles,

natural anti-band 3 antibodies
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INTRODUCTION

Sickle cell anemia (SCA) is caused by a single nucleotide mutation that substitutes glutamic
acid with valine at the 6™ position of the B-globin gene, leading to the production of the
abnormal hemoglobin S (HbS). The polymerization of deoxygenated HbS results in the
formation of rigid and fragile sickle red blood cells (RBC) responsible of vascular occlusion
and anemia, respectively. In addition, sickle RBCs have increased adhesiveness to white
blood cells (Frenette PS et al, 2004; Belcher JD et al., 2000), platelets (Antonucci R. et al.,
1990; Wun T et al., 1997) and endothelial cells (Hoover R et al., 1979; Hebbel RP et al.,

1980), which may participate to the initiation of vaso-occlusive like events.

Painful vaso-occlusive crisis (VOC) is the most frequent acute SCA complication,
manifesting early in life and accounting for the majority of hospitalization of patients (Field JJ
et al.,, 2009; Jakubik LD et al., 2000). This acute complication can evolve to severe
complications such as acute chest syndrome (ACS) or death (Vichinsky EP et al., 1997),
while recurrent episodes may cause permanent organ damage. Painful VOC results from
complex, not fully understood, cellular and molecular mechanisms (Chiang EY et al., 2005,
Vercellotti GM, et al., 2014). The episodic occlusions and ischemia, followed by restoration
of blood flow, promote tissue injury by increasing oxidative stress, raising the expression of
endothelial cell-adhesion molecules and inflammatory cytokines (Platt OS et al., 2000; Kaul
DK et al., 2000). Several sources of oxidative stress have been documented in SCA, including
NADPH-oxidase-derived superoxide from endothelial cells and activated white blood cells,
mainly polymorphonuclear neutrophils (Wood KC et al.,, 2005, Nur E et al., 2011). In
addition, the accumulation of free hemoglobin and heme into plasma promotes the generation
of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RSN), which decrease nitric

oxide (NO) bio-availability (Reiter CD et al., 2002). Finally, HbS auto-oxidation inside sickle
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RBCs and repetition of sickling/unsickling cycles are also a source of ROS and RSN (Ritkind

JM et al., 2013).

The resulting RBC oxidative damages (Hebbel RP et al., 1982; Coletta M et al., 1982) cause
severe defects to the RBC membrane (Corbett JD et al., 1997; Matarrese P et al., 2005) and
accelerated hemoglobin denaturation favors the interaction of band 3 with hemichromes
(Schliiter K et al., 1986). This binding, by disrupting the interaction of band 3 with ankyrin
and the linkage of band 3 to the skeleton, triggers the clustering of band 3 (Pantaleo A et al.,
2009 ; Arashiki N et al., 2013) and provides novel RBC adhesive sites for endothelial cells
(Thevenin BJM et al., 1997; Rogers NJ et al., 1996). Furthermore, band 3 clustering leads to
the exposure of cryptic antigens recognized by natural anti-band 3 autoantibodies (anti-band 3
Nabs) (Crandall I et al., 1994, Lutz HA, 2012). Since band 3 peptides (comprising the aging
antigenic site recognized by anti-band 3 Nabs) inhibit the adhesion of SS RBC to endothelium
(Thevenin BJM et al., 1997), we hypothesize that a relative anti-band 3 Nabs deficiency
arising from either an excess of band 3 clustering or a decrease in anti-band 3 Nabs
production could participate to vaso-occlusive process in SCA. In addition, because oxidative
stress alters RBC cytoskeleton and promotes the abnormal exposure of phospatidylserine (PS)
at the outer cells membrane (Corbett JD et al., 1993; Matarrese P et al., 2005), we suspected
increased RBC membrane vesiculation and thus enhanced plasma RBC-derived MP levels in

SCA patients under situation with increased oxidative stress.

In this report, we tested the putative regulation of sickle cell VOC by anti-band 3 Nabs by
assessing the level of these antibodies in prospectively followed up SCA patients both at
steady-state and during painful VOC. We also compared the levels and nature of oxidative
stress markers and circulating microparticles (MPs) between VOC and steady-state, to gain

further insight into the role of these biomarkers into vaso-occlusive events.
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PATIENTS AND METHODS

Patients

This prospective monocentric non-interventional study was performed in the university
hospital of Guadeloupe. From March 2013 to March 2015, 32 consecutive adult SCA patients
regularly follow-up by the Sickle cell Center of Guadeloupe and admitted to the emergency
department for painful VOC were included. Patients under transfusion therapy or which have
received blood transfusion within the three months prior to the present study were excluded.
The SCA diagnosis for these patients has been previously established at the referent
laboratory of the university hospital of Pointe-a-Pitre by isolectrofocusing electrophoresis
(Multiphor II™ System, GE HEALTH CARE, Buck, UK), high performance liquid
chromatography (VARIANT™, Bio Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) and blood count
analysis using a hematology analyzer (Max M-Retic, Coulter, USA). Blood samples were
collected within the first hour of the emergency department admission and before
administration of medications at the hospital. All patients received hydration treatment, oral
analgesic treatments (acetaminophen, ibuprofen and/or parenteral morphine) at the emergency
department. Patients whose VOC resolved within 6 hours were discharged home while the
others were hospitalized. For all patients, a visit to the Sickle cell Center was scheduled at
least 2 months after the emergency department admission to collect blood samples at steady-
state and determine the hematological and biological parameters.

A painful VOC was defined as the occurrence of musculo-skeletal and/or visceral pain that
could not be explained except by SCA, recognized as such by the patient and leading to an
emergency department visit. At admission, the following data were recorded: analgesic
treatment, temperature, blood pressure (BP), complete blood count including reticulocyte
(RET) counts, serum lactate dehydrogenase (LDH), aspartate aminotransferase (ASAT) and

total bilirubin. A pain score was also determined by the patient on a 10-point ordinal number
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scale. For the patients hospitalized, information related to subsequent complications was
collected from the medical records. Fever was defined as body temperature higher than 38°C.
For patients whose VOC evolves through acute chest syndrome (ACS), ACS was defined as
the appearance of a new infiltrate on chest X-ray, associated with one or more clinical
symptoms such as chest pain, respiratory distress, fever and cough (Ballas SK et al., 2010).
Steady state condition was defined as a period free of blood transfusion in the previous three
months and without any acute SCA complications (infection, painful VOC, ACS, stroke,
priapism) in the previous two months (Lamarre Y et al., 2012).

All included patients were informed about the purpose and procedures of the study and gave
their written consent. The study was conducted in accordance with the guideline set by the
declaration of Helsinki and was approved by the Regional Ethics Committee (CPP Sud/Ouest

Outre Mer III, Bordeaux, France, registration number: 2012-A00701-42).

Determination of the hematological and biochemical parameters

In addition to hemoglobin (Hb) level, white blood cell (WBC), platelet (PLT) and reticulocyte
(RET) counts, were determined with an automated cell counter, and fetal hemoglobin (Hb F)
level obtained by cation-exchange high performance liquid chromatography, as indicated
above. Serum LDH, ASAT, total bilirubin and C reactive protein (CRP) levels were

determined using standard methodologies.

Determination of oxidative stress marker levels

Venous blood samples were collected in EDTA tubes and treated in a delay of less than 2
hours after blood collection. For the assays conducted on plasma, blood samples were
centrifuged (20 min at 1550 x g at 4°C) and plasma aliquots were stored at -80°C until

analysis.

114



Pro-oxidative markers. Plasma levels of advanced oxidation protein products (AOPP) were
determined using the semi-automated method developed by Witko-Sarsat V et al. Briefly,
AOPP, expressed as micromoles per liter of chloramine-T equivalents, were measured by
spectrometry on a microplate reader (model MR 500, Dynatech, Paris, France) and were
calibrated with a chloramine-T solution absorbing at 340 nm in the presence of potassium
iodide.

Plasma myeloperoxidase (MPO) protein levels were assessed by ELISA according to the
manufacturer’s instructions (Enzo-Life Sciences, Villeurbanne, France).

Plasma levels of non-transferrin bound iron (NTBI) was determined according to the method
described by Prezli M. et al. based on the binding of serum NTBI by the chelator
nitrilotriacetic acid (NTA) and colorimetric measurement of the ultrafiltrated Fe-NTA
complex using the Hitachi Modular Analyser (Roche Diagnostics Mannheim, Germany).

RBC caspase 3 activity was assessed using the commercially available ApoAlert®Caspase-3
Fluorescent assay kit (Clontech, Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) and according to
the manufacturer’s instructions. Briefly the activity was detected in RBC lysates made from 1
ul of RBC’s pellet (50 ul RBCs at hematocrit 2%) by following fluorescent detection of 7-
amino-4-trifluoromethylcoumarin (AFC) after cleavage from the peptide substrate DEVD-
AFC. A negative control is performed using the peptide inhibitor DEVD-CHO to verify that
the signal detected is due to protease activity. Fluorometric detection is performed using a
400-nm excitation filter and 505-nm emission filter.

Antioxidant defense. Reduced (GSH) and oxidized (GSSG) RBC Glutathione were measured
using HPLC-MS/MS analysis. Blood samples were treated with an aqueous solution
containing 5% of Metaphosphoric acid (MPA) and the lysates obtained from 100ul of RBCs

were stored at -80°C until analysis.
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RBC superoxide dismutase (SOD) activity was determined on the basis of inhibition of
nitroblue tetrazolium (NBT) conversion to NBT-diformazan (formazan dye) via superoxide
radicals generated by a xanthine-xantine oxidase system, as described previously (Sun Y et
al., 1988). For the assay, 100 pl of packed red cells were treated with a solution containing

900 pl of H2O, 300 pl of chloroforme and 500 pl of ethanol.

Quantification of anti — band 3 auto-antibodies

Venous blood was collected into serum separation tubes and sera were isolated by
centrifugation (20 min at 1550 x g at 4°C) within less than 2 hours after collection. Sera
aliquots of 250 ul were immediately stored at —80°C until used. Natural band 3 antibodies in
sera of the patients were measured by an enzyme immunoassay as previously described
(Villaescusa R et al., 2013) using band 3 covalently bond to NUNC™ Covalink NH plates

(Fisher Scientific, France).

Quantification and characterization of circulating microparticles

Venous blood was collected into 3.2 % trisodium citrate tubes. MPs were isolated from
plasma by ultracentrifugation as previously described (Nieuwland R et al., 2000; Nebor D et
al., 2013) in a delay of less than 2 hours after blood collection to avoid abnormal in vitro MP
shedding and were stored at -80°C until used. MP analysis by flow cytometry was performed
as previously described using a FC500 flow cytometer (Beckman Coulter, CA, USA) (Nebor
D et al., 2103; Nebor D et al., 2014). Briefly, MPs were incubated with fluorochrome-
conjugated probes, consisting of fluoresceinisothiocyanate (FITC)-annexin-V (Beckman
Coulter) and phycoerythrin (PE)-conjugated specific monoclonal antibodies (MoAbs). The
following monoclonal antibodies have been used: anti-CD15 (Lewis X, clone HI98, IgM),

anti-CD41 (GPIIb, clone HI9S8, IgG1), anti-CD106 (VCAMI, clone 51-10 C9, IgG1), anti-
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CD14 (GPI, clone M5E2, IgG2a), anti-CD71 (transferrin receptor, clone M-A712, IgG1 ),
anti-CD233 (band 3, clone BRIC-6, IgG3) anti-CD235a (Glycophorin A, clone 11E4B-7-6,
IgG1). These monoclonal antibodies allowed the identification of the cellular origin of MPs
(i.e., granulocytes, platelets, endothelial cells, monocytes, reticulocytes and red blood cells,
respectively). We also used monoclonal antibodies directed against CD142 (tissue factor,
clone HTF-1, IgG1) as well as the appropriate isotypic controls. All MoAbs used in the
present study were obtained from Beckman Coulter, Becton Dickinson (NJ, USA) and NHS
Blood and Transplant (Bristol, UK). Flow-CountTM fluorospheres (Beckman Coulter) were
used for absolute MPs quantification. The acquisition gate for MPs was standardized using
the Megamix kit, a blend of size-calibrated fluorescent microbeads (0.5, 0.9 and 3 mm;

Biocytex, Marseille, France), according to the supplier’s instructions.

Statistical analysis

Quantitative variables were summarized as means + standard deviation or as the median with
the interquartile range (IQR). Following a Shapiro-Wilk test (normality test), a paired
Student’s t-test or Wilcoxon’s signed rank test was used to compare the steady-state and VOC
conditions. Pearson or Spearman correlations were performed to test the associations between
the different parameters measured. The significance level was defined as p < 0.05. Analyses

were conducted using SPSS (v. 21, IBM SPSS Statistics, Chicago, IL).
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RESULTS

Clinical data and standard biochemistry

This study included thirty-two SCA patients: twelve women and twenty men (median age of
27.3 years; IQR: 18.2 — 37.8 years). Twelve of these patients were under hydroxycarbamide
treatment for more than 6 months (average dose: 16.2 + 5.4 mg/kg/d). At the emergency
arrival, 18 patients (56.25%) exhibited pain scores ranging from 7 to 10, 11 patients (34.3%)
pain scores ranging from 3 to 6, while the data were not available for 3 patients. Twenty-three
patients (71.8%) received intravenous morphine at 0.1 mg/kg while the others received non-
steroidal anti-inflammatory drug such as acetaminophen, ibuprofen alone or associated with
codeine. Seventeen of the patients (53.1%) included in the study were hospitalized following
the emergency department visit; ten in the day unit, six in the internal medicine department
and one in the intensive care unit. These patients exhibited a higher pain score than those
which were not hospitalized (9 (IQR: 7 - 10) vs. 6 (IQR: 5 - 7.5), p = 0.0064, respectively).
The median hospitalization duration was 5 days (IQR: 1.75 — 6.75 days). Among the 17
hospitalized patients, three of them developed subsequently an ACS episode.

As shown in Table 1, higher heart rate, systolic and diastolic blood pressure values, white
blood cell counts, C reactive protein, LDH and ASAT levels were detected during painful
VOC compared to steady-state condition. No significant difference was observed for the other

variables analyzed.

Antioxidant and pro-oxidant markers - Anti-band 3 antibodies

Pro-oxidant and antioxidant parameters are presented in Table 2. Higher plasma levels of
MPO and AOPP as well as RBC caspase 3 activity were observed during VOC, but no
significant difference in NTBI levels was observed between VOC and steady state condition.

Significant lower levels of GSH was observed during VOC compared to steady state, but the
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GSH/GSSG ratio remains unchanged between the two situations. No significant difference
was observed for SOD activity too. Significant lower plasma levels of anti-band 3 Nabs were
noted during VOC compared to steady state (Table 2). Anti-band 3 Nabs levels correlated

with caspase 3 activity (r = -0.82, p = 0,0003) and plasma AOPP levels (r = -0.40, p = 0.035).

Quantification and characterization of circulating microparticles

Higher plasma concentration of total MPs was detected in VOC (Table 3). This raise results
mainly from an increase of RBC-derived MPs and to a much less extent to that of neutrophil-
derived MPs (Table 3). The concentration of the other cell-type specific MPs and tissue factor
positive MPs were not different between steady-state condition and VOC, although
endothelial and reticulocytes-derived MPs tended to slightly increase (p < 0.1). We confirmed
the higher concentration of RBC-derived MPs using monoclonal antibody directed against
band 3 (Figure 1) in VOC compared to steady-state: 2,293 MPs/ul (IQR: 1,352-2,873 MPs/ul)
v.s.967 MPs/ul (IQR: 627-1,618 MPs/ul), p =0.0013. No difference of the mean fluorescence
intensity was observed for any of the monoclonal antibodies used (data not shown) between
VOC and steady-state condition. In contrast, we detected an increase of the mean fluorescence
intensity (MFI) of Annexin V-FITC for the RBC- and platelet-derived MPs in VOC without
any detectable increase of the size (forward scatter values) of these sub-cellular elements

(Table 4).
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DISCUSSION

This study prospectively investigated the changes in various molecular and cellular oxidative
and inflammatory markers in 32 adult SCA patients during VOC and at steady-state.
Compared to clinical steady-state condition, VOC was characterized by: 1) increased AOPP
and MPO plasma levels as well as increased RBC caspase 3 activity, total, neutrophil- and
RBC-derived MP concentrations; 2) a decrease in RBC’s GSH content, contributing to the
increased oxidative stress; 3) a decrease in anti-band 3 Nabs level which correlated with the

rise in plasma AOPP level and RBC caspase-3 activation.

The fact that plasma AOPP levels are already at higher levels in steady-state condition than
those usually detected in healthy individuals (Fathi Driss, personal communication - data not
shown) reflects the chronic oxidative stress of SCA. Similarly, as previously described by
Zhang et al (Zhang H et al., 2013), the high MPO plasma level found in steady state confirms
the presence of chronic inflammation and the hyper-activation of neutrophils already
documented in SCA (Vercellotti GM et al., 2014).

During VOC, oxidative stress was greatly enhanced in our patients in comparison to steady-
state and the associations between the decrease of anti-band 3 Nabs level and the rise in
plasma AOPP or RBC caspase 3 activity strongly suggest that oxidative damages of the RBCs
would have favored an excessive consumption of the anti-band 3 Nabs. The reduced rate of
anti-band 3 Nabs in SCA patients during VOC observed in our longitudinal study is in
agreement with the results obtained in a previous transversal study (Villaescusa R et al.,
2013). It has been shown that exacerbated oxidative stress could induce modifications of the
RBC surface topography, such as band 3 clustering (Pantaleo A et al., 2009; Arashiki N et al.,

2013). The cross-linking of band 3 provides not only the exposure of cryptic antigens
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recognized by | anti-band 3 Nabs (Crandall I et al., 1994; Lutz HA, 2012) but also provides

novel adhesive sites for endothelium (Thevenin BJM et al., 1997, Rogers NJ et al., 1996).

In agreement with previous studies, VOC is accompanied by an increase in circulating MPs
originated mainly from RBCs (Kasar M et al., 2014; Shet AS et al., 2003). The mechanisms
involved in MP shedding remain not fully characterized and differ from a cell-type to another
one (Montoro-Garcia S et al., 2011). Upon oxidative damage in various conditions such as
aging RBC and thalassemia, band 3 protein interaction with the cytoskeleton is weaken by a
P72 % - dependent tyrosine phosphorylation of the N-terminal portion of band 3 induced by
the binding of hemichrome to the band 3 cytoplasmic domain, promoting its clustering
(Kannan R et al., 1988; Mannu F et al., 1995). Indeed, tyrosine phosphorylation of band 3
protein lowers the affinity of ankyrin for band 3 and would favor the shedding of MPs from
RBCs (Ferru E et al., 2011). Although not addressed in the present study, our results support a
role of band 3 oxidative damage in RBC membrane vesiculation. Oxidation-induced
clustering of band 3 has also been described as a process elicited by RBC caspase 3 activation
which cleaves band 3 glycoprotein (Miki Y et al., 2007, Mandal D et al., 2003). The resulting
decreased band 3 interaction with the N-terminal domain of protein 4.2 promotes a loss of
band 3-anchoring to the spectrin-based cytoskeletal network. This process has been
considered to be involved in the band 3 clustering and macrophage recognition observed in
RBCs exposed to hydrogen peroxide by Miki et al (Miki Y et al., 2007). The RBC caspase 3
activation during VOC, the association between RBC caspase-3 activation and the decreased
rate of the anti-band 3 antibodies and the VOC induced rise of RBC-derived MPs
demonstrated in the present study, suggest that oxidative damage might facilitate band 3

clustering and RBC membrane vesiculation.
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In this study, we also detected a slight but significant increase of neutrophil-derived MPs at
VOC presentation, a sub-population of MPs which has not been investigated previously
during VOC. In contrast to our results, Shet et a/ reported higher plasma concentration of
monocyte-derived MPs and tissue factor positive MPs in VOC compared to steady-state (Shet
AS et al., 2003). These discrepancies may be related to differences in patient sickle cell
genotypes and to differences in both purification and analytic procedures of MPs, the latter
two conditions being well known to affect the quantitative and qualitative MP analysis (Hind
E et al., 2010). However, this higher plasma concentration of neutrophil-derived MPs during
VOC is in agreement with the increased plasma MPO levels, reflecting neutrophils activation

during acute vaso-occlusive events.

Several pathophysiological functions of MPs have been described in SCA highlighting the
significant impact of RBC-derived MPs on the major functional alteration in coagulation in
SCA (van Beers EJ et al., 2009; Gerotziafas GT et al., 2012). Furthermore, it has been
recently shown that externalized phosphatidylserine in RBC-derived MPs may be involved in
the binding of heme to the MP membrane, responsible of various toxic effect such as
exacerbation of the oxidative stress and apoptosis in endothelial monolayers in vitro and
alteration of flow-mediated vasodilation in sickle mice (Camus SM et al., 2015).

Moreover, our data, showing higher MFI values of Annexin-V FITC for RBC-derived MPs
1solated during VOC compared to those obtained at steady state, and thus higher externalized
phosphatidylserine density for the former, suggested that these MPs shed during VOC
episodes could have more pronounced harmful effects. This issue remains to be confirmed in

larger cohort of patients and specifically addressed in further studies.
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In summary, our findings provide proofs of an exacerbated oxidative stress during VOC in
SCA patients. Plasma AOPP and MPO appear as relevant pro-oxidant markers, and RBC
GSH, an indicative marker of the unbalanced antioxidant system. Our data also suggests a
link between anti-band 3 Nab levels and oxidative stress. The reduced rate of these Nabs
during VOC in regard to their putative anti-adhesive properties suggest that sustaining these
antibodies at high levels could be a promising therapeutic strategy. A possible link between
the decreased anti-band 3 Nab level and the emission of harmful RBC-derived MPs deserves

further studies.
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Table 1: Clinical and biological characteristics at emergency department admission and at

steady —state of the SCA patients

Steady - state VOC p values
Heart rate (bpm) 72 (65 - 83) 84 (73.5-97) 0.001
Systolic BP (mm Hg) 115 (106 - 125) 130 (120 - 141) 0.005
Diastolic BP (mm Hg) 64 (59 - 70) 73.5 (62 - 81.25) 0.037
Hb (g/dL) 8.9(7.9-9.7) 8.6(7.8-9.8) 0.475
Reticulocytes (10°/L) 236 (186 - 262) 198.5 (160 - 296) 0.937
WBC (10°/L) 9.2(6.7-10.575) 12.3 (10.1 - 16.2) <103
Platelets (10°/L) 374 (312.5 - 467) 369 (298 - 447) 0.436
LDH (IU/L) 418 (351 - 564) 437 (370 - 727) 0.03
ASAT (IU/L) 25 (30-41) 37 (30 -57) 0.015
Bilirubin (uM) 39 (32-49.5) 42 (30.75 - 58) 0.36
CRP (mg/L) 3.7(3.25-5.98) 7.05(3.25-17.5) 0.04

Results are expressed as median with interquartile range. Comparisons of the related samples

were performed using the Wilcoxon’s signed rank test. Significant differences are in bold. BP:

blood pressure; bpm: beats per minute.
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Table 2: Anti-band 3 antibodies and oxidative markers at steady-state and during VOC

Conditions Steady-state VOC p
(n)
Anti band 3 antibodies 5.050 3.845. 0.0017 *
(kg/ml x 107)* 1.948:9.175  1.708-7.920 (30)
GSH (mM) 1.85 1.69 0.0437 §
Guadeloupe - + (28)
0.39 0.29
GSH (pumoles/L) 450 301 0.0001 *
Paris 302-531 231-412 (23)
GSH/GSSG 10.10 9.37 0.14 *
7.53-12.89 4.37-12.91 (23)
MPO (ng/ml) 39.10 102.50 <0.0001 *
30.19-87.04 68.66-154.2 (30)
AOPP 49.48. 57.68 0.0016 §
(umol equiv CHT) + + 31
15.59 14.30
Caspase 11533 14798 0.0479 *
Fluorescence 2725-19699 11264-25196 (15)
NTBI uM 0.35 0.38 0.6 *
0.17-0.47 0.21-0.60 (31)
SOD pg/mL 110.6 108.6 0.44 *
95.41-180.1 85.43-126.3 (28)

e * Wilcoxon test. Data presented are medians , 25% and 75 % percentile

e § Paired t test. Data presented are means = SD
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Table 3: Paired test comparison of MP concentrations between steady-state and VOC

conditions

Steady - state VOC p values

Total MP cc (MPs/pl) 15,210 (8,449 - 23,830) 20,279 (12,220 - 26,525) 0.04

PLT-derived MP cc (MPs/ul) 11,012 (6,690 - 17,001) 14,251 (8,987 - 20,297) 0.14

RBC-derived MP cc (MPs/ul) 1,188 (810 - 1,895° 2,488 (1,570 - 4,024) 0.0004
RET-derived MP cc (MPs/pl) 241 (68 - 668) 516 (205 - 857) 0.08
Neutro-derived MP cc (MPs/ul) 161 (32.5 - 508) 359 (218 - 838) 0.03
Endo-derived MP cc (MPs/pl) 19.1 (0-61) 41;5(0-119) 0.07
Mono-derived MP cc (MPs/pl) 0(0-39) 0(0-74) 0.86
TF" MP cc (MPs/pl) 77.8 (35.5-254) 77 (54 - 185) 0.89

Results were expressed as median, 25" and 75" percentiles were indicated in brackets. MP
concentrations were compared using Wilcoxon signed rank test. Significant differences are in
bold. Mono: monocyte, Endo: endothelial cell; Neutro: neutrophil, TF: tissue factor; cc:

concentration.
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Figure 1: Paired analysis of band 3 positive MP concentration at steady-state and during

VOC
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Table 4: Characteristics of RBC- and platelet-derived MPs during VOC and at steady-state

Steady - state

VOC

p values

RBC-derived MP Annexin V MFI 63 (35.6 - 102.5)

PLT-derived MP Annexin V MFI 41.6 (28.3-77.9)

Forward scatter RBC-derived MP 7.4 (6.89 - 8.19)

Forward scatter PLT-derived MP 6.7 (6.11 - 7.82)

90 (49.8 - 166.5)
64.9 (33.7 - 126)
7.63 (6.88 - 8.39)

7.04 (6.08 - 7.6)

0.0086

0.034

0.367

0.93

Results were expressed as median, 25" and 75™ percentiles were indicated in brackets. MFI

and forward scatter values were compared using Wilcoxon signed rank test. MFI: mean

fluorescence intensity
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A travers cette étude qui avait pour but d’explorer si le stress oxydant associé a une
diminution du taux d’anticorps anti-bande 3 pouvait favoriser le déclenchement des crises
vaso-occlusives, nous avons démontré :

- Un taux ¢élevé des marqueurs du stress oxydant AOPP, MPO et caspase 3 chez les
patients drépanocytaires SS a 1’état de base inclus dans 1’¢tude. Ces marqueurs pro-oxydants
atteignaient des valeurs encore plus élevées durant leurs crises.

- Une défaillance du systéme de défense anti-oxydant chez ces patients a 1’état de base.
Cette déficience anti-oxydante était accentuée au cours des CVO, comme nous le montre la
diminution du taux de GSH, bien qu’aucune différence ne fiit décelée concernant le ratio
GSH/GSSG.

- Une diminution considérable du taux d’anticorps anti-bande 3 au cours des crises
comparés a I’état de base. Cette diminution du taux d’auto anticorps est corrélée avec
I’activité de la caspase 3 et les taux d’AOPP plasmatiques.

- Une augmentation du taux de microparticules totales chez les sujets au cours de leurs
crises, résultant principalement d’une augmentation du taux de microparticules

érythrocytaires, et dans une moindre mesure des microparticules dérivées des neutrophiles.

Ces travaux, qui confirment la diminution du taux d’anticorps anti-bande 3 associée a
I’exacerbation du stress oxydatif et, qui ont mis en évidence une augmentation de la
concentration de microparticules érythrocytaires au cours des CVO, suggérent que ces deux
processus sont liés au phénomene de clusterisation de la protéine bande 3 déclenché par le
stress oxydant. Nous montrons également que les marqueurs pro-oxydants AOPP, MPO, et
caspase 3, et le GSH, marqueur anti-oxydant, pourraient constituer des marqueurs pertinents
du stress oxydatif amplifi¢ au cours des CVO et favoriser la mise en ceuvre de nouvelles
pistes thérapeutiques anti-oxydantes pour mieux appréhender les crises vaso-occlusives des

sujets drépanocytaires.
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RESULTATS ADDITIONNELS
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Etude des parameétres hémorhéologiques chez les

patients drépanocytaires SS

Les résultats de I’étude 1 intitulé « impact du stress oxydant sur la rhéologie sanguine des
patients drépanocytaires » démontrent que les patients drépanocytaires ont une réponse
exacerbée a un stress oxydant comparés aux sujets controles non drépanocytaires. Cette
réponse amplifiée, associée a la défaillance de leur systeme de défense antioxydant, est
accompagnée d’un profil hémorhéologique anormal, avec des altérations plus importantes
chez les patients drépanocytaires de génotype SS.

Considérant que le stress oxydant fait partie des mécanismes physiopathologiques impliqués
dans les processus vaso-occlusifs et en regard de 1’étude 1 établissant in vitro 1’influence du
stress oxydant sur les anomalies hémorhéologiques associées a la drépanocytose, nous avons
tenté de déterminer si le stress oxydant pouvait également moduler, in vivo, les altérations
hémorhéologiques observées pendant la crise vaso-occlusive chez les drépanocytaires SS.
Nous avons donc mesuré différents paramétres hémorhéologiques chez 27 patients
drépanocytaires de génotype SS en proie a des crises douloureuses : viscosité sanguine,
déformabilité érythrocytaire, agrégation / désagrégation érythrocytaire et stabilité
érythrocytaire. Les mémes parameétres ont €t€ mesurés chez ces 27 patients quelques mois

aprés la CVO, lors de leur retour a un état stationnaire.

Nos résultats montrent que la déformabilité érythrocytaire déja réduite chez les patients
drépanocytaires SS a 1’état stationnaire, est nettement diminuée chez ces patients au cours des
crises vaso-occlusives (0,345 +0,100 en CVO versus 0,379 +0,116, p=0,023) (Figure 1). Par
ailleurs, comme illustré par la Figure 2, les résultats obtenus mettent en évidence une
augmentation de I’agrégation érythrocytaire chez les patients drépanocytaires SS au cours de
leurs CVO (54,88 £8,55 en CVO versus 51,14 £8,19 a I’état de base, p=0,0455). Le seuil de
désagrégation érythrocytaire est également nettement augmenté lors des crises : 350 s (281-

375) en CVO contre 275 s! (183-388) lors de I’état stationnaire (p=0,0592) (Figure 3).
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Figure 1 : Analyse de la déformabilité érythrocytaire a 30 Pa chez des drépanocytaires

SS, en CVO et a I’état de base
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Figure 2 : Analyse de ’agrégation érythrocytaire chez des drépanocytaires SS, en CVO

et a I’état de base
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Figure 3 : Analyse du seuil de désagrégation érythrocytaire chez des drépanocytaires SS,

en CVO et a I’état de base
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Ainsi, nous montrons que, bien que les patients drépanocytaires présentent des altérations
rhéologiques séveres lorsqu’ils sont dans un état cliniquement asymptomatique, ces anomalies
sont nettement plus accentuées lors des crises vaso-occlusives.

Ces résultats, couplés a ceux de larticle 1, confortent I’hypothése d’un lien entre anomalies

hémorhéologiques, stress oxydant et vaso-occlusion.
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Etude de P’activité du systéme nerveux autonome (SNA)

chez les patients drépanocytaires SS

Les altérations de I’activité du systéme nerveux autonome chez les patients drépanocytaires
sont déja bien documentées dans la littérature. En effet, des travaux de recherche indiquent
que des dysfonctions de ’activé du SNA sont plus fréquemment retrouvées chez les patients
drépanocytaires présentant des complications telles que les ulcéres de jambes, les priapismes
ou les syndromes thoraciques aigus (J S Mohan et al., 1997) (Oguanobi et al., 2012) (Knight-
Madden et al., 2013). De méme, une étude menée par notre équipe (Nebor et al., 2011) a
démontré, chez des patients drépanocytaires ayant eu plusieurs CVO, un fort déséquilibre du
SNA en faveur d’une diminution du systéme nerveux parasympathique.

Par ailleurs, les travaux de Tracey et collaborateurs ont établi un lien entre le SNA et
I’inflammation (Tracey, 2002). Ceux de Sangkatumvong et collaborateurs ont suggéré que
I’activité du SNA pourrait étre régulé par le NO (Sangkatumvong et al., 2011).

Au regard des résultats obtenus par Nébor et collaborateurs, et sachant que I’inflammation et
la diminution de la biodisponibilité du NO font partie des mécanismes physiopathologiques
impliqués dans les processus vaso-occlusifs, nous avons évalué le role du SNA dans la vaso-
occlusion.

Pour ce faire, un holter de type ECG a ét¢ posé pendant 10 a 20 minutes sur le torse nu de 27
patients drépanocytaires adultes SS en proie a une crise douloureuse, avant toute
administration médicamenteuse. Nous avons également réalisé un enregistrement contrdle sur

ces mémes patients lors de leur retour a un état stationnaire.

Résultats

Chez les 27 patients, la fréquence cardiaque des patients, i.e. nombre de battements du cceur
par minute (bpm), est plus élevée en CVO comparée a 1’état de base (79 +14 versus 71 +8
respectivement, p= 0,0049).

Comme indiqué précédemment, les systemes nerveux sympathique et parasympathique
représentent les deux divisions principales du SNA. Les basses fréquences (LF) reflétent a la
fois I’activité du systéeme sympathique et du systeéme parasympathique. Les hautes fréquences

(HF), elles, reflétent I’activité du parasympathique. Selon nos résultats, la somme des LF +
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HF de I’activité cardiaque ne différe pas entre la CVO et 1’état stable de fagon significative
(respectivement 1036 £1594 ms? versus 1794 +2818 ms?, p=0,25) (figure non représentée).
L’analyse des LF seules ne montre également pas de différence significative entre CVO et
état de base (619 £926 ms? en CVO versus 821 £1066 ms®> a I’état de base, p=0,47) (figure
non représentée). Bien qu’il en soit de méme pour 1’analyse des HF seules, les résultats
semblent cependant révéler un retrait du systéme parasympathique lors des CVO considérant
la valeur deux fois plus élevée des HF a I’état de base (417 +688 ms?> en CVO versus 989
+1808 ms? a I’état de base, p=0,15) (Figure 2).

Nous avons donc exploré de facon plus précise les HF en analysant le pourcentage qu’elles
représentent dans 1’activité globale du SNA (HF(nu) = HF(ms?)/ LF + HF). Plus le
pourcentage de HF(nu) se rapproche de 100%, plus 1’activité du systéme parasympathique
domine celle du systéme sympathique. Nos résultats confirment un retrait de [’activité
parasympathique plus important pendant les CVO : (36 = 17 nu versus 47 +18 nu a I’état de
base, p=0,031) (Figure 3).

De méme, le rapport LF/HF conforte de nouveau que c’est 1’activité sympathique qui domine

lors des CVO (3.41 £4.49 versus 1.52 £1.13 a I’¢état de base, p=0,053) (Figure 4).

Figure 1 : Analyse de la fréquence cardiaque chez des drépanocytaires SS, en CVO et a
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Figure 2 : Analyse des HF (ms?) chez des drépanocytaires SS, en CVO et a I’état de base
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Figure 3 : Analyse des HF (nu) chez des drépanocytaires SS, en CVO et a I’état de base
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Figure 4 : Analyse du rapport LF/HF chez des drépanocytaires SS, en CVO et a I’état de

base
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Nos résultats suggerent que le déséquilibre du SNA, déja documenté chez les drépanocytaires
a I’état de base marqué par un retrait du systéme nerveux parasympathique (Inamo et al.,
2009) (Romero Mestre et al., 1997) (Sangkatumvong et al., 2011), est accentué chez les

patients au cours de leur crise douloureuse.
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Evaluation du processus d’oxydation de la protéine bande

3 chez les patients drépanocytaires SS

Des travaux précédents ont montré que 1’oxydation du globule rouge, induite par des agents
oxydants ou liée a des conditions pathologiques, entrainent des modifications de la protéine
bande 3 membranaire consécutives a la formation de methémoglobine puis d’hémichromes
qui vont entrainer son oxydation (Pantaleo et al., 2009) (Arashiki, Kimata, Manno, Mohandas,
& Takakuwa, 2013). Selon Pantaleo et collaborateurs, cette oxydation de la protéine bande 3
favorise sa phosphorylation par la tyrosine kinase P72 Syk. Il en résulte alors une dissociation
de la bande 3 du cytosquelette érythrocytaire et la formation de clusters de bande 3. Ces
clusters de protéine bande 3 pourraient aussi résulter d’un autre processus décrit par Arashiki
et collaborateurs. Ces auteurs préconisent, pour la formation des agrégats de bande 3, 1’effet
combiné de la methémoglobine et de la peroxydation membranaire : 1) la peroxidation
membranaire, se traduisant notamment par la carbonylation de la protéine bande 3,
favoriserait la dissociation de la bande 3 du cytosquelette érythrocytaire. ; 2) la fixation de la
methémoglobine au niveau du domaine cytoplasmique de la protéine bande 3, libérée de son
interaction avec le cytosquelette via 1’ankyrine, favoriserait le lien entre plusieurs dimeres de
bande 3 et la formation des agrégats de bande 3.

Puisque le stress oxydant semble exacerbé au cours des CVO, nous avons cherché a évaluer
dans un premier temps, la présence d’un processus de carbonylation des protéines
membranaires chez 6 patients drépanocytaires SS, a la fois a 1’état stationnaire et au cours de
leur CVO. Puis nous nous sommes intéressés plus précisément a la carbonylation de la
protéine bande 3.

Nous avons ensuite étudié 1’existence de clusters de bande 3 chez ces patients. Sachant que,
en absence de clusterisation, la protéine bande 3 est révélée en électrophorese des protéines
(SDS PAGE) sous forme de monomere migrant a un niveau correspondant a un poids
moléculaire de I'ordre de 100 kDa, la révélation de la protéine bande 3 a des poids
moléculaires supérieurs a 200 kDa indique 1’oligomérisation de la bande 3. Nous avons
recherché, la présence ou non de ces différentes conformations de la protéine par Western-

blot.
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Résultats

La figure 1 nous montre un exemple des données issues de 1’étude de la carbonylation des
protéines membranaires par western-blot sur gel de polyacrylamide 8%.

Les résultats du tableau 1 indiquent que chez 4 patients sur 6, le taux de protéines
membranaires carbonylées est plus important au cours de la CVO comparé a 1’état de base.
Pour approfondir ces résultats qui semblent indiquer une oxydation de la membrane des
globules rouges plus importante en CVO, nous nous sommes attachés plus spécifiquement a
I’analyse de la carbonyation de la protéine bande 3. Les résultats du tableau 1 indiquent que
chez 5 patients sur 6, la protéine bande 3 subit une carbonylation exacerbée en CVO comparé
a I’état de base.

Nous avons ensuite étudi¢ la présence de la protéine bande 3 sous ses différentes
conformations. Pour 4 patients sur 6, la protéine bande 3 n’est présente que sous sa forme
monomérique que ce soit en CVO ou a I’état de base, en conditions réduites et non réduites
(Figure 2 n°1). Pour 2 patients sur 6, la protéine bande 3 est présente non seulement sous sa
forme monomérique (en CVO et a 1’état de base), mais aussi sous la forme de bandes de plus
hauts poids moléculaires présentes uniquement au cours de leurs CVO. Ces bandes de haut
poids moléculaire, présentes méme en conditions réduites (avec [-mercaptoéthanol),
suggerent la présence d’agrégats moléculaires et donc un processus de clusterisation de la

bande 3 au cours de leurs crises (Figure 2 n°2).
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Figure 1 : Etude de la carbonylation des protéines membranaires par western Blot sur

gel de polyacrylamide 8%
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Tableau 1 : Analyse densitométrique de la carbonylation des protéines membranaires,

normalisée par rapport a la protéine controle P55

Carbonylation des protéines membranaires
CVOo base
Patients globale bande 3 globale bande 3
1 175 58 98 49
2 365 67 346 58
3 239 41 269 40
4 313 68 261 33
5 81 16 93 23
6 342 126 100 30
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Figure 2 : Détection des différentes conformations de la protéine bande 3 par western

blots sur gel de polyacrylamide de concentration 4-12%
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A : Echantillons en conditions réduites (0,83 M de B-mercaptoéthanol)

B : Echantillons en conditions non réduites (sans B-mercaptoéthanol).

1) western blot de deux patients ne présentant que des monomeéres de bande 3, que ce soit en
CVO (puits 2,7 pour le lier patient et puits 4,9 pour le 2iéme patient) ou a 1’état de base (puits
1,6 pour le lier patient et puits 3,8 pour le 2ieéme patient)

2) western blot d’un patient présentant uniquement des monomeres de bande 3 a I’état de base
(puits 3, 6) avec apparition de clusters de bande 3 en CVO (puits 2,5)

Les anticorps primaire et secondaire anti-bande 3 sont respectivement dilués au 1/50000° et au
1/10000°. Les anticorps primaire anti-p55 et secondaire sont respectivement dilués au

1/10000e et au 1/1000e.

Ces résultats préliminaires suggerent, chez la majorité des patients drépanocytaires testés, une
exacerbation de la carbonylation des protéines membranaires, dont la protéine bande 3, au
cours des CVO. Il semblerait également qu’un processus de clusterisation de la bande 3 se
produise au cours des CVO.

Cette ¢étude de 1’oxydation de la protéine bande 3 nécessite d’étre menée sur une plus grande
cohorte et poursuivie avec [’utilisation de I’anticorps spécifique des clusters de bande 3

produit par Arashiki.

147



DISCUSSION GENERALE ET
PERSPECTIVES
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#+ Drépanocytose, stress oxydant, protéine
bande 3 et microparticules

Nous avons, dans un premier temps confirmé la présence d’un stress oxydant chez les sujets
drépanocytaires a 1’état de base. En effet, nous avons démontré un taux d’especes réactives de
I’oxygene (ROS) plus ¢élevé, alors que le taux de glutathion réduit (GSH), reflet du systéme de
défense anti-oxydant, est plus diminué chez les patients drépanocytaires SS et SC comparés
aux individus contrdles non drépanocytaires.

Une étude antérieure de Rohn et collaborateurs (Rohn, Hinds, & Vincenzi, 1993) démontre
que I’induction in vitro d’un stress oxydant par un agent a fort potentiel oxydant, le TBHP,
diminue le taux de GSH chez des individus AA. Nos résultats en accord avec ces travaux,
indiquent également que le TBHP augmente les taux de ROS et diminue le taux de GSH a la
fois chez les sujets contrdles AA et les patients SS et SC.

Par ailleurs, nous avons poursuivi ces travaux par 1’étude longitudinale de patients
drépanocytaires SS, visant a évaluer I’impact du stress oxydant produit in vivo au cours de
leurs crises douloureuses.

Les données obtenues confirment la présence d’un stress oxydant chez les drépanocytaires SS
a I’état de base. IIs démontrent également que ce stress oxydant est exacerbé au cours des
crises. En effet, cette étude révéle :

- des taux élevés des produits dérivés de I’oxydation des protéines (AOPP) et leur
augmentation lors de la crise vaso-occlusive, confirmant 1’état de peroxydation chronique
présente chez les patients drépanocytaires ;

- des taux de MPO ¢levés lors de 1’état de base des patients drépanocytaires et exacerbés
au cours des CVO, confirmant également la présence d’une forte inflammation dans la
pathologie drépanocytaire, provoquant une hyper activation des polynucléaires neutrophiles,
et leur dégranulation (MPO libérée) qui amplifie le stress oxydant existant.

Alors que nous avons précédemment mis en évidence des taux trés bas de GSH, (reflet du
systtme de défense anti-oxydant déficient), chez les drépanocytaires a 1’état de base par
rapport a ceux de sujets indemnes de toute affection, nous montrons, que ces taux de GSH
sont encore diminués au cours des CVO. Cependant, aucune différence n’était décelée

concernant le ratio GSH/GSSG au cours de la crise comparé a 1’état de base. .
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Nos résultats montrent également une diminution du taux d’anticorps anti-bande 3 au cours
des crises comparés a 1’état de base pouvant découler de la clusterisation de la protéine bande
3. Considérant les travaux qui montrent que cette modification de la protéine bande 3 permet
non seulement I’exposition de motifs antigéniques normalement enfouis dans la bicouche
lipidique et reconnus par les auto anticorps anti-bande 3 (Crandall & Sherman, 1994), mais
aussi 1’exposition de nouveaux sites adhésifs pour I’endothélium (Thevenin et al., 1997), la
diminution du taux d’anticorps anti-bande 3 durant les CVO conforterait I’hypothése du role
anti-adhésif de ces IgG.

Cependant, nos résultats ne nous permettent pas de conclure si cette diminution d’anticorps
anti-bande 3 est due a une diminution de leur production ou a augmentation du nombre de
clusters de bande 3.

Pour mieux évaluer le niveau d’oxydation de la protéine bande 3, nous avons mis en place
I’étude basée sur I’analyse par western-blot de la carbonylation de la protéine et du processus
de clusterisation chez 7 patients drépanocytaires SS a 1’état de base et au cours de leur CVO.
Les résultats de cette étude suggerent un processus de clusterisation favorisé chez 2 patients
drépanocytaires au cours de leur CVO. Les résultats de cette étude indiquent également une
carbonylation globale des protéines membranaires du globule rouge plus importante chez 4
patients en CVO comparé a I’état de base. Cette carbonylation exacerbée des protéines
membranaires est corrélée a 1’augmentation de la carbonylation de la protéine bande 3 au
cours des CVO.

Ces résultats tendent a confirmer que le stress oxydant induit une carbonylation a I’origine de
remaniements de la membrane érythrocytaire et que le regroupement de la bande 3 sous forme

de clusters semblent favorisé au cours des CVO.

En accord avec les études de Shet (Shet et al., 2003), nos résultats démontrent une
augmentation du taux de microparticules (MPs) circulantes principalement d’origine
érythrocytaire lors des CVO.

Sous I’effet du stress oxydant, les processus de phosphorylation et/ou de carbonylation de la
protéine bande 3 pourraient altérer son affinité pour I’ankyrine et pourrait également favoriser
I’émission de MPs érythrocytaires (Ferru et al., 2011).

Les travaux de Miki et collaborateurs (Miki et al., 2007) ont également suggéré que le
processus de clusterisation de la protéine bande 3 pourrait €tre initi¢é par 1’activation de la
caspase 3, qui cliverait la protéine bande 3 et diminuerait son affinité¢ avec la protéine 4.2 ,
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altérant ainsi I’ancrage de la protéine bande 3 au cytosquelette érythrocytaire et favorisant son
regroupement sous forme d’agrégats. La corrélation entre la diminution du taux d’auto
anticorps anti-bande 3 et ’augmentation de 1’activité de la caspase 3 retrouvée que nous
observé semble conforter le fait que I’activation de la caspase 3 durant les CVO pourrait
favoriser le clusterisation de la protéine bande 3 et la libération de MPs de la membrane
érythrocytaire.

Plusieurs effets potentiellement délétéres ont été associés aux MPs d’origine érythrocytaire.
Les travaux de Van Beers (van Beers et al., 2009) et Gerotziafas (Gerotziafas et al., 2012)
montrent que ces MPs sont des acteurs majeurs des altérations de la coagulation retrouvées
dans la drépanocytose. De plus, I’externalisation de la phosphatidylsérine semble favoriser la
liaison de I’héme a la membrane des MPs érythrocytaires et engendrer une cascade de
processus néfastes tels que exacerbation du stress oxydant et de 1’apoptose des cellules
endothéliales en culture, et une altération de la vasodilatation endothéliale chez un modéle de
souris drépanocytaires (S. M. Camus et al., 2015).

Nos résultats démontrent également une libération 1égérement augmentée des MPs dérivées
des neutrophiles durant les CVO. Bien que ces résultats n’aient jamais ét¢ documentés, ils
sont en accord avec 1’augmentation de la MPO plasmatique durant les crises, et confortent
I’activation des neutrophiles conférant a la drépanocytose une composante inflammatoire.

En revanche, les travaux de Shet et collaborateurs indiquent également une libération de MPs
monocytaires et de MPs exprimant le facteur tissulaire au cours des CVO non retrouvée dans
notre étude. Cela peut provenir des différences de génotype des patients inclus dans ces
travaux ainsi que les différences relatives aux procédures de purification et d’analyse des MPs

utilisées.

# Altérations hémorhéologiques

Nous avons dans un premier temps évalué ’effet in vitro d’un stress oxydant induit par le
TBHP sur les parametres hémorhélogiques de patients drépanocytaires a 1’état de base. Nous
avons mis en évidence, en absence de cet agent oxydant chez les sujets drépanocytaires a
I’état de base des altérations hémorhéologiques en accord avec les données déja publiées par
notre équipe (Tripette et al., 2009) et de Waltz (Waltz, Hedreville, et al., 2012) (Waltz,

Pichon, et al., 2012). En effet, comparés aux sujets controles, les patients drépanocytaires
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présentent une déformabilité et une agrégation érythrocytaire réduites, mais une augmentation
du seuil de désagrégation érythrocytaire.

Avec l’induction du stress oxydant par le TBHP, on observe une diminution de la
déformabilité et de I’agrégation et une augmentation du seuil de désagrégation érythrocytaire,
a la fois chez les sujets controles AA et chez les drépanocytaires, I’effet étant majoré chez ces
derniers. Ainsi, en présence de TBHP, les globules rouges normaux adoptent un profil
hémorhéologique proche de celui des globules rouges des drépanocytaires a I’état de base.
Ces différentes données suggerent que les altérations hémorhéologiques retrouvées dans la
drépanocytose sont en partie liées au contexte oxydatif bien caractérisé dans la maladie.

Nous avons par ailleurs, dans le cadre du suivi longitudinal des patients drépanocytaires SS au
cours de leurs CVO et retour a 1’état de base, montré que les altérations rhéologiques sont
nettement plus accentuées lors des crises vaso-occlusives. En effet, les résultats indiquent que
la déformabilité érythrocytaire déja réduite chez les patients drépanocytaires SS a 1’état
stationnaire, est nettement diminuée chez ces patients au cours des crises vaso-occlusives. Par
ailleurs, nous retrouvons une augmentation de 1’agrégation érythrocytaire et du seuil de
désagrégation érythrocytaire chez ces patients au cours de leurs crises douloureuses comparés
a leurs états de base.

Les résultats concernant la diminution de la déformabilit¢ et I’augmentation du seuil de
désagrégation au cours des CVO correspondent aux effets que nous avons détectés dans la
cadre du stress oxydant induit in vitro. Cependant, alors que nous retrouvions une agrégation
diminuée chez les drépanocytaires SS dans sous I’effet de ce stress oxydant provoqué par le
TBHP, nous observons au cours de la CVO une augmentation de 1’agrégation érythrocytaire.
La diminution de I’indice d’agrégation mise en ¢évidence dans le cadre du stress oxydant
induit in vitro pourrait s’expliquer par le fait que, dans ce contexte, les GR moins déformables
établissent entre eux moins de contact. Dans le cas des CVO, au-dela du stress oxydant,
d’autres parametres tels que I’inflammation favorisent la vaso-occlusion et participent a
I’altération de la rhéologie sanguine. En effet, le fibrinogene, protéine plasmatique marqueur
de I’'inflammation (Davalos & Akassoglou, 2012) qui est retrouvé a des taux élevés dans la
drépanocytose (Emokpae, Uadia, & Gadzama) possede des propriétés pro-agrégantes et

pourrait influencer I’agrégabilité des GR pendant les CVO.
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#+ Dysfonctions de activité du SNA

Alors que des travaux précédemment menés au sein de notre équipe ont montré que 1’activité
du SNA ¢était tres réduite chez les patients drépanocytaires les plus exposés aux CVO (Nébor
D et al), I’activité du SNA, n’avait jamais encore été évaluée lors d’épisodes aigus de CVO.
Nos résultats suggeérent que ce déséquilibre marqué par un retrait du systéme nerveux
parasympathique, est accentué¢ chez les patients au cours de leurs crises douloureuses.
Cependant, nous ne pouvons pas affirmer si le déséquilibre est di & une domination de
I’activité sympathique ou s’il est dii a une défaillance du systéme parasympathique.
Considérant les travaux de Connes (Connes et al., 2008) suggérant que I’équilibre de I’activité
du SNA serait affecté par les altérations hémorhéologiques chez des sujets porteurs du trait
drépanocytaires (AS) et des sujets contrdles non drépanocytaires (AA), les analyses de
corrélations entre les anomalies rhéologiques détectées au cours de ce suivi des patients en

CVO et a I’état de base seront réalisées.

153



+ Perspectives

Si I’implication du stress oxydant est déja bien établie dans la drépanocytose, il n’y a en
revanche que trés peu de données relatives a 1’analyse de corrélations entre 1’expression des
marqueurs pro- ou anti-oxydants et les complications, notamment les crises vaso-occlusives.

Ces corrélations permettraient de préciser d’éventuelles cibles du stress oxydant. De telles
études, qui nécessitent 1’inclusion de grandes cohortes de patients drépanocytaires suivies

longitudinalement, restent a tre menées.

L’une des conséquences de ’exacerbation du stress oxydatif au cours des crises vaso-
occlusives est I’émission accrue de microparticules érythrocytaires. Nos données suggerent
que la densité membranaire de la phosphatidylsérine est supérieure a celle observée a I’état de
base. Considérant le fait que les effets déléteres des MPs d’origine érythrocytaire résultent en
partie de D’externalisation de la PS, il serait intéressant d’analyser, sur les cellules

endothéliales, les effets de ces microvésicules potentiellement plus toxiques.

En regard, des données encourageantes suggérant les effets bénéfiques de la N-acétylcystéine
(Dominique Labie, 1999) (Nur et al., 2012), les propriétés anti-oxydantes de 1’hydroxyurée
via ses effets sur la glutathion peroxidase (Nur et al., 2012) ou encore celles de I’hémopexine
(Vinchi et al., 2013)] , des perspectives thérapeutiques axées sur les traitement anti-oxydants
seraient a envisager.

De tels traitements antioxydants pourraient diminuer le processus de clusterisation de la bande
3 et de ce fait, une consommation excessive des anticorps anti bande 3. Si il est confirmé que
la bande 3 clusterisée est un acteur majeur de I’adhérence des globules rouges drépanocytaires
aux cellules endothéliales, I’administration d’anticorps anti-bande 3 visant a réduire 1’intensité

et la sévérité des crises vaso-occlusives pourrait étre une piste a envisager.

Bien que nos travaux soient axés sur les crises vaso-occlusives, nous pouvons également nous
interroger quant a I’impact du stress oxydant sur d’autres complications appartenant au méme
sous- phénotype hyper-visqueux et vaso-occlusif tel que le syndrome thoracique aigu. 11 serait
¢galement judicieux d’étendre ces travaux aux complications appartenant a 1’autre sous-
phénotype décrit par Gladwin, le phénotype hémolytique, pour lesquelles le stress oxydatif est

probablement trés important en raison de ’hémolyse intravasculaire.
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