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Le systeme cardiovasculaire est indispensable au bon fonctionnement de tous les autres
systemes, plus particulicrement les fonctions de chaque cellule dépendent de cet appareil. 1l
apporte 1’oxygene et des nutriments, €¢limine le dioxyde de carbone et les déchets
métaboliques, transporte les hormones, permet de réguler la température et le pH du corps et
participe aux défenses immunitaires. Au cours du développement humain, 1’appareil
circulatoire subit des modifications en fonction des besoins de I’individu. Le cceur
embryonnaire commence & battre dés le 23°™ jour du développement. C’est le premier
appareil qui est fonctionnel. Le développement du tube cardiaque en cceur a quatre cavités et
le passage des vaisseaux primitifs aux vaisseaux définitifs caractérisent la circulation dite
« foetale » avec la spécificité d’étre irrigué par du sang mélé. La circulation dite « définitive »
se met en place a la naissance. Au premier cri de I’enfant, la circulation pulmonaire devient
fonctionnelle. L’air riche en oxygene entraine la fermeture du canal artériel et du foramen
ovale ce qui permet la séparation de deux circulations, veineuse et artérielle. La bonne
coordination des deux circulations exige la mise en jeu de régulateurs nerveux et hormonaux.
De I’enfance a 1’age adulte le systéme cardiovasculaire subit aussi des changements. Chez
I’enfant les dimensions du cceur, le volume sanguin total et le volume d’éjection systolique
sont inférieurs a ceux de I’adulte. En compensation, la fréquence cardiaque est plus élevée.
Chez les sujets agés, la fonction cardiovasculaire se dégrade avec le vieillissement, et la
fréquence cardiaque et la réactivité vasculaire diminuent progressivement.

En général, le cceur, la circulation sanguine et la régulation vasculaire sont essentiels pour le
contrdle et le maintien de ’homéostasie. L’équilibre dynamique est maintenu par la capacité
du systeme cardiovasculaire a s’adapter aux changements des conditions physiologiques et
aux besoins multiples de ’organisme (exercice, état de santé, climat, grossesse, croissance
etc.). Cependant, les demandes d’adaptations cardiovasculaires chroniques peuvent conduire a

des changements structurels et fonctionnels irréversibles. C’est le cas de la drépanocytose.

Cette hémoglobinopathie se caractérise par des anomalies cardiovasculaires (au niveau
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sanguin et vasculaire). Le systéme cardiovasculaire a subi des changements multiples pour
pouvoir maintenir un fonctionnement adéquat. Plusieurs équipes de recherche cherchent a
mieux comprendre la contribution de la dysfonction vasculaire a la survenue des
complications cliniques, tant chez les patients drépanocytaires de génotypes majeurs que de
génotypes drépanocytaires modérés, ceci afin de mieux caractériser son apparition et son
développement pour pouvoir développer des approches thérapeutiques. Compte tenu de ses
divers fonctions dans le maintien du fonctionnement et de ’homéostasie endothéliale et
vasculaire, la diminution de la disponibilité en monoxyde d’azote se traduit par 1’apparition
d’une dysfonction vasculaire. Le role du monoxyde d’azote dans la physiopathologie SS est
assez bien connu tandis ques on implication dans la physiopathologie de la forme
drépanocytaire composite SC n’est pas bien étudier. Ces traveaux de thése ont comme objectif
de tester I’hypothese suivante : si chez les patients SS I’hémolyse exacerbée contribue
probablement a la dysfonction vasculaire, chez les patients SC, qui ont apparrement un taux
d’hémolyse plus faible, on devrait observé une fonction vasculaire moins alterée. Néanmoins,
la validation ou I’invalidation de cette hypothése necessite une caractérisation de la fonction
vasculaire dans ces deux génotypes drépanocytaires et dans un deuxiéme temps identifier et
comparer les déterminants de cette dysfonction. La pratique physique joue un rdle essentiel
dans la prévention des divers troubles cardiovasculaires. Un programme de réentrainement
comme « thérapie » chez les patients drépanocytaires fait 1’objet depuis quelques années d’un
nombre de recherches croissant. Il apparait que la pratique regulier d’une acrivité physique
d’intensit¢ moderée pourrait avoir des effets bénefiques. Ainsi, afin de répondre a cette
hypothése mes traveaux de theése visent €galement d’identifier un possible lien entre les
atteints vasculaires et la condition physique.

C’est dans ce cadre que s’inscrit mon travail de thése.
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I. LE SYSTEME CIRCULATOIRE - NOTIONS D’HEMODYNAMIQUE

LA CIRCULATION SANGUINE

Le systéme cardiovasculaire est un systéme en circuit fermé. On distingue deux sous-
systemes : la grande circulation systémique et la petite circulation pulmonaire (Figure 1). Le
sang y circule en raison du gradient de pression qui existe entre le réseau artériel et veineux
en allant des régions de pression élevée vers les régions de basse pression : artéres— artérioles-

capillaires- veinules- veines.
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Figure 1. La circulation pulmonaire et systémique
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Les propriétés du flux sanguin sont complexes. Cette complexité provient du fait que le sang
contient de nombreux ¢léments (les éléments figurés), suspendus dans une solution aqueuse
contenant des ions, des sucres, des lipides et des protéines (le plasma). Les cellules, que I’on
peut séparer par centrifugation, sont de trois types : les érythrocytes, les leucocytes et les

thrombocytes.

I.1 Aspects généraux de I’hémoglobine

Les globules rouges (érythrocytes, GR) sont les cellules les plus nombreuses du sang dont le
role principal est de transporter 1’oxygene. Le sang humain normal contient 4 a 5 millions de
globules rouges par mm’. Le globule rouge normal est une cellule discoide biconcave
dépourvue de noyau, de 8um de diamétre avec un volume de 90 fl, soit 90.10™"° litre (Bull &
Brenton-Gorius, 1995). La flexibilit¢ membranaire et la forme biconcave permettent une
expansion cellulaire jusqu’a 150 fl et facilitent le passage capillaire (Klinken, 2002). Lors
d’un ralentissement du flux sanguin, les globules rouges interagissent spontanément et
peuvent former des agrégats réversibles, phénomeéne décrit initialement par Féhraeus
(Fahraeus, 1929). Le globule rouge normal vit en moyenne 120 jours (Shemin & Rittenberg,
1946).

L hémoglobine (Hb), le pigment respiratoire des globules rouges, est une protéine globulaire
composée de quatre sous-unités : deux paires de chaines polypeptidique « globine » dont
chacune posséde un groupement héme, portant en son centre un ion ferreux (Fe”") qui assure
la fixation du dioxygene (Figure 2) (Steinberg et al, 2009). Chaque globule rouge renferme
environ 250 millions de molécules d’hémoglobine, chacune pouvant fixer quatre molécules

du dioxygene.
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Figure 2. Structure moléculaire d'hémoglobine

(a gauche) L hémoglobine est composée de quatre chaines polypeptidique de globine : deux chaines a,
deux chaines [ et de quatre groupements héme, (a droite) Schéma d’une molécule d’héme contenant

du fer.

Au cours du développement embryonnaire jusqu’a quelques semaines apres la naissance, on
observe des changements tant au niveau du lieu de la synthése des globines que dans le type
de celles-ci (Figure 3) (Labie & Elion, 2005). On distingue six types de globine désignés par
une lettre grecque : alpha (a), beta (B), gamma (y), delta (), epsilon (g) et zéta ({). Les
hémoglobines embryonnaires €, {, o et y sont synthétisées précocement au début du
développement essentiellement au niveau du sac vitellin. Elles se combinent pour former
I’hémoglobine Gower I ({;¢), I’hémoglobine Gower II (a,¢;) et I’hémoglobine Portland ({yy2)
(Figure 4). La période embryonnaire se termine entre la 6° et la 8° semaine. Progressivement
ces deux globines sont remplacées ({ = o, et ap et € = y) par les globines feetales (HbF ayys,)
(Figure 3). A partir de la 9° semaine et pour le reste de la vie feetale, le foie et la rate sont les
sites majeurs d’érythropoiése, bien que la moelle osseuse devienne active dés le second
trimestre et soit le lieu majeur de syntheése a partir de la naissance.

La synthese de la chaine B reste faible pendant plusieurs mois mais augmente brusquement

avant la naissance. A la naissance, il y a encore une large prédominance de I’HbF mais
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I’expression des chaines y diminue dans les premiers mois de vie. Le stade des globines
adultes (98% HbA, a,3,) est atteint entre 6 et 12 mois apres la naissance.

L’Hb adulte est composée de deux chaines o et deux chaines B (Rhinesmith, 1957;
Rhinesmith, 1958). L’¢évolution de la chaine 6 plus tardive restera faible (HbA, a,0,). La
proportion d’hémoglobine feetale est normalement inferieure a 1% mais son expression peut

persister dans des conditions pathologiques, telles que dans la drépanocytose.

Sites
d'érythropiése Rate

| | 1 I 1 J

Synthése totale de globine (%)

6 12 18 24 30 36 6 12 18 24 30 36 42 48
Age post-conception Naissance Age postnatal
(semaines) (semaines)

Figure 3. Expression des génes globine au cours du développement ontogénique

(Libbey, 2013)
Pour la chaine 3 on observe deux étapes principales : la premicre a la fin du stade embryonnaire lors
de I’extinction du géne € en faveur de la chaine y et la deuxiéme au stade périnatal lors du
remplacement du chaines y par celle du géne adulte . La chaine adulte o commence a se développer a

la fin du stade embryonnaire et remplace I’expression du géne { (Labie & Elion, 2005).

Toutes les hémoglobines sont des tétrameres composés de deux sous-unités de type a globine

et deux sous-unités de type B globine. Les geénes codant les chaines a globine sont disposés
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sur le bras court du chromosome 16 alors que le géne B-globine est localisée sur le bras court

du chromosome 11 (Figure 4).

p13.3 p15.5/15.4

LIV THNRNY || chromosome 11

@ Chromosome 16

a-like globin genes B-like globin genes
2 wyllp wyo o2ol 6 £ Gy Ay wyBl & B
r]
CEN CEN
e T-{HHH} T {HH
\ /
N
Embryonic Fetal Adult
Hb Gower 1: 0,€, Hb F: 0L, Hb A: 0,3,
Hb Gower 2: 01,€, Hb A, 0,0,

Hb Portland: C,Y,
Figure 4. Structure et organisation des génes globines sur les chromosomes 11 et 16 selon leur
ordre d'expression au cours du développement

pour la famille a, géne { embryonnaire, o, et o, foetaux/ adultes . pour la famille B, géne

embryonnaire, foetaux, o (minoritaire) et 5 adultes. D’aprés (Steinberg et al, 2009)

La synthése d’hémoglobine est un processus trés complexe et coordonné. Malheureusement,
plusieurs erreurs peuvent apparaitre a des niveaux différents entrainant 1’apparition des
hémoglobinopathies. Il existe des multiples combinaisons possibles, bien illustré par la

diversité des hémoglobinopathies, dont une est la Drépanocytose.
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1.2 Hémodynamique vasculaire

1. Les vaisseaux sanguins

La fonction principale des vaisseaux sanguins est de transporter le sang et de controler son
écoulement. Pour cela il contient quatre types de tissus : (1) les fibres collageénes, qui donnent
la résistance aux vaisseaux empéchant leur distension, (2) les fibres ¢€lastiques, qui sont
extensibles permettant 1’¢lasticité vasculaire pour résister a la forte pression sanguine, (3) les
muscles lisses, qui sont importants pour la réactivité vasculaire et I’adaptation vasculaire en
fonction des besoins et des résistances périphériques et (4) un endothélium interne qui
représente la zone de contact et communication avec le sang (Figure 5). Les propriétés
mécaniques d’un vaisseau dépendent de la proportion de ces différentes composantes
tissulaires. Ainsi, la structure et la composition des vaisseaux sont adaptées a leur localisation

(Figure 5).
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Endothélhum

Membrane basale
Limitante élastique interne
TUNIQUE MOYENNE

Muscle lisse
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externe
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Lumiére Lumiére
a) Artere b) Veine
Lumigre

Endothélium Membrane basale

http://bio.m2osw.com/gcartable/cardiologie/arterveir

Figure 5. Les vaisseaux sanguins

\p

. htm

Structure d’une artére (a gauche), d’une veine (a droite) et des capillaires (en bas). La paroi des

artéres et celle des veines est formée de tissus semblables, elles comportent trois couches principales :

» la tunique externe qui contient principalement des fibres collagénes donnant une stabilité et

une fixation aux tissus voisins,

» la tunique moyenne (la média) est constituée de tissu musculaire lisse, de fibres élastiques et

de fibres collagénes.

» la tunique interne est un revétement endothélial composé d’une couche de cellules qui sont en

contact direct avec le sang avec le role principal de produire, de stocker et de secréter des

substances vasoactives, des fibres collagénes, le facteur de Von Willebrand qui joue un role

dans la coagulation, I’endothéline 1, certaines enzymes etc. Pais et a/, in (Connes et al, 2010).
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2. Les arteres

Les artéres sont divisées en trois catégories : les arteres ¢lastiques de conduction, les artéres
musculaires de distribution et les artérioles d’alimentation. La paroi artérielle des artéres
centrales (telles I’aorte ou la carotide) dispose d’une structure tres €lastique avec relativement
peu de cellules musculaires lisses (Figure 6). La média contient des fibres d’élastine assurant
I’¢lasticité de 1’artére mais aussi des fibres de collagéne donnant la solidité a la paroi artérielle
pour résister a la forte pression qui est exercée par 1’éjection ventriculaire. Leur fonction
principale est I’amortissement et la régulation du flux sanguin. Pendant la systole, le sang
¢jecté par le cceur a forte pression provoque une distension de I’aorte et des grosses arteres.
Leur structure permet de préserver cette pression systolique et un volume sanguin
transitoirement pour perfuser les tissus périphériques. Lors de la diastole, les parois €lastiques
reprennent leur position normale et transforment ainsi le débit sanguin pulsé cyclique et
discontinu en débit sanguin continu et a basse pression (effet Windkessel, (Bouvrain & Levy,
1981)). Cette transformation permet de perfuser en continu les organes distaux et de limiter
des éventuelles lésions induites par une pression trop ¢élevée. A I’opposé, la paroi des artéres
périphériques plus distales (aussi appelées arteéres de distribution) a une structure musculaire
et contient plus des fibres musculaires lisses que de fibres élastiques (Figure 6). La pression
sanguine diminue avec I’¢loignement du cceur et la vasomotricité vasculaire devient
essentielle pour maintenir la perfusion stable et suffisante. C’est la capacité des muscles lisses
vasculaires de se dilater et de se contracter grace a des stimuli d’origine neuronale ou
endothéliale qui régule 1’écoulement du flux sanguin dans les artéres distales. Les artérioles
sont ¢également appelées vaisseaux de résistance. Les artérioles pre-capillaires forment des
sphincters pour réguler 1’écoulement sanguin capillaire. Ils sont innervés richement et
contiennent divers récepteurs d’hormones et d’autres substances (catécholamines,

angiotensine etc.). IIs recoivent des stimuli multiples d’origine endothéliale, métabolique ou
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myogénique pour contrdler le volume et la pression du sang entrant dans les lit capillaires

(Pais et al, 2010 ; Connes et al, 2010).

3. Les capillaires

La structure des capillaires est extrémement simple (Figure 6). La paroi est fine, dépourvue de
la tunique externe et moyenne et est composée seulement d’une couche de cellules
endothéliales. La vasomotricité des capillaires est limitée a la capacité contractile des
péricytes. Ce sont des cellules murales localisées au niveau de I’endothélium (Shepro &
Morel, 1993). Elles jouent un role dans la régulation et I’adaptation du débit sanguin
capillaires en fonction des besoins métaboliques (Shepro & Morel, 1993). Pour cela, elles
transmettent les signaux aux artérioles pour que celle ci s’adaptent et se dilatent ou
contractent (Murrant & IH., 2000). Quelques études (Neuhaus et al, 2017; Yemisci et al,
2009) démontraient que des périodes d’ischémie / réperfusion et le stress oxydatif provoquent
une dysfonction des péricytes altérant le flux sanguin capillaire et post-capillaire.

Toutes les échanges entre le sang et les tissus se produisent au niveau de I’endothélium.
Malgré leur petit diametre (5-10pum), le sang y fluctue a une faible vitesse. Ceci est du au fait
qu’ils occupent la plus grande surface vasculaire (3000cm” vs 4cm’ de 'aorte (Pais et al,
2010). L’écoulement sanguin plus lent du sang favorise les échanges. Il est dépendant

principalement de la déformabilité érythrocytaire.

4. Les veines

Le retour sanguin, en direction du cceur, s’effectue d’abord par les veinules et ensuite par les
veines. La paroi des veines est généralement plus mince et le diametre de la lumicre
vasculaire plus large que celle des arteres (Figure 6). La tunique externe est bien développée

contrairement a la tunique moyenne qui est tres fine. Les veines transportent du sang a une
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vitesse moindre et le sang circule dans les veines principalement grace a 1’action des muscles.
Dans les plus grosses veines, il y a des valvules (Figure 5) qui permettent au sang de se
diriger exclusivement vers le coeur bloquant le reflux du sang. Les veines sont divisées en
trois catégories : les petites veines et veinules, les veines de taille moyenne et les large veines.
A cause de la faible pression sanguine, les érythrocytes interagissent et forment souvent des
agrégats (Cabel et al, 1997). Ainsi la viscosité sanguine a faible vitesse de cisaillement est
trés influencée par les propriétés d’agrégation érythrocytaire (Connes & Boisseau, 2010).
Dans les veinules post capillaires on observe le phénoméne d’adhérence des cellules
circulantes a I’endothélium (Atherton & Born, 1972) via des sélectines (E-sélectine, P-
sé¢lectine, L-sélectine) et d’intégrine (CD11b/CD18) et des récepteurs endothéliaux (ICAM-1,
intercellular adhesion molecule ; VCAM-1, vascular cell adhesion molecule) (Carlos &
Harlan, 1994). Ce phénoméne d’adhérence cellulaire a I’endothélium est nécessaire a la
diapédése. Dans certaines pathologies marquées par un environnement pro-inflammatoire et
pro-oxydatif exacerbé, comme par exemple la drépanocytose, les érythrocytes peuvent
interagir avec les leucocytes « adhésifs » en favorisant les obstructions vasculaires (Turhan et
al, 2002). Dans les veines de taille moyenne, une dysfonction des valvules ou du tonus
musculaire peut provoquer un ¢largissement des vaisseaux et le développement de
thromboses, ou des ulceres. Les fibres d’élastine et collagéne et les cellules musculaires
deviennent plus abondantes dans les larges veines < lcm (Figure 6). Les valvules y sont

absentes.
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Figure 6. Anatomie fonctionnelle de la paroi vasculaire des artéres, veines et capillaires

Les différentes composantes cardiovasculaires sont intrinsequement complémentaires, faites
pour interagir et fonctionner ensemble. Les adaptations et ajustements spontanés en réponse
aux brusques changements physiologiques (par exemple simplement passer de la position

allongée a la position debout) dépendent fortement de leur bonne coordination.

1.3 Les principales grandeurs hémodynamiques

L’ hémodynamique est [’étude de [’interaction des déterminants sanguins et vasculaires de
[’écoulement sanguin. Certaines relations ont été résumées dans des lois hémodynamiques.

Une premiere approche est décrite par la suite.
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1. Le débit sanguin

Le débit cardiaque est le volume du sang ¢jecté par le ventricule gauche lors de la systole par
unité¢ de temps. Il dépend du gradient de pression entre le réseau artériel et veineux et de la
résistance qui s’oppose a I’écoulement du sang.

Le débit sanguin (Q) décrit le volume du sang (V) qui circule par unité de temps (t) dans une

région circulatoire donnée (le systéme vasculaire, un vaisseau ou un organe).

Vs

(la) Q=-

t

longueur X A
t

(Ib) Q=

. . nd?
A, surface de section vasculaire : A = e

__longueur

En utilisant ¥, la vitesse de ’écoulement : ¥ en (1a) on obtient

(Ic) Q= Vx4

nd?

(1d) Q= vx e
La circulation sanguine est un circuit fermé avec un débit sanguin constant. Le débit sanguin
suit la Loi de continuité, qui représente la conservation du débit.
(2a) Q 1= Q 2
(2b) V3 X A; = VX A,
U, U, étant les vitesses de ’écoulement du fluide aux points de section Ay, A,

En conséquence de 1’équation (1c) on obtient

3) b=

PY

La vitesse de 1’écoulement est inversement proportionnelle a la surface de section globale.
Ainsi le sang s’écoule plus rapidement dans les segments étroits que dans les sections plus

larges, ceci représente [ effet Venturi (Figure 7).

36



2. La pression sanguine

Les fluides exercent une force perpendiculairement a leurs surfaces de contact. C’est cette
pression (P) qui déplace les fluides dans les conduits. Le sang exerce une force contre les
parois vasculaires, cette force s’appelle pression sanguine, pression artérielle ou encore
tension artérielle. Il va toujours des régions de forte pression vers les régions ou la pression
est la plus basse (Figure 7). Elle est plus ¢élevée dans la circulation systémique que dans la
circulation pulmonaire, et plus ¢élevée dans les artéres que dans les veines. Elle atteint son
maximum pendant la systole ventriculaire (pression systolique). La pression la plus faible
correspond a la pression diastolique. La pression moyenne exercée par le sang contre la paroi

vasculaire est estimée a partir de la pression systolique et diastolique.

2 1
(4) Pmoyenne = g Pdiastolique + E Psystolique

La différence de pression entre la circulation artérielle et veineuse provient de la résistance
des vaisseaux eux-mémes (R). Cette résistance est une force qui s’oppose a 1I’écoulement du
sang. Cette résistance, selon la Loi de Poiseuille, est en fonction de la longueur (L) et du

rayon (r) du vaisseau et de la viscosité sanguine (1).

8nL
nr4

(5)R =

La différence de pression est dépendante du débit sanguin et des résistances a 1’écoulement.
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Figure 7. Les loi d'écoulement sanguin

Représentation schématique des deux loi d’écoulement sanguin. D’aprés Gaz (Gaz, 1970) :
la Loi de Continuité (conservation du débit) et I’effet Venturi.

4 . . . .
U, vitesse du fluide ; A, surface de section, P, pression

3. L’écoulement sanguin

Un fluide peut présenter deux types principaux d’écoulement : 1’écoulement laminaire et
I’écoulement turbulent (Figure 8) (Lowe, 1986). Dans un écoulement laminaire, chaque
cellule en suspension suit une trajectoire uniforme qui ne croise pas celle des autres. Le fluide
se comporte comme s’il était constitu¢ de plusieurs couches concentriques cylindriques se
déplagant a des vitesses croissantes de la périphérie vers le centre du conduit. La vitesse
d’écoulement est presque nulle au contact de la paroi et devient maximale au centre du
conduit. Le glissement de chaque couche provoque des frictions (contraintes de cisaillement)
entre les couches et a la périphérie jusqu’a la paroi endothéliale. Ces frictions sont
dépendantes des propriétés sanguines telles que sa composition, sa viscosité, la déformabilité
érythrocytaire etc. Les contraintes augmentent du centre vers la périphérie en diminuant la

vitesse de cisaillement (vitesse de déformation du fluide).
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a Laminar b Turbulent
shear stress shear stress

Figure 8. L'écoulement laminaire et turbulent

(Topper & Gimbrone, 1999)

Chez I’homme, I’écoulement sanguin est laminaire a I’exception des ventricules et de 1’aorte.
Sous certaines conditions physiologiques ou pathologiques, 1’écoulement peut devenir
turbulent comme par exemple lors de la présence d’une sténose artérielle, d’une adhérence
vasculaire accrue ou d’une vitesse sanguine trop élevée. L’écoulement turbulent est marqué
par une perte d’énergie importante. Ainsi I’écoulement turbulent modifie la relation débit-
pression de fagon que le débit n’augmente plus selon une fonction linéaire avec le gradient de
pression. La nature d’un écoulement dépend généralement de quatre facteurs qui donne /e
nombre de Reynolds :

- la vitesse de I’écoulement (V)

- le diamétre du vaisseau (d)

- la viscosité sanguine (1)

- la masse volumique sanguine (p)

pxvxd

(6a) lenombre de Reynolds =

.ge , . A - dz . —_ ] .
En utilisant I’équation (1d) Q = v X ”T on obtient v’ X d = % et par la suite

1dp

(6b) le nombre de Reynolds = =
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Lorsque le nombre de Reynolds est petit, I’écoulement est considéré comme laminaire et si le
nombre est ¢levé on consideére que 1’écoulement est turbulent. Selon I’équation (5b) le flux
devient turbulent soit par augmentation du débit, soit par réduction du diametre vasculaire. La
contrainte de cisaillement (shear stress) et le mode de I’écoulement, peuvent influencer
I’expression endothéliale des geénes d’adhérence, d’inflammation, des facteurs de croissance
(growth factor), des enzymes antioxydantes ou de la famille des monoxyde d’azote (NO)
synthases mais également le remodelage de 1’endothélium (Chappell ef al, 1998; Resnick &

Gimbrone, 1995; Topper & Gimbrone, 1999).

4. Relation débit-pression - La Loi de Poiseuille

Le débit sanguin est décrit par la loi d’Ohm. 11 est proportionnel a la différence de pression
dans le systéme vasculaire, mais €galement inversement proportionnel a la résistance

vasculaire (R).

AP

(Ta) Q=+
Ainsi le débit sanguin peut augmenter par une augmentation du gradient de pression ou par

une diminution des résistances vasculaires.

En remplacant R de (5), on obtient :
. 1.[7.4
(7) Q = AP X onL

Les résistances vasculaires sont ainsi dépendantes de la viscosité sanguine et de la géométrie
vasculaire. Le rayon est a la puissance 4. Ainsi une petite variation du rayon permet une
grande variation de la résistance vasculaire et ainsi une modification importante du débit
sanguin. Ainsi les résistances vasculaires contribuent a la régulation de la pression artérielle et

du débit sanguin. Cependant la viscosité a un effet important sur la vasomotricité.
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La viscosité est décrite par le rapport de la contrainte du cisaillement sur la vitesse de
cisaillement (shear rate). Une augmentation de la viscosité¢ renforce les contraintes de
cisaillement contre la paroi vasculaire, augmentant ainsi 1’activit¢ de la NO-synthase
endothéliale, la production de monoxyde d’azote et permettant une vasodilatation (Tsai ef al,
2005; Paniagua et al, 2001; Buga et al, 1991; Pyke & Tschakovsky, 2005). C’est cette
interaction entre les stimuli hémodynamiques et 1’endothélium qui permet finalement le bon
fonctionnement cardiovasculaire.

La loi de Poiseuille est largement utilisée dans le domaine cardiovasculaire. Cependant il est
important de mentionner quelques limites. Cette loi a été validée uniquement pour les fluides
newtoniens, ce qui n’est pas le cas du sang puisque sa viscosité peut changer selon les
conditions physiologiques. De plus les vaisseaux sanguins n’ont pas une valeur fixe du rayon,
méme en un site donné, et les propriété rhéologiques du sang sont étroitement liées a I’activité

vasomotrice.

5. La Loi de Laplace

Un fluide contenu dans une cavité a paroi €lastique, d’épaisseur et diametre donnés, exerce
sur celle-ci par sa pression une certaine tension (T). Considérant les vaisseaux sanguins, la /oi
de Laplace établit une relation entre la différence de pression intra et extravasculaire (Ap,
pression transmurale) et le rayon (r) (Ashton, 1975) :

(8) T=Ap xr

On note que pour un méme gradient Ap, la tension est d’autant plus forte sur la paroi que le
rayon (r) sera grand. Ainsi d’apres la Loi de Laplace, la tension peut étre considérée comme
une fonction linéaire du rayon dont la pente est égale au gradient transmural de pression (/a

droite de Laplace). Le rayon est modulé par la capacité vasculaire a se dilater et se contracter.
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Les capillaires et artéres a faible rayon vasculaire arrivent a supporter des valeurs de forte
pression (une diminution du rayon r induit une diminution de la tension).
Deux phénomenes s’appliquent au niveau de la paroi d’une artere :

- le gradient de pression transmural tend a dilater I’artére

- Les propriétés ¢lastiques de I’artére tendent a réduire la lumiére de 1’artére. 1’artére.
Ainsi dans les vaisseaux la relation devient plus complexe et on obtient la courbe tension-

rayon (Figure 9).

AP

Collagene

r0 r

Vicaut 2013www.tsp7.n

Figure 9. Courbe tension - rayon des vaisseaux a parois élastiques

ro, est le rayon de base quand il n’existe aucune pression transmurale de pression. La paroi est
composée de fibres d’¢élastine et de collagéne qui suivent chacune la loi de Hook (1’allongement d’une
structure dans une direction est proportionnel a la force appliquée dans cette direction), mais dans
I’ensemble la relation devient plus complexe (courbe foncé). A faible pression et donc a faible rayon
la tension augmente doucement. Seules les fibres d’élastine sont sollicitées et sont sous tension. Aux
pressions plus élevées (donc pour un rayon plus grand) la tension augmente rapidement car seules les

fibres collagénes moins élastiques sont sollicitées.

Finalement lorsqu’on représente la droite de Laplace et la courbe ci-dessus, les courbes se

coupent au niveau de r, c’est le rayon d’équilibre (Figure 10). La vasomotricité vasculaire, et
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par conséquent son influence directe sur le débit sanguin et la pression sanguine, permettent

de maintenir un rayon d’équilibre :

u e

Vicaut 2013, www.tsp7.net

Figure 10. La droite de Laplace et 1a courbe C de la relation tension - rayon

Avec 1y, le rayon de base, re, le rayon d’équilibre et r le rayon pour une tension donnée

Pour un r > r,_ les fibres collagenes sont sollicitées et se contractent, ainsi on revient vers r.

Pour un r <r., les fibres d’élastines sont sollicitées, 1’artére se dilate et on revient vers r.

Ce modele est applicable pour les différents lits vasculaires mais peuvent varient un peu (selon la
pression appliquée) en contenant a la fois deux points d’intersection ou aucun (c’est le cas lorsque Ap

est trop faible).

1l existe encore d’autres lois hémodynamiques qui interviennent dans la caractérisation de
[’écoulement sanguin représentant la complexité et la coordination de la régulation
circulatoire. Pour résumer, la réserve vasomotrice est essentielle pour contréler le débit
sanguin, pour maintenir une pression sanguine adéquate et pour réguler la distribution

sanguine aux tissus périphériques en fonction des besoins.
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1.4 Vasodilatation et vasoconstriction des vaisseaux sanguins

La vasomotricité représente la capacité des vaisseaux sanguins d’adapter leur diamétre en
fonction du comportement de 1’écoulement sanguin par les mécanismes de vasoconstriction
(diminution du calibre vasculaire) et de vasodilatation (augmentation du calibre vasculaire).
Elle joue un rdle primordial au sein du réseau artériel et concerne particulierement les artéres
musculaires et surtout les artérioles. La vasomotricité vasculaire est la relaxation
(vasodilatation) ou la contraction (vasoconstriction) du muscle lisse situé dans la média
(tunique moyenne). La relaxation / contraction des cellules musculaires lisses vasculaires
(CMLV) résulte de la diminution / augmentation de la concentration de calcium

intracytoplasmique (Figure 11).

Agents vasoconstricteurs ROC VOC €z Agents vasorelaxants
Angiotensine II, Noradrénali T e . NO, ANP ACh, Bradykinines, VIP,
Vasopressine,Endothéline I,... Ca2+ [1mM] Caz+ cr IE’ / \ o r:é;:t:sr::;;:jiis:,:?ine'

L A

Membrane plasmique

*) \
dépolarisation

PLPC n
GC
1P3 DAG PKC Lo
: AMPc
PKA
\ /
MILCK ¢

MLC
ATP
( ADP + Pi
Contraction des filaments fins d’actine

Vasorelaxation #  Vasoconstriction

3 Voie vasoconstriction * Forme phosphorylée active
Cellule musculaire lisse vasculaire (CMLYV) == Voic vasorclaxation Forme phosphorylée inactive

Figure 11. Relaxation de la cellule musculaire lisse vasculaire

Mécanismes de la relaxation (en bleu) et contraction (en rouge) de la cellule musculaire lisse

vasculaire. D’apres (Collin & Levy, 2008).
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AC, adénylate cyclase ; ACh, acétylcholine ; ADM, adrénomédulline ; ADP, adénosine diphosphate ;
AMPc, adénosine monophosphate cyclique ; ANP, peptide natriurétique atrial ; ATP, adénosine
triphosphate ; DAG, diacylglycerol ; Gagq, protéine G/sous-unité alpha de type q ; Ga, protéine
G/sous-unité alpha de type s ; GC, guanylate cyclase ; GMPc, guanidine monophosphate cyclique ;
IP3, inositol trisphosphate ; MLC, chaine légére de myosine (Myosine Light Chain) ; MLCK, kinase
de la chaine légere de myosine (Myosine Light Chain Kinase) ; NO, monoxyde d’azote ; Pi, phosphate
inorganique ; PIP2, phosphatidylinositol bisphosphate ; PKA, protéine kinase A ; PKG, protéine
kinase G ; PKC, protéine kinase C ; PLB, phospholamban ; R, récepteur couplé a une protéine G ; R-
IP3, récepteur a I'IP3 ; ROC, canaux récepteur-dépendants (Receptor Operated Channels) ; Ry-R,
récepteur a la ryanodine; Serca, pompes de recaptage du calcium cytoplasmique (Sarco Endoplasmic
Reticulum Calcium ATPases) ; VIP, peptide inhibiteur vasoconstriction (Vasoactive Inhibitor
Peptide) ; VOC, canaux voltage-dépendants (Voltage Operated Channels).

Le systéme nerveux autonome sympathique détermine le tonus vasculaire de repos en
innervant directement les muscles lisses vasculaires. Il envoie en continu un influx nerveux
qui permet de garder un certain degré de constriction et assure le maintien d’une pression
sanguine suffisante. La noradrénaline se lie au récepteur o-adrénergique des CMLV
provoquant une vasoconstriction. Diverses molécules vasoactives d’origine nerveuse
(noradrénaline, acétylcholine, VIP (vasoactive intestinal polypeptide), I’histamine, les purines,
la sérotonine, la substance P, CGRP (calcitonin gene related peptide) et les enképhalines),
d’origine hormonale (vasopressine, angiotensine Il et I’hormone ANF, facteur natriurétique
auriculaire) ou d’origine sanguine influencent ce niveau d’activité contractile de repos. Ce
sont soit des facteurs intrinseques de controle local, importants dans le couplage du débit avec
les besoins métaboliques, soit il s’agit des facteurs de contrdle extrinseques, importants pour

la redistribution du sang entre les organes et pour la régulation de la pression sanguine a

I’échelle systémique (Sherwood et al, 2016).

Le controdle intrinseque décrit 1’autorégulation du débit sanguin. Il s’agit de 1’ajustement local
et automatique du débit sanguin en fonction des besoins métaboliques (Wilmore et al, 2009).
Cette régulation dépend

- de l’activité métabolique (diminution du contenu en oxygene (O,), augmentation des

concentrations en dioxyde de carbone (CO,), en ions hydrogéne H', en acide lactique).
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Le débit sanguin augmente proportionnellement avec augmentation du métabolisme
dans un organe (hyperémie).

- des variations de la pression artérielle

- des contraintes de cisaillement (shear stress) contre ’endothélium, stimulant la
libération de NO, d’adénosine triphosphate (ATP) ou du facteur hyperpolarisant
endothélial, EDHF.

- de I’'inflammation, stimulant la libération d’hormones et d’autres facteurs notamment
I’histamine, la sérotonine, le facteur d’activation plaquettaire ou le NO.

Les cellules endothéliales de la paroi vasculaire ont une importance considérable dans le

controle de la vasomotricité des CM VL.

1. La régulation vasculaire endothélium-dépendante

La régulation de la vasomotricité par les cellules endothéliales vasculaires a ét¢ mise en
évidence par Furchgott et Zawadzki (Furchgott & Zawadzki, 1980). Il s’agit d’un tissu
constitu¢ d’une monocouche de cellules tapissant la surface interne (intima) des vaisseaux
sanguins représentant une barriere perméable entre la circulation sanguine et les tissus.
L’endothélium a des fonctions paracrines, endocrines et autocrines. Il réagit aux
modifications chimiques, physiques et humorales de son environnement par la synthése et la
libération de nombreux facteurs impliqués dans 1’angiogenése, 1’inflammation, 1’hémostase,
la vasomotricité¢ et la perméabilité¢ vasculaire (Félétou & Vanhoutte, 2006). 11 maintient
I’équilibre entre la vasoconstriction et la vasorelaxation, prévention et stimulation de
I’adhérence et de I’agrégation plaquettaire, coagulation et fibrinolyse, et finalement il
contribue a 1’homéostasie du systéme cardiovasculaire (Figure 13). L’endothélium est
recouvert d’une structure dynamique nommée le glycocalyx (Figure 12). Il est composé de

divers glycoprotéines, des protéoglycanes et des glycosaminoglycanes (Coquerel et al, 2013)
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qui sont au contact direct avec le sang et les molécules circulantes et peut détecter en

permanence les variations de contrainte de cisaillement.

Glycocalyx Endothélial ‘."&“

hup://slideplayer.fi/slide/10686999/

Figure 12. Le glycocalyx des cellules endothéliales vasculaires en microscopie électronique

Le glycocalyx transmet les informations aux cellules sous-jacentes pour répondre aux
changements environnementaux locaux et joue également un réle dans le contréle de la
perméabilité endothéliale, de I’adhérence cellulaire et de la coagulation (Reitsma et al, 2007;
Coquerel et al, 2013). Le glycocalyx a des propriétés vasoprotectrices via la fixation des
médiateurs anticoagulants et des cytokines circulantes et par sa capacit¢ a capter et
transformer les espéces radicales (Coquerel et al, 2013). Ce faisant, il permet de réduire le
stress oxydatif vasculaire, d’assurer la biodisponibilit¢ du NO et de limiter la dysfonction
endothéliale. Il est a noter que 1’épaisseur du glycocalyx vasculaire serait réduite dans

certaines pathologies, dont la Drépanocytose (Van Beers et al, 2008).
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BALANCE VASOMOTRICE

NO ET-1
PGI2 llules musculaires ' Angiotensine |I

EDHF lisses B

Endothélium
Anti-thrombotique Pro-thrombotique
Anti-inflammatoire Pro-inflammatoire
\ Anti-athrogéne Pro-athérogéne
Anti-coagulant Pro-coagulant
Anti-adhésion Pro-adhésion

Homeostasie vasculaire

D’aprés Réalités Cardiologiques N215, Cahier 1, 2006

Figure 13. Contribution de I'endothélium vasculaire dans I'homéostasie vasculaire

NO, monoxyde d’azote ; PGI,, prostacycline ; EDHF, facteur hyperpolarisant dérivé de 1I’endothélium,
ET-1, endothéline

L.5 Le NO et ses propriétés vasculaires

En 1989, Furchgott et Zadawski démontraient que la relaxation des CMLV en réponse a
I’acétylcholine était endothélium dépendante (Furchgott & Zawadzki, 1980). Ils ont évoqué
I’Endothelium Derived Relaxing Factor (EDRF). Ensuit ’EDRF a été identifi¢ comme étant
le NO, le radical libre gazeux qui joue un réle important dans la vasorelaxation. Le NO est un
radical constitué¢ d’un atome d’azote et d’un atome d’oxygene liés par une double liaison. Il
est produit via des réactions d’oxydation catalysées par des enzymes appelées NO synthases

(NOS). Il existe trois forme de NOS, mais dans ce travail on s’intéresse principalement a la
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NOS endothéliale (eNOS, endothelial Nitric Oxide Synthase), responsable de la synthése de
NO dans les cellules endothéliales. Cette synthése peut étre indirectement stimulée via des
nombreux médiateurs comme la bradykinine, 1’histamine, la sérotonine, 1’acétylcholine et
I’adénosine triphosphate, I’acétylcholine et des hormones comme I’insuline mais elle est
stimulée également directement par les contraintes mécaniques (contraintes de cisaillement)

contre le glycocalyx endothélial (Figure 14).

Shear stress
Vasculz
Transduction of the
mechanical stress by the ESL % :;
Endothelial
layer
L-Arunlm NO

Figure 14. La synthése de monoxyde d'azote par I'endothelium vasculaire

La synthése de monoxyde d’azote (NO) endothéliale dépendante stimulée par les contraintes de
cisaillement (shear stress) qui sont détectés par la couche endothéliale de surface (ESL) ou aussi

nommeée le glycocalyx. D’aprés Gori et al, in (Baskurt & Hardeman, M. R., Rampling, 2007).

Le frottement du flux sanguin contre 1’endothélium vasculaire est proportionnel a la vitesse
sanguine et a la viscosité sanguine, et inversement proportionnel au calibre artériel. Des
mécanorécepteurs (Garcia-Cardena et al, 1998), les intégrines (Tzima et al, 2005) et les
canaux ioniques (Schwarz ef al, 1992) sont sensibles a la contrainte de cisaillement. Ils
traduisent le stimulus mécanique en stimulus chimique augmentant I’activit¢ de la NOS
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endothéliale. L’activation de la eNOS nécessite soit une contrainte de cisaillement, soit la
présence d’un cofacteur comme le tetrahydrobioptérine (BHs4), I’héme ou le nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate (NADPH) (Alderton et al, 2001; Avogaro et al, 2006). Ainsi,
le NO est généré localement par les cellules endothéliales (Collin & Levy, 2008) par
I’oxydation de la L-arginine, qui est transformée en L-citrulline. Le NO diffuse rapidement
vers les CMLV pour y entrainer une relaxation localisée des CMLV. Il active la guanylate-
cyclase du muscle lisse entrainant une augmentation de la concentration intracellulaire de
I’acide guanosine monophosphate cyclique et d’adénosine monophosphate cyclique (GMPc et
AMPc) (via la guanylate cyclase et ’adénylate cyclase) (Ignarro et al, 1987), qui par la suite
activent des protéines kinases (PKG et PKA) (Figure 11). Par conséquent, les pompes
ATPases de calcium (Ca”") dépendantes du réticulum sarcoplasmique s’activent en diminuant
la concentration intracellulaire en calcium ce que induit une relaxation de la CMLV (Figure
11). En outre, les protéines kinases PKG et PKA vont également phosphoryler et inactiver la
Myosin Light Chain Kinase MLCK, ce qui inhibe la contraction des filaments d’actine et

contribue a la relaxation de la CMLYV et a la vasorelaxation.

Les roles principaux du NO sont la régulation du tonus vasculaire (Furchgott, Jothianandan,
1991), I’inhibition de I1’activation plaquettaire (Moncada et al, 1988) et I’inhibition de
I’expression de molécules d’adhérence vasculaire comme VCAM-1 (Radomski et al, 1993;
Godin et al, 1993; Naseem, 2005). Le NO a des effets protecteurs anti-oxydant et anti-
inflammatoire, et inhibe la synthése d’endotheline 1 (De Caterina et al, 1995; Ataga et al,
2012). Plus récemment, il a ét¢é montré que le NO jouait un role clef sur la modulation des
propriétés rhéologiques des globules rouges de part ses effets sur certaines protéines du
cytosquelette en favorisant leurs S-nitrosylation (Simmonds et a/, 2014).

Cependant la demi-vie du NO est trés courte et ses effets vasculaires sont transitoires et

locaux (Nathan, 1992; Nathan & Xie, 1994; Moncada, S., & Higgs, 1993). Le NO réagit
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notamment trés vite avec 1’hémoglobine pour former du nitrate et de méthémoglobine. Le fait
que normalement I’hémoglobine soit encapsulée dans les globules rouges, réduit cette voie de
neutralisation du NO. Néanmoins, I’instabilit¢ du NO explique le fait qu’il est capté
facilement par des protéines comme I’hémoglobine libre ou par des radicaux dérivé de
’oxygéne (ROS) comme I’anion superoxyde (O, ). Sa capture par les ROS peut déclencher la
formation des autres radicaux nitrooxygénés trés réactives et agressives augmentant le stress
oxydant et nitrosatif (Chapitre III). L’altération de la biodisponibilité du NO (soit par une
réduction de sa production soit par une augmentation de sa dégradation) est la cause majeure
du dysfonctionnement vasculaire compte tenu de ses implications diverses dans les fonctions
régulatrices de 1’endothélium et dans le maintien de I’homéostasie et de la protection

vasculaire.

1.6 Le dysfonctionnement endothélial

La dysfonction endothéliale est définie comme [Daltération de la régulation et du
fonctionnement endothélial contribuant a 1’apparition de certaines pathologies. La plupart des
maladies cardiovasculaires comme le diabéte, 1’hypertension artérielle, 1’obésité et la
drépanocytose sont corrélées a une dysfonction du métabolisme du NO et de la voie de eNOS
(Poredos, 2002). Des facteurs environnementaux et comportementaux comme une mauvaise
alimentation, 1’inactivité physique, le tabagisme ainsi que 1’age sont des facteurs de risque de
développement d’altérations et des pathologies vasculaires. Cette dysfonction endothéliale se
traduit par un déséquilibre dans la production des facteurs vasodilateurs ou vasoconstricteurs,
dans la synthése des facteurs pro-coagulants et pro-inflammatoire, de I’adhérence vasculaire
et de I’agrégation plaquettaire, par une perte de la perméabilité endothéliale, mais également
par des modifications structurelles comme la prolifération des cellules musculaires lisses et le
développement des thromboses (Figure 15).
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Figure 15. La dysfonction endothéliale

La dysfonction endothéliale causée par I’altération de la biodisponibilité en monoxyde d’azote (NO),

I’augmentation du stress oxydant et I’inflammation. D’aprés (Park, K. H. & Park, 2015).

A gauche « homéostasie vasculaire », le NO est généré par la eNOS en réponse aux contraintes de
cisaillement ou aux autres médiateurs et réalise son role de vasodilateur et protecteur vasculaire.

A droite, « dysfonction endothéliale », I’implication du stress oxydant dans la perturbation du
métabolisme de NO. La dégradation / ou 1’augmentation de la capture précoce du NO ou I’altération
de DI’expression / ou de I’activité / ou un découplage de la eNOS provoquent une baisse de la
production du NO et une augmentation de la production des vasoconstricteurs entrainant un
déséquilibre de la balance du tonus vasculaire en faveur des facteurs vasoconstricteurs. Par ailleurs, la

eNOS découplé est capable de produire de 1’anion superoxyde, majorant ainsi le stress oxydant.

La capacité vasomotrice du réseau vasculaire joue un réle primordial dans la régulation du
débit sanguin en contrdlant les résistances vasculaires. La coordination et 1’interaction entre

les facteurs rhéologiques du sang et les facteurs vasculaires sont essentiels pour un bon
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fonctionnement du systéme cardiovasculaire. Une dysfonction endothéliale entraine un
dysfonctionnement vasculaire ce qui diminue la perfusion tissulaire favorisant le
développement des maladies cardiovasculaires. L’affection du systéme cardiovasculaire est en
lien direct avec le fonctionnement des autres systémes humains.

La Drépanocytose a été longtemps considérée strictement comme une maladie rhéologique du
sang. Au cours de la derni¢re décennie, plusieurs équipes de recherches ont démontré que la
perturbation du métabolisme du NO est un mécanisme physiopathologique important de la

Drépanocytose (Mack & Kato, 2006).
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I1. LA DREPANOCYTOSE : UNE PATHOLOGIE COMPLEXE

DREPANOCYTOSE : GENERALITES

La Drépanocytose, également appelée hémoglobinose S, sicklémie ou anémie a cellules
falciformes est une maladie génétique qui affecte 1’hémoglobine des globules rouges. Une
mutation ponctuelle conduit a la synthése d’une hémoglobine anormale, nommée
I’hémoglobine S (HbS). L’HbS désoxygénée polymérise provoquant ainsi la déformation des
globules rouges en forme de faucille, phénoméne appelé la falciformation, conduisant a de
nombreuses altérations circulatoires et tissulaires aigués et chroniques (grec Opémavov

(faucille) xvtog (cellule)).

I1.1 Découverte et rapide historique de cette pathologie

Cette histoire fait partie de celles qui n’ont évidemment pas de fin, mais aussi pas de
commencement.

1l s’agit d’une présentation des points forts de [’histoire de cette pathologie mais c’est
seulement [’'une des briques d’un grand mur. L activité de plusieurs chercheurs, leur passion

et leurs collaborations, nous permettent d’arriver aux connaissances de nos jours.

La Drépanocytose « une maladie des tropiques »

Les tribus d’Afrique de I’Ouest la désignent sous des noms spécifiques dont certaines
appellations font écho aux cris des malades lors des crises douloureuses. La tribu Ga 1’a
nommeée chwecheechwe, la tribu Twi : ahututuo, la tribu Ewe : nuidudui et la tribu Fante :

nwiiwii (Konotey-Ahulu, 1968). La Drépanocytose est connue certainement depuis des
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générations dans les régions africaines mais ce n’est que vers la fin du XIX siecle qu’elle y a

été évoquée dans des écrits identifiés.

James A.B. Horton, un chirurgien et soldat nigérien
a publié en 1874 son travail, intitulé « the diseases of
tropical climates and their treatment », sur les

maladies tropicales (Horton, 1874). Il est un des

premiers qui prenait note de la survenue des crises

SURGEON-MAJOR J. A

An African Doctor on the Army Medical S:alf
Born 18345 Died Oct. 15, 1883

HORTON, M.D., F.K.G.5

douloureuses et des

Figure 16. James Africanus ) ) ) )
anomalies sanguines récurrentes pendant la saison

Beale Horton (1835 - 1883)
des pluies.

Quelques années plus tard en 1889, I’hématologue frangais Georges Hayem observe en
Afrique sous microscope des globules rouges en forme de « demi-lune » et conclut
faussement qu’il s’agit d’une variation structurelle normale des globules rouges (Hayem,

1889).

La Drépanocytose « une maladie des globules rouges falciformés »

La premicre véritable description de la Drépanocytose date de 1904. Elle a été faite par le
cardiologue James B. Herrick (1861-1954) a Chicago. Un jeune étudiant, Walter Clement
Noel, provenant de Grenade était hospitalis€ pour vertiges, toux, fievre, anémie et des
palpitations et essoufflement répétitifs. L’examen sanguin, analysé par le collégue de Dr.
Herrick, Ernst Irons, montrait des hématies inhabituelles en forme de faucille. Noel s’est senti
mieux aprés un mois d’hospitalisation et a continué ses études. Il est décédé de pneumonie

(aujourd’hui connue comme syndrome thoracique aigu) a 1’age de 32 ans, a Grenade.
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Figure 17. La Drépanocytose, une maladie des globules rouges falciformés

James Herrick (a gauche) & Ernst Irons (a droite) et le frottis sanguin de Walter Noel montrant des

globules rouges normaux et en forme de faucille. D’aprés Herrick, 1910 (Herrick, 2001).

Trois mois plus tard, suite a la publication de Herrick (Herrick, 1910), s’est présenté en
Virginie le deuxiéme cas décrit par Washburn, 1911 (Serjeant, 2001) : Ellen Anthony
souffrant d’une douleur abdominale sévere.

Le troisiéme cas, une jeune femme africaine de 25 ans, hospitalisée a Washington pour un
ulceére de jambes, a attiré 1’attention de Victor Emmel (Emmel, 1917) : trois enfants de la
famille sont décédés d’anémie. Le frottis sanguin de son peére (asymptomatique) et d’elle-
meéme n’ont pas montré d’anormalies. Cependant quelques jours plus tard se sont formées des
cellules en forme de faucille. Emmel fut le premier a avoir suggéré un lien héréditaire et a
avoir introduit /e test de falciformation.

La description du quatrieme cas a conduit a I’introduction du terme « sickle cell anemia »
utilisé pour designer I’ensemble des symptomes, [’anémie et la présence des globules rouges

en forme de croissants (Mason, 1922).

56



La Drépanocytose « une hémoglobinopathie récessive »

Hahn & Gillespie (1927) (Hahn & Gillespie, 1927) ont démontré que les globules rouges se
déforment lorsque la pression partielle en oxygeéne baisse en dessous de 45Smm/Hg et que ce
phénomene est réversible lors de la reoxygénation. Cependant les cellules fantomes
dépourvues d’hémoglobine n’ont pas changé de forme soulignant I’implication de
I’hémoglobine dans la déformation des globules rouges.

Diggs a donné une premicre explication des manifestations cliniques : « une explication
possible de [’engorgement capillaire est que les cellules allongées et pointues s’emboitent et
passent plus difficilement les obstacles que les cellules normales » (Diggs et al, 1933). Ils
furent les premiers a différencier les cas symptomatiques des cas asymptomatiques, appelés
« sickle cell trait ».

Apres avoir étudié 42 familles, Neel a proposé que la transmission de la maladie suit un mode
mendélien récessif: les individus hétérozygotes ne présentent généralement pas de
manifestation clinique de la maladie (les connaissances d’aujourd’hui permettent de dire que
ca n’est pas toujours le cas) alors que les homozygotes développent les symptomes (Neel,

1949).

Linus Pauling et ses collaborateurs ont observé par électrophorése la migration anormale de
I’hémoglobine (Figure 18), qu’ils ont nommé hémoglobine S (S, sickle hemoglobin). 11
confirme I’hypothése de Neel en démontrant que les globules rouges des porteurs du trait
drépanocytaire contiennent de 1’hémoglobine S et de I’hémoglobine A (hémoglobine

normale).
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Figure 18. Linus Pauling et la migration anormale de I'HbS (Pauling et a/, 1949)

La Drépanocytose « une maladie moléculaire monogénique autosomique récessive »

La formation de 1’hémoglobine S résulte d’une mutation ponctuelle au niveau du sixieme
codon du gene codant pour la chaine B globine, situé¢ sur le chromosome 11, dans laquelle la
base nucléique adénine est remplacée par la thymine ce qui entraine le remplacement de
I’acide aminé glutamique par la valine (Figure 19) (Ingram, 1957). Cette dernicre est
caractérisée par une faible charge positive et une faible solubilité. Les traveaux d’Ingram
montrent que la Drépanocytose est la premiére maladie génétique dont le defaut moléculaire a

été identifier.
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Figure 19. « Finger prints » découvert par Ingram, 1957

Migrations des extractions peptidiques « finger prints » de I’hémoglobine A (ligne entiere) et de I’HbS
(ligne hachurés) avec threonyl-prolyl-glutamyl-glutamyl-lysine 5 pour I’HbA et threonyl-prolyl-valyl-

glutamyl-lysine pour I’HbS (Ingram, 1957).

Les technologies de ces jours permettent de comprendre les mécanismes physiopathologiques

sous-jacents de cette maladie et de développer des nouvelles thérapies.

I1.2 Apparition et Répartition géographique

1. Haplotypes de la mutation i’

La drépanocytose concerne plus de 50 millions de personnes a 1’échelle du globe. C’est la
maladie génétique la plus répandue dans le monde. Elle touche plus particulierement les
populations originaires d’Afrique équatoriale et tropicale et celles qui en sont issues (Antilles,
Etas Unis, etc.). Sa fréquence peut atteindre les 40% chez certaines populations en Afrique
centrale mais elle est également fréquente en Inde, au Moyen Orient et dans le bassin
Méditerranéen. Elle est caractérisée par une grande variabilité phénotypique. Les études sur
I’haplotype du géne B° suggérent que la mutation se développait simultanément dans cinq
endroits indépendants (Figure 20). En Afrique, on peut distinguer quatre haplotypes (nommés

d’apres la région de découverte) : Sénégal, Benin, Bantu et Cameroun et en Asie on compte
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un haplotype Arabo-Indien englobant le Pakistan et I’Iran (Kulozik et al, 1986;
Lapouméroulie et al, 1992; Nagel et al, 1985). Certains haplotypes comme le Bantu sont
associés a des formes plus séveres alors que d’autres sont généralement plus modérés. C’est le
cas de I’haplotype arabo-indien (Steinberg et al/, 1995; Jastaniah, 2011).

Les migrations volontaires ou liées aux événements historiques (guerre, traite des esclaves
etc.) ou climatiques (secheresse, périodes glaciaires) ont fait propager cette mutation dans le

monde et ont favorisé 1’expansion des haplotypes.

. f
.-i a9 . ‘
i = ’ . [ -globin Haplotypes
s S ’ J A;wcca:lued A:th_Sickle

0 3 . 1 Benin -

. B Cameroon
“ B CAR/Bantu
B Saudi Arabia/India
I Senegal

Figure 20. La distribution géographique des haplotypes

La distribution géographique des haplotypes du géne B°, établi selon les résultats des études

épidémiologiques et génétiques (Powars et al, 1990; Rahimi et al, 2003; Oner et al, 1992; Nagel & Ranney, 1990;

Monteiro et al, 1989). D’apres (Gabriel, A., & Przybylski, 2010). Chaque haplotype est représenté par couleur distincte
CAR, République d’Afrique Centrale
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2. La mutation f’, un avantage sélectif?

Comment un gene récessif peut atteindre une telle fréquence (60-80%) dans certaines
populations africaines et est complétement absente dans autres (Allison, 1954) ? « In other
words, there must be some factor which is tending to increase the number of sickle cell genes
in the population » (Livingstone, 1957). Si la mutation n’a pas une fréquence trés élevée
(Vandepitte et al, 1955), le géne muté devrait donner un avantage sélectif aux porteurs du trait
drépanocytaire (Neel, 1949). 11 a été proposé dans un premier temps que cette mutation
pourrait étre accompagnée d’une meilleure fertilité (Foy et al, 1954; Allison, 1954) ou d’un
taux de survie supérieur (Raper, 1949). Dans ce contexte, une superposition tres forte a été
observée (Haldane, 1949; Allison, 1954; Beet, 1946) entre les zones géographiques de la
répartition de la drépanocytose et celle du paludisme (une infection parasitaire tropicale ou le
parasite Plasmodium Falciparum est transmis a 1’homme par les moustiques du genre
Anophele). Selon Haldane (Haldane, 1949), il s’agit d’un exemple typique de la sélection
naturelle donnant a ’hémoglobine S sous sa forme hétérozygote un avantage protecteur vis a
vis du paludisme et dont la sélection se fait ainsi en faveur des individus hétérozygotes qui
par la suite transmettent le géne mute B° d’une génération a I’autre. Plusieurs études
longitudinales ont essayé de comprendre les mécanismes protecteurs sous-jacents. Il
semblerait que la protection des porteurs du trait drépanocytaire face a la malaria plasmodium
falciparum implique principalement deux mécanismes (Cyrklaff ez al, 2016) :
- 1l apparait que la polymérisation inhibe le développement intra-érythrocytaire du
parasite Plasmodium Falciparum (Luzzatto et al, 1970; Allison, 1957; Roth et al,
1978).
- Les érythrocytes parasités et falciformés sont reconnus et éliminés rapidement par le
systéeme immunitaire qui est plus actif chez les patients drépanocytaires (Edozien et al,

1962; Smith et al, 1988; Cabrera et al, 2005).
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La présence de la mutation drépanocytaire B° diminue le risque d’infection chez les patients
drépanocytaires porteur du trait (AS) et les patients drépanocytaires homozygotes (SS)
comparés aux sujets sains AA (Figure 21). En revanche en cas d’infection le taux de mortalité
des sujets drépanocytaires homozygotes est bien supérieur a celui des sujets sains a cause du

taux élevé de falciformation (Williams & Obaro, 2011) (Figure 21).

Transmission de la malaria

INFECTION

MORTALITE

Figure 21. Risque relatif d'infection et de mortalité associés a la malaria

Risque relatif d’infection et de mortalité associés a la malaria chez les enfants africains sains (HbAA),

porteurs du trait drépanocytaire (HbAS) et drépanocytaires homozygotes (HbSS).
D’apres (Williams & Obaro, 2011) extrait de la thése de Camille Faes.

3. La diversité génotypique de la drépanocytose

Les programmes de dépistage et diagnostic ont permis d’identifier des formes génétiques
drépanocytaires diverses créant une maladie polymorphe avec une remarquable diversité
phénotypique.

Des mutations ponctuelles du géne B peuvent toucher différents endroits conduisant a des

hémoglobinopathies autres que celle liée strictement a I’HbS. Ces autres variétés du gene B
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peuvent s’associer a la mutation 8° en formant des formes hétérozygotes composites. Diverses
combinaisons sont possibles. Elles aboutissent a des génotypes drépanocytaires plus ou moins
séveres (Hb SC, Hb SE, Hb SDpyjan, Hb SO 4rap, etc.). L’HbS peut également s’associer a des
défauts quantitatifs de synthése de chaines a ou B, nommé respectivement o /  thalassémie.
Le terme « syndrome drépanocytaire majeur » (SDM) a été introduit pour regrouper ces
formes hétérozygotes composites et la forme homozygote. Les principaux génotypes sont la
forme homozygote SS et la forme hétérozygote composite SC (les patients SC ont a la fois de
I’hémoglobine S et de I’hémoglobine C).

Cette remarquable diversité génotypique aboutit a une grande variété phénotypique qui fait de

la drépanocytose une pathologie extrémement complexe et multifactorielle.

4. Dépistage ciblé de la Drépanocytose

Chaque année plus de 300.000 nouveau-nés dans le monde sont atteints de cette maladie.
Dans certaine pays en développement, le taux de mortalité infantile est élevé, principalement
en raison d’infections, avec les conséquences de septicémie et séquestration splénique, le
tableau clinique s’aggravant d’autant plus en cas de manque de prise en charge.
L’amélioration de la prise en charge, la création des centres spécialisés, le dépistage prénatal
et néonatal, I’antibiothérapie prophylactique et les vaccinations anti-pneumococciques
réduisent significativement le taux de mortalité et de morbidité des enfants de moins de 5 ans
(Conference, 1987). La prise en charge précoce par des médecins spécialis€s est essentielle
dans la mesure ou elle réduit I’incidence des complications graves de la petite enfance.
Cependant I’insuffisante efficacité du ciblage actuellement repose sur la notion erronée que la
drépanocytose ne touche que les personnes d’origine africaine ayant la peau foncée.

Dans les départements d’outre-mer, un dépistage généralis¢ a ¢ét¢ mis en place

progressivement dés 1985. En France hexagonale, le dépistage (introduit progressivement a
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partir de 1995) concerne seulement les enfants a risque en raison de 1’origine de leurs parents.
Les prélévements sanguins sont faits aprés la 72°™ heure de vie par prélévement capillaire au

talon.

5. La Drépanocytose en France et en Guadeloupe

La Drépanocytose est la maladie génétique la plus fréquente en France. La prévalence du type
dréépanocytaire varie d’un département a 1’autre en fonction de la composition de la
population. Aux Antilles francaise la population est composée de plus de 70% d’afro-
caribéens comparativement a la Guyane ou on retrouve principalement les groupes ethniques
asiatiques, amérindiens ou sud-américains ou de la Réunion d’ou les origines indiennes et

européennes dominent.

Selon le rapport de I’AFDPHE (A4ssociation Frangaise pour le Dépistage et la Prévention des

Handicaps de I’Enfant) de 2015, 335 360 nouveau-nés ont bénéfici¢é du dépistage de la

drépanocytose (295 951 en Métropole, 39 409 en Outre Mer).

Au total 466 nouveau-nés portant un SDM ont été repérés dont :

- 387 SDM en métropole (281 SS, 14 SB" ou SB'thal et 92 SC) soit une incidence de

1/ 765 des nouveau-nés testés et de 1/1969 sur I’ensemble des nouveaux-nés.
Toutefois cette prévalence est beaucoup plus importante en région parisienne (1/874)
ou se concentrent les populations a risque.

- 79 SDM dans les DOM (55 SS, 2 SB" ou SB thal et 22 SC) soit une incidence de 1/499.

En Guadeloupe 12% de la population porte le trait drépanocytaire (Alexendre et al, 1997).
Depuis 1990, la prise en charge médicale, sociale, le dépistage et la recherche sont réalisés par

I’Unité Transversale de la Drépanocytose (UTD) a Pointe-a-Pitre. Environ 1500 patients sont
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suivis a I’Unité Transversale de la Drépanocytose a Pointe-a-Pitre. Les principaux SDM

dépistés sont les formes SS, SC SB-thalassemique et SDpupjab-

I1.3 Physiopathologie de la Drépanocytose

1. Propriétés de I’hémoglobine S et I’hémoglobine C
a) La polymérisation de I’hémoglobine S

La mutation ponctuelle conduit a la formation d’une Hb anormale, I’HbS, et par conséquent a
des changements structurels et fonctionnels du globule rouge qui deviennent cependant
visibles seulement en condition hypoxiques. La présence de la valine hydrophobe rend I’HbS
plus hydrophobe que I’HbA ce qui a pour conséquence de diminuer la solubilité¢ de I’HbS
(Perutz et al, 1951). Les sites hydrophobes de valine sur la B-globine peuvent interagir et se
lier a d’autres molécules B globine (la phénylalanine 85 et la leucine 88) entrainant la
formation de longues chaines de polymeéres, appelé polymérisation (Figure 22). 14
polymeres peuvent s’assembler (Eaton & Hofrichter, 1987) pour former une hélice de 20-
22mm de diamétre (Crepeau et al, 1978) (Figure 22). Une seule sous-unité de B globine est
impliquée dans la formation du contact entre les différentes molécules au niveau de la poche

hydrophobe qui n’est apparente que dans certaines conditions (Figure 22).
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fE-chain

HbS deoxy-HbS

Figure 22. La polymérisation de 'HbS

Elle joue un réle initial dans les mécanismes physiopathologiques de la Drépanocytose.

La polymérisation se réalise en condition de désoxygénation (Hahn & Gillespie, 1927; Lange
et al, 1951). Le stress, une diminution du potentiel hydrogeéne (pH) (Hahn & Gillespie, 1927,
Lange et al, 1951; Greenberg et al, 1957), une déshydratation associée a 1’acidification, et
’activation du cotransport membranaire de potassium (K') chloride (CI) faisant suite &
I’oxydation de groupes sulthydriles et liée aux effets de I’HbS (Brugnara et al, 1989), ou une
augmentation de la température (Sydenstricker et al, 1923), ou des concentrations €levées en
Ca”" et en cations de magnésium (Gibson ef al, 1998) peuvent favoriser la desoxygénation et
ainsi la formation des polymeres.

La cinétique de la polymérisation est marquée par un certain délai. En effet, il existe un temps
de latence entre le moment ou I’HbS est désoxygénée et la formation des fibres (Ferrone et al,

1985; Christoph et al, 2005). Un nombre critique de molécules doit étre assemblé pour que le
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processus s’initie (nucléation homogene), ensuite a partir de ces premieres formations, la fibre
peut s’allonger et la formation de fibres secondaires sur la fibre préexistante se réalise
(nucléation hétérogéne) (Ferrone et al, 1985, 2002). Ce délai dépend de la quantité d’HbS
intracellulaire (Cao & Ferrone, 1996; Hofrichter, 1986), de la saturation partielle en oxygene

(Eaton & Hofrichter, 1987), du pH, de la température et du contenu en HbF (Goldberg, 1977).

b) De la polymérisation a la falciformation

Figure 23. De I'érythrocyte au drépanocyte

La polymérisation de I’HbS provoque des changements structurels et fonctionnels du globule
rouge avec des conséquences directes sur les propriétés érythrocytaires (déformabilité, affinité
en oxygene) et vasculaires (contrainte de cisaillement, activation endothéliale).

La formation des polymeéres a I’intérieur des globules rouges provoque un étirement de la
membrane érythrocytaire conduisant a la déformation érythrocytaire typique en forme de
faucille. La formation du drépanocyte est appelée falciformation.

La polymérisation et la falciformation sont des processus réversibles, quand les conditions
redeviennent favorables (reoxygénation). Cependant aprés plusieurs cycles de
polymérisation/dépolymérisation, les fibres de I’HbS ne peuvent plus se dépolymériser
formant des globules rouges irréversiblement falciformés (Bertles & Ddbler, 1969; Lux et al,

1976). La répétition des cycles polymérisation-falciformation / dépolymérisation-
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défalciformation provoque de nombreux dommages irréversibles au niveau de la membrane
érythrocytaire et affecte la structure du cytosquelette et sa composition (Lux et al, 1976). La
formation des polymeéres provoque une perte de la symétrie des phospholipides membranaires
avec externalisation des phospholipides de la face interne (Lubin et al, 1981) activant la
phagocytose par les macrophages et donnant un potentiel pro-adhésif et pro-coagulant aux
érythrocytes. La genese endogéne des especes réactives de 1’oxygene (anion superoxyde,
radical hydroxyle ou peroxyde d’hydrogene) conduit a des altérations métaboliques et
membranaires (Rank et al, 1985). Par ailleurs la perméabilité aux cations augmente
anormalement via une activation du co-transport membranaire des ions K" et CI” et I’ouverture
du canal Gardos qui est activé par le calcium (Eaton et al, 1973)) et participe a la
déshydratation érythrocytaire (Glader & Nathan, 1978) suivies d’une augmentation de la
concentration en HbS intracellulaire et ainsi du taux de polymérisation de I’HbS.

Les globules rouges deviennent plus rigides et ils perdent leur capacité a se déformer limitant
la perfusion sanguine et I’oxygénation tissulaire (Palek et al, 1977). La déformabilité des GRs
a I’état oxygéné est déja tres réduite (stress oxydant accru et altération de la biodisponibilité
en NO) mais elle diminue dramatiquement en condition désoxygénée (Ballas & Mohandas,
2004). Une réduction de seulement 15% de la déformabilité érythrocytaire conduit a une
augmentation de la résistance vasculaire de plus de 75% (Baskurt ef al, 2004a). La perte de la
déformabilité érythrocytaire augmente également la contrainte de cisaillement contre la paroi
endothéliale favorisant le développement de sa dysfonction (surexpression des molécules
d’adhérence, augmentation du stress oxydant). Le changement de configuration répété rend
les érythrocytes plus fragiles conduisant a une destruction prématurée (hémolyse) (Embury,
1986; Conran et al, 2009). Leur durée de vie est plus courte : 15 jours (McCurdy & Sherman,

1978) contre 120 jours pour un GR normal contenant de I’hémoglobine A (Wood et al, 2008).
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La falciformation entraine également une rigidification érythrocytaire responsable des
occlusions au niveau de la microcirculation (Ballas & Mohandas, 2004; Marossy et al, 2009)

favorisant ainsi la survenue d’occlusions vasculaires et de phénomenes ischémiques.

c) Les propriétés de ’hémoglobine C (HbC)

Les globules rouges des patients SC contiennent de I’'HbC et HbS. La formation d’HbC
résulte de la substitution de 1’acide glutamique par la lysine a la position 6 de la sous-unité 3-
globine. L’hémoglobine C ne polymérise pas. Une des particularités de 'hémoglobine C est sa
capacité a former des cristaux tetragonaux intra-érythrocytaires

(Figure 24) conduisant a une augmentation de la densit¢ du globule rouge et de la
déshydratation de celui-ci (Serjeant, 2001; Mitton, 2014).

Ces phénomenes favorisent la polymérisation de I’HbS. Les mécanismes sous-jacents de la

cristallisation ne sont pas encore bien connus.

Figure 24. Cristallisation de I'HbC. (Nagel ez al, 2003)

Les patients SC ont un profil clinique généralement plus modérés (hémolyse et survenue des
crises vaso-occlusive (CVO) moins fréquents) que les sujets homozygotes SS. Les
complications cliniques majeures plus fréquentes dans cette population sont 1’ostéonécrose
(Lionnet et al, 2012), les troubles otologiques et les rétinopathies prolifératives (Lemaire et al,
2013) et sont en particulier dues a une viscosité sanguine plus €élevée comparativement aux

sujets sains et aux patients drépanocytaires SS (Tripette et al, 2009). La durée de vie moyenne
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des érythrocytes contenant ’HbSC est de 28,9 jours contre 15 jours pour les érythrocytes
homozygotes HbS (McCurdy & Sherman, 1978). En outre, une falciformation irréversible des
érythrocytes HbSC est moins fréquente que pour les érythrocytes HbSS. En revanche les
globules rouges SC ont un volume globulaire moyen diminué¢ et une concentration
corpusculaire moyenne en hémoglobine plus importante que les globules rouges SS ou
normaux en raison de la déshydratation cellulaire chronique causée par I’activation du co-

transporteur K'-C1" (Nagel et al, 2003).

I1.4 La drépanocytose, une hémoglobinopathie aux complications multiples

1. La drépanocytose, une pathologie multifactorielle

Dans le mode¢le classique, les processus de la désoxygénation-polymérisation-falciformation
sont définis comme des éveénements clés des occlusions vasculaires. Cependant le modéle
classique est insuffisant pour expliquer

- la variabilité de I’expression clinique d’un patient a I’autre, dans le temps mais aussi entre
les génotypes (Stuart & Nagel, 2004).

- P’apparition des phénomeénes vaso-occlusifs car le délai de polymérisation de I’HbS en
condition désoxygénée est supérieur au temps de transit érythrocytaire dans la

microcirculation (Hofrichter, 1976; Eaton & Hofrichter, 1987; Kaul & Fabry, 2004).

Ainsi pour que la polymérisation de I’HbS soit possible, il faut I’intervention d’autres facteurs

contribuant au ralentissement circulatoire.
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a) La crise vaso-occlusive

L’occurence périodique d’épisodes vaso-occlusifs aigus et douloureux est la caractéristique
clinique majeur de la drépanocytose. Il s’agit d’une obstruction vasculaire, en particulier au
niveau des veinules post-capillaires, provoquée par les GRs falciformés conduisant a
I’hypoxie et aux dommages tissulaires responsables d’épisodes trés douloureux, appelés crises
vaso-occlusives. L’intensité, la durée (pendant des heures, jours, rarement des semaines) et la
fréquence des crises sont un indice de la sévérité¢ de la maladie. Les CVOs peuvent survenir
dans tous les lits vasculaires de I’enfance jusqu’a I’age adulte.

De multiples facteurs sont impliqués dans le ralentissement sanguin et ainsi le temps de
transit des globules rouges dans la microcirculation (Hebbel, 1991; Embury et al, 2004). Les
facteurs de risque impliqués dans le ralentissement du flux sanguin et le développement des
occlusions vasculaires sont 1’altération des propriétés rhéologiques des GRs (partculiérement
une faible déformabilit¢ des GRs et une viscosit¢ sanguine ¢levée) (Ballas & Mohandas,
2004; Tripette et al, 2009), I’inflammation et 1’activation endothéliale favorisant les

interactions entre les cellules circulantes et I’endothélium (Switzer et al/, 2006) (Figure 25).
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Figure 25. Mécanismes impliqués dans le développement des occlusions vasculaires

Adapté d’aprés (Switzer et al, 2006).

La présence des GRs trés adhésifs et denses peuvent augmenter la viscosité sanguine (Chien et al,
1970) et bloquer les vaisseaux de faible diamétre. Les capillaires et veinules postcapillaires font partie
des principaux sites d’occlusion vasculaires dans la drépanocytose (Kaul ef al, 2009). Les faibles
vitesse de cisaillement au niveau de ces sites associés a une viscosité augmentée (Chien et al, 1970)
ralentissent dramatiquement le flux sanguin et favorisent 1’agrégation érythrocytaire (Barabino et al,
2010). L’accumulation des GRs denses falciformés obstrue la microcirculation causant 1’occlusion
vasculaire. Dans les gros vaisseaux les zones d’agrégation et d’accumulation cellulaire vont induire la
formation des zones de sténose avec augmentation du temps de transit des GRs ce qui va augmenter le
risque d’adhésion et de falciformation des GRs. A la sortie de cette zone de sténose, le flux devient
turbulent causant des dommages endothéliales tels que 1’activation endothéliale ou la génération des
espéces réactives de 1’oxygene. Les zones de sténoses semblent &tre impliquer dans le développement

d’accident vasculaire cérébral (Adams et al, 1998).

b) L’hémolyse

L’hémolyse intravasculaire décrit la lyse précoce des GRs dans la lumiere vasculaire qui a
pour conséquence de réduire le taux de globules rouges et de libérer I’hémoglobine dans le

plasma. Cette lyse est liée aux altérations membranaires fragilisant I’érythrocyte. Dans la
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Drépanocytose, ’hémolyse joue un role important dans la diminution de la biodisponibilité en
NO (Reiter & Gladwin, 2003; Morris et al, 2005b; Gladwin et al, 2003) probablement
responsable de la dysfonction endothéliale et la perte de la réactivité vasculaire (Kato et al,
2007; Morris, 2008; Teixeira et al, 2017; Kato et al, 2017). Elle sera également responsable
de I’anémie sévere et on parle aussi de I’anémie hémolytique. L’hémolyse extravasculaire est
un processus naturel d’élimination des GRs défectueux ou des drépanocytes denses,
déshydratés et irréversiblement falciformés par la phagocytose. Une élimination importante
peut éventuellement provoquer des complications telles que des séquestrations spléniques

(Pearson et al, 1969).
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Figure 26. L'hémolyse intravasculaire

L’hémolyse intravasculaire et les mécanismes impliqués dans la diminution de la biodisponibilité en

NO avec les complications associées. D’aprés (Kato et al, 2007).
Hb, hémoglobine ; LDH, lactate déshydrogénase ; metHb, méthémoglobine ; NO, monoxyde d’azote ; NO5', nitrate ; 02'0,

anion superoxyde ; ONOO', peroxynitrite.

Au cours de I’hémolyse 1’enzyme arginase est libérée dans le plasma. Cette enzyme utilise le
substrat nécessaire a la formation du monoxyde d’azote, la L-arginine, pour la transformer en
ornithine et urée (Morris et al, 2005b) (Figure 26). L’activité de ’arginase est corrélée au taux
de lactate déshydrogénase (LDH) et d’hémoglobine plasmatique (Morris ef al, 2005b) et est
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ainsi considérée comme un marqueur classique de I’hémolyse. La lactate déshydrogénase est
un marqueur hémolytique indirect. Il est cependant souvent utilis¢é comme marqueur
hémolytique majeur dans le cadre de la drépanocytose car 1’essentiel de la LDH plasmatique
provient de la lyse des globules rouges (Kato et a/, 2013). Le taux d’hémolyse est ¢galement
estimé par le taux de bilirubine et de I’aspartate aminotransferase (AST). L’AST est une
transaminase qui intervient dans la néoglucogénése. Elle est présente en quantité importante
dans les globules rouges. Ainsi un taux ¢levé d’AST plasmatique est supposé¢ Etre
représentatif d’une destruction érythrocytaire précoce.

La durée de vie des globules rouges dans le cadre de la drépanocytose est plus courte. Le
renouvellement érythrocytaire continuel se traduit par un taux de réticulocytes plus élevé.
Ainsi le pourcentage de réticulocytes (Hebbel, 2011) est également utilis€ comme un
marqueur d’hémolyse. L’indice hémolytique est un indicateur proposé par Nourraie (Nouraie
et al, 2013). Il est calculé par une analyse en composante principale incluant 4
parametres hémolytique : la LDH, I’AST, la bilirubine et le pourcentage de réticulocytes.
D’autre part, la lyse des globules rouges conduit a la libération de 1’hémoglobine dans le
plasma qui consomme rapidement le NO en produisant de la méthémoglobine et du nitrate
(NO3") (Reiter et al, 2002; Belcher et al, 2010) (Figure 26). Cela ce traduit par une réduction
dramatique du NO circulant limitant ainsi les capacités vasculaires vasodilatrices et
conduisant a 1’augmentation du stress oxydant comme nous le verrons dans le chapitre III.
Les especes réactives de 1’oxygene agissent directement sur le NO libre et le rendent inactif
en formant d’autres radicaux. L’anion superoxyde reagit avec le NO pour former le
peroxynitrite (ONOO").

Par conséquent, la eNOS est découplée et impliquée dans la formation des radicaux
notamment aussi le peroxynitrite (Morris ef al, 2005b), capable d’inhiber le BHs (Wood et al,
2006; Cosentino & Katusi¢, 1995) qui est nécessaire pour I’activation de la eNOS. Le

découplage de la eNOS s’amplifie créant un cercle vicieux.
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Cette réduction de NO entraine un dysfonctionnement endothélial avec I’augmentation de
I’expression des molécules d’adhérences vasculaires telles que VCAM-1 et la E-sélectine, et
I’augmentation d’endothéline 1 produit (Rother et al, 2005). La perte de la vasomotricité
réduit la capacité vasculaire a s’adapter aux perturbations du flux sanguin contribuant au
ralentissement du flux local et a ’augmentation du temps de transit ce qui favorise les
processus de la polymérisation et falciformation. Il apparait que [’hémolyse et ses
conséquences sur la biologie du NO sont a I’origine du développement d’une vasculopathie
chronique chez les patients drépanocytaires touchant a la fois la microcirculation et les gros
vaisseaux artériels (Connes et al, 2013b; Kato et al, 2017; Gladwin & Vichinsky, 2008).
L hémolyse chronique associée a I’anémie sévere est généralement plus marquée chez les
patients SS que SC et souvent encore plus accentué¢ lors des CVOs (Ballas & Marcolina,
2006). En revanche, la présence de I’a-thalassémie diminue la sévérité de 1’hémolyse, de
I’anémie et des complications associées (Embury et al, 1984).

Le renouvellement continuel d’érythrocytes et proportionnel au taux des GRs détruits
consomme beaucoup d’énergie et augmente le métabolisme de base (Buchowski et al, 2001,

2002b).

¢) L’inflammation

Les périodes d’ischémie et de reperfusion, les altérations hémorhéologiques et endothéliales,
la perte de vasomotricité, 1’augmentation de la contrainte de cisaillement et la récurrence des
CVOs créent un état d’inflammation chronique (Solovey et al, 1997). L’inflammation
augmente les interactions adhésives entre endothélium-érythrocyte-leucocyte particuliérement
dans les veinules post-capillaires en raison de 1’état activé de ces cellules. Les cytokines pro-
inflammatoires activent I’expression des diverses molécules d’adhérence sur la membrane

érythrocytaire, leucocytaire et I’endothélium (Figure 27).
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Figure 27. L'inflammation et I'adhérence dans la drépanocytose

D’aprés Cartron & Elion, projet SCADHESION
Interactions multiples indirectes et directes entre les cellules circulantes activées et les cellules
endothéliales. Les molécules d’adhérence vasculaire se divisent en deux grandes familles: les
s¢lectines (exprimées sur les leucocytes, L- sélectine ; les plaquettes, P- sélectine et I’endothélium
vasculaire, E- et P- sélectine) et la famille des super immunoglobulines, qui sont exprimées a la
surface d’endothélium vasculaire activé. Ces molécules peuvent interagir avec les intégrines

exprimées a la surface des cellules adhérentes (Shephard et al, 2000).

D’abord on remarque un roulement des molécules circulantes au niveau de la paroi vasculaire
via les sélectines et ensuite une adhérence ferme de celles-ci via les superlg
(immunoglobulines) de la famille des CAMs Cell Adhesion Molecule (Figure 27 / 28). Cette
adhérence initie la sécrétion des cytokines (IL-1B, IL-8, TNF-a) qui vont activer
I’endothélium vasculaire en creant un état d’inflammation et une surexpression des molécules
d’adhérence vasculaire telles que P-sélectine, ICAM-1, VCAM-1 (Luster, 1998).

Les acteurs de ’adhérence cellulaire jouent un réle dans I’initiation des occlusions vasculaires
(Frenette & Atweh, 2007) et réduisent de maniere importante le flux sanguin dans la

microcirculation (Rees ef al, 2010) mais également dans les artéres plus larges comme les
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artéres pulmonaires et cérébrales. Les GRs rigides, denses et peu déformables augmentent le
frottement contre I’endothélium et activent I’expression des molécules vaso-constrictrices
comme [’endothéline-1 (Graido-Gonzalez, E., Doherty et al, 1998) et le facteur de
transcription nucléaire-kB (NF-xB) (Belcher et al, 2006, 2005). L’amplification du stress

oxydatif est également impliquée dans 1I’inflammation vasculaire.

Adherent
neutrophil

Discoid rbc

Sickle rbe

Rolling
Postcapillary leukocyte

venule

Vascular occlusion

Figure 28. Schéma général de 1'adhérence cellulaire dans la drépanocytose contribuant a

I'occlusion vasculaire. D’aprés (Frenette & Atweh, 2007).

IL.5 Aspects cliniques de la Drépanocytose

La Drépanocytose est caractérisée par une grande diversité d’expression clinique et la
survenue de nombreuses complications. Les complications majeures de la Drépanocytose
sont :
- les crises vaso-occlusives (CVO) (voir ci-dessus) douloureuses, osseuses, ostéo-
articulaires ou abdominale dont la sévérité, la fréquence, la durée et la localisation
different d’un patient a I’autre et d’une crise a ’autre. Le syndrome pied-main une

manifestation vaso-occlusive de la petite enfance qui se manifeste entre 6-18 moins.
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[’anémie hémolytique chronique est une complication majeur de la maladie (voir ci-
dessus). Les patients montrent une diminution du taux d’hémoglobine (entre 6 et 9.5
g/dl vs. 12-16 g/dl chez les sujets AA) et d’hématocrite (d’environ 24% contre 40%)
et une augmentation du taux de réticulocytes.

les complications spléniques (splénomégalie, la séquestration splénique aigué) causées
par le fonctionnement intensif de la rate (Habibi et al, 2005). Ces complications
nécessitent souvent un traitement transfusionnel.

le syndrome thoracique aigu (STA) regroupant les complications thoraciques et
pulmonaires aigues. Ce sont des phénomeénes vaso-occlusifs localisés dans la
microcirculation pulmonaire. Les symptomes comprennent une douleur thoracique,
une accé€lération de la respiration, de toux et de la fievre. D’autres complications
pulmonaires chroniques sont I’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) et les
thromboses artérielles pulmonaires, sachant que ces derni¢res peuvent conduire a une
HTAP (Ataga et al, 2006; Gladwin et al, 2004).

les vasculopathies cérébrales (1’accident vasculaire cérébrale (AVC) ischémique,
hémorhagique et silentieux ; le moya-moya etc.). Elles surviennent surtout chez les
patients homozygotes SS (Ohene-Frempong, 1991) avec des conséquences
potentiellement fatales et des dysfonctionnements cognitifs. La pathophysiologie est
trés complexe (Connes ef al, 2013b).

le priapisme, survient lors des occlusions vasculaires au niveau des corps caverneux
du pénis provoquant une érection prolongée tres douloureuse.

les ulceres de jambe, sont des plaies cutanées chroniques. Les ulcéres surviennent plus
souvent chez les patients SS (Serjeant, 2001).

[’ostéonécrose, causée par une réduction du flux sanguin de I’os ce qui conduit alors
au développement d’une nécrose surtout au niveau de la té€te fémorale et de I’humérus.

Au stade ultime elle nécessite la pose d’une prothése de hanche.

78



- la rétinopathie proliférante, affectation de la rétine qui peut étre suffisamment
importante pour causer la cécité complete (Lutty ef al, 1994). Cette complication est
plus fréquente chez les patients SC (Cao et al, 1999).

- les anomalies cardiaques (Covitz et al, 1995)

- les atteintes rénales (hyperthrophie organique, hypertension glomérulaire,
insufficence rénale chronique) causées par une augmentation du débit sanguin rénal et
de la filtration glomérulaire (Etteldorf ef a/, 1955). Les atteintes rénales trouvent leur
origine dans le paradoxe de la perfusion défini par une hyperperfusion corticale et une
hypoperfusion au niveau de la médulla.

Certaines complications affectent spécifiquement certaines populations de patients selon leur
génotype, 1’age et leur sexe. Ainsi, méme si les patients SS et SC partagent des nombreux

symptomes cliniques, la fréquence des complications varie d’un groupe a I’autre (Tableau 1).

Tableau 1 Comparaison de la prévalence de quelques complications clinques chroniques entre

les patients adultes SC et SS

Condition Patients with  HbSC SCA
data available N. patients (%) % patients

A

Retinopathy 163 114 (70) 13

PSR treated by laser 163 81 (50) ND
Otological disorders 179 52 (29) ND

Renal involvement 174 23 (13) M
Osleonecrosis 179 22 (12) 26 ¢
TRIV > 2.5 m/sec. 159 6(4) 30

TRIV = 2.9 w/sec. 159 0 9

Stroke 179 2(hH) A

Leg ulcer 179 1(06) 10

HBLSC, hemoglobin SC disease;
ND: not done; PSR: proliferative sickle cell retinopathy; SCA: sickle cell anemia; TRIV: tri-
cuspid regurgitant jet velocity

—- -

Tandis que les vasculopathies sont plus fréquentes chez les patients SS, les patients SC sont plus

susceptibles de développer des complications otologiques et ophtalmologiques comme les

79



rétinopathies prolifératives (Lemaire et al, 2013) et I’ostéonécrose (Lionnet et al, 2012) associés a la

viscosité sanguine plus élevée (Lionnet et al, 2012). D’aprés (Lionnet et al, 2012).

Complications drépanocytaires : classification en deux phénotypes

Des études physiopathologiques (Ballas, 1991; Embury, 1986) ont permis d’observer que les
patients SS qui développaient des CVOs n’étaient pas forcément les mémes que ceux qui
développaient des complications chroniques. Visant I’objectif de comprendre la complexité et
la diversité physiopathologiques de la Drépanocytose, un nouveau modele a été proposé par
Kato et al (Kato et al, 2007, 2009) et Gladwin & Vichinsky (Gladwin & Vichinsky, 2008)
dans lequel les auteurs regroupent la variabilité des complications cliniques en deux sous-
phénotypes (Figure 29) : les complications chroniques semblent étre liées d’une part a
I’anémié hémolytique avec altération du métabolisme de NO (hypertension pulmonaire,
ulcére de jambe, priapisme, vasculopathie cérébrale) ou d’autre part aux phénomenes vaso-
occlusifs (crises douloureuses, syndrome thoracique aigue et ostéonécrose). En réalité, ces
deux phénotypes ne sont pas exclusifs et tous ces phénomenes sont présents chez les patients
mais on a souvent un phénotype biologique et clinique dominant (Kato et al, 2007). Ce

modele s’applique essentiellement pour la forme SS de la Drépanocytose.
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Figure 29. Mod¢le physiopathologique hypothétique des sous-phénotypes cliniques de la
Drépanocytose. D’aprés (Gladwin & Vichinsky, 2008).

ET-1 : endothéline-1, NO : monoxyde d'azote, Hb : hémoglobine, NOS : oxyde nitrique synthase, Arg : arginine, Ozo': anion
superoxyde, VCAM-1 : vascular cell adhesion molecule 1, XO : xanthine oxydase
A gauche le sous-phénotype hémolytique avec une dysfonction endothéliale marquée liée a I’hémolyse
qui conduit & la détérioration du NO par plusieurs voies (détaillée plus haut), a un stress oxydant
exacerbée et a une perte de vasomotricité.
A droite le sous-phénotype visqueux-vaso-occlusif caractérisé par 1’activation endothéliale et
I’expression des molécules d’adhérence vasculaire augmentant |’interaction entre les cellules
circulantes (plaquettes, leucocytes, érythrocytes) et I’endothélium.
Ainsi les patients drépanocytaires anémiques avec une hémolyse marquée semblent prédisposés a
développer une hypertension artérielle pulmonaire, des ulcéres de jambe, du priapisme, une
glomérulopathie et des vasculopathies cérébrales tandis que ceux avec une hémolyse moindre ont plus
de risque de développer des CVOs douloureuses, des STA aigus et une ostéonécrose. Sachant que
I’implication de la viscosité dans les complications associées au phénotype visqueux-vaso-occlusif,
notamment dans le STA et I’ostéonécrose est discutée (Lamarre et al, 2012b), il apparait que ces
complications sont associées a un taux de globules blancs, un hématocrite et un taux d’hémoglobine
¢levé et un faible taux d’HbF. L’alpha-thalassémie serait un facteur protecteur vis-a-vis des
complications dites hémolytiques mais un facteur aggravant vis-a-vis des complications vaso-

occlusives.
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Cependant, en réalité la physiopathologie de la Drépanocytose est plus complexe et le modele
peut encore étre affiné. Il ne prend pas en compte la contribution de la rhéologie sanguine et
de l’activité du systéme nerveux autonome (Connes & Coates, 2013) qui peuvent moduler le

controle vasculaire mais aussi I’inflammation (Nebor et al, 2011; Tracey, 2002).
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III. LES EFFETS DU STRESS OXYDANT DANS LA
DREPANOCYTOSE

LE STRESS OXYDANT ET LES DEFENSES ANTIOXYDANTES

A 1état physiologique, il existe un équilibre entre la production de radicaux libres dérivés de
I’oxygene (ROS) nommés aussi espeéces réactives de I’oxygene, ERO et les systemes de
défense antioxydante. Les ROS sont des éléments extrémement réactifs qui présentent un
(des) ¢€lectron(s) non apparié(s) dit(s) célibataire. Une fois produits, ils vont oxyder différents
composés cellulaires. Les antioxydants regroupent toutes les substances capables d’inhiber et
controler ’activité des ROS permettant de maintenir [’homéostasie cellulaire. Lorsqu’une
production et une activité¢ des ROS exagérée est couplée a un déficit de la capacité de défense
antioxydante il peut apparaitre un déséquilibre et des dommages oxydatifs cellulaires et
tissulaires (Baudin, 2006). On parle alors de stress oxydant. C’est en particulier ce qui se
passe dans certaines pathologies cardiovasculaires mais également dans des conditions
physiologiques stressantes telles que I’exercice intense (Banerjee er al, 2003; Ji, 1999),
I’hypoxie (Chandel ef al, 1998), I’age (Finkel & Holbrook, 2000), le stress physique et mental,

I’alimentation, les radiations, 1’exposition au soleil, I’alcool ect. (Monaghan et al, 2009).

1.1 Les espéces oxygénées réactives

L’oxygene est indispensable a la vie humaine mais il peut devenir toxique par lui-méme et par
la formation des radicaux libres. Lors du métabolisme aérobie, 1’oxygene sert dans les
mitochondries a la production d’ATP via la phosphorylation oxydative (respiration) et le
transport d’¢lectrons. L’oxygene est ensuite réduit en eau (Wilmore et a/, 2009). Entre 0.4 et
4% des ¢€lectrons s’échappent et réagissent directement avec I’oxygene dans le cytoplasme via

des enzymes comme la NO synthase ou la NAD(P)H oxydase. De plus, a la fin de la chaine
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du transport d’¢lectrons, la réduction incompléte de 1’0, conduit a la formation des ROS
comme I’anion superoxide (O;’), le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et le radical hydroxyle
(OHe) (Schieber & Chandel, 2014; Valko et al/, 2007) (Figure 30). Néanmoins, ces radicaux
libres ne sont en réalité¢ pas uniquement des sous-produits déléteéres. Une quantité minimale
est nécessaire pour des processus biologiques et physiologiques : les ROS interviennent dans
les réactions redox (d’oxydation ou de réduction) et dans la régulation de 1’expression des
genes, la réponse immunitaire et la signalisation cellulaire (Schieber & Chandel, 2014).
Cependant, une quantité trop ¢élevée conduit a des dommages protéiques, lipidiques et de
I’acide désoxyribonucléique (ADN). Ainsi, les radicaux libres ont un réle paradoxal qui peut
s’avérer délétere en fonction de leur concentration. Ils sont essentiels a la régulation des
fonctions cellulaires d’un co6té et de 1’autre il s’agit de sous-produits métaboliques

potentiellement « toxiques ».
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Figure 30. La formation des principales espéces oxygénées réactives

La formation des principales especes oxygénées réactives par la chaine de réduction de I’oxygene et
par réaction avec le NO.
1. La réaction du oxygene (O,) avec des ¢électrons échappés de la chaine respiratoire conduit a la
formation du radical superoxyde (O5).
2. La durée de vie d’O,  est trés courte et il est rapidement transformé en peroxyde d’hydrogéne
(H,0,) par dismutation : O, + O, >H,0, + O, (le peroxyde d’hydrogéne n’est pas un radical
mais appartient aux espéeces réactives de l’oxygene). Le H,O, est trés toxique notamment a

cause de sa capacité a diffuser facilement a travers la membrane et ses capacités d’oxydation a
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faible concentration contribuant aux dommages protéiques, a la libération de fer et a
I’oxydation d’ADN. Il peut également donner naissance a d’autres ROS. Néanmoins en
absence de fer le H,O, se décompose lentement en H,O et O,.

3. Réaction de Fenton : H,0, + Fe**> OH™ + OH ™ + Fe’". En présence des ions métalliques le
H,0, formé peut donner naissance au ions ferriques (Fe’") radical hydroxyle OH trés agressif
pour I’ADN, les protéines, les lipides et les glucides (Salgado ef al, 2013).

L’ensemble des réactions 1-3 est appelé cycle d’Haber-Weiss (Haber & Weiss, 1934).

4. O, peut également réagir avec I’oxyde nitrique (NO) en formant un oxydant puissant et
diffusable, le peroxynitrite (ONOQ") qui peut, sous sa forme gazeuse, selon I’effet de cage,
proposé par Pryor (Pryor & Squadrito, 1995) se dégrader rapidement en OH et le dioxyde
d’azote (NO,), qui est impliqué dans ’oxidation des acides gras (Beckman et al, 1990). Une

autre voie de décroissance de peroxynitrite est 1’isomérisation en nitrate.

I11.2 Les systémes antioxydants

Dans les conditions normales, les systémes d’antioxydant constituent une défense efficace
capable de neutraliser les radicaux libres en exces. Il existe des mécanismes antioxydants de
prévention qui inhibent la formation des ROS en limitant les molécules ou I’activité¢ des
enzymes impliqués dans les réactions d’oxydo-réduction. L’objectif du deuxieme systéme de
défense est 1I’¢limination des ROS. En général, on distingue les antioxydants enzymatiques et
les antioxydants non enzymatiques. Les antioxydants enzymatiques agissent directement en
neutralisant les ROS et les transforment en espéces neutres. Trois enzymes sont
principalement impliquées : la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et le

glutathion peroxydase (GPX) (Figure 31).
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Figure 31. Les systémes de défense antioxydante enzymatique

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des métalloprotéines (a cuivre, zinc ou manganése)
responsables de la dismutation spontanée du radical superoxyde (O,) en peroxyde d’hydrogéne
(H,0O,). Elles se trouvent dans le cytoplasme ou dans les mitochondries. Le H,O, formé peut étre
¢liminé et transformé en eau (H,0 et O,) par deux enzymes : la catalase (CAT) et la glutathion
peroxydase (GPX). La catalase est une hémoprotéine composée de quatre chaines polypeptidiques.
Elle est localisée dans les peroxysomes, les mitochondries et le cytosol et permet la réduction de H,O,
en H,O et O,. La GPX est une peroxydase dépendante du sélénium qui a une forte affinité pour le
H,0, ce que permet d’intervenir a des concentrations plus faibles comparativement a la catalase qui
catalyse la dismutation de H,O, a des fortes concentration de H,O,. L’activité de la GPX nécessite la
régénération du glutathion (GSH) qui est synthétisé par la glutathion réductase (Gr). La Gr nécessite le
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) Iui méme régénéré par la glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PD). Ces réactions aboutissent a la formation de H,0 et de glutathion oxydé

(GSSG) (Kohen & Nyska, 2002).

L’expression, 1’activation et 1’induction des enzymes antioxydantes sont contrélées par le
facteur de transcription Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) qui est localisé
majoritairement dans le cytoplasme des cellules. Au repos la protéine Kelch-like ECH-
associated protein 1 (KEAP1) inhibe le facteur de transcription. Lorsqu’il regoit des stimuli

comme I’hypoxie, le stress oxydant et des concentrations ¢élevées de NO, le complexe Nrf2-
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KEAP1 se dissocie et coordonne I’expression d’enzymes telles que la SOD, catalase et la
GPX (Ma, 2013).

La plupart des antioxydants non-enzymatiques sont apportés par un régime alimentaire
caractérisé par un apport suffisant en fruit et légumes, notamment riche en vitamines C (acide
ascorbique) (Fain, 2004), A (caroténoides) et E (tocophérols), ubiquinone, flavonoides,
glutathion ou acide lipoique (Haleng et a/, 2007). On les retrouve dans les légumes, les fruits
et le poisson. On trouve d’autres réducteurs comme [’acide urique, la mélanine, les

oligoé¢léments et le sélénium.

Quelques exemples d’activité antioxydants non enzymatiques :

Le glutathion est un tripeptide, constitué de trois acides aminés, acide glutamique-cystéine-
glycine). Il s’agit d’un thiol qui est présent majoritairement sous forme réduite (GSH). Le
rapport entre GSH / GSSG est un marqueur de la peroxydation lipidique et permet d’estimer
le niveau du stress. Ce rapport tend a diminuer au cours du vieillissement et lors d’un exercice
intense. Il a de nombreuses propriétés antioxydantes : donneur d’électrons, cofacteur de la
GPX, chélateur des métaux de transition et régénérateur des vitamines E et C (Haleng et al,
2007).

L’acide urique est un produit terminal du métabolisme des purines tels que la xanthine et
I’hypoxanthine. L’acide urique peut réagir avec OH® pour produire un radical urée stable. Il
est également un capteur de fer et de cuivre en inhibant leur implication dans les
oxydoréductions.

L’homme ne peut pas synthétiser la vitamine C. Il doit assurer un apport suffisant via une
alimentation riche en fruits. Elle est un puissante réducteur des ROS (OH° et O,°) et inhibe
également la peroxydation lipidique en recyclant la vitamine E. De plus, la vitamine C est
connue pour sa capacité immunitaire, son implication dans la synthése de collagéne et des

globules rouges et dans le métabolisme de fer (Haleng et al, 2007).
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La vitamine E désigne la famille des tocophérols. Ce sont des antioxydants lipophiles et
hydrophobes ce qui leur permet de s’insérer dans les membranes plasmatiques en protégeant
les phospholipides et empéchant la peroxydation lipidique. La vitamine E se retrouve en
quantité variable dans les huiles (soja, mais, olive) et dans les noix et noisettes. L apport
journalier recommandé¢ est de 10 mg. C’est la vitamine E qui protége la peau des dommages
cutanés des radicaux libres.

Les caroténoides, avec la vitamine A comme forme majeure, se retrouve dans les fruits et les
légumes. Parmi les plus connus sont le lycopeéne (pigment rouge des tomates et
pamplemousses) et le B caroténe, contenu dans 1’abricot, le melon, la carotte, les Iégumes
verts (€pinards, laitue...). L’apport journalier recommandé est de 1 a 5 mg (Haleng et al,
2007). Ils renforcent les défenses antioxydantes, anti-infectieuses et protégent contre les
maladies cardio-vasculaires.

Les polyphénols sont également une famille importante d’antioxydants qui sont présents sous
forme d’anthocyanine dans les fruits rouges et sous forme de flavonoides dans les agrumes,
I’huile de lin et sous forme d’épicatéchine dans le chocolat, les pommes et les oignons. Ce
sont des piégeurs des radicaux libres et ils empéchent le dépdt de graisses dans les vaisseaux
et facilitent la circulation sanguine.

Les travaux récents indiquent que I’entrainement régulier peut stimuler 1’activité des
enzymes antioxydantes (D1 Francescomarino et al, 2009). L’activité physique aigue intense a
un effet prooxydant transitoire mais 1’activit¢é physique chronique a un effet global
antioxydant. Chaque individu ne posséde pas le méme potentiel antioxydant selon les
habitudes alimentaires, son mode vie (tabagisme, activité physique), ses caractéristiques

génétiques ou I’environnement (Pincemail et al, 2002).
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Les systemes de défense et la production des ROS sont généralement en équilibre. Le stress
oxydant résulte de la situation ou I’organisme ne contréle plus la présence excessive de

radicaux qui deviennent alors toxiques.

I11.3 Le stress oxydant dans la Drépanocytose

1. Formation des espéces réactives a l’oxygene dans la Drépanocytose

Divers processus impliqués dans la physiopathologie de la drépanocytose dont I’hémolyse,
I’auto-oxydation de I’hémoglobine S, I’inflammation, les occlusions vasculaires, I’adhésion et
les épisodes d’hypoxie et de reperfusion contribuent au développement d’un stress oxydatif.

La source de la formation des ROS dans la drépanocytose est multifactorielle.

a) L auto-oxydation de I’hémoglobine S

En condition aérobie, 1’auto-oxydation de I’hémoglobine conduit a la production de
méthémoglobine, d’anion superoxyde et d’ion ferrique (Fe"). Contrairement a I’hémoglobine
A, loxydation d’HbS est trés rapide (Hebbel e al, 1988) et la production des O, ainsi
d’H,0O; est plus importante. Des études démontrent que 1’auto-oxydation d’HbS est 1.7 fois
plus rapide que celle de ’'HbA (Wood et al, 2008; Hebbel et al, 1988). L’H,0O, produit peut
former I’OH’. Les globules rouges contenant I’HbS ont une quantité en O, ", H,O, et OH plus

¢levée que des globules rouges sains.

b) Ischémie et reperfusion

L’altération de la perfusion sanguine et la survenue d’épisodes d’ischémie et de reperfusion
sont fréquents chez les patients drépanocytaires. Des radicaux libres peuvent €tre produits lors
de I’hypoxie et pendant la reperfusion. Sous les conditions hypoxiques, 1’adénosine
triphosphate (ATP) est convertie en adénosine monophosphate (AMP) ce qui contribue a la

formation de I’hypoxanthine et xanthine et a I’activation de la xanthine oxydase. Lors de la
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phase de réoxygénation, la xanthine oxydase catalyse la réaction de I’O; et de I’hypoxanthine
en acide urique et O, ™ (Szocs, 2004). Une augmentation de I’activité de la xanthine oxydase
est associ¢e aux marqueurs de I’inflammation comme les cytokines (TNF- a, IL-1p et IFNy)
qui promouvoir ’adhérence des cellules circulantes a I’endothélium (Kanczler et al, 2003;
Flanders et al, 1997; Lappas et al, 2010). Les périodes d’hypoxie favorisent la falciformation
et D’interaction des cellules circulantes avec la paroi vasculaire via VCAM-1 et ICAM-I,
augmentant ainsi 1’adhérence vasculaire et le risque d’occlusion vasculaire (Solovey et al,

2001).

c¢) L’¢état pro-inflammatoire chronique : le réle de la NADPH oxydase

En normoxie, la NADPH oxydase joue un role primordial dans la production des ROS
(Bedard & Krause, 2007). La NADPH oxydase est localisée dans I’endothélium, les
neutrophiles polymorphonucléaires et les monocytes. Lors de 1’activation métabolique
respiratoire la NADPH oxydase catalyse la réduction de I’oxygeéne en formant le nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate (NADP"), I’0,° et H'. Le stress oxydant conduit a la mise en
place d’une réponse inflammatoire avec l’augmentation du nombre de plaquettes et de
leucocytes via la stimulation de cytokines (Afshar-Kharghan & Thiagarajan, 2006; Luster,
1998). Par conséquent, I’activité¢ de la NADPH oxydase augmente. En outre, I’activation des
cytokines pro inflammatoires se caractérise également par une surexpression de molécules
d’adhérences de la famille des immunoglobuline et des sélectines (Wood et al, 2006; Kato et
al, 2005; Galley & Webster, 2004) qui activent les cytokines et contribuent a 1’obstruction

vasculaire et I’hypoxie et ainsi a la formation des ROS engendrant un cercle vicieux.

d) L’hémolyse
L’hémolyse diminue fortement I’activité et la disponibilit¢ en NO via la libération
d’hémoglobine et d’arginase dans le plasma. En outre, elle contribue au stress oxydatif dans la

Drépanocytose. Le fer contenu dans I’héme et I’hémoglobine libre peut jouer le role de
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catalyseur pour la réaction de Fenton conduisant a des phénomenes de peroxydations
lipidiques et protéiques (Aslan ef al, 2000), a I’activation des cellules endothéliales et a
I’altération de la structure et des fonctions membranaires (Jeney et al, 2002). En absence de
BH, et de L-arginine, eNOS est découplée et peut générer 1’0, . Le O, produit peut réagir
avec le NO pour former du peroxynitrite.

Ainsi dans la Drépanocytose 1’hémolyse intravasculaire (Chapitre 11.4) et le stress oxydant

alterent fortement la biodisponibilité du NO (Figure 32).

| Auto- ox'-,fdatmn Hb5 ‘

| Xanthine oxydase

I NADFPH oxydaSE
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ornithine
+ ——

urée

Figure 32. Altération de la biodisponibilité du NO par I'hémolyse intravasculaire et le stress

oxydant

L’arginine, la tétrahydrobioptérine (BH4) et la eNOS sont nécessaires pour synthétiser le NO.
L hémolyse et la formation des radicaux libre interférent avec le métabolisme du NO. Le NO diminue
par des voies multiples (Chirico & Pialoux, 2012) :

- L’hémolyse libére 1’enzyme Arginase dans le plasma qui transforme le L-Arginine en

ornithine et urée aboutissant au découplage de la eNOS.
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- L’hémoglobine libre plasmatique piége le NO pour former du nitrate (NO;3) et de la
méthémoglobine (metHb)

- L’anion superoxyde (O, ") provenant de I’auto-oxydation d’HbS, de ’activité de la xanthine
oxydase et de la NADPH oxydase, et de la eNOS découplé (Morris et al, 2005b) réagit avec le
NO pour former du peroxynitrite (ONOO?) qui inhibe la BH,4 (Cosentino & Katusi¢, 1995). Le
eNOS se retrouve alors encore une fois découplé.

- Le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) issu de la dismutation spontanée d’O, "~ peut réagir avec le
fer par la réaction de Fenton en produisant le radical hydroxyl (OH).

Le NO est un important modulateur de la fonction vasculaire. La diminution de la biodisponibilité du

NO favorise la vasoconstriction et le développement de la vasculopathie.

La production des ROS dans la Drépanocytose a deux conséquences principales :

(1) activation endothéliale avec surexpression des molécules endothéliales d’adhérence,
et une inflammation causant une augmentation du temps de transit érythrocytaire,
diminuant la perfusion microvasculaire et favorisant I’hypoxie, la falciformation et la
survenue des occlusions vasculaires (Kaul ef al, 2009).

(2) perturbation du métabolisme du NO en diminuant extrémement sa biodisponibilité, ce
qui provoque une altération de la fonction microvasculaire et de la réactivité

vasculaire NO-dépendante (Kato et al, 2017).

2. Altération des mécanismes de défenses antioxydantes dans la Drépanocytose

En plus d’un stress oxydant ¢élevé, les mécanismes de défense antioxydante se retrouve limitée
dans la Drépanocytose. Cela inclut les antioxydants enzymatiques mais aussi les défenses non
enzymatiques (Natta et al, 1990).

Quelques ¢études ont démontré que ’activité de la GPX (Das & Nair, 1980), de la catalase
(Das & Nair, 1980; Goswami & Ray, 2011) et de la SOD (Schacter et al, 1988) étaient plus
faible chez les patients probablement a cause d’une surconsommation ou une inactivation par

I’exceés en radicaux libres. Une activité de la GPX et de la catalase réduite induit une
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augmentation en H,O,. De plus, I’activité de la GSH, le cofacteur de la GPX, semble étre plus
faible (Morris, 2008; Amer et al, 2006). Néanmoins, d’autres études ont aussi montré une
activit¢ enzymatique plus élevée (Manfredini et al, 2008; Das & Nair, 1980) qui
correspondrait a une adaptation en réponse a 1’augmentation du stress oxydatif. Chez les
patients drépanocytaires, 1’hémolyse chronique entraine une sur-expression de la héme
oxygénase (Belcher et al, 2010). Cette enzyme contribue au catabolisme de héme en
bilirubine et en monoxyde de carbone et en ion fer. Elle permet d’inhiber le NF-kB,
I’activation endothéliale et de contrdler I’hypoxie / reperfusion.

La réduction des concentrations plasmatiques en vitamine E (Gizi et al, 2011) a ét¢ montrée
comme inversement corrélée au pourcentage d’érythrocytes falciformes (Klings & Farber,
2001). Les concentrations plasmatiques en vitamine A et C apparaissent ¢galement réduites
(Gizi et al, 2011). Pour synthétiser, une augmentation de 1’activité antioxydante est souvent
interprétée comme une adaptation en réponse au stress oxydant et une activité plus faible

représenterait la saturation de la capacité antioxydante.

I11.4 Hémolyse, stress oxydant et dysfonction vasculaire dans la

Drépanocytose

Chez les patients drépanocytaires, 1’augmentation du débit cardiaque (Covitz et al, 1995)
couplée aux altérations hemorhéologiques augmentent le stress mécanique (contrainte de
cisaillement) appliqué aux parois vasculaires, ce qui conduit a une stimulation continuelle de
la eNOS (Kaul et al, 2000; Topper & Gimbrone, 1999; Uematsu et al, 1995). L’activité
continuellement augmentée de la eNOS (Kaul et al, 2000; Bank et al, 1996; Osei et al, 1996)
engendre une production de NO sans arrét et ce faisant, une relaxation vasculaire importante
au repos (Belhassen et al, 2001). Cet ajustement du diametre vasculaire permet de normaliser

la contrainte de cisaillement. Cependant, la réserve vasculaire vasodilatrice en cas de besoins
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supplémentaires se retrouve alors limitée et le NO surproduit est rapidement désactivé a cause
du stress oxydatif exacerbé et I’hémolyse chronique (Kato et al, 2007; Chirico & Pialoux,
2012). Ainsi, les patients drépanocytaires montrent une diminution de la biodisponibilité et de
la bioactivité¢ du NO (Reiter & Gladwin, 2003; Morris et al, 2005b) entrainant la formation
des ROS et un dysfonctionnement endothélial et vasculaire (Chirico & Pialoux, 2012). Il
s’installe un déséquilibre entre pro-oxydants / antioxydants augmentant la peroxydation
lipidique et I’oxydation des protéines membranaires contribuant aux dysfonctionnements
cellulaires (Lazzaretti et al, 2008; Aslan et al, 2000). Les globules rouges deviennent alors
plus fragiles favorisant I’hémolyse (Lazzaretti et al, 2008). La diminution de la
biodisponibilité en NO favorise la vasoconstriction et le développement de la vasculopathie,
la surexpression endothéliale des molécules d’adhérence vasculaire et 1’activation plaquettaire
(Gladwin & Vichinsky, 2008). Ces anomalies biologiques semblent étre impliquées dans le
développement de ’'HTAP (Gladwin et al, 2004), de la glomérulopathie (Nebor et al, 2010),
des ulceres de jambes (Kato et al, 2006b), du priapisme (Kato et al, 2006b) et des
vasculopathies cérébrales (Connes et al, 2013b; Bernaudin et al, 2008). On note le
développement d’une vasculopathie chronique touchant a la fois la microcirculation et les
gros vaisseaux artériels (Connes et al, 2013b; Bernaudin et al, 2008; Kato et al, 2009).

L’hémolyse et la génération des radicaux chronique forme un cercle vicieux affectant
considérablement le métabolisme de NO et par conséquent la vasomotricité de la micro (Grau
et al, 2015a) et de la macrocirculation (Belhassen et al, 2001; Blum et al, 2005; Aessopos et
al, 2007) augmentant par conséquent la survenue de diverses complications drépanocytaires

(Chirico & Pialoux, 2012).
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IV. DREPANOCYTOSE ET EXERCICE

IV.1 Activités physiques : Généralité

Depuis plusieurs années un intérét particulier a été accordé au role de 1’activité physique dans
la promotion de la santé¢ (Norgan, 1992). Cependant une grande partie des travaux concernent
les adultes. L’industrialisation, la mondialisation et les changements de mode de vie ont fait
que beaucoup de gens (adultes et enfants) adoptent une vie trop sédentaire. Les activités
sédentaires incluent les activités comme le sommeil, regarder la télévision, parler au
téléphone, travailler/jouer a I’ordinateur. En France, selon le programme national nutrition
santé, PNNS un adolescent sur 2 ou 3 passe en moyenne plus de 3 heures par jour devant un
écran et 40-50% des filles / 25-35% des gargons ne font pas d’activité physique structurée en
dehors des cours obligatoires d’éducation physique et sportive (EPS) a 1’école. On considere
aujourd’hui que la sédentarité¢ est le quatrieme facteur de risque de mortalité, de cause
cardiovasculaire, au niveau mondiale (OMS 2010). Un faible niveau d’activité physique est
associ¢ a une augmentation du risque de diabéte de type 2, d’hypertension artérielle, de
certains cancers et des troubles psychologiques (anxiété, dépression, manque en estime de
soir). L’activité physique intervient dans le contrdle du poids (Blair et al, 1996; Sothern).
L’activité physique est fondamentale pour maintenir un équilibre énergétique. La dépense
énergétique comprend 1’énergie consacrée au métabolisme de base et aux activités physiques
(Horton, 1983) :

Le métabolisme de base, correspond a la dépense d’énergie nécessaire pour les
fonctions vitales telles que la thermorégulation, la circulation sanguine, la respiration,
I’activité nerveuse et le renouvellement des cellules.

L’activitée physique est définie comme tout mouvement musculo-squelettique

entrainant une augmentation de la dépense d’énergie au dessus de la dépense de repos
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(Caspersen et al, 1985). Les activités qui peuvent augmenter la dépense énergétique sont les
activités professionnelles, domestiques, les transports et les activités de loisirs.

L’entrainement physique est 1’activité physique planifiée structurée, répétée dont le
but est d’améliorer ou de maintenir les capacités physiques et déterminant / aptitude physique
d’un individu.

L’aptitude physique décrit la capacité globale cardiorespiratoire, ostéomusculaire et
psychologique d’un individu a réaliser une activité¢ physique donnée. L’adaptation a I’effort
est souvent altérée au cours des maladies cardiovasculaires. Ceci se traduit par des symptomes
comme la dyspnée et la fatigue précoce.

L’activité physique est caractérisée par son intensité, sa fréquence, sa durée et sa forme. La

combinaison de ces composantes détermine 1’effet de 1’activité physique sur la santé.

Niveau recommandé d’activité physique pour la santé des enfants/adolescents de 5 a 17 ans

Pour cette classe d’age Dactivité¢ physique englobe notamment le jeu, les sports, les
déplacements et 1’éducation physique dans le contexte familial, scolaire ou communautaire.
Pour réduire le risque des maladies cardiovasculaires et pour améliorer 1’endurance cardio-
respiratoire, la forme musculaire et I’état osseux, il est recommandé que les enfants et les
jeunes accumulent au moins 60 minutes par jour d’activité physique d’intensité modérée
(OMS, 2010). Tres peu d’¢tude ont étudier le niveau d’activité physique et la condition
physique chez les enfants drépanocytaires. Ainsi, a ce jour, il n’existe pas de

recommandations pour ces patients.
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IV.2 Effets de D’exercice aigu et chronique sur les paramétres
hématologiques / hémorheologiques, le stress oxydant, la biodisponibilité du

NO et I’adhésion vasculaire

1. Effet d’un exercice aigu chez les sujets sains

L’exercice aigu augmente la demande cardiovasculaire et métabolique. Le métabolisme doit
faire face aux divers changements tels que I’acidose, I’hyperthermie, la déshydratation, des
¢épisodes d’hypoxie tissulaire (Wilmore et al, 2017), I’augmentation temporaire du stress
oxydant (Tessier, F., & Marconnet, 1995) par I’augmentation de la concentration d’O, dans
les mitochondries et des dysfonctions immunitaires transitoires via une ¢élévation des
cytokines et des hormones circulantes (hormones de croissance, cortisol, adrénaline,
catécholamines etc.) (Gleeson, 2007; Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000). Les systémes
s’adaptent pour pouvoir fournir les substrats énergétiques et 1’oxygene. L’ajustement
métabolique dépend du fonctionnement intégré de nombreux systémes: le systéme
squelettique qui assure la transformation de 1’énergie biochimique en travail mécanique,
I’appareil endocrinien et nerveux qui coordonnent et dirigent I’ensemble des fonctions et de la
réponse a D’effort, le systeéme cardiovasculaire et respiratoire qui transport 1’oxygene et les
nutriments et assure 1’¢limination des déchets et la thermorégulation en collaborant avec le
systeme tégumentaire et le systéme urinaire qui maintient 1’équilibre des ¢€lectrolytes. Ces

ajustements s’observent aux niveaux tissulaire, cellulaire et moléculaire.

Los d’un exercice aigu des nombreuses adaptations cardiovasculaires permettent d’améliorer
les échanges entre le sang et les muscles actifs. Ces adaptations impliquent des changements
de la fréquence cardiaque, du volume d’éjection systolique, du débit cardiaque, de la pression

artérielle, du débit sanguin et du sang (Figure 33).
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a) sur les parameétres hémodynamiques

Lors d’un effort, la circulation générale est accélérée. L’augmentation de la fréquence
cardiaque et du volume d’¢jection systolique ¢€lévent le débit cardiaque et par conséquent la
pression artérielle systolique augmente (Wilmore et al, 2009). A I’inverse, la pression
artérielle diastolique donc la pression de base qui régne dans le systéme vasculaire change
généralement peu. L’augmentation du débit sanguin est liée en majeur partie a la
redistribution sanguine par le systéme sympathique vers les muscles. Cependant, lors d’un
effort trés intense, la température centrale croissante nécessite une déviation du sang vers la
peau pour ¢liminer de la chaleur, ce qui peut limiter le travail possible des muscles et la

performance.

b) sur les parameétres hématologiques et hémorhéologiques

Les exercices prolongés induisent des pertes d’eau importantes ce qui peut diminuer le
volume plasmatique, augmenter la viscosit¢ sanguine, |’hématocrite apparente et
I’hémoglobine et ralentir le débit sanguin (Costill et al, 1974 ; El Sayed et al, 2005).

L’effet de I’exercice aigu sur 1’agrégation est discuté avec des observations diverses qui
dépendent de la forme, de la durée et d’intensité de I’activité pratiquée et de la capacité
physique de départ. Tandis que (Connes et al, 2007) ont remarqué pas d’impact, (Ernst, 1987)
ont observé une augmentation et (Yalcin et al, 2003) une diminution tardive.

La déformabilité des globules rouges semble diminuer (Brun, J.F. et al, 1993; Ernst, 1987,
Galea & Davidson, 1985; Gueguen-Duchesne, M., Durand et al, 1987; Yalcin ef al, 2003) ce
qui est probablement liée au taux croissant de lactate sanguin (Brun, J.F. et al, 1993).
D’autres études ont constaté une variation de la déformabilité (Neuhaus ef al, 1992) ou une

amélioration de la déformabilité (Giircan et al, 1998).
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¢) sur I’adhésion vasculaire et I’inflammation

L’augmentation du débit sanguin par 1’exercice renforce le shear stress contre la paroi
vasculaire ce qui active 1’endothélium et stimule la libération des molécules pro-
inflammatoires avec I’¢lévation du nombre des plaquettes circulantes, du nombre des
leucocytes (Gleeson, 2007; Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000) et des cytokines impliqués
dans les mécanismes d’adhésion (Moldoveanu et al, 2001). L’hypoxie induit par ’exercice
peut également stimuler la réponse inflammatoire. L’interaction entre les cellules
endothéliales et les cellules circulantes augmente particulierement quelques heures apres
I’exercice via D’activation des molécules d’adhésion (VCAM-1, ICAM-1, P-, E-, L-
sé¢lectines) (Bartzeliotou ef al, 2007; Nielsen et al, 1999). L ampleur des effets sur le systeme
immunitaire refléte I’intensité et la durée d’un exercice. Ainsi la réponse immunitaire semble

étre spécifique a chaque type d’exercice.

d) sur le stress oxydant

Lors d’un exercice aigu et intense la formation des especes oxygénées réactives augmente
principalement par I’augmentation du métabolisme aérobie et de 1’activité mitochondriale
(Tessier, F., & Marconnet, 1995). D’autres mécanismes inclus sont apparament 1’activité des
enzymes d’oxydases (xanthine oxydase et de la NADPH oxydase) (Bloomer et al, 2005),
I’auto-oxydation des catécholamines et la chaine des réactions redox des radicaux libres
(Powers & Jackson, 2008). Les radicaux libres dérivés de I’oxygene diffusent et induisent des
réactions de peroxydation et peuvent réagir avec le NO en formant le peroxynitrite
(Leeuwenburgh & Heinecke, 2001). Par conséquent, il s’installe un stress oxydant (Fisher-
Wellman & Bloomer, 2009) et un stress nitrosatif (Di Francescomarino et al, 2009).
Cependant pour qu’il y ait un stress oxydant, il faut que la formation des radicaux libres
domine la défense antioxydante (Fisher-Wellman & Bloomer, 2009). Ceci n’est pas toujours

le cas et le niveau du stress oxydant semble étre dépendant de ’intensité (Goto et al, 2003) et
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de la durée (Bloomer et al, 2007) de 1’activité physique. Lors des activités physiques de faible
intensité et durée, la défense antioxydante est capable de normaliser la production des espéces
oxygénées. Pourtant lorsque 1’intensité / durée de I’exercice augmente, le stress oxydant croit
progressivement et le systétme de défense n’est plus suffisant entrainant facilement des
dommages tissulaires (Knez ef al, 2007). D’autres facteurs influencent également la capacité
de défense antioxydante y compris 1’age (Sacheck et al, 2006), 1’aptitude physique (Elosua et
al, 2003; Fatouros et al, 2004) et la nutrition (Watson et al, 2005). Les résultats sont tres

discordants en fonction du protocole appliqué et des biomarqueurs étudiés.

e) sur le métabolisme de NO et la fonction vasculaire

Au niveau des tissus peu actifs pendant I’exercice, le systéme nerveux sympathique induit une
vasoconstriction qui permet la redistribution du sang vers les territoires plus actifs au niveau
desquels la vasodilatation domine. Les modifications physico-chimiques stimulent
pareillement la vasodilatation dans les territoires en activité par les mécanismes
d’autorégulation du débit sanguin.

L’¢lévation des forces de cisaillement stimule proportionnellement les cellules endothéliales
et ’activité de la eNOS ce qui augmente la biodisponibilité en NO (Goto et al, 2007). Le NO
avec sa capacité vasodilatrice locale permet de normaliser les contraintes de cisaillement
(Pellegrin et al, 2009). Notamment, I’exercice est considéré comme activateur de la eNOS et
de la NOS erythrocythaire qui joue un role sur la déformabilité¢ des globules rouges (Suhr et
al, 2012). Dans ce cas, I’augmentation de la viscosité sanguine permet d’activer la fonction

vasculaire nécessaire pour maintenir la perfusion tissulaire.

Un exercice aigu induit des nombreuses changements physiologiques qui varient selon le type
et I’intensité¢ d’exercice et la population concernée (I’age, niveau d’entrainement, état de

santé...).
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2. Effets d’un exercice chronique chez les sujets sains

L’activité physique régulicre apportera des bénéfices tant chez des sujets sains que chez des
patients atteints des pathologies chroniques via la mise en place des adaptations, pour autant
que les caractéristiques de cette activité¢ soient adaptées a la condition de la personne. Ces
adaptations en réponse a I’entrainement surviennent dans les differents systémes ce qui

permettent d’ameliorer la condition physique et la performance

La répétition réguliere de 1’exercice a usuellement des effets :

a) sur les parameétres musculaires et circulatoires

L’entrainement regulier induit généralement le développement des fibres musculaires
(Holloszy, 1967) avec I’augmentation du nombre des myofibrilles et des filaments d’actine et
de myosine. Normalement, la taille comme le nombre des mitochondries et I’activité des
enzymes oxydatives augmentent (Morgan et al, 1971). L’ensemble des adaptations aboutit a
I’amelioration du systéme neurmosuculaire et de I’oxygénation tissulaire qui contribuent a
I’augmentation de la force musculaire (El-Sayed et al, 2005; Wilmore et al, 2009). De plus,
on remarque souvent une augmentation du contenu en myoglobine (Harms & Hickson, 1983)
et du nombre de capillaires dans les muscles des sujets entrainés.

Les systemes cardiovasculaires et respiratoires s’en trouvent améliorés et le transport et
I’extraction d’oxygene deviennent plus efficaces (Wilmore et al, 2009; Holloszy, 1967). La
répétition d’exercices devrait induire une augmentation du volume d’¢jection systolique
(Clausen, 1977). La fréquence cardiaque au repos diminue (Clausen, 1977) probablement a
cause de l’augmentation de I’activité parasympathique et de la diminution de [’activité
sympathique des nerfs cardiques. Il s’ajoute une diminution de la durée de récupération

cardiaque.
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b) sur les parameétres hématologiques et hémorhéologiques

L’entrainement aérobie permet d’augmenter le volume sanguin total par I’augmentation du
volume plasmatique (Wilmore et al, 2009; Brun, 2002; Brun et al, 1998; Ernst, 1987).
L’augmentation du volume plasmatique résulte de 1’¢lévation de la concentration des
protéines plasmatiques et de la production d’hormone antidiurétique et d’aldostérone,
favorisant la rétention d’eau et du sodium (Wilmore ef al, 2009). L’entrainement favorise une
diminution d’agrégation et une amélioration de la déformabilité des globules rouges (Ernst,
1987, Kilic-Toprak et al, 2012). Ces facteurs ameliorent la fluidité sanguine et se traduisent
par une diminution de la viscosité plasmatique et sanguine (Brun et al, 1998; Romain ef al,
2011; Kilic-Toprak et al, 2012). C’est le phénomene d’auto-hémodilution (Brun, 2002; El-
Sayed et al, 2005). Ces changements semblent étre plus marqués chez les sujets initialement
sédentaires que chez les sujets entrainés (Smith ef al, 1999; Ernst, 1987). La fluidité du sang
évolue apparament en fonction du niveau d’entrainement (Ernst, 1987; Brun ef al, 2000). Une
surentrainement est associé¢ a des effets inverses avec une augmentation de 1’hématocrite de >
44.6%, de la viscosité plasmatique et ainsi de la viscosité sanguine (Brun ef al, 2000). L’effet
de DP’entrainement sur ces parametres hématologiques parait d’autant plus marqué que le
niveau d’aptitude physique de départ est bas. Cependant les résultats des différents études,
s’intéressant aux adaptations hématologiques et hémorhéologiques en réponse a

I’entrainement, montrent une grande hétérogénéité (Romain et al, 2011).

¢) sur I’adhésion vasculaire et I’inflammation

La pratique d’une activit¢é physique réguliere améliore probablement la réponse anti
inflammatoire (Kasapis & Thompson, 2005) et diminue [’expression des molécules
d’adhésion vasculaire, qui interviennent dans les interactions entre les cellules sanguins et
I’endothélium. Des études démontrent une relation inverse entre I’aptitude physique et le taux

en protéine C-réactive, un marqueur inflammatoire (Kasapis & Thompson, 2005). On note
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aussi une diminution des globules blancs et du fibrinogéne (Geffken et al, 2001) et une
réduction de sVCAM-1 (Adamopoulos et al, 2001). L’amélioration de la défense
antioxydante par D’activité physique régulicre permet de diminuer I’inflammation et le
développement de la dysfonction endothéliale (Kasapis & Thompson, 2005; Witztum, 1997).
L’effet bénéfique de I’entrainement vers une diminution d’inflammation via la réduction des
niveaux de sVCAM-1 (Adamopoulos et al, 2001), sSICAM-1 (Adamopoulos et al, 2001;
Ribeiro et al, 2010; Strohacker et al, 2013) et de P- et E-sélectine (Zoppini et al, 2006) est
particuliérement visible lors d’un programme de réentrainement chez les patients atteints des

pathologies vasculaires (hypertension, diabétes de type 2, athérosclérose, obésité).

d) sur le stress oxydant

La stimulation réguliére de la production des ROS ameliore généralement la défense
antioxydante enzymatique (Pialoux et al, 2009; Gomez-Cabrera et al, 2008), de la capacité
mitochondriale et des processus des réparations cellulaires (Radak e al, 2001). Elle stimule
I’expression des genes codant pour les enzymes de la défense du stress oxydant (Gomez-
Cabrera et al, 2008). Cette régulation apparait de dépendre de la quantité de pratique et de
I’intensité de 1’activité physique (Covas et al, 2002). A I’inverse, un exercice trop faible ne
suffira pas pour induire des adaptations bénéfiques (Radak ez a/, 2008). Ainsi I’intensité et la
durée de la pratique semblent étre des facteurs clés qui sont & doser pour la mise en place d’un

programme de réentrainement et d’amelioration de la défense antioxydante.

e) sur le métabolisme de NO et la fonction vasculaire
L’entrainement permet une augmentation de la biodisponibilité et de I’activité biologique du
NO a cause de la stimulation endothéliale répétitive de la eNOS (Clarkson et al, 1999;

McAllister & Laughlin, 2006a). Une corrélation négative entre des marqueurs d’oxydation
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lipidique, de ’ADN et de la nitration des protéines et I’aptitude physique a été¢ observée chez
les femmes entrainées (Pialoux et al, 2009). 1l apparait qu’une réduction du stress oxydant
permet une amélioration de la biodisponibilit¢ en NO. Un minimum de 10 semaines
minimums d’entrainement semble nécessaire pour améliorer la vasodilatation endothélialium-
dépendante chez des hommes jeunes et sains (Clarkson et al, 1999). A I'inverse chez les
sujets ayant déja un déficit de NO au départ, des bénéfices de santé ont été obtenus apres 4
semaines d’entrainement (Hambrecht et al, 2003). Par contre, un exercice d’intensité trop
¢levée altére plutdt la vasodilatation NO-dépendante a cause du fort stress oxydant (Goto et al,
2003; Iemitsu et al, 2000). Un surentrainement parait d’augmenter le risque de remodelages
vasculaires avec augmentation du diametre des vaisseaux sans amélioration de la fonction

endothéliale (D1 Francescomarino ef al, 2009; Green et al, 2012).

L’effet de I’activité physique sur la santé suit une relation dose (quantité d’activité physique) /
réponse (conséquence sur la santé). Selon les résultats de plusieurs travaux cette relation entre
le niveau d’activité physique et les bénéfices de santé¢ obtenue, peut étre décrite a I’aide de

trois courbes (Figure 34) (Bouchard, 2001) :
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Figure 34. Courbes théoriques dose - réponse des effets du nivesu d'activité physique sur la santé.

Adapté d’apres (Bouchard, 2001).
La courbe B établit une relation linéaire entra la quantité d’entrainement et le bénéfice pour la santé.
Plus la quantit¢ d’activité physique augmente, meilleur est 1’effet sur la santé. Ceci décrit
I’amélioration de I’aptitude physique par I’entrainement régulier.
Selon la courbe A des niveaux modérés d’activité physique apportent un bénéfice physiologique
substantiel. Le gain est plus grand chez les sujets inactifs qui deviennent modérément actifs (150
min/semaine d’activité physique modérée) que chez les sujets déja actifs.
La courbe C présente une gain de bénéfice de santé uniquement pour les activités physiques intenses
et prolongés. Ceci concerne par exemple I’augmentation du réseau capillaire cardiaque. Cependant ces
activités doivent étre mise en relation avec les risques de blessure qui augmente avec I’intensité de
pratique physique.
Le point D représente la quantité d’activité physique minimale nécessaire permettant d’obtenir un

bénéfice. Ce point n’est pas défini avec précision et dépend de la population concernée.

Ce qu’on peut retenu de cette approche est que les bénéfices en terme de santé apportés par la
pratique d’une activité physique régulicre dépendent de I’intensité, de la durée et de la
fréquence de I’exercice et également de la population concernée (Clarkson & Thompson,

2000), et sont généralement plus importants que les risques liés a la pratique. De plus, la
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réponse métabolique, hormonale, immunologique et hémorhéologique a I’activité physique

peuvent varient d’un individu a I’autre.

Iv.3 Exercice et Drépanocytose

1. Problématique de la pratique d’une activité physique aigué chez les patients

drépanocytaires

Chez les patients atteints de la Drépanocytose, I’ensemble des modifications physiologiques
issues d’une activité physique aigué (relargage d’oxygene par I’Hb, augmentation de la
lactatémie, la déshydratation et hyperthermie) sont considérées comme facteurs de risque de
polymérisation de I’HbS, de la falciformation des GRs, de I’activation et I’inflammation
endothéliale, et par conséquence de I’occurrence des CVO.

Chez les patients drépanocytaires, la circulation de repos est déja accélérée et tres sollicitée
avec une fréquence cardiaque généralement plus ¢€levée (Alpert et al, 1984; Braden et al,
1996). L’anémie hémolytique est un mécanisme clé de cette pathologie. Le faible taux en
hématocrite et hémoglobine limitent drastiquement la saturation artérielle en oxygene
expliquant la récurrence de la fatigue précoce et I’hypoxie chez ses patients lors de la pratique.
Les patients qui montrent une hypoxémie au repos sont susceptibles de développer une chute
de la SpO, a plus de 3% (Campbell et al, 2009) méme lors des activités d’intensité modérée et
légeére comme par exemple le test de marche (Waltz et al, 2013). En général la transition du
métabolisme aérobie et anaérobie se déroule plus tot et les patients démontrent un faible
premier seuil ventilatoire. Il s’ajoute des anomalies au niveau des échanges gazeux (Callahan
et al, 2002; Delclaux et al, 2005). De plus, les changements du pH, de la température
corporelle et la diminution en oxygene pendant I’effort intensifient le relargage d’oxygene

(Figure 35). Ainsi, la demande supplémentaire en oxygene lors de 1’activité physique par des
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mitochondries ne peut pas étre complétement satisfaite, favorisant la production des radicaux

oxygénés libre et une diminution de la performance.
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Figure 35. La saturation sanguine en oxygene et I'affinité I'hémoglobine pour I'oxygéne

L’effet du taux d’hémoglobine, du pH, de la température et de la concentration en dioxyde de carbone
(COy) et 2,3-biphosphoglycérate (DPG) sur la saturation sanguin en oxygene et [’affinité
I’hémoglobine pour 1’oxygene. D’aprés (Mairbzurl, 2013).

Ainsi un faible taux en hémoglobine diminue la performance (Ledingham, 1977; Carroll, 2006). Les
cellules musculaires actives libérent des ions H', du CO,, du lactate et de la chaleur ce qui entraine

une diminution rapide de 1’affinité¢ des globules rouges pour I’oxygene.

Un exercice aigu trés intense est susceptible de renforcer les altérations hémorheologiques,
hématologiques et hémodynamiques, qui sont déja presents au repos, avec des conségeunces
de santé nefastes (Platt, 1982). La viscosité sanguine et plasmatique risquent d’accroitre et la
déformabilité des GRs de diminuer lors des efforts trop longs ou trop intenses (Connes et al,
2013a). La viscosité sanguine alors augmentée, associée a la dysfonction vasculaire
préexistante sont susceptibles de provoquer un accroissement des contraintes de cisaillement,

de I’activation endothéliale, de I’'inflammation et de ’expression des molécules d’adhésion

109



(Gleeson, 2007; Pyne, 1994). Par conséquent, 1’écoulement sanguin ralentit favorisant la
polymérisation de I’HbS et I’ischémie tissulaire. Les mécanismes sous-jacents de 1’ischémie
et de reperfusion sont impliqués dans la production des radicaux libres.

Ainsi, il est fortement recommandé aux patients drépanocytaires de respecter les précautions

suivantes :

eviter la pratique intense de sports avec des sauts répétes sollicitant trop le systeme
articulaire et augmentant le risque de nécrose vasculaire de la téte fémorale
(particulierement en ce qui concerne les sujets atteints de |’ostéonécrose)

- eviter les sports de contact en cas de splénomégalie (Jama et al, 2002)

- eviter la pratique d’une activité en altitude (< 1500m)

- eviter ['apnée et la plongée

- eviter les variations de température (ni trop chaud, ni trop froid)

- garder toujours une bonne hydratation

- eviter les efforts intenses d’endurance a cause d’acidose, hyperthermie,
déshydratation (pas > de 20 min.)

- eviter la pratique sportive en période d’infection/ d’inflammation

arréter [’exercice lors des premiers signes de fatigue ou d’essoufflement

Lorsque les patients drépanocytaires ne suivent pas les précautions ou lorsqu’ils pratiquent un
exercice de durée et d’intensité non adaptées, le stress oxydant et 1’hémolyse risquent
d’augmenter favorisant le développement des complications cliniques.

Depuis quelques années, plusieurs équipes de recherche s’intéressent a déterminer les effets
de D’exercice ponctuel sur les mécanismes physiopathologiques impliquées dans la
drépanocytose, qui nous amenent aujourd’hui a ne plus placer I’exercice comme un risque
mais plutét comme un nouveau moyen thérapeutique de prévention et de protection.
Cependant il n’existe aucune précision concernant la forme, I’intensité¢ et la fréquence

d’activité physique recommandées aux patients atteints de cette maladie. Les effets d’un
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programme de réentrainement ou d’une activité physique chronique ont été trés peu étudiées
et testées chez les patients drépanocytaires homozygotes (Barbeau et al, 2001). En raison du
manque de recommandation précise jusqu’a ce jour, on conseille une activité physique
réguliere d’intensité trés modérée, pratiquée avec beaucoup de précautions mais qui est

suffisante pour induire des bénéfices sur la santé.

2. Bénéfices de santé induits par [Dactivité physique chronique chez les patients

drépanocytaires

Peu d’études existent concernant le réentrainement des patients drépanocytaires homozygotes.
Neéanmoins de récentes ¢tudes menées chez la souris drépanocytaire (souris Townes et souris
SAD) suggerent qu’une activité physique réguliére pourrait conduire a une amélioration du
stress oxydant (Charrin et al, 2014), de I’'inflammation (Aufradet ef al, 2014; Charrin et al,
2017; Aufradet et al, 2010) et du profil hémorhéologique (Diaw et al, 2015; Faes et al, 2015).
Quelques études suggerent que certaines formes d’exercice (gymnastique, ergocycle, marche
a pied, thérapie aquatique dans 1’eau chaude...) a I’'intensité faible et de durée modérée (10-30
min) ne sont pas dangereuses pour les patients et apporteraient méme des bénéfices sur le plan
clinique (Alcorn et al, 1984; Balayssac-Siransy et al/, 2011; Barbeau et al, 2001) tels que :
- une diminution du temps d’hospitalisation et de la douleur ressentie chez les
enfants suite a des CVO (Alcorn et al, 1984),
- une amélioration de la force musculaire et de I’endurance respiratoire lors d’un
entrainement de cinq semaines (Tinti ez al, 2010)
- augmentation de la biodisponibilité en NO lors d’une activité physique de 30 min
pendant trois jours a 70% de la fréquence cardiaque maximale (Barbeau et al,

2001)
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- une diminution de la viscosité sanguine (Diaw et al, 2015; Faes et al, 2015) et de
I’activation endothéliale (Aufradet et al/, 2014, 2010)
- une amélioration de la defense antioxydante avec des effets probables sur le stress
oxydant et le metabolisme de NO (Charrin et al, 2014; Clarkson & Thompson,
2000; Chirico et al, 2012). Ces effets bénéfiaues dépendent certainement du niveau
hémolytique et de la production des ROS
En général, on consideére qu’une activité physique de 20 minutes a faible intensité (50% de
VO, max) n’est pas dangereuse pour les patients drépanocytaires (Balayssac-Siransy et al,
2011). Un exercice de cette durée sur ergocycle a 50% de la puissance maximale n’a pas
montré de modifications hémato-hemorhéologiques ou inflammatoires trés importantes

(Barbeau et al, 2001; Balayssac-Siransy et al, 2011).

La pratique réguliere d’une activité physique pourrait ainsi avoir des effets bénéfiques sur les
marqueurs physiopathologiques impliqués dans le cercle vicieux drépanocytaire et ainsi
limiter I’occurrence des CVO. Cependant, jusqu’a présent, trés peu d’études ont testé les

effets d’un programme de réentrainement chez ces patients.
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C . Contribution

Personnelle

« Al you need is Faith, Trust

and a little Pixie Dust »
Peter Pan
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I. GENERALITES DE HYPOSNAD

I.1 Problématique

C’est la circulation sanguine qui répond aux multiples besoins des cellules en ce qu’elle leur
fournit les nutriments et I’oxygeéne nécessaires pour former et renouveler leurs structures et
pour produire de 1’énergie, et en ce qu’elle permet 1I’évacuation de leurs déchets métaboliques.
Ainsi, les mécanismes de régulation de la fonction vasculaire, aux échelles micro et
macrovasculaire, sont vitaux et destinés a fonctionner continuellement. L’harmonie et la
coordination parfaites de tout le systéme vasculaire sont indispensables pour maintenir les
ajustements immeédiats (Klabunde, 2005). Néanmoins, il existe des caractéristiques
hémodynamiques différentes dans la micro et la macrocirculation (Safar & Struijker-Boudier,
2010). De plus, les systémes micro et macrovasculaires ne disposent pas des mémes structure
et fonction, ni des mémes mécanismes de controle (Safar & Struijker-Boudier, 2010). Pour
cette raison, les effets d’un dysfonctionnement vasculaire dépendent probablement du lit
vasculaire ou du systéme circulatoire concerné. Dans la population générale, la réserve
vasomotrice est suffisante pour compenser des perturbations du flux sanguin et normaliser les
résistances vasculaires (Baskurt e al, 2004b; Simmonds et al, 2014) quelles que soient les
contraintes (exposition au froid, a la chaleur, exercice). Lorsqu’il apparait une dysfonction
vasculaire marquée par la perte du tonus vasomoteur, on assiste a la survenue de
complications cliniques séveres tant chez les patients atteints de pathologies cardiaques
(Bonetti et al, 2003; Heitzer et al, 2001; Perticone et al, 2001) que dans la population
générale (Verma et al, 2003). Dans le cas de la Drépanocytose, plusieurs études ont montré
que les patients drépanocytaires présentaient une réserve vasomotrice réduite au niveau de la
micro (Tharaux et al, 2002; Grau et al, 2015b) et macrocirculation (Aessopos et al, 2007,
Belhassen ef al, 2001; Blum et al, 2005; Ranque et al, 2012, 2016). Néanmoins, la plupart des

¢tudes concernent la fonction vasculaire chez des adultes atteints de la Drépanocytose
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(Belhassen et al, 2001; Tharaux et al, 2002; Mohan et al, 2011; Gladwin et al, 2003). Peu
d’¢léments permettent actuellement de déterminer si la dysfonction vasculaire se développe
déja dans la petite enfance, et le cas échéant, d’identifier le compartiment vasculaire (micro
ou macro) affecté prioritairement. De plus trés peu d’études (Mohan et al, 2011) ont
caractéris¢ la fonction vasculaire (micro et macro) chez les patients SC et plus
particuliérement chez les enfants.

Il existe une grande hétérogénéité dans I’expression phénotypique de cette maladie et en dépit
de trés nombreux travaux, nous ne disposons pas a I’heure actuelle de marqueurs permettant
d’identifier précocement les patients qui développeront les formes les plus sévéres de la
maladie. Si la relation entre la sévérité clinique du patient drépanocytaire et [’atteinte
vasculaire s’avérait puissante, 1’évaluation de la fonction vasculaire chez les patients
drépanocytaires pourrait permettre de mieux identifier les patients les plus a risque ainsi que

de mieux individualiser le suivi clinique de ces derniers.

Notre premiere partie du projet (nommé HYPOSNAD) visait donc a étudier les fonctions
micro- et macrovasculaires et ses déterminants chez les enfants atteints de la Drépanocytose

(génotypes SS et SC) en relation avec la sévérité clinique.

1.2 Objectifs de I’étude Hyposnad

1. Objectif principal :

Identifier la contribution des altérations micro- et macrovasculaires dans la survenue des
complications vaso-occlusives chez les enfants/adolescents drépanocytaires antillais SS et
SC). La sévérité clinique était déterminée sur la base (1) du nombre de CVO sur les deux

années précédentes 1’étude (sévere si CVO > 3 et non sévere si CVO < 3) ou (2) du nombre
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de syndrome thoracique aigu (STA sur les 2 années précédentes 1’étude (sévere si STA >0 et

non sévere si STA =0).

2. Objectifs secondaires :

Etudier les déterminants de cette dysfonction vasculaire au niveau
- biologique : parametres hémorhéologiques/hématologiques, marqueurs du stress
oxydatif et du métabolisme du monoxyde d’azote.
- physiologique : activit¢ du systeme nerveux autonome (SNA) (variabilit¢ de la
fréquence cardiaque) et oxygénation cérébrale/musculaire.
- aptitude physique évaluée par le test de marche de 6 minutes et un questionnaire
d’activité physique.
Nous avons propos¢ de compléter le bilan annuel de patients drépanocytaires suivis en
pédiatrie a I’Unité Transversale de la Drépanocytose du centre hospitalier universitaire (CHU)
de Pointe-a-Pitre par une série d’examens physiologiques non invasifs (enregistrement de la
variabilité de la fréquence cardiaque au repos, mesure de la vélocité de 1’onde de pouls,
évaluation de la vasomotricité périphérique et de 1’oxygénation musculaire et cérébrale), un
test de tolérance a I’effort (test de marche de 6 minutes) et des prélévements sanguins

capables de renseigner sur les marqueurs cellulaires et moléculaires précédemment cités.

1.3. Patients et critéres d’inclusion

La recherche biomédicale HYPOSNAD ¢était une sous étude du projet SAPOTILLE
(Epidémiologie et mécanismes physiopathologiques de 1’hypertension artérielle pulmonaire

chez I’enfant drépanocytaire homozygote SS et hétérozygote SC en Martinique et en
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Guadeloupe, suivi sur 3 ans d’une cohorte d’enfants agés de 8 a 16 ans a I’inclusion ; accord
CPP : 2009-A00211-56).

Le projet de recherche biomedicale HYPOSNAD ¢était une étude prospective, monocentrique
et transversale avec une periode d’inclusion de 18 mois, qui a ét¢ proposé aux parents des
enfants (10-18 ans), inclus dans I’étude SAPOTILLE, qui étaient suivis régulierement depuis
la naissance par 1’Unité Transversale de la Drépanocytose de Pointe-a-Pitre, présentant les
deux syndromes drépanocytaires majeurs des Antilles SS ou SC. Pour mieux identifier le
niveau de la dysfonction vasculaire, 16 enfants non malades de génotype AA, ayant les
caractéristiques anthropologiques comparable aux patients, ont été récruté supplementaire
pour les mesures physiologiques. 12 enfants AA participaient volontairement aux
prélévement sanguins, destinés pour les mesures du stress oxydatif et du métabolisme de NO.
L’¢tude se déroulait au cours d’une des visites prévue dans le cadre du projet SAPOTILLE,

apres 1’obtention du consentement signé de 1’enfant et de ses parents.

1. Critéres d’inclusion

Il s’agissait des enfants drépanocytaires de génotypes SS ou SC inclus dans le projet
SAPOTILLE, agés entre 10 et 18 ans, résidant en Guadeloupe, ayant donné avec leurs parents,
leur consentement écrit a 1’é¢tude HYPOSNAD, cliniquement a 1’etat de base (a plus d’un
mois de toute complication et de trois mois de toute transfusion, n’ayant pas un traitement qui

pourraient influencer I’hémorhéologie (en dehors du traitement par hydroxyurée).

2.Criteéres de non-inclusion
Les critéres de non-inclusion restaient les mémes que ceux définis dans le cadre du projet
SAPOTILLE a savoir :

- Autres hémoglobinopathies
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- Transfusion ou saignée récente (moins de 3 mois avant le début du protocole)
- Parents ou enfants n’ayant pas donné leur accord pour la participation aux études
(SAPOTILLE et HYPOSNAD)

- Parents non affiliés a un régime de sécurité sociale

1.4 Déroulement de 1°‘étude

Les enfants inclus dans le projet SAPOTILLE ainsi que leurs parents étaient contactés par
téléphone par I'un des médecins investigateurs du projet SAPOTILLE pour les pré-informer
de la sous étude HYPOSNAD qui leur était proposée, lors de leur prochain passage en hopital
de jour de la pédiatrie du CHU de Pointe-a-Pitre pour le bilan annuel et la visite de suivi de
I’étude SAPOTILLE de I’enfant. Lors de cette visite, si I’état de santé de 1’enfant le
permettait (aprés un examen médical complet généralement avec echocardiographie et
I’exploration fonctionnelle respiratoire. Cependant selon 1’etat de santé de ’enfant, d’autres
examens cliniques ont été¢ ajouté) et si les critéres d’inclusion et les criteres d’¢ligibilité
¢taient favorables, le médecin investigateur informait I’enfant et ses parents des objectifs, du
déroulement et des contraintes d’HYPOSNAD et répondait a leurs questions. Si I’enfant ainsi
ses parents donnaient leur accord de participation, ils signaient le formulaire de consentement.
La durée de participation était d’un jour. Apres les examens de suivi, les échantillons
sanguins ¢étaient prélevés dans des tubes EDTA a jeun en position assise au niveau de la veine
antécubitale. Ensuite, I’enfant prenait son repas et rencontrait une deuxieme fois le médecin
investigateur pour discuter les résultats cliniques. Ensuite, les enfants réalisaient un test de
marche de 6 min et répondaient a un questionnaire d’activité physique. Ensuite, les enfants,
accompagnés de leurs parents et d’un investigateur, se rendaient a I’unité transversale de la

Drépanocytose pour effectuer les mesures physiologiques (voir schéma ci dessous) dans un

118



cadre sécurisé. La température de la salle a été controler a ’aide d’une climatisation en
gardant le confort de chaque patient.
Les caractéristiques cliniques suivantes déja recueillies chez les patients inclus dans
SAPOTILLE étaient utilisées dans I’étude HYPOSNAD :
- génétiques : syndrome drépanocytaire, déficit en GO6PD, alpha-thalassémie
- morphométriques : poids, taille, age, sexe.
- hématologiques : globules rouges, hémoglobine, hémoglobine feetale, réticulocytes,
- biochimiques : bilirubine totale, lactate déshydrogénase, aspartate aminotransférase
- antécédents cliniques (fréquence, durée) : complications aigué€s (CVO, STA, AVC en
particulier), et complications chroniques (ostéonécrose, atteint rénale, rétinopathie par
exemple)

- traitements en cours dont I’hydroxyurée (HU)

Toutes les variables mésurées ont été présentés sous la forme moyenne + écart type ou
mediane (25¢ et 75¢ percentiles). Les variables, dont leur normalité et I’homogénéité de la
variance étaient respectées, ont été comparées entre les sujets AA, SC et SS a 1’aide d’une
ANOVA a une voie suivit par le post-hoc de Newman-Keuls. Dans le cas échéant, un test de
Kruskall-Wallis a ¢été réalisé¢. Les variables hématologiques et hémorhéologiques ont été
comparées entre les sujets SS et SC a 1’aide d’un test de student. Si la normalité n’étaient pas
respectée, un test de Mann-Whitney a été réalis€¢. Dans un second temps, la présence des
corrélations entre les variables mésurées a été testé par le test de corrélation de Pearson et
Spearman. Le seuil de significativité a été¢ determiné a 5% ce qui n’est normalement pas
suffisant selon la correction de Benferronie (P = 0.016) en raison de notre petit effectif.
Cependant on pourra indiquer des résultats preliminaires. Les tests statistiques ont été réalisés

a I’aide du programme SPSS (v20, IBM SPSS Statistics, Chicago, IL).
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Figure 36. Déroulement de 1I'étude HYPOSNAD

UTD, unité transversale de la drépanocytose ; CHU, centre hospitalier universitaire de Pointe-a-Pitre ;

Sa0,, saturation arterielle en oxygene ; Pa, pression artérielle.
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II. MATERIELS METHODES

CARACTERISATION DE LA FONCTION VASCULAIRE

I1. 1 Evaluation de la fonction microvasculaire

- PERFUSION PERIPHERIQUE & VASOMOTRICITE -

La microcirculation regroupe les vaisseaux sanguins (artérioles, veinules et capillaires) ayant
une taille jusqu’a une dizaine de microns. Le débit sanguin est plus faible au niveau des
microvaissaux. Ceci est di a la surface totale plus grande qu’ils occupent en coupe
transversale (5 cm” dans les artéres comparé aux 3500 cm’ dans les capillaires) (chapitre I.2).
La paroi vasculaire est trés fine et composée d’une seule couche endothéliale. Cette
caractéristique structurale et 1’écoulement lent facilitent les échanges des nutriments (chapitre
1.2). La perfusion dans les microvaissaux est dépendante du diametre vasculaire, de la
vascularisation et des caractéristiques du sang. Les propriétés d’agrégation et de déformabilité
des GRs jouent également un rdle primordial dans la microcirculation (Baskurt, O. K., &
Meiselman, 2003). La mesure de la microcirculation a été effectué au niveau cutané a la main
gauche. La main est vascularisée par I’artére radiale et ulnaire qui sont anatomisées par deux
arcades palmaires, superficielles et profondes. Au niveau des doigts, I’apport sanguin se fait
principalement par I’artére digitalis palmaris. On remarque une grande variabilité

du nombre et de la disposition des artéres cutanées palmaires. C’est le derme qui nourrit
essentiellement la peau. Du plexus arteriel dermique profond partent des collatérales vers les
glandes sebacées, les follicules pileux et 1’épiderme. De ce plexus emergent vers le derme
superficiel des artéres de moyen calibre qui forment a nouveau un plexus arteriel d’ou se
détache les artérioles pré-capillaires qui forment des papilles dermiques. La microcirculation
cutanée assure la nutrition de 1’épiderme, le maintien de la pression artérielle et la

thermorégulation. La peau posséde €galement la capacité¢ de tolerer des longues périodes
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d’ischemie compressive. En raison des multiples stimulis de vasoconstruction /
vasodilatation, présente le calibre des vaisseaux des variations rythmiques locales et le Laser
Doppler mesure ces variations du flux sanguin. Ainsi, dans cette étude, la perfusion
périphérique et la vasomotricité ont ét¢ mesurése en utilisant le principe du Laser Doppler
flowmetry (LDF) : décalage de la fréquence de la lumicre infrarouge entre les mesures a
I’émission et a la réception. Le laser pénétre dans la peau a environ 1-1,5 mm de profondeur.
Lorsqu’il rencontre les globules rouges circulants, on remarque un changement de sa
fréquence. Les érythrocytes circulent a des vitesses différentes faisant varier la fréquence de
la lumiere réfléchie. Il existe une corrélation linéaire entre le changement du signal et la
perfusion. Cependant cette technique ne permet pas de distinguer entre la perfusion des
veinules et arterioles.

Nous avons utilis¢ un appareil LDF (Perimed, Stockholm, Suéde; PeriFlux System 5000)
avec une longueur d’onde de 780 nm et une fréquence d’échantillonnage de 20 Hz. Le laser a
été fixé sur le majeur de la main gauche (Figure 37). Grace au logiciel (Perisoft, Perimed,
Suede), la perfusion (PU), la vitesse d’écoulement (Vélocit¢ VU), la concentration des
particules circulantes (CMBC concentration of moving blood cells, en majeur partie les
globules rouges) et la température cutanée (degré celsius, °C) ont été calculées et enregistrées
tout au long de la mesure.

La perfusion tissulaire est le produit de la vélocité et de la CMBC et est exprimée en unité
arbitraire PU :

Pour prendre en compte les variations individuelles du flux sanguin liées aux variations de
pression artérielle, la perfusion mesurée ¢était divisée par la pression artérielle moyenne (PAM)
donnant la conductance du flux cutanée (CVC, cutaneous vascular conductance) (Roustit &
Cracowski, 2013), avec la pression artérielle systolique (PAS) et la pression artérielle
diastolique (PAD) correspondant respectivement a la pression artérielle systolique et

diastolique.
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Figure 37. Le Perimed (Stockholm, Suéde; PeriFlux System 5000) couplé a la sonde thermique qui
permet de générer I’hyperhémie réactive au niveau du doigt de la main gauche avec un indicateur de la

perfusion (en PU, a gauche) et de la température cutanée (a droite) en continu.

Le tonus vasculaire est I’ajustement local et automatique du débit sanguin pour distribuer le
sang en fonction des besoins énergétiques et métaboliques (Wilmore et al, 2009). Toute
variation de tonus vasomoteur de repos modifie le diameétre vasculaire et modifie ainsi le débit
sanguin local. Ainsi, les vaisseaux sanguins se dilatent en améliorant la perfusion tissulaire.
Pour tester la vasomotricité, le systeme Laser Doppler Periflux dispose d’un module
thermique qui permet d’augmenter la température cutanée a 42°C, et consécutivement de
générer une hyperhémie réactive au niveau du doigt. Cette réponse est biphasique, ses voies
de signalisation seront décrites ci-dessous. Brievement, elle dépend du réflexe axonal, c’est la

premicre réponse rapide, puis de la production locale de NO par les cellules endothéliales

source de la deuxiéme réponse, plus lente (Minson et a/, 2001) (Figure 38).
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Figure 38. Représentation d'une réponse typique a la chaleur

avec la perfusion (PU) en fonction du temps (min) caractérisée par deux phases : une premiere
vasodilatation li¢ au reflex axonal 2-3min apres le début du chauffage a 42°C (en bleu) et une

deuxiéme augmentation du flux sanguin qui est NO dépendante, le plateau (en vert).
D’apres (Roustit & Cracowski, 2013).

Les voies de signalisations responsables de la réponse biphasique

Dans le cas général on peut observer deux minutes apres le début du chauffage une premiére
vasodilation, le pic initial (Minson, 2010) (Figure 38), qui représente le réflexe axonal et
I’activité des nerfs sensoriels (Brunt & Minson, 2011). L hyperthermie locale est détectée par
des récepteurs sensibles a la chaleur comme le transient receptor potential vanilloid type 1,
TRPV-1 qui se trouve sur les nerfs sensoriels (Wrong & Fieger, 2010). Le potentiel d’action
généré déclenche alors la libération de neurotransmetteurs : CGRP, calcitonin gene related
peptide et la substance P, qui sont responsables du pic initial et de I’augmentation de la PU
(Roustit & Cracowski, 2013) (Figure 39).

Le CGRP active un récepteur métabotrophique (CGRP-R) qui active I’adenylate cyclase et
I’AMPc-kinase. L’ouverture du canal potassique provoque une hyperpolarisation de la
membrane du muscle lisse provoquant la fermeture des canaux calciques. La diminution en

calcium provoque la relaxation et donc la vasodilatation des vaisseaux (Figure 39).
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La vasodilatation prolongée (deuxiéme phase de la réponse hyperhémique) est liée a 70% a la
production de NO par les cellules endothéliales (Brunt & Minson, 2011) (Figure 38). Sur les
cellules endothéliales se trouvent différents récepteurs qui sont stimulés (CGRP-R, TRPV 1,
récepteurs adénosine) et qui vont, via I’AMPc et L-arginine (Alderton et al/, 2001), activer la
NO synthase. Le NO produit inhibe la protéine G kinase (PKG) ce qui provoque la fermeture
des canaux calciques et également la vasorelaxation (Figure 39). Peu a peu il s’installe une
vasodilation prolongée qui est NO-dépendante et qui atteint un plateau, en théorie environ 30

min apres le début du chauffage (Figure 38) (Minson, 2010).

Delayed plateau
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Figure 39. Voies de signalisation en réponse a la chaleur. D’apres (Roustit & Cracowski, 2013).

A1/A2, récepteurs adenosine As et Az ; AA, acide arachidonique; AC, adénylate cyclase; ATy, angiotensine Il
recepteurr type 1; BKca, canal portassiaque BK activé via Ca2+; CGRP, peptide relié au géne calcitonine ; CYP,
cytochrome P450; EDHF, endothelium-derived hyperpolarizing factor; EETs, epoxyeicosatrienoic acids; eNOS,
endothelial NO synthase; HETE, acide hydroxyeicosatétraénoique; NO, monoxyde d’azote ; PKG, proteine
kinase G; PLA,, phospholipase Az; ROS, reactive oxygen species (espéces oxygénées réactives); sGC, soluble
guanylyl cyclase; THETA, acide trihydroxyeicosatrienoique ; TRPV1, transient receptor potential vanilloid

receptor.
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Il s’agit d’une technique non-invasive, reproductible, adaptée aux patients sans limite d’age,
avec une large gamme d’applications. Elle est régulierement utilisée dans différentes maladies
métaboliques (Wilson et al, 1992; Monostori et al, 2010) et vasculaires (Boignard et al, 2005)
mais n’avait pas encore été testée chez les patients drépanocytaires. L’intérét dans cette
population est de trouver une alternative a la mesure vasculaire par 1’occlusion pour diminuer

le risque de générer des complications supplémentaires.

- de la théorie a l’application -

Avant de commencer I’enregistrement, le sujet restait allongé 5-10 min. La température de la
salle était controlée et le méme operateur placait la sonde sur la face dorsale du majeur de la
main gauche (Figure 37). Ensuite, il s’agissait, aprés 10 min d’enregistrement de base,
d’augmenter la chaleur de la sonde thermique appliquée sur le doigt jusqu’a 42°C (0.5°C
toutes les 5 s) et ensuite d’observer la réponse vasculaire durant 40 min. L’application d’une
température de 42°C sur la peau du doigt du patient n’engendre aucune brilure, ni sensation
de douleur (Minson et al, 2001). Ce test de réactivité vasculaire en réponse a la chaleur
permet de préciser le niveau de la dysfonction vasculaire et de déterminer 1’efficacité du
systéme vasculaire.

Au niveau de la microcirculation, il existe des oscillations rythmiques dues aux contractions
et relaxations spontanées des cellules musculaires lisses vasculaires (Intaglietta, 1990). On
parle aussi de vasomotion (Nilsson & Aalkjaer, 2003). Ce phénoméne se renforce avec la
diminution du diamétre vasculaire et lors des conditions d’hypoperfusion (Intaglietta, 1990).
Ces mouvements spontanés sont régulés par des mécanismes d’origine myogénique,
endothéliale et neurogénique (activité sympathique du systéme nerveux) (Nilsson & Aalkjer,
2003). La vasomotion et les fluctuations de pression artérielle et de la fréquence respiratoire
provoquent des oscillations du flux sanguin, appelées flowmotion. Pour compenser les

altérations hémorhéologiques et les fortes résistances périphériques, le vasomotion chez les
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patients drépanocytaires est plus important et le flux sanguin au repos est marqué par de
larges oscillations (Rodgers et al, 1984a). Un vasomotion ¢élevée permettra d’augmenter
I’oxygénation tissulaire (Schmidt ez a/, 1993). Ainsi, une analyse spectrale par transformée de
Fourrier était conduite sur les 10 min de la perfusion mesuré avant le début de I’hypertermie
locale, afin de determiner les 5 bandes fréquentielles composant le signal (Kvernmo et al,
1999) :

Bande 1 : 0.01 — 0.019 Hz (activité endothéliale),
Bande 2 : 0.02 — 0.059 Hz (activité sympathique),
Bande 3 : 0.06 — 0.149 Hz (activité¢ myogénique),
Bande 4 : 0.15 — 0. 499 Hz (activité respiratoire),

Bande 5 : 0.50 — 2.00 Hz (activité cardiaque).

La puissance totale du signal (0.01 — 2 Hz) correspondent au flowmotion et les fréquences
plus basses correspondent au vasomotion. Les données de vaso- et flowmotion ont été
également mesuré en densité spectrale normalisée (en rapport avec la puissance totale du

spectre).

I1.2 Mesure de la fonction macrovasculaire et estimation de la rigidité

artérielle

La macrocirculation regroupe les artéres et les veines responsables du transport de 1’oxygéne,
des nutriments vers les tissus et des déchets métaboliques. En outre, ils jouent un rdle
essentiel dans le controle de la pulsatilité sanguine. La compliance artérielle au niveau de la
macrocirculation est essentielle pour diminuer I’effet pulsatile li¢ a I’activité cardiaque et pour

créer ainsi un flux quasi-constant dans la microcirculation (Boutouyrie, 2008) (Figure 40).
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Figure 40. La compliance artérielle
La propriété ¢lastique des grandes artéres détermine le niveau de la perfusion périphérique : lors de la
systole 60% du volume d’¢jection (Pasche et al, 2007) n’est pas transmis directement et est conservé
dans les grandes artéres. Au moment de la diastole ce volume est véhiculé vers les tissus distaux

assurant une perfusion continue (fonction de Windkessel).

Lors de la systole une onde de pression est créée qui se propage progressivement le long de la
paroi artérielle a une vitesse supérieure a la vitesse du sang (onde incidente). Cette vitesse,
appelée vélocité de I’onde de pouls (VOP), varie entre la micro et macrocirculation mais aussi
en fonction de la structure et 1’élasticité artérielle (entre 5-15 m/sec). La VOP dépend de la
densité¢ du sang, du diametre artériel (plus on s’éloigne du coeur plus le diametre artériel
diminue et plus la rigidité artérielle augmente), de I’épaisseur et de 1’¢lasticité¢ de la paroi
artérielle. Plus la paroi artérielle est rigide, plus la vitesse de la propagation de I’onde est
¢levée. La mesure de la VOP peut étre utilisée pour évaluer la rigidité artérielle. L’onde de
pouls mesuré est I’addition de I’onde de pression qui se propage de fagon antérograde le long
de la paroi (onde incidente) et ’onde de réflexion qui se propage de fagon rétrograde et
remonte vers le coeur (Figure 41a). La réflexion de ’onde est créée par une bifurcation de
I’arbre vasculaire. L.’onde de pression antérograde et rétrograde est presque identique au

niveau des sites périphériques a cause de la proximité de site de réflexion. Il en résulte une
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pression systolique ¢levée. Contrairement, au niveau des artéres proximales le retour de
I’onde est plus long et les ondes sont décalées (Figure 41a). Lors d’une rigidité artérielle
accrue, la vitesse de la propagation de ’onde de pouls augmente. Ainsi, I’onde de réflexion
revient rapidement (Figure 41b) augmentant la pression systolique et par conséquent la post-
charge ventriculaire gauche. La fréquence cardiaque augmente également. La chute de la
pression diastolique peut favoriser une ischémie myocardique. La perte d’¢lasticité artérielle
conduit a une ¢lévation de la pression dans la microcirculation (Dart & Kingwell, 2001)

créant des Iésions tissulaires et endothéliales (Mitchell, 2008).

'y

a) Compliance artérielle narmale
Onde incidente

Onde résultante

Onde de réflexion

Pression

b) Compliance artérielle diminuée

Pression

AIPAS et WPAD

Figure 41. L'onde de pression en fonction de la compliance artérielle

a) compliance artérielle normale, b) compliance artérielle diminuée, avec un retour précoce de 1’onde
de réflexion augmentant la pression systolique par superposition de L’onde incidente et réfléchie.

D’apres (Pasche et al, 2007).

La mesure de la vélocité de 1’onde de pouls par tonométrie d’applanation (SphygmoCor® ;
Actor, Sydney, Australie) permet d’estimer la rigidité artérielle et ainsi une atteinte du

systeme artériel. Il s’agit d’une méthode non-invasive et reproductible (inter et intra-
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operateur) (Crilly et al, 2007) déja bien connu pour mesurer la fonction macrovasculaire chez
les patients atteints de la Drépanocytose. La mesure était utilisée au repos en position allongée
(durée 10 min), avant la réalisation du test hyperhémique a la chaleur.
Il s’agissait de mesurer la VOP au niveau de deux voies de circulation principale :

- la VOP entre Partére carotide et 1’artére fémorale (VOP carotido-fémorale, VOP-

CF), représentant la fonction macrovasculaire centrale
- la VOP entre I’artére carotide et I’artére radiale (VOP carotido-radiale, VOP-CR)
pour la macrocirculation périphérique.

Ces mesures ¢taient effectuées deux fois et la moyenne des valeurs était prise en compte.
L’operateur placait le tonometre perpendiculaire a D’artére. La mesure ¢tait enregistrée
seulement a I’obtention d’un bon signal pour plusieurs cycles cardiaques.
Les ondes de pression ¢taient enregistrées tour a tour sur les deux sites, impliquant
I’enregistrement parall¢le du rythme cardiaque.
La vélocité de I’onde de pouls décrit le temps de propagation de 1’onde de pression entre deux
sites (ex. entre I’artére carotide et 1’artére radiale, T1-T2) (dt, en sec) en fonction de la
distance parcourue (dL, en m) :
Le temps de transit de 1’onde est décrite comme la différence entre le décalage du pic de
I’onde R de I’¢lectrocardiogramme (ECG) et le pied de I’onde de pression distale mesuré (T1)
et le décalage du pic de I’onde R de I’ECG et le pied de ’onde de pression proximale (T2)
(Figure 42).
La distance AL, est la différence de distance (m) (mesuré par un ruban-centimétre) entre le

creux-sous-sternal-1‘artére carotide et le creux-sous-sternal-1’artére radiale/ou fémorale.
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Site A : proximal Site B : distal

ECG

Figure 42. Calcul du temps de transit de I'onde de pouls a I'aide d'un tonomeétre.

(Extrait des données)

Les mesures ont été réalisées

- dans une piece calme a une température stabilisée

- le sujet était au repos, en position allongée depuis au moins 10 minutes

- le sujet ne parlait pas, ne dormait pas

- méme période du jour (début d’apres-midi)

- au moins lh apres le repas
La mesure de la VOP permet une prédiction du risque cardiovasculaire, et un suivi du
développement des dommages vasculaires notamment chez les patients a risques (hypertendu,
obese, diabete, sédentaire...) mais peu d’études (Ranque et al, 2014, 2016) se sont intéressées
a I’évaluation de la rigidité artérielle chez les enfants atteints de la drépanocytose.
D’autres parameétres étaient également mesurés : la fréquence cardiaque (FC, bpm), la
pression sanguine systolique et diastolique (PAS, PAD, mmHg), la pression artérielle
moyenne (PAM, mmHg) et la pression pulsée (PP, mmHg). L’ensemble de ces mesures (VOP
et réponse a 1’hyperthermie) nous permettait de préciser le niveau de 1’altération vasculaire
dans les différents segments artériels. La mesure de la VOP ne représente aucun danger pour

les patients.
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EVALUATION DES FACTEURS INFLUENCANT LA FONCTION
VASCULAIRE

I1.3 MESURES HEMATO-/HEMORHEOLOGIQUES

Le débit sanguin dépend de la pression artérielle moyenne et des résistances périphériques,
décrit par la Loi d’Ohm (chapitre 1.3). La résistance est la force qui s’oppose a I’écoulement
du sang. Elle est dépendante de la longueur totale des vaisseaux sanguins (dépendante de
I’age) et du diametre vasculaire et de la viscosit¢ y compris les propriétés du flux sanguin
(Théorie de Poiseuille, chapitre 1.3). Cependant la Loi de Poiseuille considére que la viscosité
sanguine et les propriétés géométriques sont indépendantes, ce qui n’est pas le cas. Le sang
est un fluide non-newtonien (Haynes & Burton, 1959). Ainsi, sa viscosit¢ dépend de la
contrainte de cisaillement appliqué sachant que I’activité vasculaire intervient également. Il
est rhéofluidiant : sa viscosité¢ diminue quand le taux de cisaillement augmente et thixotrope :
sa viscosit¢ diminue avec le temps lors d’une contrainte constante et on ne retrouve la
viscosité initiale qu’aprés un certain temps plus au moins long (Huang et al, 1987). 11 est
également viscoélastique, c’est-a-dire qu’il y a écoulement seulement a partir d’une valeur
critique de contraintes (Thurston, 1972). De plus la viscosité est modulée par d’autres facteurs
hémorhéologiques tels que la déformabilit¢ et I’agrégation des globules rouges. La
Drépanocytose est une maladie qui affecte de maniére multiple les éléments figurés du sang et
son comportement, causant des anomalies biologiques de grande hétérogénéité. Par
conséquent, pour caractériser la fonction vasculaire il était indispensable de déterminer le

profil hémato-/hémorhéologique des sujets.
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1. Le prélévement sanguin

Pour chaque patient, deux tubes de 5 ml sur EDTA ¢étaient prélevés, dédi¢ a 1’étude des
parameétres hématologiques et hémorhéologiques (tube EDTA-1 conservé a température
ambiante) et des marqueurs du stress oxydatif et du métabolisme du NO (tube EDTA-2
conservé a +4°C). Les marqueurs hémorhéologiques étaient analysés rapidement (moins de 2
heures apres le prélévement) pour éviter des altérations liées aux conditions de stockage
(Baskurt et al, 2009).

Le prélevement sanguin au niveau de la veine antécubitale été réalisé a jeun en position assise
apreés au moins 10 min de repos et avant le test de marche et des mesures physiologiques.
Toutes les analyses sanguines étaient effectuées en accord avec le guide international des
bonnes pratiques en hémorhéologie (Baskurt et al, 2009). Douze enfants contrdles ont

¢galement été prélevés pour le dosage du stress oxydatif et du métabolisme du NO.

2. Mesure de I’hématocrite

L hématocrite désigne le volume (en pourcentage) occupé par les éléments figurés du sang
majoritairement les globules rouges par rapport au volume du sang total. L hématocrite est le
plus important déterminant de la viscosit¢ dans les vaisseaux sanguins plus larges
particulierement a des vitesses de cisaillement faible (Cokelet & Meiselman, 2007). Dans la
population générale, les variations d’hématocrite sont bien compensées par la vasomotricité
(Bagkurt ef al, 1991). L’hématocrite différe au niveau de la macro et microcirculation et on
remarque méme une hétérogénéité entre les branches d’une méme bifurcation. L’accélération
du flux sanguin avec la diminution du diamétre vasculaire provoque une migration axiale des
globules rouges et une formation d’un manchon plasmatique a la périphérie (Figure 43). Les
globules rouges centrés migrent a une vitesse plus ¢levée que le plasma (I’effet Faraeus). Le

manchon plasmatique facilite le glissement réduisant 1’énergie nécessaire a 1’écoulement, ce
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qui se traduit par une diminution de la viscosité. Ainsi la viscosité apparente du sang est plus
faible dans la microcirculation que dans la macrocirculation (effet Fahraeus-Lindqvist). Au
niveau des capillaires les plus petits, les globules rouges circulent en file indienne et le

manchon plasmatique devient tres fin, ce qui conduit a une ré-augmentation de la viscosité.

Figure 43. Répartition inégale de 1'hématocrite.

Le flux sanguin microcirculatoire se caractérise par une répartition inégale entre le plasma et les
globules rouges. Au niveau des bifurcations, c’est le débit sanguin qui détermine la répartition des
globules rouges; un débit plus fort donne une proportion de globules rouges plus importante.
Certaines microvaissaux sont méme perfusés seulement par du plasma (plasma skimming/ écrémage

plasmatique) (Cokelet, 1999).

Apreés I’homogénéisation du sang prélevé, 40ul ont été pipeté dans deux capillaires
respectivement. Ensuite les éléments figurés du plasma ont ét€ séparés par micro-
centrifugation (10 min a 12000 rpm, 20°C, Hettich Zentrifugen MIKRO 220R) et
I’hématocrite a été¢ déterminé (en %) a 1’aide d’une réglette (Hawksley micro-Hématocrite

Reader, UK) (Figure 44).
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Figure 44. Réglette de mesure de I'hématocrite (Hawksley micro-hematocrit reader).

3. Mesure de la viscosité sanguine

La viscosité sanguine est la résistance intrinseéque du sang a son écoulement. Elle est définie
par le rapport entre la contrainte de cisaillement (forces tangentielles de frottement qui
s’exercent entre les différentes couches des fluides paralleles) sur la vitesse de cisaillement.
La viscosité est influencée par plusieurs facteurs (Figure 45), parmi eux 1’hématocrite est le
plus important déterminant de la viscosité sanguine. La viscosité a faible vitesse de
cisaillement est dépendante des propriétés d’agrégation érythrocytaire alors qu’a des vitesses

plus ¢élevées elle est influencée par la déformabilité erythrocytaire.
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Figure 45. Les facteurs sanguins influencant la viscosité sanguine

La viscosité sanguine est dépendante de la viscosité plasmatique, des propriétés d’agrégation

érythrocytaire, de I’hématocrite, de la déformabilité érythrocytaires et des globules blancs (de gauche

a droite). Ces déterminants sont eux-mémes dépendants de plusieurs facteurs. L’activité vasculaire,

non mentionné sur le schéma, exerce un controle essentiel sur la viscosité sanguine (Baskurt et al,

2004b) : en effet les modifications du diamétre vasculaire vont se traduire par des changements de

vitesse de cisaillement qui vont affecter la viscosité sanguine in-vivo.

La viscosité sanguine était mesurée a 1’aide d’un viscosimétre cone-plan (Brookfield, modele

LVDV-II+PRO, cone CPE 40) (Figure 46), sur 500 puL du sang oxygéné (au moins 10 min), a

hématocrite natif et a 3 vitesses de cisaillements : 45, 90 et 225 s
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Figure 46. Le principe du viscosimetre cone-plan.

Le viscosimetre cone-plan comprend un cone mobile et une cuve fixe dans laquelle se trouve le sang
(le plan). Le cone est fixé sur un axe mesurant et enregistrant les contraintes de cisaillement exercées
par le sang. L’enregistrement de la vitesse et la régulation du rotor se fait sur le boitier au dessus de
I’axe. La vitesse de cisaillement est le rapport entre la vitesse de rotation, augmentée manuellement de
manicre croissante (due au caractéristiques thixotropes du sang), et la distance entre le plan et le cone
(calibrer a vide avant toute mesure). Ainsi on obtient la viscosité a partir des contraintes et de la
vitesse de cisaillement. La valeur a été retenue apreés 30 secondes de rotations afin d’obtenir des
valeurs stables. La viscosité fluctue beaucoup a des vitesses inferieures a 45s” avec ce type de

viscosimétre. Ainsi la viscosité a été retenue pour 3 vitesses de cisaillements : 45, 90 et 225 s™".

4 Mesure de la déformabilité erythrocytaire

Les globules rouges sont capables de se déformer. Cette déformation est réversible dans une
certaine mesure. Elle est indispensable pour le passage dans la microcirculation et pour
diminuer les résistances vasculaires, du fait que le rayon des capillaires est inférieur a la taille
du globule rouge. Par ailleurs, la déformabilité est un déterminant important de la viscosité au

niveau des capillaires.
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La déformabilité érythrocytaire est dépendante de trois facteurs
(Mohandas & Chasis, 1993) :
- la viscosité intra cytoplasmique, dependante de la concentration
cytosolique en hémoglobine. Lorsque les GRs sont déshydratés, cette  / ’ / ‘
viscosité augmente et la déformabilité diminue. K\//
- I’excés de surface grace a sa forme discoide
- les propriétés viscoélastiques de la membrane qui se retrouve libre autour du

cytoplasme

Les altérations de la déformabilité érythrocytaire font partie du schéma physiopathologique
des crises vaso-occlusives drépanocytaires ; le temps de transit des globules rouges augmente
au niveau des capillaires favorisant le relargage de 1’oxygéne et ainsi la polymérisation et le
risque de survenue des occlusions vasculaires douloureuses. Une perte de déformabilité
érythrocytaire peut augmenter les résistances vasculaires totales jusqu’a 80% dans les cas ou
il n’y pas de compensation vasomotrice (Baskurt et al, 2004b). Dans nos études, la
déformabilité érythrocytaire était mesurée par ektacytométrie (diffraction laser) a 1’aide du
LORCA (Laser assisted optical rotational cell analyzer, LORCA, R&R Mechatronics, Hoorn,

Pays-Bas) (Figure 47) a 37°C pour 9 contraintes de cisaillement (de 0,3 a 30 Pa).
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Figure 47. Principe de I'ektacytométrie (LORCA). D’apres (Hardeman ez al, 2007)

Cet appareil est composé d’un cylindre fixe (qui contient un miroir pour dévier le laser, émis par la
partie supérieur), d’un cylindre mobile (Rotation a 9 vitesses différentes) et une camera qui enregistre
le spectre de diffraction moyen de 1’ensemble des globules rouges de la suspension. Dans I’entrefer se
retrouve 1mL du sang oxygénée, mélangé avec le polyvinylpymolidone (PVP) (a une concentration de
2 pL de globule rouge par mL. de PVP (soit un hématocrite de 0,2 %), ceci est nécessaire pour
connaitre la viscosité afin de générer les contraintes de cisaillement a I’aide de la rotation du cylindre).
Ainsi le laser émet une lumicre a 670nm qui traverse le mélange sang/PVP. Les globules rouges
diffractent la lumiére et le pattern de diffraction est ensuite projeté sur un écran et enregistré par une
camera. A I’aide du pattern de diffraction on obtient I’indice d’¢élongation (EI) calculé a partir de la

largeur et longueur d’ellipse.

Dans le cas général, plus la contrainte de cisaillement exercée est importante, plus 1’indice
d’¢longation est €levée et plus la déformabilité est haute jusqu’a atteindre une valeur plateau
(Elongation maximale) (Figure 48). Chez les patients drépanocytaires SS, une quantité
importante de globules rouges se déforment peu et I’indice d’élongation est réduit comparé

aux sujets sains (Figure 48).

139



Deformability curve

lTEFI'I.UiI‘"I |

| Patient sc |
Patient 55

0,1+

'Utz _-I i i i
0,30 1,00 10,00 30,00
Shear stress (Pa)

Figure 48. Courbe de l'indice d'élongation en fonction des contraintes de cisaillement (shear
stress) appliquées ; en bleu, la courbe d’un témoin adulte de génotype AA et en vert la courbe d’un
patient drépanocytaire de génotype SC, et en violet d’un patient drépanocytaire SS ; en bas le pattern

de diffraction du sujet contrdle, le pattern pour la courbe vert et violet ne sont pas représentés. Extrait

des données de Hyposnad.

Dans la Drépanocytose les cycles répétés de falciformation et défalciformation des globules
rouges affectent fortement 1’¢lasticit¢é membranaire en diminuant sa déformabilité (Havell et
al, 1978; Nash et al, 1984). Une proportion non négligeable de globules rouges sont tres
rigides et irréversiblement falciformés (Figure 49). Une déformabilité réduite diminue I’effet
de la migration axiale et I’épaisseur du manchon plasmatique (Hightower, et a/, 2011; Zhang
et al, 2009). Ceci peut avoir un effet néfaste sur la vasomotricit¢ (Makena Hightower, et al,
2011). Le manchon plasmatique sépare le NO de I’hémoglobine permettant sa diffusion vers
les cellules musculaires lisses et ainsi le maintient de la biodisponibilit¢ en NO (Butler ef al,

1998).
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Figure 49. Pattern de diffraction en fonction des contraintes de cisaillement.

En haut, en absence de contrainte de cisaillement; au centre a 30Pa avec des globules rouges trés
déformables qui s’orientent dans le sens du flux en diminuant la viscosité sanguine ; en bas a 30 Pa en
présence de globules rouges rigides (25%) qui ne s’alignent pas dans le sens du flux et augmentent les

résistances intrinséques a 1’écoulement et ainsi la viscosité. A 1’aide du pattern de diffraction on

pourra déterminer la présence des globules rouges rigides dans la circulation concernée.

5. Mesure de I’agrégation et desagrégation erythrocytaire

Le phénomene d’agrégation érythrocytaire affecte la viscosité sanguine surtout a des vitesses
de cisaillement faible (Chien, 1975; Reinke et al, 1987). Lorsque les agrégats arrivent dans les
zones vasculaires a vitesse plus ¢élevée ils se dissocient. L agrégation érythrocytaire dépend de
la tendance des globules rouges a former des agrégats (agrégabilité érythrocytaire) et des

facteurs plasmatiques favorables a ce processus (comme par exemple le contenu en
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fibrinogeéne) (Rampling et al, 2004). 11 existe deux théories principales pour expliquer
I’agrégation des globules rouges :

(1) Selon la théorie du briding model la formation d’agrégats érythrocytaires est possible
quand les forces de liaison dépassent les forces de désagrégation (Neu & Meiselman,
2002).

(2) La depletion theory propose que 1’agrégation érythrocytaire a lieu lorsque les
concentrations protéiques, proches de la surface cellulaire sont faibles par rapport au
milieu de suspension. Par conséquent, un gradient osmotique se produit qui provoque
le rapprochement entre les cellules (Baumler et al, 1996).

La force de désagrégation représente la force nécessaire pour rompre les agrégats et ainsi
pour séparer les GRs. Les propriétés d’agrégation/désagrégation érythrocytaires ont été
¢tudiées par syllectométrie (mesure de la variation de I’intensité de la lumiere réfléchie au
cours du temps présentée plus bas) (Figure 50) a I’aide du LORCA (Figure 47). Apres
ajustement de 1’hématocrite de I’échantillon a 40%, 1ml du sang oxygéné est placé dans
I’entrefer d’environ 0,3mm entre les deux cylindres (Figure 47). Le cylindre en bas est mobile
et contient le moteur de rotation. Le cylindre au-dessus de celui-ci contrdle la température et
émet le laser a une lumicre de 670 nm. Les mesures commencent quand la température atteint
37°C. La réflexion du laser par les GRs varie en fonction de la taille des agrégats, renseignant

sur le processus de formation des agrégats érythrocytaires.

a) Mesure de 1’agrégation erythrocythaire avec I’agroméetre LORCA

L’échantillon est cisaillé a forte vitesse de cisaillement (800 s™) pour séparer les agrégats
érythrocytaires préexistants. Ensuite le moteur s’arrét brusquement et les GRs reprennent leus
forme normale biconcave. A ce moment la, la lumiere réfléchie (backscatter intensity, Isc)

atteint sont maximum (Isctop), ceci diminue ensuite en fonction de la tendance des GRs a
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s’agréger (Figure 50). Plus I’intensité de la lumicre réfléchie diminue rapidement, plus
I’agrégation érythrocytaire sera ¢levée. D’abord on observe I’apparition de la formation des
rouleaux en 2D, représentée par une forte diminution de la lumiére réfléchie. Dans une
derniére étape ces rouleaux s’associent pour former les agrégats en 3 dimensions. En tracant
la variation de I’intensité¢ de la lumicre réfléchie par les érythrocytes au cours du temps on

obtient une courbe appelée syllectogramme :
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Figure 50. Le syllectogramme.

Variation de I’intensité de la lumiére réfléchie par les érythrocytes (I, en unité arbitraire au) au cours
du temps (en secondes) et en fonction de leur degré d’agrégation, d’aprés le modele de Hardemann
(Hardeman et al, 2007).
Différents indices sont obtenues a I’aide du syllectogramme :
- l’indice d’agrégation (Al, en %) (taux d’agrégation sur un période de 10 secondes par rapport
a la quantité totale d’agrégats formé). Al est donné par la relation : Al =A/ (A+B) x 100 avec
I’aire au dessus de la courbe (A) entre Isc top et 10 secondes aprés ce moment et B I’aire sous

la courbe.
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- le temps nécessaire pour la formation des rouleaux (Ty, 7y, en s) (troisiéme étape)

- le temps nécessaire pour la formation des agrégats en 3 dimensions (T, Ty, €n s) (quatrieme
étape)

- la quantité totale des agrégats formés apres 120 secondes (amplitude, Amp en au)

- le temps nécessaire pour la formation de 50% des agrégats total (t;, en s)

b) Mesure de la désagrégation érythrocytaire

La désagrégation érythrocytaire correspond a I’état ou les GRs sont complétement séparés.
Elle est représentée par le seuil de désagrégation érythrocytaire (y at dIsc min, en secondes),
c’est la vitesse de cisaillement minimale nécessaire pour rompre les agrégats érythrocytaires

(Figure 51).
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Figure 51. Principe de la détermination du seuil de désagrégation érythrocytaire

Le calcul d’agrégation et de désagrégation se suit automatiquement. 8 Vitesses de cisaillement
d’intensité croissante sont appliquées sur le méme échantillon. En fonction de la vitesse de
cisaillement appliquée, on obtient une intensité de la lumicre réfléchie (Isc x). Le calcul du seuil de
désagrégation se fait en calculant pour chaque vitesse donné, la différence entre la lumiére réfléchie
durant la phase de désagrégation érythrocytaire initiale (Isc,p,) (Figure 50) et la lumiére réfléchie
durant la vitesse de cisaillement donnée. Le seuil de désagrégation est défini ainsi comme la vitesse de

cisaillement ou cette différence est minimale.
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I1. 4 Mesure du stress oxydatif et du métabolisme du monoxyde
d’azote

Pour compléter les mesures fonctionnelles de la fonction vasculaire et mieux comprendre
I’origine de la dysfonction vasculaire dans la drépanocytose, nous avons mesuré plusieurs
marqueurs plasmatiques du stress oxydatif. En outre peu d’études ont étudi¢ le stress oxydatif
chez les enfants drépanocytaires particuliérement en ce qui concerne les patients ayant la
forme double hétérozygote SC. Le stress oxydatif implique un ensemble complexe de
parameétres et ne peut pas étre mis en évidence par une seule méthode. L’équipe de recherche
Biologie vasculaire et du Globule rouge du laboratoire LIBM EA7424 de 1I’Université de
Lyon ont mis au point plusieurs techniques de dosage de différents marqueurs du stress
oxydatif en routine. En collaboration avec cette équipe de recherche, 'UMR INSERM 1134
et le laboratoire ACTES, les dosages plasmatiques des marqueurs du stress oxydatif et du
metabolisme du monoxyde d’azote ont été effectué (j’ai réalisé un séjour a Lyon pour réaliser
ces dosages). Le stress oxydatif et la quantité de monoxyde d’azote circulante ont été
déterminés par la quantification de certains marqueurs plasmatiques :

- le malondialdehyde (MDA)

- les produits avancés de 1’oxydation des protéines (AOPP)

- lanitrotyrosine

- le nitrite plasmatique
Le niveau de défense antioxydant plasmatique était caractérisé au niveau enzymatique par la
mesure des activités superoxyde dismutase, glutathione peroxydase et catalase et au niveau
non enzymatique par la mesure de la capacité plasmatique de réduction des ions ferriques.
Lors du prélevement sanguin, le deuxieme tube EDTA (conservé jusqu’au traitement en
laboratoire a +4°C) a ¢té dédié a ces mesures. Apres centrifugation du tube (2200rpm, +4°C,
16min), le plasma a été extrait et conservé a — 80°C. Les échantillons ont été envoyés a Lyon

et stockés a -80°C en attendant les dosages. Les EORs sont trés réactifs et instables et par
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conséquent difficiles a détecter. Ainsi pour mesurer le stress oxydatif, on se base sur les
produits secondaires des réactions oxydatives étant donné qu’elles sont plus stables. Ces
marqueurs ont €té mesurés en appliquant le principe de la spectrophotométrie (TECAN

Infinite M200, Mannedorf, Suisse).

1. La mesure des dommages oxydatifs au niveau des lipides et des protéines :

Dosage des AOPP : un fort stress oxydatif provoque des modifications de structure primaire,
secondaire et tertiaire des protéines. Dans ce cas, on retrouve dans le plasma des taux élevés
de protéines oxydées, appelées les AOPP (advanced oxidised protein products). Ce sont les
produits terminaux de l’oxydation des acides aminés. On les détecte en présence de
chloramine-T et iodure de potassium a 340 nm par spectrophotométrie selon la méthode de
Witko-Sarsat (Witko-Sarsat et al, 2003) déja appliquée par Diaw et al. (Diaw et al, 2015).

L’ absorbance est proportionnelle au contenue plasmatique en AOPP.

Dosage du MDA : Le MDA ou malondialdéhyde plasmatique est un marqueur d’oxydation
des lipides. Il est considéré comme un des produits terminaux de 1’oxydation des acides gras
polyinsaturés et permet d’estimer les dommages lipidiques et I’ampleur du stress oxydatif. Le
MDA a la capacité de se lier a ’acide 2-thiobarbiturique (TBA). Il en résulte une coloration
en rose. Ce complexe (TBA-MDA-TBA) est extrait avec le butanol et son absorbance est lue
a 532 nm. La relation est lin€aire entre absorbance et concentration en MDA plasmatique. Les
taux ¢levés de MDA signent donc un stress oxydatif, portant notamment sur 1’oxydation des

lipides. Les techniques utilisées ont ét¢ développé par Ohkawa et al. (Ohkawa et al, 1979).
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2. La détermination des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques :

Le systétme de défense d’antioxydant est essentiel pour éliminer un excés d’EOR dans
I’organisme. Nous avons mesuré trois antioxydants enzymatiques plasmatiques principaux : la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et le glutathion peroxydase (GPX) qui

neutralisent les EORs et les transforment en espéces neutres.

a) Dosage de systéme de défense enzymatique:

Superoxide dismutase (SOD) : La SOD accélére la réaction de dismutation spontanée des
anions superoxydes (O”) en peroxyde d’hydrogéne (H,0,). Le H,O, formé peut étre éliminé

via la catalase ou la GPX qui le transforme en H,O. Elle joue un réle important pour

I’équilibre pro oxydants / antioxydant
20;

en limitant la réaction d’Haber-Weiss. Xanthine NS i-ONOrmazan
XOD
Pour mesurer I’activité de la SOD on .
H20; 20, NBT
utilise la xanthine oxydoréductase qui + uric acid lSOD
0: + H:0;

transforme le xanthine en hydrogéne

peroxyde et acide urique (Figure 52). Figure 52. Principe de dosage dela

superoxide dismutase.
Il s’agit d’une réaction aérobie avec production des O,". Les O,  sont détectés par le
nirtoblue tetrazolium (NBT) qui est réduit en NBT diformazan (Figure 52). La formation de
NBT est lisible a 450 nm. La SOD inhibe la formation de NBT-dirformazan ainsi plus
I’absorbance est ¢levée plus I’activité de la SOD est faible. Il s’agit de la méthode de Oberley

& Spitz (Oberley & Spitz, 1985).

La glutathion peroxydase (GPX): Nous avons utilis€¢ la méthode de Paglia & Valentine

(Paglia & Valentine, 1967). La GPX ¢élimine le H;O; en H,O et glutathion oxydé (GSSG).
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Cette réaction est catalysée par le glutathion (GSH), qui est synthétis¢ par la glutathion
réductase (GhR). Pour cette réaction la GhR utilise un cofacteur, le nicotinamide adénine di
nucléotide phosphate réduit (NADPH). On ne peut pas directement observer le taux de
disparition de H,O, qui est visible a 240 nm car il peut étre confondu avec d’autres substances
qui sont également visibles a 240 nm. Ainsi on ajoute au plasma un cocktail qui contient du
GSH, de la GhR, du NADPH et du H,O, (pour initier la réaction). Ensuite on observe le taux
de disparition du NADPH a 340 nm. L’activité de la GPX est inversement proportionnelle au

taux de disparition du NADPH.

Catalase : La Catalase neutralise le H,O, en H,O et O,. Pour doser 1’activité de la Catalase on
utilise la capacité de la catalase a transformer le méthanol (a2 100%) en formaldéhyde
(méthode de Johansson & Borg (Johansson & Borg, 1988)). L’activit¢ de la Catalase est

proportionnelle au taux de formation de formaldéhyde, qui est visible a 540 nm.

b) Dosage des systemes de défense antioxydante non-enzymatique

Le systeme de la défense antioxydant est bas¢ sur des réactions d’oxydoréduction qui peuvent
étre enzymatiques ou non-enzymatiques. Ainsi on parle aussi du pouvoir réducteur global du
plasma.

Dosage de la défense antioxydante globale :

Ferric reducing ability of plasma (FRAP) : La méthode FRAP, selon Benzie & Stain (Benzie
& Strain, 1999), consiste 4 mesurer la capacité plasmatique a réduire Fe’" (ion ferrique) en
(I) Fe*" (ion ferreux). Cette réaction avait lieu en condition acide. La solution TPTZ colore la

solution en violet et permet de lire I’absorbance a 593 nm.
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3. Dosage des marqueurs du métabolisme du NO

Le métabolisme du monoxyde d’azote et le stress nitrosatif ont été estimés respectivement par
le dosage du contenu en nitrite et nitrate (NOX) et en nitrotyrosine dans le plasma.

Dosage de la nitrotyrosine : Le NO peut étre piégé par le O, pour former du peroxynitrite
(ONOO") ce qui diminue fortement la biodisponibilit¢ en NO mais aggrave également le
stress nitrosatif et oxydatif. Cette réaction augmente la nitration de tyrosine (formation de
nitrotyrosine). Par ailleurs le ONOO" est hautement réactif et peut donner naissance a d’autres
oxydants comme le OH® et le NO,™ (Beckman et al, 1990; Radi et al, 2002). La nitrotyrosine
est détectée par ELISA basée sur les réactions anticorps-d’antigéne comme précédemment

décrit (Galinanes & Matata, 2002).

Dosage de nitrite / nitrate : Pour estimer la biodisponibilit¢ en NO nous avons mesuré le
contenu en nitrite et nitrate plasmatiques. Pour cela le nitrate était transformé en nitrite a
I’aide de la NADPH (incubation 40 min de 20 pL de plasma avec 40 pL de nitrate réductase).
Cette solution était ensuite incubée 5 min avec le réactif de Griess (20 pL). La lecture de la
plaque se fait a 550 nm. La concentration en nitrite et nitrate plasmatique est proportionnelle

au métabolisme du NO (méthode de Griess, Misko et al. (Misko et al, 1993)).

4. Dosage du endothéline- 1 (Et-1)

Le peptide Et-1 est un puissant vasoconstricteur et pro-inflammatoire, secrété par
I’endothélium vasculaire. Il a un effet vasoconstricteur sur les cellules musculaires lisses de la
paroi vasculaire. Chez les patients drépanocytaires nous avons dosé le niveau de ET-1
circulant selon la méthode précédemment appliquée (Ergul et al, 1996) en utilisant un
enzyme-linked immunoassay kit, ELISA (American Research Product, Inc. Waltham, MA

USA).
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I1.5 MESURE DE L’ACTIVITE DU SYSTEME NERVEUX AUTONOME
(SNA)

Le systétme nerveux autonome (SNA) ou systéme nerveux végétatif, divisé en systéme
nerveux sympathique (ou orthosympathique) et en systéme nerveux parasympathique, assure
I’homéostasie. Il permet les adaptations nécessaires (circulatoires, respiratoires...) pour
répondre rapidement aux besoins physiologiques. Le SNA joue un role essentiel dans la
redistribution sanguine et 1’ajustement du débit sanguin via la régulation de la fréquence
cardiaque et la pression artérielle.

Divers mécanismes assurent la continuité et le controle de la fréquence cardiaque. Le muscle
cardiaque possede des cellules autoexcitables et il est ainsi capable de générer sa propre
activité €lectrique ce qui lui permet la contraction rythmique sans 1’aide du systéme nerveux.
Le noeud sinusal (ou noeud sino-auriculaire ou pacemaker) fixe la fréquence et la
synchronisation de la contraction des cardiomyocytes. Il émet des impulsions électriques qui
se propagent rapidement dans la paroi cardiaque en arrivant d’abord au noeud auriculo-
ventriculaire. Ensuite le faisceau auriculo-ventriculaire (faisceau de His) et le réseau de
Purkinje transmettent le signal dans la paroi ventriculaire permettant la dépolarisation et ainsi
la systole ventriculaire. Méme si le coeur est capable d’une activité automatique, la fréquence
cardiaque est sous influence de trois sytémes: le systéme nerveux parasympathique, le
systeme nerveux sympathique et le systéme endocrinien (hormones)

Le systéme nerveux autonome gere 1’activité cardiaque via la communication avec le noeud
sinusal et le noeud auriculo-ventriculaire (Wilmore et al, 2009):

- le systeme parasympathique ralentit la fréquence cardiaque (état de calme, détente,
relaxation). Les influx parasympathqiues atteignent le cceur par les nerves vagues droit
et gauche qui se terminent au niveau du noeud sinusal et du noeud auriculo-
ventriculaire d’ou ils libérent de 1’acétylcholine ce qui entraine une diminution de la

fréquence cardiaque. Au répos ’activité du systéme parasympathique prédomine.
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- le systeme sympathique accélere la fréquence cardiaque par exemple lors d’un stress,
anxiété ou I’activité physique intense.

- le systtme endocrinien libére des hormones (adrénaline et noradrénaline) qui
stimulent le coeur et augmentent sa fréquence cardiaque. La libération de ces
hormones est déclenchée par la stimulation sympathique.

Au niveau vasculaire, a pression artérielle normale c’est le systéme sympathique qui domine
et qui représente le tonus vasomoteur. Il envoie en continue un influx nerveux pour pouvoir
maintenir en permanence un certain degré de constriction et une pression sanguine adéquate.
Toute modification du tonus vasomoteur au repos modifie le diameétre vasculaire. La
régulation a court terme de la pression artérielle se fait via des barorécepteurs qui sont
localisés dans les parois vasculaires. Une pression élevée stimule les barorécepteurs. Par
conséquent, la stimulation parasympathique augmente et la stimulation sympathique diminue,
diminuant la fréquence cardiaque, le volume d’éjection du coeur et ainsi le débit sanguin. Le
rythme cardiaque n’est donc pas constant au cours du temps. Il existe des fluctuations des
intervalles de temps entre deux battements autour d’une valeur moyenne que 1’on appelle la
Variabilité de la Fréquence Cardiaque (VFC) (Figure 53). Cette variabilité est due au mode de
contréle hormonal et nerveux du rythme cardiaque, qui varie selon les conditions
physiologiques données. L'activit¢é du SNA est établie par la mesure de la variabilité¢ de la

fréquence cardiaque.
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Figure 53. Variabilité (en millisecondes) entre chaque battement cardiaque (intervall R-R).
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http://www.perinat-france.org/

Pour évaluer I’activité du systéme nerveux végétatif il est possible de mesurer la variabilité des

intervalles R-R. Il s’agit d’une méthode non invasive, reproductible, trés utile pour évaluer 1’état du
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coeur et du SNA. La VFC est prédictive des risques cardiométaboliques. Elle varie en fonction de

I’age et est influencée favorablement par la pratique réguliére d’une activité physique (Marsac, 2013).

L’activité du SNA est altérée chez les patients drépanocytaires avec au repos (a 1’état de base)
une prédominance de I’activité¢ sympathique sur le systéme parasympathique (Pearson et al,
2005; Mestre et al, 1997; Nebor et al, 2011; Connes & Coates, 2013). Il apparait que cette
altération est associée a la dysfonction cardiaque et respiratoire (Mestre et al, 1997; Oguanobi
et al, 2012; Sanya et al, 2010). La répétition des périodes d’hypoxie (souvent nocturnes
(Pepin & Levy, 2002) semblent renforcer la perte de [D’activit¢ parasympathique
(Sangkatumvong et al, 2008, 2011) via la destruction des neurones du nucleus ambigous qui
est impliqué dans la régulation cardiaque (Epstein et al, 2007). Quelques études (Velez-Roa et
al, 2004; Nebor et al, 2011; Charlot et al, 2017b) suggerent que le niveau d’activité du SNA
pourrait refléter un certain degré de sévérité clinique des patients drépanocytaires. Nebor et a/
ont montré que les individus qui ont un systéme nerveux autonome le plus altéré sont
également cieux qui connaissent le plus de crises vaso-occlusives (Nebor et al, 2011). Dans
cette étude, la viscosité sanguine et le desequilibre du systéme nerveux étaient des facteurs de
risque de CVOs. Oguanobi et al (Oguanobi et al, 2012) a observé que la frequence des
complications telles que le STA, le priapisme et I'ulcére de jambes étaient plus €levée chez
les patients montrant une dysfonction de 1’activité du SNA. L’altération du SNA favorise la
perturbation vasculaire et par conséquent de la fonction vasculaire creant un état pro-
inflammatoire (Tracey, 2002). D’autres études sont nécessaires pour déterminer 1I’influence de
cette dysfonction neuronale sur la perfusion et la sévérité clinique, particuliérement en ce qui

concerne le génotype SC.
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Principe de mesure

La fréquence cardiaque était enregistrée a 1’aide d’un cardiofréquencemeétre (Suunto®,
Finlande) au repos en position allongée et également lors d’un tilt —test (le sujet se levait
rapidement et restait debout pour au moins 5 minutes). La technique est basée sur 1’analyse
des variations des suites d’intervalles RR. Nous avons réalis¢é une analyse spectrale par

transformée de Fourier en utilisant le logiciel Kubios (Kubios ® Finlande) (Figure 54).
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LF (0.04-0.15 Hz) 0.0077 712 146 147
HF (0.15-0.4 H2) 0.3945 414 84.7 85.3
Total 4890
LF/HF 0.172

Figure 54. Principe d'analyse de la VFC a I'aide du logiciel Kubios.

Cette méthode permet de déterminer ’aire sous la courbe, mesurée en ms” pour une fréquence donnée.
Les indices extraits de 1’analyse de Fourier sont des valeurs a des fréquences caractéristiques, tres
basses (Very Low Frequency, VLF), basses (Low Frequency, LF), hautes (High Frequency, HF), ainsi
que le rapport LF/HF. Les valeurs de HF et LF seront également normalisées en pourcentage (HFnu et
LFnu). Ces valeurs sont déduites du spectre de puissance (Ptot). On distingue 3 bandes de fréquences
principales : les trés basses fréquences (VLF, > 25 s) lies a la thermorégulation et au systéme
endocrinien, les basses fréquences (LF, entre deux impulsions 6-20s, 0.04 a 0.15 Hz) qui dépendent a
la fois du systeme sympathique et parasympathique et les hautes fréquences (HF, écarts de temps entre

deux impulsions 2.5-6s, 0.15 a 0.50 Hz) liés au cycle respiratoire et 1’activité parasympathique.

153



L’analyse temporelle donnait plusieurs indices dont
- le SDNN (Ecart Type de la durée d’une suite d’intervalles RR).
- le PNNS5O0 (Pourcentage d’intervalles RR différent de plus de 50 ms du précédent).
- le RMSSD (la racine carré de la moyenne de la somme des différences au carré des

intervalles RR successifs).

On obtient ainsi des indicateurs de l'activité globale (SDNN et Ptot) du SNA, de I’activité
parasympathique (PNN50, RMSSD, HF et HFnu) et de la balance sympatho-vagale (LF/HF).
Durant tout I’enregistrement de la VFC, nous avons mesuré également la fréquence
ventilatoire a I’aide du module de spirometrie du poste de calorimétrie indirecte (systeéme
Jaeger, Allemagne) puisque la respiration influence 1’activité du SNA (bradycardie sinusale
respiratoire). Cet enregistrement ventilatoire nous a ensuite permis de tester que les
différences d’activités du SNA entre des groupes de patients n’étaient pas dues a une activité

respiratoire différente entre ces groupes.

I1.6 MESURE DE L’OXYGENATION CEREBRALE ET MUSCULAIRE

La fonction vasculaire controle et régule la perfusion sanguine et ainsi I’apport en oxygene
aux tissus. Une altération de 1’oxygénation tissulaire chronique (comme c’est le cas dans la
Drépanocytose) provoquera une stimulation continue des CMLV enfin d’ajuster le débit
sanguin et d’adapter I’apport en oxygene (Crawford et al, 2006; Dabadie et al, 1986). La
fonction vasculaire étant altérée dans la Drépanocytose, on peut s’attendre a des modifications
de la perfusion et de 1’oxygénation tisulaire. Ainsi, nous avons ¢galement mesuré
I’oxygénation tissulaire au niveau cérébral et musculaire grace a la technique de spectroscopie
dans le proche infra-rouge, SPIR (ou NIRS, near infrared spectroscopy) a I’aide du

spectroscope NIRO-200 (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japon) (Figure 55).
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1. Présentation du NIRO-200 -

Optode Optode
d‘émission de reception |

Figure 55. La NIRS
Les modifications de I’oxygénation cérébrale et musculaire étaient enregistrées en continu par le

spectrométre NIRO-200 (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japon) a une fréquence de 6 Hz. Il
comprend une interface qui est connecté au Laser, capable d’émettre a 3 longueurs d’ondes (775,
810 et 850 nm) via la sonde comprenant une optode d’émission et une optode de réception.
L’optode de réception enregistre I’atténuation de la lumiére. La lumiére traverse les tissus
d’intérét (muscle ou cerveau) en forme de banane. L appareil dispose de deux sondes : ainsi la
mesure peut se faire sur deux sites simultanément. Les différentes données étaient transmises
simultanément a un PC via un cable RS-232C. L’oxygénation tissulaire était mesurée au niveau
du front et au niveau du muscle (Brachioradialis) de I’avant bras droit (le principe reste le méme

sur les deux sites).

1. Principe de mesure

(1) Mesure de la variation d’Hémoglobine oxygénée (AO,Hb, uM), d’Hémoglobine
désoxygénée (AHHD, uM) et d’hémoglobine totale (AcHb, nM)

Cette technique permet une analyse continue et non-invasive des variations de concentration

d’oxyhémoglobine (HbO;) et de déoxyhémoglobine (HHb). Ces deux molécules sont des

chromophores. Ils sont capables d’absorber 1’énergie de photons dans une gamme spectrale
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précisée laissant passer d’autres longueurs d’ondes. HbO, et HHb ont des spectres

d’absorption différent ceci permettant leur distinction (Figure 56).
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(Extrait du Manuel d’Hamamatsu, NIRO-200)
Figure 56. Spectre d'absorption d'"HbO; et HHb en fonction de la longueur d'onde

Le carré noir indique le spectre du proche d’infrarouge

L’HbO?2 absorbe la lumiére de maniére caractéristique 4 850nm et I’HHb a 760-775nm (Wray et al,
1988). Les longueurs d’ondes en dessous du proche infrarouge seront complétement absorber par I’Hb
et en dessus (>1300) par I’eau contenue dans les couches cutanée. Ainsi la mesure de I’oxygénation
tissulaire est basée sur 1I’émission du proche infra rouge entre 700 et 1300nm. Dans le cas de la
drépanocytose, I’hémoglobine A (HbO, et HHb) et ’hémoglobine S ont les mémes coefficients

d’extinction (Nahavandi et al, 2009).

Le calcul de la concentration en HbO, et HHb est basé sur la loi de Beer-Lambert modifiée.

La Loi de Beer Lambert (ou Loi de Bouguer) (Bouguer, 1729; Lambert, 1760; Beer, 1852) dit
que Datténuation de lumicre (A) provoquée par une solution est proportionnelle a la
concentration en compos¢ dans la solution (c), au coefficient d’extinction (¢) et a la longueur
du chemin optique (d). Comme A et d sont déterminés et € est connu, la concentration ¢ peut

étre calculée (A = a*d*c). Cette loi ne prend pas en compte la diffusion de la lumiére, ce qui
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est le cas des tissus humains. La lumiére ne se propage pas selon une ligne droite. Ainsi une
modification de la formule est nécessaire et une nouvelle loi, la loi de Beer Lambert modifée a

¢été proposée (Donovan et al, 1970; Sassaroli & Fantini, 2004), avec des nouveaux parametres

L et X (Figure 57).
®CE
# L

—
A=g*c*L+X

AM=e*AC*L

Soit AC = AA / (*L)

—p

Figure 57. Loi de Beer Lambert modifiée, avec

A, atténuation de la lumiére (en % ou sans unité¢), pour Hb ceci est dépendant du degré de
I’oxygénation.

g, le coefficient d’extinction spécifique d’un chromophore a une certaine longueur d’onde donnée
(I/g/m ; L/mol/m ou cm-1). Pour I’HbO2 et I’HHD, il a été déterminé par Wray (Wray ef al, 1988).

¢, la concentration en chromophore (g/L ; mol/L ou mM)

L, pathlength factor, trajet de la lumiére infra rouge parcouru entre le point d’émission et le point de
détection (en forme de banane) (cm) : L= DPF* d, avec d, la distance interoptode (4cm) et DPF, le
facteur différentiel de longueur de chemin (differencial pathlength factor). Le DPF est connu mais il
varie en fonction du tissu étudié : Front 5.93, Avant-bras 3.59 (le valeur ne distingue pas les enfants
des adultes et ne prend pas en compte les variations individuelles).

X, perte de la lumiére, due a la dispersion. Comme X est un facteur inconnu, on ne pourra pas calculer
¢ a partir de la formule A = ¢*c*L+X. Par contre X est considéré comme constant au cours du temps
(t) ainsi par A—o— A, X est éliminé et on peut calculer la variation de concentration : AA = ¢ *L*AC ,
donc AC = AA/ (¢*L). AA est mesurée pour trois longueurs d’ondes afin de calculer les variations de
I’hémoglobine oxygénée (AHbO,, uM), de I’hémoglobine désoxygénée (AHHb, uM) et de

I’hémoglobine totale (AcHb, uM). L’épaisseur de la peau, du tissu adipeux ou de la boite cranienne
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peuvent influencé ces mesures. Au dela de 15 mm d’épaisseur le SPIR ne mesure plus 1’oxygénation

tissulaire.

(2) Le principe de la mesure de I’oxygénation tissulaire et d’hémoglobine tissulaire

est basé sur la spectroscopie a résolution spatiale (Figure 58)

d'émission
i optode de détection
{detecteurs multi-¢ )
cmission de détection de

la lumaere la lumere AA/AD

du tissn

compuosdnte
interme du tissu

Traduit de Da Costa et al, 2014

Figure 58. Le principe la spectroscopie a résolution spatiale

La Spectroscopie a résolution spatiale permet de calculer 1’oxygénation tissulaire (TOI, ftissu oxygen
index) et I’hémoglobine tissulaire (THI, tissu hemoglobin index). L’optode de détection et de
réception comprennent 3 lamelles enregistrant I’atténuation de la lumiére du proche infrarouge a trois
distances différentes, contrairement a la loi de Beer Lambert modifée qui n’utilise qu’une seule lamelle
de I’optode de réception.

Le TOI et THI sont calculés de la fagon suivante :

TOI = HbO2/(HbO2 + HHb) x 100 (exprimé en pourcentage).

L’indice d’hémoglobine tissulaire (THI) est normalis¢ (THI,) par la valeur initiale, donc THI, =
THIiemps donne/ THIg initiat = cHby/cHby

La profondeur maximale de la zone de mesure est de d/2 (d = distance entre émetteur et détecteur de la
lumiére) a partir de la surface cutanée, d’aprés Okada et al, 1995. L optode de réception est placé a 4,5
cm de I'optode d’émission, ce qui permettra de mesurer les parameétres d’oxygénation du cortex

préfrontal a une profondeur de pénétration d’environ 2 a 2,5 cm.
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Dans cette étude nous avons retenu le TOI musculaire (du muscle fléchisseur superficiel des
doigts de ’avant-bras) et le TOI cérébral (Figure 59). La mesure de I’oxygénation tissulaire
¢tait réalisée en méme temps que la mesure de I’activité du SNA : c’est a dire au repos en
position allongée tout le long de 1’¢tude. Ensuite, le TOI a ét¢ moyenné sur une période stable
de 10 minutes minimum. L’enregistrement a démarré apres une période de repos d’au moins

10 minutes. Le TOI a été également mesuré lors du Tilt test et dans la période debout durant 5

minutes.
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Figure 59. Exemple de I'affichage obtenu par le systeme NIRO-200

(Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japon). En dessous d’une valeur inférieure a 50% pour le TOI
cérébral, on peut considérer que cette valeur est anormale. Des valeurs de 56 + 11% dans un groupe de
20 patients drépanocytaires adultes non séveres sur le plan clinique ont été décrite ce qui montre un

certain degré d’hypoxie cérébrale dans cette population (Waltz et al, 2012).

2. Mesure du Vasomotion et du Flowmotion

Pour limiter ’hypoxie cérébrale, le vasomotion (oscillation spontanée du tonus vasculaire) est
un phénomeéne compensatoire présent chez les patients drépanocytaires de maniére plus

importante que chez des sujets sains (Waltz ef al/, 2012). Le vasomotion cérébral est une
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oscillation rythmique des vaisseaux de la microcirculation cérébrale. Ainsi, une
transformation de Fourrier de la variabilité du TOI permettait aussi de calculer la puissance
totale de la variabilité¢ du TOI (0.005 - 2 Hz) correspondant au flowmotion (oscillation du flux
sanguin). Le flowmotion est influencé par le vasomotion, la fréquence respiratoire et le débit
cardiaque. Nous avons distingué le vasomotion du flowmotion par une décomposition de la
variabilité du TOI en 5 bandes fréquentielles :

bande 1 : 0.01 —0.019 Hz = activité endothéliale,

bande 2 : 0.02 — 0.059 Hz = activité sympathique,

bande 3 : 0.06 — 0.149 Hz = activité¢ myogénique,

bande 4 : 0.15 — 0.499 Hz = activité respiratoire,

bande 5 : 0.50 — 2.00 Hz = activité cardiaque.

Les bandes 1 a 5 reflétent le flowmotion et les bandes 1, 2 et 3, le vasomotion.

I11.5 MESURE DE L’APTITUDE PHYSIQUE

1. Evaluation du niveau d’aptitude physique

L’aptitude physique sous-maximale était déterminée par un test de marche de 6 minutes
(TM6M) effectué selon le code de pratique standardisé mis en place par I’American Thoracic
Society (Crapo et al, 2002). 11 s'agit d'un test sous-maximal souvent utilisé dans la population
drépanocytaire a cause de son faible risque clinique et sa simplicit¢ d’utilisation
(comparativement a un test d’effort incrémental) mais aussi car il est corrélé a la sévérité
clinique (Campbell et a/, 2009; Minniti et al, 2009). Par ailleurs, la performance au test de
marche de 6 minutes est corrélée a la performance maximale aérobie chez les drépanocytaires
(Campbell et al, 2009; Minniti et al, 2009). Ce test a ét¢ déja utilis€ chez les enfants

drépanocytaires dans le cadre du projet SAPOTILLE (Waltz et al, 2012b).
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Le TM6M est un test simple, individualisé, qui mesure la distance parcourue en marche
rapide sur un terrain plat et dur, pendant 6 minutes. Le TM6M n’est pas congu pour évaluer
les limitations a I’exercice chez les patients, mais il permet d’évaluer la capacité physique
nécessaire dans la vie quotidienne (Crapo et al, 2002).

Afin d’obtenir des résultats cohérents, il est important que les tests soient réalisés a chaque
fois de la méme maniére en respectant des nombreux critéres (Crapo et al, 2002). Pour la
sécurité des patients et pour avoir ’accés rapide a un service et/ou équipement médical

d’urgence, le test était réalisé a la pediatrie, I’hopital de jour du CHU de Pointe-a-Pitre.

Déroulement du test :
Il était demandé aux patients de faire un parcours autour de deux « plots ». La distance entre
les deux « plots » est généralement de 30m. Cependant, il a ét¢ montré que la distance peut
varier entre 15 et 50m sans influencer le résultat (Knight-Madden et a/, 2013). Dans le cadre
de notre étude, la distance retenue a ét¢ de 21m. La longueur du parcours était marquée tous
les 3 metres et un mur le long du parcours était a disposition afin que les patients puissent s’y
appuyer, si besoin, pendant le test.
Le test démarrait par une période de repos de 10 min pour enregistrer plusieurs variables de
base. Pendant ce temps, on expliquait aux enfants le déroulement du test.
Variables mesurées :

- la saturation en oxygene SpO2 (%), par I’oxymétrie du pouls (ou saturometre)

- niveau de dyspnée a I’aide d’une échelle de BORG

- la fréquence cardiaque (bpm),

- latension artérielle diastolique (PAD, mmHg),

- et la tension artérielle systolique (PAS, mmHg), par un tensiometre au niveau de

I’artere brachiale
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Instruction au patient

« Le but de ce test est de parcourir en marchant la plus grande distance possible en 6
minutes, en effectuant des allers-retours sur le parcours délimité par les cubes.
Marcher 6 minutes, c’est long, il va donc falloir faire un effort important. Tu vas
probablement te sentir essoufflé et épuisé. Tu peux donc ralentir, t'arréter ou te
reposer si nécessaire. Tu peux t'appuyer contre le mur pendant le repos, et reprendre la
marche dés que possible. Tu effectues des allers retours en faisant demi-tour autour de
ces cubes verts. Il te suffit de pivoter rapidement autour des cubes et de continuer
dans l'autre sens sans marquer de temps d’arrét ni d’hésitation. Je vais te montrer
comment faire. Regarde bien la maniere dont je fais demi-tour sans hésiter. Des que tu

te sens prét tu peux commencer le test. »

Pour éviter I’épuisement précoce les encouragements étaient standardisés :

- Apres la premiere minute « tu t'en sort trés bien. Il te reste 5 minutes ».
- 2 minutes : « continue comme ¢a. Il te reste 4 minutes ».

- 3 minutes : « c’est bien. Tu en est a la moitié »

- 4 minutes : « continue comme cela. Plus que 2 minutes »

- 5 minutes : « c’est bien. Il ne te reste plus qu’'une minute ».

A la fin du test, la distance parcourue était calculée : Distance parcourue (m) = (Nb de
longueurs (A/R)* 42m) + dernieére longueur partielle (m). Les mémes parametres que ceux au
repos €taient repris a nouveaux directement a la fin du test et aprés 10 min de 1’arrét du test.
La distance parcourue était comparée a une distance prédite d’une population non malade
ayant les mémes caractéristiques anthropométriques, selon le modele de Geiger (Geiger et al,
2007) :

Pour les garcons:

Distance prédite sur 6 minutes = 196.72 + (39,8 1x 4ge)-(1,36 x age”) + (132,28 x taille).

Pour les filles :

Distance prédite sur 6 minutes = 188,61 + (51,50 x age) — (1,86 x age”) + (86,10 x taille).
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Si la distance parcourue a atteint plus de 80% de la distance de reference, la performance a été

consideré comme normale sinon la performance était anormale (Dedeken ef al, 2014).

2. EVALUATION DE LA QUANTITE JOURNALIERE D’ACTIVITE PHYSIQUE PAR QUESTIONNAIRE D’ACTIVITE
PHYSIQUE

La dépense énergétique pour un jour (24 h) se repartit en trois postes d’inégale importance :

» le métabolisme de repos qui représente 60-75 % de la dépense énergétique totale. Il
correspond a la dépense énergétique pour le métabolisme de base /turnover protéique,
maintient de la température...,

> la dépense énergétique liée a I’activité physique (trés individuel entre 15-30%), dont la
part varie en fonction de la nature, de la durée et de I’intensité de 1’exercice
correspond a toute forme de dépense énergétique qui s’ajoute au métabolisme de base
y compris les activités de la vie quotidienne,

» et la dépense énergétique due aux effets thermiques des aliments (environ 10 % du
total).

Evaluer la quantité d’activité physique (AP) journaliére n’est pas facile a cause de sa forte
variabilité intra et inter-journaliére (Welk et al/, 1998). L’activité physique est un phénoméne
complexe qui se caractérise par son type (quelle activit¢ physique), sa durée (pendant
combien de temps), sa fréquence (quelle régularité et quel fractionnement), son intensité (quel
investissement physique et quelle dépense énergétique), et son contexte (quel environnement).
Les conditions sociales dans lesquelles elle est pratiquée ont également leur importance
(Duncan et al, 2005). Ainsi il est préférable de combiner différentes formes de mesure de
I’activité physique pour pouvoir limiter la sur- ou sous-estimation.

Dans le cadre de cette étude, 1’activité physique était évaluée par un questionnaire standardisé

pour les enfants et adolescents (Arvidsson et al, 2005) (Figure 60). Il a été testé
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internationalement dans des populations différentes. Il est basé sur quelques questions simples
concernant 3 domaines principaux : activités scolaires (EPS, recréations..), moyens de
transport (voiture, bus, a pied...) et activités sportives régulieres comme les activités de loisirs.
La dépense énergétique (DE) au repos, la DE totale et la DE liés aux activités physiques
¢taient calculées (Figure 60). Le but était d’établir la dépense énergétique quotidienne et
I’équivalent métabolique (Metabolic Equivalent of Task MET i) pour les activités d’intensité
modérée et haute. Le calcul du MET permet de mesurer I’intensité d’une activité physique et
sa dépense énergétique. Il s’agit d’un moyen de comparaison d’énergie dépensée pour une
méme AP effectuée par des participants différents. Sa valeur est basée sur la quantité
d’¢énergie et de I’oxygene que le corps utilise pendant une activit¢ donnée (1 MET =
3,5mlO,/min/kg). Plus le niveau d’AP monte plus la consommation d’oxygeéne augmente
ainsi la valeur MET augmente avec intensit¢ d’AP. Chaque niveau d’intensité est attribué¢ a
une valeur de MET :

» activités sédentaires < 1,6 MET ;
1,6 MET < activités de faible intensité <3 METs ;
3 METs < activités d’intensité modérée < 6 METs ;

6 METs < activités d’intensité élevée <9 METSs ;

YV V VYV V

activités d’intensité tres élevée > 9 METs.

Dans cette ¢tude la valeur MET utilisé suivait les recommandation de Arvidsson.

L’activité physique journaliere (PAEE, physical activity energy expenditure) est estimée en
multipliant la valeur de MET, attribuée a chaque activité, par la durée de pratique (METmin).
Seules les activités d’intensité modérée a élevée (moderate-to-very high physical activity,

METminmypa) on été discutées.

Il est important de signaler que les indicateurs de le dépense énergétique obtenus a partir du
questionnaires restent imprécis, du fait qu’ils sont influencés par des multiples facteurs, en

particulier les caractéristiques physiques du sujet (age, sexe, taille, poids) et les conditions
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environnementales et sociales de la pratique (température, altitude, humidité, niveau...). Leur
interprétation doit donc rester prudente. De plus il n’existe pas des valeurs de référence du
équivalent métabolique pour la population drépanocytaire. L.’équivalent métabolique est basé
sur le niveau métabolique et la consommation d’oxygéne de base, qui n’est cependant pas le

méme pour les enfants atteints des maladie chroniques comme la Drépanocytose.

Génotype (A, SC,88) [ sc

Hémoglobine en g/dl de sang [Si 5C cu 85) 13,2
Sexe [GouF) &

Age [2n} 1

“aids (kgl &

Taille (cm) 167

RERD [kcal/min) 117

Comibien d'heures dors-tu par jour ? {min]
Comment vas-tu 3 lécole ? Marche Jvéie [ Jas [
Combien de temps de faut-il pour y aller et revenir ? {min} | 10

Combien d*hewres d'EPS as-tu par semaine ? {min}
Est-oe que tu te dépenses beawcoup ? [de 13 4)

Combien de minutes de récréation as-tu par jowr ¥ (min)
Tu te dépenses beaucoup pendant ces récréations ? (de 1 3 3)

120
4
1
2
Combien de temps travailles tu  I'cole par jour ? [min)

Fais tu une activité physigue en cehors de Nécole ?
i gui combien de temps par semaine ? [min)

Trouves-tu ¢a fatiguant Hde 14 2)

L | | | | Pl | P | P | Pl | Pl | Pl | P | P | Pl | ot | ot | ot | ot | ot | ot | o | o | ot | ot
o o o o e e G

Combien de temps marches-tu par jour ? (min) lIl
Combien de temps par jour restes-tu assis 3 regarcer & télé, étre devant un

ordinatewr ou lire 7 {min) 180
METmin Sleep 506
METmin Moderate to Intense P 268
METmin Law 1222

ERl DEI (lecal/]) 1996

Figure 60. Questionnaire d’activité physique appliqué dans I'étude HYPOSNAD.
D’apres Arvidsson (Arvidsson et al, 2005).

La dépense énergétique pour les différentes activités a été calculée de la fagon suivante :

» la dépense énergétique au repos (REE, resting energie expenditure, kcal/min). L’ anémie a un
effet important sur le REE chez les patients drépanocytaires, ainsi le contenu en Hb est
également inclue dans la formule (Buchowski et al, 2002).

Pour les filles (SS ou SC) : (1100 + 13,3 * poidsg) - 30,2 * Hg (1)) /24/60
Pour les garcons (SS ou SC) : (1305 + 18,6 * poidsg) - 55,7 * Hg (yai)) /24/60
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Pour les enfants temoins : (9,6 * poidsug) + 1,9 * Taillecm) - 4,7 * Age +655) /24/60

> AP modérée et intense (vicymin): [t Marche(minjour) * 4 + t Loisirs (minjjour) * 4,5/7 i intensite 1 (OU * 7/7
intensite 2) T t Récréations (minfiour) * 3/7 siintensite 2 (OU * 4/7 g intensite 3 OU O i intensiter ) + EPS *2,5/7 g intensite
2 (0u * 4/7 ginensite3s OU * 6/7 ginensite4 OU * O giintensitel T t Transport *4si marche (OU * Ogivelo OU Oy
wus) ] * REE

> AP faible (vcymin): [t assisT t Bus (51 non 0) + t geole * 1,8 + t gps *1,8/7 siintensite 1 (S1 non 0) + t
réeréations © 1,8/7 siintensite 1 (81 0N 0)] * REE

»  Sommeil (veymin : t sommeil ¥ 0,9% REE

> DE totale (keal/j) = MET sommeil +MET AP moderée intense + MET AP faible

I11.6 Disposition de ’ensemble des appareils

— ) PCVOP &
PN~

L

ﬁ IR©-200:

__//SphygmoCD r*

Figure 61. Disposition de I'ensemble des appareils
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IV. RESULTATS & DISCUSSION

IV.1. Caractérisation de la population

1. Bilan du recrutement

Dans le cadre de 1’étude Sapotille, 111 enfants ont été suivis par le médecin investigateur et
I’équipe de recherche pendant trois ans, a raison d’une visite par an. 42 enfants ont été exclus
du projet Sapotille en raison d’un suivi incomplet. Parmi ces patients, on compte les enfants
perdus de vue (déménagement ou sans nouvelles), ceux qui n’étaient pas a 1’état de base ou
les enfants qui ont succombé a la maladie au cours du suivi (Figure 62). Ainsi, 67% des
enfants potentiels de Sapotille ont été recrutés pour notre sous-étude Hyposnad (Figure 62). A
I’age de 16 ans, certains patients quittent la cohorte pédiatrique pour rejoindre celle des
adultes, il n’empéche que Hyposnad a été également proposé a ces adolescents. Au total 46
patients ont participé a cette sous-¢tude. Les raisons pour lesquelles ils ont refusé de participer
a Hyposnad ¢étaient en général un nombre trop ¢€levé d’examens cliniques ou une
indisponibilité des parents. Il ne faut pas oublier qu’il était demandé aux familles de rester

une heure de plus pour les mesures additionnelles liées a la recherche.

SAPOTILLE ‘ ENFANTS SC et S5

111 enfants inclus dans Sapotille

69 enfants potentiels

HYPOSNAD

Figure 62. Bilian de recrutement de 1'étude Hyposnad
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2. Caractéristiques des patients inclus dans Hyposnad

Au total, quarante six enfants/adolescents guadeloupéens entre 10 et 16 ans ont participé a
cette étude. Parmi ces participants, 24 patients présentaient la forme homozygote SS (11 filles,
13 garcgons) et 22 patients avaient le génotype SC (13 filles et 9 garcons) (Tableau 2). Quatre
des 24 patients SS suivaient un traitement par hydroxyurée (~20 mg/kg par jour) depuis plus
de six mois. Les participants, tous suivis depuis leur naissance, faisaient partie de la cohorte
pédiatrique de Unité Transversale de la Drépanocytose a Pointe-a-Pitre le jour d’inclusion
dans Sapotille. Au moment de l'inclusion, ils étaient cliniquement a 1’état de base (a plus d’un
mois de toute complication et de 3 mois de toute transfusion). Le groupe controle était
compos¢ de 16 enfants/adolescents (8 filles et 8 garcons) de génotype AA. Tous les

participants avaient des caractéristiques anthropologiques comparables (Tableau 2).

Tableau 2. Caractéristiques anthropologiques des participants.

AA SC SS
(n=16) (n=22) (n=24)
Filles/ Gargons 8/8 13/9 11/13
Age (ans) 143+3.0 15.1+2.6 150+2.4
Poids (kg) 503+154 49.7+12.7 49.0+13.8
Taille (¢cm) 162.0+0.1 160.0 £ 0.1 162.0 £0.1
Indice de masse 19.8 (15.8; 21.2) 18.8 (17.6;20.8) 17.8 (16.0; 20.0)

corporelle (kg/m?)

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + écart type ou médiane (25° et 75° percentiles).
AA, sujets homozygotes pour I’hémoglobine A ; SS, patients drépanocytaires homozygotes ; SC,

patients drépanocytaires de type hétérozygote composite SC.
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3. Bref aper¢u de I’historique clinique des patients SS et SC

Les complications vécues dés la naissance variaient en fonction du génotype (Figure 63) et de
I’age. La crise vasoocclusive douloureuse et le syndrome thoracique aigu représentent
généralement les deux complications majeures de cette pathologie. Ceci était également le cas
chez les patients inclus dans Hyposnad (Figure 63). Une étude sur une cohorte pédiatrique
guadeloupéenne a démontré que la fréquence des crises majeures (CVO et STA) est plus
¢levée avant 1’age de 4 ans et diminue a 1’adolescence (Tarer et al, 2006). La fréquence, la
localisation, la durée et la sévérité des CVOs se distinguent d’un patient a I’autre et également
d’une crise a Dl’autre. La majorit¢ des patients SS ont développé au moins une crise
douloureuse (92% pour la CVO et 67% pour le STA) de la naissance au jour d’inclusion dans
Hyposnad (Figure 63). Ces pourcentages s’¢levent a 68% et 32% chez les patiens SC. En
moyenne on compte depuis la naissance pour les patients SS 6.6 + 6.0 CVO par enfant et pour
les patients SC 4.5 £ 3.7 CVO par enfant. Le taux annuel de CVO et de STA (nombre de
crises au total jusqu’au jour d’inclusion divisé par [’dge du patient au jour d’inclusion)
¢taient plus ¢élevés (P < 0.05) chez les patients SS comparé aux patients SC (0.39 £ 0.35 vs.
0.19+0.23 et 0.13 £0.13 vs. 0.02 £ 0.04 respectivement pour CVO et STA chez SS vs. SC).
La sévérité clinique était définie comme le nombre de CVO sur les deux années précédentes
I’é¢tude (sévere si CVO > 3 et non sévére si CVO < 3) ou du nombre de STA sur les deux
années précédant I’étude (sévere si STA > 0 et non sévere si STA = 0). 14% des patients SC
et 25% des patients SS étaient considérés comme séveres selon ce classement.

La séquestration splénique aigiie caractérisée par la survenue d'une augmentation brutale de
plus de 2 cm de la taille de la rate traduit 1’anémie aiglie (Habibi et al, 2005). Cette
complication est trés fréquente chez les patients SS (Figure 63). Ceci confirme les études de

Tarer et al (Tarer et al, 2006).
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Le syndrome pieds-mains (ou dactylite) se manifeste généralement entre 6 et 18 moins et est
souvent la premiere complication dans la petite enfance. Dans cette cohorte, au contraire des
enfants SS, aucun enfant du génotype SC n’a souffert de cette complication (Figure 63).

L’accident vasculaire cérébral est une complication séveére qui touche les gros vaisseaux
cérébraux. Dans cette cohorte on constate, en regardant 1’historique clinique depuis la
naissance, que les patients SS étaient plus susceptible de développer des vasculopathies
cérébrales. Les patients qui avaient présenté au moins un accident vasculaire cérébral au cours
de cinq années précédentes 1’¢tude étaient exclus. Les mécanismes physiopathologiques sous-
jacents sont complexes et multifactoriels (Styles et al, 2000). Les vasculopathies sont
généralement moins fréquentes chez les patients SC (Lionnet er al, 2012). Cependant,
d’autres complications, comme la rétinopathie par exemple (résultats non disponibles pour
cette cohorte) sont plus fréquentes chez les patients SC (Goldberg, 1976). Ainsi,
I’hémoglobinopathie SC n’est plus considérée comme une forme moins sévére de 1’anémie
drépanocytaire SS mais plutdt comme une pathologie a part qui est caractérisée par des
complications otologiques et ophtalmologiques associées a I’hyperviscosité sanguine (Lionnet

et al,2012; Ballas et al, 1982; Lemonne et al, 2014).

Ci-desous, la figure 63 résume la répartition des différentes complications en fonction du

génotype dans notre cohorte.
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Figure 63. Répartition des complications chez les enfants SS (n = 24) et SC (n = 22).

CVO, crises vaso-occlusives ; STA, syndrome thoracique aigii ; AVC, accident vasculaire cérébral.

4. Caractéristiques hématologiques et hémolytiques

Pour des raisons éthiques, nous n’avons pas effectué de prélevement sanguin chez les témoins.

Le recours aux valeurs de références internationales était le seul moyen pour estimer le

niveau pathologique.

171



Tableau 3. Comparaison du profil hématologique et des marqueurs hémolytiques entre les
patients avec homozygotie S (SS, n = 24) et les patients ayant la forme drépanocytaire double

hétérozygote SC (n = 22).

SC SS

(n=22) (n=24)
Hématocrite (%) 33.0+3.2 25.4 + 3.8 #iH#
Hémoglobine (g/d1) 11.5+0.8 8.4+ 1.2 #i#
Hémoglobine foetale (%) 2.3(1.4;3.6) 6.8 (3.6 ; 10.3) ###
Viscosité sanguine (cP) 6.0=+1.0 4.8 + 0.8 ###
Lactate déshydrogénase (1U/L) 293 £ 85 546 £ 172 ###
Bilirubine totale (umol/L) 20.5 (14.0; 32.0) 44.0 (31.5;78.5) #4
Réticulocytes (%) 29+1.1 9.9 + 4.3 ###
Indice hémolytique (a.u) -0.72 £ 0.35 0.69 + 0.93 ###
Aspartate Aminotransferase (1U/L) 23.8+8.6 35.4 + 13.7##

Les valeurs sont représentées sous forme de moyenne + écart-type (distribution normale, test
paramétrique) ou médiane (25th and 75th percentiles ; distribution non normale, test non
paramétrique).

#P <0.05 vs. SC; ## P <0.01 vs. SC; ### P <0.001 vs. SC.

Le profil hématologique de nos patients, relevé a 1’état de base correspond aux résultats cités
précédemment dans la littérature (Chien et al, 1970; Lamarre et al, 2012a; Renoux et al,
2016). Les taux d’hémoglobine, d’hématocrite et la viscosit¢é sanguine étaient
significativement plus faibles chez les SS par rapport aux enfants SC (P < 0.001, Tableau 3).
Les cycles répétés de falciformation rendent les GRs fragiles, qui par la suite se lysent
facilement (Bensinger & Gillette, 1974). Ainsi, les patients drépanocytaires présentent une
anémie hémolytique chronique et ont un hématocrite généralement plus faible que la
population générale : AA (= 42%) > SC (= 33%) > SS (= 25%) (Tableau 3 et 6). La
Drépanocytose est une hémoglobinopathie marquée par un taux d’hémoglobine fonctionnel

faible. Par conséquent les patients anémiques souffrent en partie d’'une hypoxémie au repos :
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hémoglobine pour les enfants AA (=12.7 g/dl), SC (= 11.5 g/dl) et SS (= 8.4 g/dl) (Tableau 3
et 6). Pour compenser le taux d’hémoglobine non-fonctionnel et I’anémie chronique, on
remarque souvent une persistance de 1’hémoglobine foetale chez les patients drépanocytaires
(Tableau 3). La persistance de I’expression d’HbF est liée a 1’existence des cellules F (riches
en HbF) (Jackson et al, 1961; Steinberg et al, 1997) dont la proportion est génétiquement
déterminée (Uda et al, 2008). Le taux d’hémoglobine foetale peut modifier I’expression
clinique de la maladie (Charache et al, 1995). L hydroxyurée (HU) cible ces effets en
permettant d’augmenter le taux d’hémoglobine foetale. Il existe une relation exponentielle
entre I’hématocrite et la viscosité sanguine (Baskurt, 2003). L’anémie hémolytique conduit a
une diminution de la viscosité sanguine chez les patients SS comparé aux patients AA et SC.
Quoi qu’il en soit la viscosité¢ varie en fonction des différents facteurs hémorhéologiques
(déformabilité et agrégation érythrocytaires...). Lorsque 1’hématocrite était ajusté a 45%, la
viscosité sanguine était similaire entre les sujets AA et SS cependant elle était plus €lévée
chez les sujets SC (Chien et al, 1970; Renoux et al, 2016). Dans notre cohorte il n’y avait pas
de différence au niveau de la déformabilité¢ des GRs entre les patients SS et SC (Tableau 4).
D’autres études (Lamarre ef a/, 2012a) ont mesuré une déformabilité érythrocytaire a 30 Pa

plus faible chez les enfants SS comparée aux enfants SC (P < 0.001).
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Tableau 4. L'indice d'élongation (déformabilité érythrocytaire) calculé a 9 vitesses de cisaillements

pour les patients SC (n =22) et SS (n = 24)a I’aide du LORCA.

EI (Pa) SC SS
(n=22) (n=24)
0 0.008 (0.000;0.027) 0.020 (0.000;0.043)
0.53 0.048 £0.017 0.039 + 0.027
0.95 0.083 +£0.017 0.079 + 0.042
1.69 0.123 £ 0.027 0.134 £ 0.056
3.00 0.163 £ 0.042 0.189 + 0.067
5.33 0.222 £ 0.056 0.245 +0.079
9.49 0.284 + 0.067 0.302 + 0.088
16.87 0.343 £0.076 0.349 + 0.094
30.00 0.390 + 0.082 0.384+0.101
Tableau 5. Comparaison des indices d'agrégation érythrocytaire entre le groupe SC (n = 22) et

le groupe SS (n = 24).

SC SS
(n=22) (n=24)
Al (%) 464+ 6.8 514+8.7#
Tt (s) 3.15(2.54; 3.69) 2.60 (2.41 ; 3.46)
Ts (s) 24.89+5.24 22.79 +£5.31
Amp (au) 36.08 £5.78 31.33 £3.31 ##
t 2 (s) 4.96 +1.60 3.98 +£1.60
v at dIsc min (s) 329.8 £ 124.1 252.1+104.1#

Al indice d’agrégation ; Ty, le temps nécessaire pour la formation des rouleaux ; T,

le temps nécessaire pour la formation des agrégats en 3 dimensions ; Amp, la quantité totale

des agrégats formés apres 120 secondes ; ti, le temps nécessaire pour la formation de 50%

des agrégats total ; y at dIsc min , le seuil de désagrégation érythrocytaire.

#P <0.05vs. SC; # P <0.01 vs. SC
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Chez les patients SS, I’indice d’agrégation (Al) était plus élevé comparativement aux patients
SC (Tableau 5). Néanmoins il semble que chez les patients SC, les agrégats une fois formés
se dissocient plus difficilement (y at dIsc min (s) SC > SS, Tableau 5). Ceci confirme les
résultats de Lamarre ef al (Lamarre et al, 2012a). Les enfants SC présentaient une viscosité
sanguine plus importante (Tableau 3). Par ailleurs, une agrégation érythrocytaire marquée,
avec persistance d’agrégats circulants et un taux d’hématocrite plus €levé par rapport aux
patients SS peut augmenter la viscosité sanguine et perturber le flux sanguin microcirculatoire,
notamment a faible vitesse de cisaillement. Lamarre ef al (Lamarre et al, 2014) ont démontré
que les enfants SC avaient une viscosité sanguine de 18% plus importante et un exces des
résistances vasculaires systémiques de 27% par rapport aux enfants SS. Des études
précédentes ont montré une association entre 1’hyperviscosité sanguine chronique et des

complications otologiques et oculaires chez les patients SC (Lionnet et al, 2012).

Les paramétres hématologiques et hemorhéologiques jouent un role important dans
I’expression clinique de cette pathologie. Chez les patients SS, la sévérité clinique (CVO)
¢tait associée au taux d’hématocrite (P = 0.008, rp = 0.542) et d’hémoglobine (P = 0.015, 1p =
0.499), et a I’indice d’agrégation (Al, P = 0.022, rp = 0.476). Chez les patients SC le taux de
CVO ¢tait associ¢ a la déformabilité érythrocytaire a faible vitesse de cisaillement (EI 0.53, P
= 0.032, rp = -0.507 ; EI 0.95 P = 0.007, rp = -0.609). Ces facteurs associés a la sévérité
clinique sont tous des déterminants de la viscosité sanguine. Les résultats obtenus sont donc
compatibles avec I’observation préalable de nos équipes selon laquelle la viscosité sanguine
est considérée comme un facteur de risque important de la survenue des CVOs (Lamarre et al,

2012a).

L’hémoglobine foetale et les paramétres hémolytiques (lactate déshydrogénase, bilirubine

totale, réticulocytes, I’aspartate aminotransferase et I’indice hémolytique) étaient plus élevés
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dans le groupe SS que chez les patients SC (Tableau 3). Ainsi, I’indice hémolytique était
significativement plus marquée chez les patients SS par rapport aux SC (Tableau 3).
L’hémolyse apparait de jouer un rdle primordial dans la physiopathologie SS (Kato et al,
2007) surtout a cause de son effet néfaste sur la biodisponibilit¢ du NO (Reiter et al, 2002;
Morris et al, 2005a). L’hémolyse jouerait un rdéle majeur dans certaines complications
drépanocytaires comme [’hypertension artérielle pulmonaire, le priapisme, les ulcéres de
jambe, I’accident vasculaire cérébral ischémique et la glomérulopathie (Kato et al, 2007).
Chez les patients SS a I’état de base pour une vitesse de cisaillement donnée, la viscosité
sanguine est généralement plus faible comparativement aux sujets AA et aux sujets SC
(Renoux et al, 2016). L’anémie trées marquée chez les patients SS compense probablement
I’augmentation de la viscosité sanguine li¢ée aux anomalies de la rhéologie du globule rouge
(faible déformabilité érythrocytaire et agrégats érythrocytaires trés robustes). Contrairement
aux patients SS, le niveau hémolytique a peu été étudi¢ dans 1’hémoglobinopathie SC. Pour
pouvoir déterminer le niveau hémolytique des patients SC, nous avons compar¢ les marqueurs
hémolytiques mesurés aux valeurs de référence (Tableau 6) des enfants/adolescents non
malades (Figure 64). La Figure 64 explicite que 1’indice central de la distribution des patients
SC est généralement placé dans/ou a la limite des intervalles de références, représentés en vert,
tandis que le groupe SS se retrouve clairement en dehors de la zone verte (Figure 64).
Cependant certains marqueurs indiquaient une forte hétérogénéité intragroupe.

Pour résumer, I’hémolyse était beaucoup moins sévére chez les patients SC comparés aux
sujets SS, ceci a été également mentionné dans la littérature scientifique (Ballas ef al, 1982;
Nagel et al, 2003). La proportion en HbS est aussi plus faible chez les patients SC (Nagel et
al, 2003). L’hémolyse ne joue probablement pas un role primordial dans la physiopathologie
SC tandis que la viscosité sanguine semble plus étre un déterminant physiopathologique dans

cette population. Cette hypothese confirme les travaux de Ballas et a/ (Ballas ef al, 1982).
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Enfin, on pourrait dire que les deux pathologies drépanocytaires ont des caractéristiques
hématologiques et hémolytiques compleétement distinctes, mais chacune approprié

a leur expression clinique.

Tableau 6. Valeurs de référence internationale pour caractériser les sujets controles (AA) au niveau

hématologique et hémolytique.

AA

Valeurs de référence

Hémoglobine (g/d1) M12-18 yrs:
Boys 11.5- 14.8; Girls 11.2- 13.6

Hématocrite (%) M12-18 yIS:
Boys 34.8- 43.9; Girls 34.0 40.7

Lactate déshydrogénase (UI/L) @12-14 yrs:
130- 280

Hémoglobine foetale (%) @ > 2 yrs: < 2%

Bilirubine totale (umol/L) #)13-18 yIS:

Boys 11.8; Girls 10.48
Aspartate aminotransferase (UI/L) W< 22

Réticulocytes (%) @ Boys 0.48- 1.64; Girls 0.54- 2.02

M (Soldin et al, 2003)

@ (Kilham, 2001) Hay et al, 2000
© (Richardson, 1994)

@ (Witt & Trendelenburg, 1982)
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Figure 64. Marqueurs d'hémolyse chez les patients SS (n = 24) et SC (n = 22) (Tableau 3),
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comparé aux valeur/intervalles de références (IR) des sujets non malades (AA) (Tableau 6).

** P <0.01 vs. SS; *** P <0.001 vs. SS
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IV.2 Caractérisation de la fonction vasculaire

1. Caractérisation de la fonction microvasculaire

Le chauffage cutané local, conduit jusqu’a 42 °C (ce qui est en dessous du seuil de douleur (=
43°C)) induit typiquement une hyperémie biphasique du flux sanguin cutané (Figure 65) :

On remarque une rapide augmentation initiale due au reflex axonal. Le pic initial était suivi
par un bref nadir. Ensuite le flux sanguin augmentait plus lentement jusqu’a atteindre un
plateau.

En prenant la moyenne du flux sanguin pour chaque point de temps donné des patients d’un
groupe on obtient la courbe des variations du flux sanguin cutané en fonction du temps pour

chaque génotype (Figure 65).

Skin blood flow
{cwe, mv/mmHg)
Peak Plateau
Baseline
: A Lﬁ'\w_p-rW“J
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Figure 65. La réponse vasculaire a I'hyperhémie induite par chaleur.

SS, homozygote drépanocytaire (en bleu), SC, composite drépanocytaire avec 1’hémoglobine S et C
(en violet) et AA, sujets controles homozygotes de I’hémoglobine A (beige). Les trois phases (flux
basal, réponse axonale et le plateau) sont bien visibles pour les trois groupes.

CVC, cutaneous vascular conductance

P <0.05vs. AA; ** P <0.01 vs. AA; ¥** P<0.001 vs. AA

179



On observe que les trois groupes ne se comportaient pas de la méme facon. Le flux sanguin
basal était clairement plus élevé chez les patients SS comparés aux sujets AA (Figure 65) et
aux patients SC (P < 0.05). Cependant entre les groupes il n y a pas de différence du flux
sanguin au niveau du pic et du plateau. D’autres études précedantes ont également noté¢ un
flux sanguin basal plus €levé chez les patients SS (Belhassen et al, 2001). Il apparait que le
flux sanguin basal ¢élevé est lié au débit cardiaque plus élevé, caractérisant une adaptation
physiologique pour compenser 1’anémie et les nombreuses anomalies sanguines (Belhassen et
al, 2001). Il en résulte probablement une augmentation des contraintes de cisaillement aux
parois vasculaires (Belhassen et al, 2001) favorisant 1’activation de la NO-synthase et la
production de NO. Par conséquent les vaisseaux se dilatent localement pour atteindre des
valeurs proches de leur maximum en condition basale et limitant ainsi la réserve
vasodilatatrice.

Regardons maintenant la réponse vasculaire a I’hyperhémie dans les trois groupes (Tableau 7).

Tableau 7. Comparaison de la perfusion basale et des deux phases de la réponse a I'hyperémie

entre les trois groupes.

AA SC SS
Flux basal (mV/mmHg) 2.00+1.50 222+1.22 2,67+ 1.33 **#
Pic (mv/ mmHg) 4.82+1.25 432+ 1.65 4.68+1.23
Plateau (mv/ mmHg) 4.43 +1.42 3.65+1.58 3.72+1.72
Réponse axonale (%) 414.5 74.55 74.52
(124 ; 892) (36.61;150.44) *  (29.23 ; 206.28) **
Réponse NO dépendante (%) 291.5 90.96 34.95
(203 ;767) (50.71;198.42)  (-0.93 ; 70.58) ***
#

AA, groupe contrdle ; SC, groupe drépanocytaire composite SC ; SS, la forme drépanocytaire
homozygote SS. La perfusion basale (Baseline blood flow), le flux sanguin au niveau du pic (peak

flow) et du plateau (plateau flow) sont exprimés en CVC.
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Le réflexe axonal est donné par la différence entre le flux au niveau du pic et le flux basal. La réponse
NO-dépendante représente la différence du flux au niveau du plateau et du flux basal. La réponse a
I’hyperémie est exprimée en pourcentage, une méthode couramment utilisée pour représenter la
capacité vasodilatrice (Roustit & Cracowski, 2012, 2013; Millet et al, 2011; Tharaux et al, 2002).

Ces parameétres vasculaires ont été déterminés pour chaque sujet individuellement et ensuite les
indices centraux et de dispersion pour chaque groupe ont été calculés.

Les valeurs sont représentées en moyenne + écarte type ou médiane (25° et 75° percentiles).

P <0.05vs. AA; ¥* P <0.01 vs. AA; *** P <0.001 vs. AA;

#P <0.05vs SC

La perfusion (valeurs brutes) au niveau du pic et du plateau n’était pas différente entre les
trois groupes tandis que le réflexe vasculaire a la chaleur (réponse axonale) et la capacité des
vaisseaux a se dilater (réponse NO dépendante) étaient altérés chez les patients
drépanocytaires (Tableau 7). Le réflexe axonal était plus faible chez les patients SC et encore
plus faible chez les patients SS comparés aux sujets non malades (P < 0.05 et P < 0.01
respectivement) (Tableau 7). La réponse vasculaire NO dépendante était plus faible chez les
patients SS par rapport aux patients SC (P < 0.05) et aux sujets AA (P <0.001) (Tableau 7).

Ainsi, il semble que les patients SS ont une fonction vasculaire altérée déja depuis 1’enfance
(De Montalembert et al, 2007). En général, augmenter la taille vasculaire semble étre plus
difficile pour les patients SS. C’est probablement di au fait que leurs vaisseaux se retrouvent
déja au repos dilatés presque a leur maximum. Plusieurs études avec différentes méthodes
(Aessopos et al, 2007; Belhassen et al, 2001; Aslan et al, 2001; Reiter & Gladwin, 2003)
démontrent une faible réactivité vasculaire chez les patients SS. Des facteurs multiples sont
probablement responsables de cette vasculopathie progressive atteignant a la fois la
microcirculation mais aussi la macrocirculation : le stress oxydatif (Kato et a/, 2009; Chirico
& Pialoux, 2012), ’hémolyse (Kato ef al, 2006a; Minneci et al, 2005), I’hypoxémie artérielle
(Lonsdorfer et al, 1983), etc. Généralement, il est connu que le taux d’hémolyse et I’anémie

sont plus séveres chez les SS comparés aux SC et AA (Ballas et al, 1982). Dans ce contexte,
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il n’est pas surprenant que la vasodilatation NO dépendante soit plus faible chez les patients
SS comparés aux patients SC et aux sujets AA.

Non seulement la capacité vasodilatrice était altérée, mais aussi le réflexe axonal a la chaleur
au niveau de la microcirculation périphérique était plus faible chez les patients SS (Tableau 7).
On pourrait penser que la vasodilatation chronique chez les patients SS affecte également la
régulation hypothalamique, cette derni¢re ne réagissant plus de la méme facon a cause de la
stimulation continue.

Le controle et le réflexe vasculaire sont indispensables pour compenser les résistances face au
flux sanguin. Pour cette raison, on suppose qu’une augmentation de la viscosité sanguine
associée a une dysfonction vasculaire intensifient les résistances vasculaires périphériques, ce
qui pourrait ralentir le flux sanguin dramatiquement et ainsi favoriser la polymérisation et
augmenter le risque de crises vaso-occlusives (Reiter & Gladwin, 2003).

Dans notre cohorte, on observe que la réponse vasculaire différe entre les SS et les SC au
niveau du plateau mais pas au niveau du pic (Tableau 7). Ainsi, comparés aux sujets controles,
les jeunes patients SC montrent une dysfonction de la réponse axonale (P < 0.05) mais pas de
la réponse vasculaire NO-dépendante. La diminution du réflexe axonal peut étre liée a une
diminution de la sensibilit¢ a la chaleur, a une diminution de la libération des
neurotransmetteurs ou a une faible réponse vasculaire au neurotransmetteur (Holowatz &
Thompson-Torgerson, C., Kenney, 2010). Bien que les patients SC avaient une hyperviscosité
sanguine, la capacité¢ vasculaire vasodilatrice apparait généralement mieux conservée que
chez les patients SS. L’altération seulement du réflexe axonal pourrait représenter une phase
préliminaire du développement de la dysfonction vasculaire qui pourrait s’aggraver
progressivement. D’autres études seront nécessaires pour étudier le développement de cette
dysfonction vasculaire.

Finalement pour résumer les différences inter groupes, selon nos résultats concernant la

fonction microvasculaire, on passe d’une fonction vasculaire intacte (AA) a une fonction
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vasculaire en partie altérée (SC) a finalement une dysfonction vasculaire trés marquée

affectant le réflexe axonal et la réponse NO dépendante chez les SS.

Particularités

a) Role de la température cutanée
La réponse vasculaire a I’hyperhémie est caractérisée dans les trois groupes (AA, SC
et SS) au moment de I’augmentation de la température (temps 0) par une nette
diminution de la perfusion (Figure 65). Ceci a été décrit seulement marginalement
(Khaleel et al, 2015). Khaleel et al (Khaleel et al, 2015) parle du heat pain induced
vasoconstriction. La température de 42°C est pourtant inférieure au seuil de douleur,
tant en théorie que dans nos observations (aucun de nos patients, méme interrogés sur
ce point, n’a exprimé de plainte ni méme de désagrément). Cependant Nagasaka et al
(Nagasaka, 1987; Nagasaka et al, 1987) ont également observés ce phénomene de
“heat induced vasoconstriction* en comparant la perfusion cutanée au niveau du bout
du doigt durant une augmentation progressive de la température de 1’eau dans laquelle
les doigts ont été¢ baignés. Ils observent que cette vasoconsriction de courte durée se
manifestait seulement dans un climat chaud et humide (35°C et 40-80%), ce qui est
également le cas en Guadeloupe. Dans notre étude, la salle était climatisée, mais la
température a été contrélée manuellement pour maintenir le confort des patients. Chez
tous les sujets ayant une température cutanée de base de 34-35°C (c’était la majorité)
nous avons observé cette diminution de la perfusion entre 10 et 15 secondes apres le
chauffage. La chute est brusque et dure au maximum 15 secondes. Elle avait lieu
parallélement avec I’augmentation graduelle de la température cutanée, donc dans la
phase ou la température cutanée passe de 34°C a -40/41°C. Ensuite, lorsque la
température atteignait les 42°C, la perfusion remontait rapidement vers le pic. Chez

certains sujets qui avaient une température cutanée initiale < a 30°C (contrdles ou
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patients) cette nette diminution était absente. Nos résultats confirment 1’hypothése de
Nagasak, qui propose qu’il s’agisse d’'un mécanisme de protection et d’adaption
physiologique (Nagasaka, 1987; Nagasaka et a/, 1987). Dans un climat chaud humide,
on se trouverait dans un état hyperthermique. Lorsque, dans cette condition, le corps
est expos¢é a une température encore plus élevée, les vaisseaux cutanés se contractent
transitoirement pour éviter I’entrée supplémentaire de la chaleur (Nagasaka, 1987).
Lorsque la température cutanée passe un certain seuil (42°C), la vasodilatation
domine la vasoconstriction afin d’éviter les dommages tissulaires. De plus, il a été
montré que la sensation a la chaleur est proportionnelle au degré de la
vasoconstriction (Nagasaka, 1987). Plus les vaisseaux se contractent, plus on ressent
le changement thermique. Ainsi la température cutanée au repos n’a pas seulement un
influence sur le flux sanguin basal mais également sur le degré de la vasoconstriction
et ainsi sur la sensation a la chaleur. Pour les futures études un contréle strict de la

température cutanée sera absolument nécessaire.

b) Vasoconstriction induite par la chaleur

La Drépanocytose est une maladie caractérisée par une grande variabilité de
I’expression clinique. La plupart des patients SS et SC montraient une réponse avec les
deux phases bien visibles mais certainement plus faible comparativement aux sujets non

malades. Cependant quelques patients n’ont pas répondu de la méme facon (Tableau 8).
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Tableau 8. Classification de la réponse a I'hyperémie induite par la chaleur selon la

courbe d’hyperthermie obtenue.

SC SS
Réponse en 2 phases 74% 50%
Absence du pic 11% 15%
Absence du plateau 5% 10%
Pas de réponse 5% 5%
Réponse négative 5% 20%

En général, on pouvait distinguer quatre degrés de dysfonction vasculaire allant d’une
réponse vasculaire typique biphasique mais plus faible (niveau 1) a une altération plus
marquée de la fonction vasculaire avec I’absence totale du pic (altération du réflexe
axonal) ou du plateau (altération du métabolisme de NO) (niveau 2) et ensuite a une
absence totale des deux phases donc sans modification par rapport au flux sanguin de
départ (niveau 3) (Tableau 8). On peut se demander s’il s’agit d’une dysfonction
vasculaire proliférative passant de niveau 1 au niveau 3 ou s’ils représentent
I’hétérogénéité clinique typique de cette maladie.

Au final, nous avons observé pour la premiére fois chez 20% des patients SS une
réponse négative donc une vasoconstriction prolongée induite par la chaleur (Figure
66). Le flux sanguin remontait dés I’arrét de la chaleur. Un seul patient SC a

¢galement montré une telle réponse.
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Figure 66. Capture d'écran d'une réponse négative d'un patient SS. En bleu, la perfusion; en
rouge, CMBC ; en noir la vélocité sanguine et en bas I’évolution de la température (I’augmentation a

42°C est bien visible).

Ce phénomene n’a pas €té observé dans la littérature. Cependant il faut considérer que
le test d’hyperémie a la chaleur a été utilisé pour la premiere fois dans la population
drépanocytaire en respectant les recommandations de Roustit & Cracowski, 2012. Si on
considere qu’il ne s’agit pas d’un probléme technique, on peut se demander, pourquoi
une suppression du réflexe axonal et de la réponse NO dépendante conduiraient a une
vasoconstriction prolongée et non pas au retour du niveau de la perfusion de départ.

On pourrait proposer deux hypothéses. Il est probable qu’il s’agisse d’une réponse de

« défense »:

Chez les patients anémiques la régulation du flux sanguin se fait en faveur des
organes centraux. Une augmentation supplémentaire de la température cutanée devrait
induire une déviation encore plus accentuée du flux sanguin central vers la périphérie

mettant en risque 1’alimentation cervicale et des organes centraux. Ainsi il pourrait
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s’agir d’une stratégie adaptative pour conserver une oxygénation adéquate des
organes vitaux, méme si ici le stress hyperthermique était localisé a une zone réduite
de la peau. Si c’est le cas on peut juste imaginer que ceci devrait induire également
une altération de la thermorégulation a 1’exposition prolongée de la chaleur ou lors

d’un exercice.

La deuxiéme hypothése serait qu’il s’agisse d’une réponse pathologique. Selon cette
approche, le métabolisme de NO est déja saturé au repos et ne peut pas répondre aux
besoins supplémentaires. La non-adaptation au changement thermique augmenterait le
stress oxydatif. La formation des radicaux oxydatifs renforcerait la diminution en NO
et ils activeraient le RhoA/Rock pathway (Figure 67) (Bailey et al, 2005). En
conséquence, le NO diminue encore plus (Figure 67) et il en résulte probablement la
vasoconstriction prolongée. Cette up régulation du RhoA/Rock pathway a été
¢galement observée dans d’autres maladies cardiovasculaires comme 1’hypertension
artérielle, le diabéte et le vasospasme cérébral (Noma et al, 2006). Le nombre des
patients SS montrant une telle réponse négative n’est pas suffisant pour faire des
analyses statistiques. Cependant on remarque que tous ces patients ont €¢galement un
niveau en FRAP (1580.0 = 266.8 vs 1183.0 £ 335.9, umol/L, P < 0.05 pour les
patients SS avec une réponse négative vs les autres patients SS , respectivement) et en
nitrotyrosine (54.9 (35.9; 67.5) vs 17.5 (11.9; 25.8), nmol/L, P = 0.001, pour les
patients SS avec une réponse négative vs les autres patients SS, respectivement) plus

¢levés. Une étude sera necessaire pour verifier cette approche.
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Figure 67. Implication de la voie Rhoa/Rock dans le contréle vasculaire

(Holowatz et al, 2010).
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c¢) L’implication de la puberté

Selon le stade de Tanner (Pilosité pour garcons/filles et le développement des sains
pour les filles) de la plupart des participants étaient classés comme « adolescent ».
85% des filles SC et 82% des filles SS avaient leur menstruation depuis au moins 1 an.
D’autres paramétres nécessaires pour déterminer le statut de la puberté n’ont pas été
objectivés dans le cadre de cette étude. L’effet de la puberté sur la fonction vasculaire
est généralement trés discuté (Sokolnicki er al, 2007; Brooks-Asplund, 1998).
Plusieurs études ont démontré qu’estrogéne et progestérone peuvent affecter
directement la vasomotricité des vaisseaux sanguins (Charkoudian et al, 1999;
Bartelink et al, 1990; Colucci et al, 1982; Gilligan et al, 1994; Miller & Vanhoutte,
1991). La variation de ces hormones peut avoir des causes endogenes (Stephenson,
1985) ou exogenes (contraceptifs oraux) (Charkoudian, & Johnson, 1997, 1999). 11 est
probable que les changements hormonaux ont une influence sur la fonction
microvasculaire directement et indirectement. L’estrogéne peut améliorer la capacité
vasodilatrice NO dépendante par 1’activation de la NO-synthase et ainsi par la
stimulation de la synthése de NO (Hayashi et al, 1995; Gilligan et al, 1994).
L’influence des hormones sur la fonction vasculaire est assez connu chez les filles
comparées aux garcons, chez qui peu d’études ont investigué cette question. La
testostérone est un possible vaso-inhibiteur et peut probablement inhiber la réponse
NO dépendante (Karakitsos et al, 2006). Les changements des hormones
stéroidiennes peuvent induire des variations de la thermorégulation et moduler la
réponse a I’hyperémie (Charkoudian 2014, Hessemer et al, 1985). De plus,
I’adolescence est accompagnée par des changements psychologiques, sociaux et du
mode de vie habituel. Par conséquent, ’activité physique, la nutrition, le stress, etc.

changent avec des implications vasculaires possibles (Kelishadi ef al, 2008). Il est
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généralement admis que la pubert¢é commence tardivement chez les patients atteints
de la drépanocytose. Le stade Tanner III pour la pilosité chez les garcons et filles
débutent plus tardivement chez les patients SC et encore plus tard chez les patients SS
(Platt et al, 1984). La menarche est généralement retardée chez les patientes
drépanocytaires (Jimenez et al, 1966; Alleyne et al, 1981). Elle débute en fonction de
I’age et de la masse corporelle des patients (Platt ef a/, 1984). Tous ces parametres
varient en fonction de la prise en charge des patients (Alleyne et al, 1981; Ashcroft &
Serjeant, 1981; Graham et al, 1986). La prise des contraceptifs oraux chez les
patientes atteints de cette maladie est discutée a cause des risques plus élevés de
développer des effets secondaires comme par exemple les thromboses cérébrales et
pulmonaires (Haynes & Dunn, 1967).

Cependant dans cette ¢tude la dysfonction vasculaire n’était ni liée au sexe ni a 1’age.
En conclusion, on ne peut pas exclure I’effet probable de la puberté sur la fonction

vasculaire mais d’autres études seraient nécessaires pour €clairer ce point.

d) Vasomotion et flowmotion

Le phénomeéne local de vasomotion et flowmotion est un mécanisme complémentaire
présent physiologiquement pour contrdler et maintenir le flux sanguin. Sa fréquence et
son amplitude changent selon la taille du vaisseau concerné (Colantuoni et al, 1984).
Cependant dans certaines pathologies comme le diabéte (Stansberry et al, 1996),
I’hypertension (Rossi et al, 2006) et la drépanocytose (Rodgers et al, 1984a), on
remarque une augmentation des oscillations d’origine myogénique et centrale
(neuronale, respiratoire et cardiaque). Les oscillations spontanées au niveau de la
macrocirculation (Kim et a/, 2009; Shi et al, 2014) et de la microcirulation (Rodgers et

al, 1984a; Kennedy et al, 1988; Lipowsky et al, 1987; L’Esperance et al, 2013) sont
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probablement une adaptation pour compenser les résistances périphériques accrues
chez les patients atteints de la drépanocytose SS et SC et pour maintenir une perfusion
adéquate. Ce mécanisme vasculaire de controle et de compensation des résistances
périphériques est principalement efficace a cause de la puissance 4 du rayon vasculaire
décrit dans la relation de Poiseuille. Le vasomotion permet également d’augmenter la
pression locale capillaire émise sur les globules rouges. Cette pression est nécessaire
pour augmenter la déformabilité érythrocytaire selon la relation linéaire entre le flux et
la pression pour les fluides newtoniens (Intaglietta, 1990). La présence d’un flux
microcirculatoire oscillatoire est un phénomeéne complexe mais il semble qu’il est
corré¢lé au taux d’hémoglobine des patients SS et au contenu de leucocytes et
plaquettes chez les patients SC (Kennedy et al, 1988). Les oscillations sont dues a une
décharge spontanée et locale au niveau de la paroi vasculaire sous I’influence du
systtme sympathique. La mesure du vasomotion et flowmotion est délicate et les
résultats varient en fonction de la localisation de la mesure et de la méthode d’analyse
appliquée (Schmidt et al, 1993).

Nous avons vu dans les résultats précédents que les patients drépanocytaires
démontraient une altération du réflexe axonal, qui est contrdlé par le systéme nerveux
sympathique. Contrairement a ce que nous attendions, la médiane de fréquence de
chaque intervalle de spectre n’était pas statistiquement différente entre les trois

groupes (Figure 68).
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Figure 68. Résultats d'analyse spectrale par transformée de Fourier de la perfusion cutanée basale
chez les volontaires sains (AA), les patients SC et les patients SS. L’analyse spectrale a été effectuée

pour les cinq intervalles de fréquences prédéfinis :

Intervalle I de 0.01-0.019 Hz, Intervalle II de 0.02-0.059 Hz, Intervalle III 0.06-0.149 Hz, Intervalle
IV. 0.15-0.499Hz et Intervalle V. de 0.5-2.00Hz.

La distribution est représentée en boxplot avec la médiane au centre, délimitée par les quartiles Q1 et

Q3 et la valeur maximale et minimale.

Ainsi, L’analyse spectrale par transformation de Fourier du flux sanguin cutané au repos ne

permet pas de discerner la régulation vasculaire locale (activité endothéliale). Le flowmotion
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est particulierement nécessaire lors d’un faible flux sanguin pour assurer une perfusion
minimale (Schmidt ez a/, 1993) et améliorer I’oxygénation tissulaire (Tsai & Intaglietta, 1993).
Selon nos résultats il n’y a pas de différence du vasomotion et de flowmotion au niveau de la
microcirculation cutanée entre les patients drépanocytaires et les témoins (Figure 69). Ceci est

¢galement le cas lors d’une analyse en densité spectrale normalisée.
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Figure 69. Vasomotion & Flowmotion

L’amplitude absolue de I’intervalle totale 0.005-2Hz (flowmotion) et de I’intervalle de 0.005-0.15Hz
(vasomotion) chez les volontaires sains et les patients SC et SS. Les données sont représentées sous la
forme de graphes en boites représentant la distribution autour du médiane avec le 25° et 75° percentiles

et le valeur minimale et maximale.

Une augmentation de la température cutanée locale augmente 1’activité du vasomotion chez
les patients sains et chez les patients diabétiques (Shapiro et al, 1998). La perfusion
microcirculatoire chez tous les sujets de notre cohorte étaient sous I’influence du climat
tropical. La réponse a I’hyperémie des sujets démontrait que, déja au repos, ils étaient
probablement dans un état d’adaptation a I’hyperthermie. L’augmentation du diamétre
vasculaire et les oscillations spontanées ont comme but de maintenir une perfusion et une
oxygénation tissulaire stable. Ainsi il est probable que les oscillations sont également plus

¢levées chez les sujets sains, en cachant la différence entre les groupes.
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On remarque une grande variabilité intragroupe, au niveau de I’activité¢ endothéliale et
sympathique pour les patients SC et au niveau de I’activité¢ cardiaque pour les patients SS
(Figure 68), associ¢e certainement a la diversité de 1’expression clinique. Les patients
drépanocytaires présenteraient une altération importante de la réponse a I’hyperhémie
thermique en terme d’amplitude et de cinétique. Il sera intéressant de suivre 1’évolution des
différentes fréquences en fonction du temps lors d’un tel test, comme cela a été déja fait dans

autres populations (Jan et al, 2009).

2. Caractérisation de la fonction macrovasculaire

La compliance, la distensibilité et 1’élasticité de la paroi artérielle sont des propriétés
mécaniques de la paroi endothéliale. Ils jouent un role essentiel dans la régulation de
I’écoulement sanguin et dans la modulation de la vitesse de I’onde de pouls (VOP) (Vappou
et al, 2011). Nos résultats ont permi de montrer que la VOP carotido-radiale était plus élevée
chez les sujets SS comparés aux sujets sains (P = 0.03, Figure 70) alors que la VOP centrale

mesurée entre I’arteére fémorale et I’artére carotide n’était pas différente entre les trois groupes

(Figure 70).
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Figure 70. La vélocité de 1'onde de pouls (VOP) entre ’artére carotide et I’artére radiale (a
gauche déterminé chez 16 AA, 17 SC, 17 SS) et entre I’artére carotide et I’artére fémorale (a droite

déterminé chez 16 AA, 18 SC et 21 SS).
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Les moyennes ont été comparées par ANOVA a une voie suivie par un test de post-hoc de Newman-

Keuls. * P <0.05 vs. AA.

Il est communément admis que la rigidité artérielle centrale contribue a une élévation de la
pression pulsée (Feihl er al, 2009), et par conséquent a une augmentation de la pression
artérielle moyenne, augmentant a son tour les résistances périphériques ce qui peut engendrer
des dommages tissulaires. Dans ce contexte, une VOP CF plutdt préservée et ainsi un bon
fonctionnement des arteres centrales chez les patients SS, évite probablement une ¢lévation de

la pression sanguine.

Les parametres cardiovasculaires (Tableau 9) sont trés similaires dans ces trois groupes.

Tableau 9. Comparaison des variables cardiovasculaires entre les sujets sains (AA) et les

patients drépanocytaires SC (n =22) et SS (n = 24)

AA (n=16) SC (n=22) SS (n=124)
Pression systolique (mmHg) 114+9 112+ 14 115+ 8
Pression diastolique (mmHg) 57+6 61+9 56+ 8
Pression artérielle moyenne 74 (71; 81) 75 (70 ; 83) 75 (72 ; 80)
(mmHg)
Pression pulsée (mmHg) 57+9 5110 % 59+12
Fréquence cardiaque (b/min) 77 £ 12 76 £ 10 84 £ 12#

La pression pulsée et la pression artérielle moyenne ont été calculées par la pression systolique et la
pression diastolique. La fréquence cardiaque représente la moyenne de la phase allongée qui durait 50
min. Les données sont représentées par la moyenne + écart-type ou la médiane (25 et 75 percentiles).*

P <0.05vs. AA;" P <0.05vs. SC

La VOP CF ¢était dans I’ensemble des participants positivement corrélée a 1’age (P = 0.014, r
= 0.329), a la masse corporelle (P = 0.032, rp = 0.290), a I’'IMC (P = 0.008, rs = 0.352), au

taux d’hématocrite (P = 0.015, rp = 0.387) et avec une tendance de lien au taux
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d’hémoglobine (P = 0.072, rp = 0.291), comme décrit précédemment (Ranque et al, 2016). 1l
n’y a pas de lien avec la fréquence cardiaque ni entre la VOP CR et ces parametres. L.’age est
habituellement le facteur le plus important contribuant a I’augmentation de la VOP. Nous
n’avons pas pu constater de différence de VOP CR et CF entre les patients plus agés (>13 ans,
5.6,6.1,6.2 et4.3,4.8,4.5 pour VOP CR et la VOP CF des AA (n=11), SC (n=15) et SS (n
= 14), respectivement) et les patients plus jeunes (<13 ans, 5.0, 6.0, 6.9 et et 4.3, 4.4, 4.0 pour
VOP CR et la VOP CF des AA (n=5), SC (n =2) et SS (n = 4), respectivement). L’effectif
des groupes était cependant trés petit. De plus la fourchette d’age est probablement trop
resserée et les sujets sont trop jeunes pour pouvoir déterminer un possible contribution de

I’age.

D’autres études ont démontré que les VOP CR et CF sont plus faibles chez les patients
drépanocytaires (Lemogoum et al, 2004; Ranque et al, 2016). L’¢étude CADRE (Ranque ef al,
2016) avec 3627 patients (enfants et adultes) a mesuré une VOP CF plus faible (P < 0.0001)
chez les patients drépanocytaires (7.5 = 2.0 m/s) comparés aux sujets non malades (9.1 £ 2.4
m/s). De plus elle était encore plus faible chez les patients SS que chez les patients SC. En
général, les valeurs mesurées dans 1’étude CADRE sont bien plus €levées que les résultats que
nous avons observés. Les raisons de ces différences demeurent inexpliquées pour le moment
et trés peu d’études se sont intéressées a la VOP en général chez le drépanocytaire.
L’expression clinique de la Drépanocytose est modulée par des facteurs environnementaux
tels que les conditions de vie et la prise en charge globale de la maladie. Le projet CADRE a
eu lieu en Afrique subsaharienne avec des conditions de prise en charge et des conditions de
vie certainement trés différentes de celles en Guadeloupe. Le suivi et 1’accompagnement
régulier des patients drépanocytaires guadeloupéens depuis la naissance par I’'UTD Guy
Merault permet une détection précoce des complications et a trés probablement permis de

diminuer significativement la morbidité et la mortalité par rapport a des patients vivants en
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Afrique. Des études supplémentaires comparatives seront probablement nécessaires pour

expliquer les raisons des ces divergences dans la littérature scientifique.

En général, on remarque une perte progressive de 1’¢lasticité artérielle de 1’aorte (I’artére la
plus ¢lastique) vers les lits artériels périphériques ou les fibres musculaires et de collagéne
dominent. Dans le cas de la Drépanocytose, le manque continuel en oxygéne dans les tissus
périphériques pourrait provoquer une augmentation chronique de 1’activité cardiaque
(Belhassen et al, 2001). Selon la loi de Laplace une augmentation de la pression intra-
luminale et ainsi du stress intra-mural (Caro, 1978) se traduit par une extension vasculaire
permanente. Par conséquent les vaisseaux deviennent plus rigides et moins ¢€lastiques. Les
vaisseaux de la microcirculation sont adaptés a un flux sanguin lent nécessaire pour un bon
échange nutritif avec les tissus. Ainsi une perfusion constante ¢levée, comme nous I’avons
observé dans la microcirculation ou comme cela a été rapporté¢ dans la macrocirculation
(Belhassen et al, 2001), entraine potentiellement des Iésions endothéliales et tissulaires
surtout si les mécanismes d’autorégulation vasculaire sont déficients.

La pression pulsée était plus faible chez les patients SC comparés aux patients SS (Tableau 9).
Il semble que le systéeme vasculaire soit moins affecté chez les patients SC et qu’ils aient
généralement un bon fonctionnement vasculaire central et périphérique par rapport aux
patients SS. Ceci devrait permettre de diminuer le risque des comorbidités cardiovasculaires
(Safar et al, 2013). Chez les patients SS la rigidité artérielle périphérique était plus marquée
comparativement aux patients SC et elle était corrélée a la dysfonction vasculaire
microcirculatoire périphérique (Figure 71). Cette corrélation est absente chez les sujets sains

et chez les patients SC (Figure 71).
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Figure 71. Relation entre la VOP périphérique carotide-radiale et la réponse microvasculaire a

I'hyperémie NO-dépendante chez les trois groupes AA, SC et SS.

Déterminée par un test de Spearman avec SPSS.

La forme drépanocytaire SC a été longtemps considérée comme moins sévere que la forme
homozygote SS et trés peu d’études (Mohan et al, 2011) ont caractérisé la fonction vasculaire
(micro et macro) chez les patients SC. Néanmoins aujourd’hui, on considere plutdt ces deux
pathologies drépanocytaires comme deux maladies distinctes (Lamarre et al, 2012a; Lionnet

et al, 2012). Tandis que les patients SC montrent un risque plus élevé pour des complications
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telles que la rétinopathie, 1’ostéonécrose et les troubles otologiques qui sont probablement en
lien avec la viscosit¢ sanguine (Lionnet ef al, 2012; Lemonne et al, 2014), les crises
vasoocclusives et I’hémolyse sont plus fréquentes chez les patients SS. Nous avons observé
que ces deux groupes ne se distinguent non seulement au niveau de certaines caractéristiques
hémorheologiques et cliniques (Lee et al, 1998; Tripette et al, 2009), mais également au
niveau de 1’état vasculaire. Chez les patients SS, on remarque un systéme cardiovasculaire
plus altéré et probablement sursollicité avec une dysfonction périphérique micro et
macrocirculatoire marquées. On ne sait pas si les dommages vasculaires se développent
progressivement en impliquant peu a peu des lits artériels plus larges et plus centraux,
affectant en fin complétement le systéme cardiovasculaire. Les fonctions micro et
macrovasculaires des patients SC étaient généralement mieux préservées et moins altérées
comparativement aux patients SS. Le bon fonctionnement vasculaire permet probablement de
compenser la haute de la viscosité sanguine et ainsi de contrdler les résistances vasculaires
systémiques. On arrive a la question suivante : Quels sont les facteurs intervenant dans la
détermination de la fonction vasculaire dans cette maladie et dans la différenciation de ces

deux groupes ?
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V.3 Facteurs determinants de la fonction vasculaires

1. Role des paramétres hémorhéologiques et hématologiques dans la détermination de la

fonction vasculaire

a) Role de I’anémie

Des tests statistiques supplémentaires ont été effectués pour vérifier I’impact potentiel de
I’hématocrite. Pour cela le flux sanguin cutané basal, le flux au niveau du pic et au niveau du
plateau ont été corrigés par 1’hématocrite. Ces valeurs corrigées ont été utilisées pour
recalculer et comparer 1’efficacité de la réactivité vasculaire. La perfusion basale était plus
¢levée et la réactivité vasculaire restaient plus faibles chez les patients SS (P < 0.05). En outre,
dans tous les groupes et plus particulierement chez les SS, le taux
d’hématocrite/d’hémoglobine n’était pas corrélé a la réactivité vasculaire, ni au flux sanguin
initial, ni a la VOP carotido-radiale ou a la VOP carotido-fémorale (P > 0.05). Nos résultats
confirment 1’¢tude de Nur et al (Nur et al, 2009) qui montrait que la faible réactivité
cérébrovasculaire des patients drépanocytaires n’était pas associée aux indices d’hémolyse et
au taux d’hématocrite. De plus, la différence d’hématocrite entre les patients drépanocytaires
et les sujets sains doit étre plus petite dans la microcirculation precapillaire (dont la mesure du
Laser Doppler a été effectuée) que dans la macrocirculation périphérique d’ou le sang a été
prélevé, a cause de I’effet Fahreus (Fahraeus, 1929).

Dans le cas de la Drépanocytose il s’agit d’'une anémie hémolytique. Ainsi I’hémolyse avec
ses conséquences multiples, en particulier sur la biodisponibilité en NO, intervient en amont.
Pour résumer I’anémie provoque de larges adaptations cardiovasculaires pour pouvoir
compenser la diminution du taux d’hématocrite/d’hémoglobine, pourtant 1’atteinte vasculaire

dans la population drépanocytaire a probablement des causes multiples (Kato et al, 2009).
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b) Role de la viscosité sanguine

C’est la viscosité sanguine, associée a la vitesse de cisaillement qui détermine 1’ampleur de la
contrainte de cisaillement (shear stress) contre la paroi vasculaire et qui, par la suite, active la
régulation du diamétre vasculaire endothélium dépendante. L’augmentation du diameétre
vasculaire permet de contrdler les résistances vasculaires périphériques en modulant la vitesse
de cisaillement qui affectera en conséquence la viscosité sanguine puisque le sang est un
fluide rhéofluidifiant (Gori & Forconi in (Baskurt & Hardeman, M. R., Rampling, 2007). La
balance et I’interaction de la viscosité sanguine et du contrdle vasculaire caractérisent un bon
fonctionnement du systéme cardiovasculaire. Alors que la viscosité sanguine (& hématocrite
natif) des patients SS est inférieure a la normale, celle des patients SC est plus élevée, car
I’anémie plus modérée ne permet pas de compenser les autres anomalies hémorhéologiques
(Renoux et al, 2016).

Certaines ¢tudes discutent I’impact des propriétés sanguines sur la mesure de la vélocité de
I’onde de pouls. La propagation de I’onde de pouls dépend des résistances périphériques et
ainsi des caractéristiques vasculaires et de la viscosit¢ sanguine. Dans d’autres maladies
cardiovasculaires ou métaboliques avec des incidences vasculaires comme par exemple dans
le diabete de type 2, la VOP ¢tait associée a la viscosité sanguine a faible vitesse de
cisaillement (Li et al, 2015). lkenaga et al (Ikenaga et al, 2013) ont démontré in vitro, en
utilisant des tubes viscoélastiques, qu’une augmentation de la viscosité sanguine pourrait
probablement atténuer la propagation de I’onde de pouls. Kawamoto et al (Kawamoto et al,
2012) ont montré qu’un faible taux d’hémoglobine et une faible viscosité sanguine avaient
des effets bénéfiques sur la vélocité de I’onde de pouls chez les femmes japonaises. Au
contraire, selon Kim et al (Kim et al, 2013) et Parkhurst et a/ (Parkhurst ef al, 2012), aucun
des parametres hémorheologiques (déformabilité et agrégation érythrocytaires, viscosité

sanguine) n’affecterait la vélocité de 1’onde de pouls.
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Nos résultats vont également dans ce sens. Il n’y avait aucune corrélation entre la VOP CR, la
viscosité sanguine, 1’hématocrite ou le taux d’hémoglobine. Dans cette cohorte la VOP
carotido radiale ajustée selon I’hématocrite restaient plus €levée chez le patients SS comparés
aux sujets sains (P = 0.049). De plus, les patients SC avait une viscosité plus ¢levée pourtant
la VOP n’était pas différente.

Pour ce qui est de la microcirculation, nous n’avons pas observé de relation entre la viscosité
sanguine et la réactivité vasculaire. En revanche, nous avons montré que la viscosité sanguine
¢était un déterminant majeur des CVO chez les enfants SS. Plus la viscosité sanguine était
¢levée, plus le taux de CVO ¢tait important (P = 0.034 ; rp = 0.407). Ainsi, il apparait qu’une
viscosité sanguine augmentée chez les SS ne se traduit pas par une augmentation de la
réactivité vasculaire pour compenser et réduire les résistances microvasculaires. Nous nous
sommes donc ensuite intéressés a certaines molécules d’intéréts dont leurs effets sont connus

pour moduler la fonction vasculaire.

2. Role du métabolisme de monoxyde d’azote et du stress oxydant dans la détermination de

la fonction vasculaire

Le stress oxydatif et nitrosatif et 1’activité¢ antioxydante étaient plus élevés chez les patients
drépanocytaires comparés aux sujets sains et ils étaient plus marqués chez les patients SS que

chez les patients SC (Figure 72).
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Figure 72. Comparaison du stress oxydant, de I'activité antioxydante et du métabolisme de

monoxyde d'azote (marqueurs plasmatiques) chez les enfants avec I'hémoglobinopathie SS (n =

22) et SC (n = 17) et chez les enfants sains de génotype AA (n=12).
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Les données sont représentées en moyenne + écart-type ou en médiane (Q1 ; Q3). AOPP, les produits
avancés de I’oxydation des protéines ; MDA, le malondialdehyde ; SOD, superoxide dismutase ; GPX,

glutathione peroxidase ; FRAP, ferric reducing antioxidant power.

*P <0.05vs. SC; ** P <0.01 vs. SC; *** P <(0.001 vs. SC;
#P <0.05vs. AA; ## P <0.01 vs. AA; ### P < 0.001 vs. AA.

L’activité enzymatique antioxydante a ét¢ largement étudiée chez les patients drépanocytaires
(Adelekan et al, 1989; Chirico & Pialoux, 2012; Das & Nair, 1980; El-Ghamrawy et al, 2014;
Goswami & Ray, 2011; Natta et al, 1990) mais il n’y a pas d’é¢tude dans I’hémoglobinopathie
SC. Selon nos résultats 1’activité de la SOD était plus ¢élevée que la normale chez les patients
SS (P <0.01) et SC (P < 0.05) (Figure 72). L’activité de la catalase était plus faible chez les
SC comparés aux patients SS (P < 0.05) et aux enfants AA (P < 0.001) (Figure 72). L’activité
de la GPX était plus marquée chez les patients SS (P < 0.01) que chez les enfants SC (Figure
72). Les patients SS avait un niveau de FRAP plus haut comparativement aux AA et SC (P =

0.001), alors qu’il était plus €levé chez les SC que chez les AA (P <0.001) (Figure 72).

L’hémolyse chronique et la faible biodisponibilit¢ en NO, des épisodes de reperfusion et
d’ischémie, 1’autooxydation de I’hémoglobine (Aslan et a/, 2000; Chirico & Pialoux, 2012)
sont les déterminants principaux d’une haute production des especes réactives de 1’oxygene
(EOR) chez les patients SS. Ceci se traduit par une augmentation de 1’activité antioxydante
pour compenser le stress oxydant et pour limiter ses effets néfastes. Bien que 1’activité
enzymatique se retrouve sursollicitée (Aslan & Freeman, 2002), la défense antioxydante
enzymatique n’est pas suffisante pour compenser le stress oxydant trop élevé (Chirico &
Pialoux, 2012) conduisant aux dommages tissulaires. Ainsi, les taux de MDA et AOPP étaient
¢levés chez les patients SC et SS comparés aux enfants AA (Figure 72). Le taux de MDA
¢tait similaire entre les deux groupes drépanocytaires cependant le taux d’AOPP était plus

¢levé chez les patients SS (P < 0.01) que chez les patients SC (Figure 72). Plusieurs études
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ont également rapporté une augmentation de 1’oxydation des protéines plasmatiques chez les
patients drépanocytaires SS au repos (Manfredini et al, 2008; Oztas et al, 2012). Chez les
enfants SS I’indice hémolytique semblait étre associé avec le taux plasmatique d’AOPP (P =
0.065, rs = 0.391). De plus, seulement chez les patients SS, la concentration plasmatique en
bilirubine totale était corrélée positivement a I’AOPP (P < 0.01, rs = 0.54) et également a la
puissance antioxydante totale (FRAP ; P = 0.001, rs = 0.663). Enfin, le I’hématocrite était
associ¢ négativement au stress oxydant (AOPP; P = 0.001, rs = -0.628) et nitrosatif
(nitrotyrosine ; P = 0.046, rs = -0.429).

Ceci souligne des interactions possibles entre I’hémolyse chronique, I’anémie et le stress
oxydant dans le sens ou I’hémolyse favoriserait et renforcerait le stress oxydant.

La concentration en NOx était similaire entre SS et SC. Cependant elle était plus €élevée dans
les deux groupes drépanocytaires comparés aux enfants AA (P <0.001).

Le taux en nitrotyrosine plasmatique était plus élevé chez les patients SS comparativement
aux patients SC (P < 0.05) et AA (P < 0.01). Le flux sanguin oscillatoire nécessaire pour
compenser I’anémie et les résistances hémorheologiques (Rodgers et al, 1984b) conduit (un
peu moins chez les SC que chez les SS) constamment a un état d’activation vasculaire et a
une stimulation de la synthése en NO. Ceci expliquerait le taux ¢élevé des métabolites
secondaires du NO. Nitrite peut étre dans certaines conditions comme par exemple 1’hypoxie,
reconvertis en NO (Lundberg & Weitzberg, 2005; Mack et al, 2008). Chez les patients SS le
taux augmenté en nitrotyrosine montre que la NO synthase est sursollicitée (Belhassen et al,
2001; Kaul et al, 2008) et que le NO produit en surplus réagit avec les EROs et est
probablement rapidement converti en peroxynitrite. Le peroxynitrite peut avoir des effets
déléteres sur la fonction vasculaire (Szabo et al, 2007).

Chez les patients SS la nitrotyrosine était corrélée au taux d’hémoglobine (P < 0.05, rg = -
0.48) et a I’hématocrite (P < 0.05, rs = -0.43). Dans ce groupe, nous avons é¢galement observé

une association négative entre la réponse vasculaire NO dépendante et le taux de nitrotyrosine
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plasmatique (P < 0.05, rs = -0.62), le NOx (P < 0.05, rs = -0.56) et la concentration en AOPP

(P < 0.05, rs = -0.45) (Tableau 10). L’activit¢ de la GPX était corrélée a la VOP carotido

radiale (P =0.039, rp = 0.519).

Tableau 10 Significativité des corrélations entre les parametres microvasculaires et le stress

oxydant et le métabolisme de NO chez les patients SC (n=17) et SS (n =22)

P de Pearson ou

Flux sanguin basal

(CVC, mV/ mmHg)

Réponse NO-dépendante
(Plateau) (%)

SC SS SC SS
Rho de Spearman
Nitrotyrosine (nmol/L) 0.729 0.121 0.708 0.009
r=-0.615
o . 0.015
Nitrite Nitrate (umol/L) 0.478 0.319 0.617
r=-0.564
AOQOPP (umol/L) 0.462 0.240 0.374 0.064
r=-0.445
FRAP (umol/L) 0.305 0.960 0.599 0.194
GPX (nmol/L/min) 0.279 0.434 0.192 0.388

AQPP, les produits avancés de I’oxydation des protéines ; MDA, le malondialdehyde ; GPX,

glutathione peroxidase ; FRAP, ferric reducing antioxidant power.

Ces liens étaient absents chez les patients SC et dans le groupe contrdle. Plusieurs études

précédentes ont démontré que 1’hémolyse chronique et le stress oxydatif joueraient un role

primordial dans le développement d’une vasculopathie chronique chez les patients SS

(Chirico & Pialoux, 2012; Kato et al, 2007, 2006b; Mortris et al, 2005b; Nur et al, 2011;

Reiter et al, 2002). Nos résultats confirment ces études. Ainsi il semble que le stress oxydant

et I’hémolyse sont probablement des facteurs primordiaux de la diminution importante du
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vasorégulateur NO et du cycle vicieux du développement de la dysfonction vasculaire chez
les patients SS.

L’implication du stress oxydatif dans la physiopathologie et son influence dans Ila
détermination de la fonction vasculaire chez les patients SC n’est pas connue. Nos résultats
ont montré que les patients SC avaient aussi une activité antioxydante plus élevée que la
normale (a I’exception de la GPX et de la Catalase) (Figure 72) et que I’AOPP ¢tait associée a
I’activité de la Catalase (P < 0.001, rs = 0.775) et de la FRAP (P = 0.05, rs = 0.406).
L’hémolyse, le stress oxydant et nitrosatif étaient plus faible chez les SC, comparés aux
patients SS. De plus, il apparait que la défense antioxydante est plus active et fonctionnelle
chez les SC que chez les SS. En outre, la source supplémentaire de NO augmenterait la
biodisponibilité en NO, et ainsi la réserve vasomotrice. Au final, les SC avaient ¢galement un
stress oxydant €levé et une fonction vasculaire altérée mais dans une moindre mesure que les

patients SS, de sorte que le fonctionnement vasculaire n’est pas altéré.

3. Evaluation de la balance vasomotrice — Role d’Endothéline-1

Le puissant vasodilateur NO et le vasoconstricteur ET-1 sont des antagonistes de la régulation
vasculaire (Baskurt et al, 2004a). La concentration en ET-1 plasmatique a ét¢ comparée entre
les deux groupes drépanocytaires (Figure 73). Elle tendait a étre plus élevée chez les patients
SS comparés aux patients SC (P = 0.056). Cependant le niveau d’ET-1 circulant n’était pas
corr¢lé a la fonction micro ou macrovasculaire ni aux parametres du stress oxydatif, ni au

profil sanguin ou a la sévérité clinique dans les deux groupes.
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Figure 73. Concentration en ET-1 plasmatique chez les patients drépanocytaires homozygotes

SS (n=22) et chez les patients SC (n=17)

Les cycles répétés de falciformation et d’hypoxie, les douleurs chroniques et le manque en
NO sont connus pour augmenter 1’activité sympathique du systéme nerveux autonome et la
synthése en ET-1 (Lapoumeroulie et al, 2005; Steinberg et al, 2009). D’autres études ont
démontré que chez les patients adultes SS, le taux d’ET-1 est Iégerement plus élevé au repos a
’état base et augmenterait encore plus lors d’une crise vasocclusive. Rybicki & Benjamin
(Rybicki & Benjamin, 1998) ont observé chez des patients SS un taux d’ET-1 plasmatique au
repos a I’état de base en moyenne de 18.79 pg/mL (n = 24) et pendant la crise de 26.16 pg/mL
(n = 13), comparé¢ au niveau d’ET-1 de sujets sains de 0.58 pg/mL. D’autres ont remarqué un
taux plus ¢élevé pendant la crise (130.9 = 23.1 pg/mL) et pendant la récupération chez des
adultes SS avec un taux de repos de 23.69 + 9.52 pg/mL compar¢ a celui des contrdles (0.54 +
0.51 pg/mL) (Graido-Gonzalez et al, 1998).

Une concentration en ET-1 plus ¢élevée au repos associée au manque de NO est donc
susceptible de créer un déséquilibre du contréle vasomoteur via la vasoconstriction et peut

favoriser la perte de la réactivité vasculaire.
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4. L’implication de I’activité du systéeme nerveux autonome

Tableau 11. La variabilité de la fréquence cardiaque

AA (n=16) SC (n=22) SS (n=24)
787 + 120 802 + 121 732+ 116
RRI (ms)
670 + 75 638 + 70 621 + 68
’ 2917 (1384 ;3718) | 4694 (1258 ;9009) | 1014 (548 ; 2486) ™
0 (msz) ko
o 2590 (2000 ; 3010) | 2024 (1432 ;3919) | 1289(498 ; 1968) ™ *
. 864 (325 ; 1249) 866 (363 ; 2459) 266 (114 ; 661) ™
(mSZ) EX T
1019 (611 ; 1279) 833 (536 ; 1454) 411 (207 ; 537) " #**
HE 964 (412 ; 1381) 2720 (746 ; 5340) " | 498 (99 ; 1372)
(ms?)
264 (124 ; 494) 380.5 (173 ; 840) 170 (69 ; 476) *
53 +11 68 +17 60 +20
HF (nu) .
23 £ 10 33+ 19 38 + 20
0.90 (0.81 ; 1.30) 0.49 (0.20;2.50) | 0.50 (0.33 ; 1.37)
LF/HF . .
3.91 (1.94 ; 6.89) 2.55(1.16 ; 3.65) 2.21(0.98 ; 4.53)
59 +23 78 +33 48 +36™
SDNN (ms) ”
60 + 14 57+ 15 43 +21
29 +19 43 £24 24 £26°7
PNN50 (%) "
73(2.7;14.2) 7.1 (3.65 ; 14.75) 2.05 (0.95 ; 6.73)
55 +£27 86 +51 54 +£53
RMSSD (ms) 4
28 (20.8 ; 37.7) 29.2 (22.6 ;49.2) 21.0 (14.0 ; 28.0)

RRI, intervalle RR ; Ptot, spectre de puissance totale ; LF, basses fréquences ; HF, hautes fréquences ;
SDNN, écart Type de la durée d’une suite d’intervalles RR ; PNN50, pourcentage d’intervalles RR
différent de plus de 50 ms du précédent ; RMSSD, la racine carrée de la moyenne de la somme des

différences au carré des intervalles RR successifs.

Caractérisation de la variabilité de la fréquence cardiaque (VFC) en position allongée et en position
debout (en gris) par les indices (définis en matériels & méthodes) de ’activité parasympathique
(RMSSD et HF), de I’activité autonome globale (SDNN, Ptot), de I’activité sympathique et
parasympathique (LF) et de la balance sympatho-vagale (LF/HF).

Ces indices ont été obtenus aprés analyse fréquentielle de la VFC. Les valeurs sont représentées en

moyenne + écart-type ou médiane (25° ; 75°).
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*P<0.05vs. AA; ¥* P <0.01 vs. AA; *** P <0.001 vs. AA;
#P <0.05 vs. SC; ## P <0.01 vs. SC; ### P < 0.001 vs. SC.

Toutes les valeurs obtenues debout étaient différentes des valeurs en positon allongée pour chaque
groupe (non représente).

Plusieurs études ont démontré une altération du systéme nerveux autonome (Inamo et al,
2009; Nebor et al, 2011) avec une prédominance de I’activit¢ sympathique (Inamo et al,
2009; Pearson et al, 2005; Mestre et al, 1997) chez les patients drépanocytaires homozygotes.
Nos résultats (Tableau 11) confirment ceux de ces études. L’activité globale du systéme
nerveux autonome (représentée par Ptot et SDNN, Figure 74) était plus faible chez les
patients SS. Ceci semble étre dii principalement & une moindre activité parasympathique
(selon les indices PNN50, RMSSD, HF, HF nu et les résultats de Nebor et al (Nebor et al,
2011) et Van Beers (van Beers et al, 2009). L’activité parasympathique diminuait encore plus
en position debout (Tableau 11). L'hypoxie est un régulateur majeur de l'activité du SNA. Il a
été proposé, mais non vérifié, que le degré d’hypoxie cérébrale pourrait déterminer le niveau
d’activité du SNA chez le patient drépanocytaire (Connes, 2011). Ainsi, il est possible que les
patients drépanocytaires ayant la saturation en oxygene dans la microcirculation cérébrale la
plus faible soient ceux qui ont également les plus fortes altérations de 1'activité du SNA et qui
connaissent le plus de crises vaso-occlusives. Des périodes répétitives d’hypoxie induisent
probablement un déséquilibre nerveux avec une altération parasympathique trés marquée
(Sangkatumvong et al, 2008; Setty et al, 2003). Une grande partie des patients
drépanocytaires présentent des périodes d’hypoxie pendant le sommeil (Hargrave et al, 2003)
avec une diminution de la saturation en oxygene en dessous de 93%. L’ hypoxie nocturne
répétée associé¢e au syndrome d’apnée de sommeil obstructif renforce 1’activité sympathique
en dépit de I’activité parasympathique (Pepin & Levy, 2002). La dysrégulation neuronale se
traduit par un déséquilibre sympatho-vagal chez les patients SS qui pourtant était non

significatif au repos en position allongée (Figure 74) mais la différence devenait significative
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en position debout (Tableau 11). Une altération du SNA et de sa réactivité pourrait
probablement affecter la régulation vasculaire (Pearson et al, 2005). Ainsi, la domination de
I’activité sympathique chez les patients SS pourrait favoriser la vasoconstriction, mais dans
cette cohorte nous n’avons pas constaté de relation entre les indices du SNA et les parametres
micro et macrovasculaires (P > 0.05). Par ailleurs, la relation apnées du sommeil et activité¢ du
SNA n’a jamais été étudi¢ dans la Drépanocytose et on ignore si les patients qui désaturent le

plus pendant la nuit sont ceux qui ont le déséquilibre sympatho-vagal le plus prononcé.
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Figure 74. L'activité du SNA chez les patients drépanocytaires SS et SC comparés aux sujets

sains (AA)

divisée en activité globale du SNA (a gauche) et de la balance sympatho-vagale (a droite).
*P <0.05vs. AA; ** P <0.01 vs. AA; *** P <0.001 vs. AA;
#P <0.05vs. SC; ## P <0.01 vs. SC; ### P <0.001 vs. SC.

L’activité globale du SNA n’était pas différente entre les patients SC et les témoins (Figure
74) malgré une activité parasympathique (Hf, HFnu, Tableau 11) plus élevée chez les patients
SC que la normale. L’activit¢ du SNA n’était pas liée a la fonction vasculaire. Cependant on
peut supposer qu’une activité parasympathique accrue pourrait favoriser la vasodilatation
éventuellement pour compenser 1’hyperviscosité. En général, 1’activité du SNA apparait
moins altérée chez les patients SC que chez les patients SS. Peu d’études ont comparé

I’activité du SNA entre ces deux groupes drépanocytaires. Il serait possible que les altérations
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vasculaires cérébrales, trés fréquentes chez les patients SS (Connes et al, 2013b) n’affectent
pas seulement le systéme nerveux central mais également le systetme nerveux périphérique
(Koshy et al, 1990). La dysfonction du SNA serait potentiellement impliquée dans la
détermination de la fréquence des crises vasoocclusives douloureuses (Nebor et al, 2011). 11 a
été suggéré que le niveau d’activité du SNA pourrait refléter un certain degré de sévérité
clinique des patients drépanocytaires (Pearson et al, 2005; Mestre et al, 1997). D’ailleurs,
Charlot et al (Charlot et al, 2017b) ont montrée que la durée d’hospitalisation lors d’une CVO
¢tait associé a I’activité sympatho-vagale. Dans notre étude la sévérité clinique n’était pas
associée a I’activité globale du SNA ou a la balance sympatho-vagale.

Cependant nos résultats démontraient une altération de 1’activité du SNA chez les enfants SS
de plus de 15 ans mais pas chez les enfants SS plus jeunes, suggérant un risque sympatho-
vasoconstricteur croissant avec 1’age, pouvant participer a une altération de la vasoréactivité
croissante dans cette maladie (Charlot et al, 2015) (déséquilibre sympatho-vagal (LF/HF ;
1.15, 0.16 et 1.39 pour les enfants AA, SS moins de 15 ans et SS plus de 15 ans,
respectivement) plus marqué et activité parasympathique plus faible (HF (ms®); 1341.7,
1697.1 et 408.7 pour les enfants AA, SS moins de 15 ans et SS plus de 15 ans,

respectivement)).

5. Le role de l’oxygénation tissulaire

Les taux d’oxygénation cérébrale et musculaire, mesurées par la spectroscopie du proche
infrarouge étaient plus faibles chez les patients drépanocytaires comparés aux controles. Elles
¢taient encore plus faibles chez les patients SS que chez les patients SC (Figure 75). Ceci

confirme des études précédentes (Quinn & Dowling, 2012; Waltz et al, 2012c, 2012a).
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Figure 75. Comparaison de I'oxygénation, de la vasomotion et du flowmotion cérébral (en haut)

et musculaire (en bas) entre les trois groupes AA, SC et SS en position allongée.

Les données ont ét¢ analysées et schématisées par mon collégue (Charlot et al, 2017a).

La totalit¢ du spectre d’analyse représente le flowmotion (intervalles I-V). Le vasomotion comprend
I’addition des intervalles I-III. En position debout on obtenait pour le TOI cérébrale :

69.3 £ 8.0 % vs 61.7 £ 5.4 %** vs 58.7 £ 5.8 %*** pour AA, SC et SS respectivement et

pour le TOI musculaire : 63.1 £ 5.7% vs 58.6 =+ 7.8 vs 56.1 = 6.3 ** pour AA, SC et SS
respectivement.

*P <0.05, **P <0.01, ***P < 0.001

L’hématocrite (rp = 0.55, P = 0.008), la saturation artérielle en oxygene (SpO», rp = 0.65, P =
0.01) et la déformabilité érythrocytaire (rp = 0.42, P = 0.018) étaient positivement associés au
TOlcereorat chez les patients SS alors que la lactate déshydrogénase (rp = -0.52, P = 0.017)
|’était négativement dans ce méme groupe. Seul I’hématocrite était corrélé positivement au
TOlLnuscutaire (rp = 0.39, P = 0.050) chez les patients SS. Le faible taux d’hémoglobine et
I’altération de la déformabilit¢ (Parthasarathi & Lipowsky, 1999; Waltz et al, 2012c)
réduisent fortement le TOI cérébral et musculaire chez les patients drépanocytaires,

particulierement chez les patients SS (Waltz et al, 2012¢; Quinn & Dowling, 2012). L’anémie
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(Cahill et al, 2017) et I’hémolyse sont connues pour affecter également 1’oxygénation
tissulaire (Raj et al, 2004).

Chez les patients SS le TOluscunnire €n positon allongée était corrélé négativement a la
capacité vasculaire NO dépendante (P = 0.003, rs = 0.618) et a la fonction macrovasculaire
(VOP CR, P =0.007, rp = -0.624). Le TOlnyscunaire €n position debout est également corrélé a
la fonction microvasculaire NO-dépendante (P = 0.032, rs = 0.481).

L’activité tissulaire et ainsi la demande en oxygene tissulaire sont liées a la production des
métabolites vasorelaxants pour faciliter ’apport en oxygeéne vers les tissus actifs.

En hypoxie, I’adénosine diphosphate n’est pas rephosphorylée complétement et une partie est
dégradée sous forme d‘adénosine monophosphate et ensuite en adénosine, un vasorelaxant
(Kurtz, 1987). De plus les ions hydrogéne et le lactate provenant de la glycolyse ont
également des propriétés vasorelaxantes (Montoya et al, 2011; Pittman, 2011). La
phosphorylation oxydative conduit aussi a la formation des ions hydrogénes vasorelaxants.
Une augmentation de ces vasorelaxants permet une vasorelaxation des muscles lisses des
artérioles voisines, augmentant le flux sanguin et 1’échange en oxygene dans les tissus.
L’activité vasculaire cérébrale est plus élevée chez les patients SS que chez les patients SC et
les sujets AA (Figure 75), ce qui correspond aux résultats des études précédentes (Waltz et al,
2012). Les oscillations spontanées du tonus vasculaire, plus importante chez les patients SS
(Figure 75) ont ¢été identifiées comme mécanisme de compensation de 1’hypoxie cérébrale
(Kislukhin, 2010; Bertuglia et a/, 1991) nécessaire pour maintenir un bon fonctionnement des
centres régulateurs cérébraux (Waltz et al, 2012c). Le flowmotion et vasomotion musculaire
n’¢taient pas différents entre les trois groupes (Figure 76). Il apparait qu’a la place des

oscillations, ¢’est la vasodilatation périphérique chronique qui maintient le flux.
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Figure 76. Répartition des cinq bandes de fréquences

du signal cérébrale (en haut) et musculaire (en bas) en valeur absolue (d gauche) et relative
(normalisée par la densité spectrale totale, a droite). L.’analyse spectrale cérébrale en valeur absolue
du intervalle II était plus élevée chez les patients SS comparés aux patients SC (P = 0.019). La densité
spectrale cérébrale absolue pour les intervalles I a V chez les SS était plus élevée que la normale (P <
0.001) et que chez les patients SC (P = 0.002). La densité cérébrale pour les intervalles I a III (en
valeur relative) était plus faible chez les SS que la normale (P < 0.05) et pour les intervalles IV a V
plus ¢levée (P < 0.01). Ainsi les patients SS présentaient une augmentation de I’activité respiratoire et
cardiaque et une altération de la régulation nerveuse myogénique et endothéliale.

Les données ont été€ analysées et schématisées par mon collégue (Charlot ef al, 2017a).

*P <0.05, **P <0.01, ***P < 0.001

L’oxygénation tissulaire a ét€¢ peu étudiée chez les patients SC particulierement en ce qui
concerne les enfants. Le TOlyysculaire €n position allongée et le TOI ¢ebral €n position debout

étaient plus faibles chez les patients SC comparés aux patients AA (Figure 75). Il semble que
les patients SC aient un TOI intermédiaire par rapport aux AA et SS. Le flowmotion et
vasomotion cérébrale et musculaire ne se distinguent pas entre le groupe SC et AA (Figure
76). De plus, il n’y avait pas d’association entre 1’oxygénation tissulaire et les parametres de

la fonction vasculaire. On suppose qu’une fonction vasculaire maintenue soit essentielle pour
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compenser la viscosité sanguine et permette également de maintenir une oxygénation

tissulaire adéquate.

En conclusion la dysfonction vasculaire semble affecter I’oxygénation tissulaire chez les

patients SS tandis que les patients SC avaient une oxygénation tissulaire peu altérée.

6. Le role de activité physique et de ’aptitude physique

La dépense énergétique journalienne, en terme de temps consacré pour les activité physique
d’intensit¢ modérée et intense (PAEE, en METmin) était plus faible chez les enfants

drépanocytaires SS et SC comparés aux controles (P = 0.02, Figure 77).
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Figure 77. Comparaison du niveau d'activité physique et I'aptitude physique entre les enfants

AA, SC et SS

Comparaison (A) de la dépense énergétique journalienne pour les activités physiques d’intensité
modérée et intense (en MET,,;,) entre les sujets sains (AA) les patients SC et le patients SS a I’aide
d’une Anova de Kruskall Wallis suivie par le test de Mann-Whitney, *P > 0.05 et (B) de la distance
parcourue des patients SS et SC pendant le test de marche de 6 minutes (rapportée a la distance de

référence) a I’aide d’un test de student.
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Les patients drépanocytaires, particulicrement les patients SS ont un turnover protéique
augmenté nécessaire pour produire des globules rouges afin de compenser 1’anémie
hémolytique (Buchowski et al, 2002a, 2001). Le systéme cardiovasculaire est sursollicité
avec un débit cardiaque ¢levé (Novelli et al, 2014) pour compenser 1’hémolyse, les altérations
hémorhéologiques et I’hypoxémie. Par conséquent, la dépense énergétique au repos est plus
¢levée chez les SS (Barden ef al, 2000; Borel et al, 1998). Malgré ce déséquilibre énergétique,
la dépense ¢énergétique totale n’était pas differente entre les trois groupes, comme
précédemment décrit (Buchowski et a/, 2002b; Barden et al, 2000). Pour maintenir la dépense
énergétique totale journaliére au méme niveau que les sujets sains, leur PAEE devrait étre
forcement plus faible (Buchowski et al, 2002b). Buchowski et al (Buchowski et al, 2002b),
ont démontré que le temps par jour consacré pour les activités d’intensité faible n’était pas
différente entre les patients drépanocytaires et les controles, mais au contraire le temps
consacré aux PAEE est d’environ trois fois plus élevé chez les sujets sains. En effet, le REE
¢levé avec le systéme cardiorespiratoire, vasculaire et métabolique sur-sollicités et moins
adaptables rendent les activités physiques difficiles pour les enfants (Connes et al, 2011;
Waltz & Connes, 2014) et ils souffrent souvent d’une fatigue précoce a I’effort (Alpert et al,
1984; Braden et al, 1996; Callahan et al, 2002; Delclaux et al, 2005; Buchowski et al, 2002b).
Alpert et al (Alpert et al, 1984)ont démontré que le taux d’hémoglobine est un déterminant
important de la performance et de la capacité physique chez les enfants. Asthme, vertige,
hypoxie et I’anémie sont des complications cliniques fréquents chez les patients de cette
cohorte. Les maladies pulmonaires chroniques limitent la capacité a I’effort (Callahan et al,
2002; Delclaux et al, 2005; Pianosi et al, 2009). Delclaux et al (Delclaux et al, 2005) ont
étudié le role de la dyspnée sur la performance lors d’un test de marche chez les patients SCD.
Dans notre cohorte, 41% des patients drépanocytaires SS et SC présentaient un niveau de
dyspnée de modéré a intense (> 3 sur I’échelle) apres I’exercice. 10 min aprés ’effort ils

récupéraient généralement (niveau de dyspnée de repos). La plupart des enfants avaient au
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repos une échelle de dyspnée de 0 et 1 (absence de dyspnée ou trés faible). Néanmoins il y
avait des exceptions comme par exemple un enfant SS qui se retrouvait déja au repos a un
score de 5.

C’est I’enfant qui estimait son niveau de dyspnée. Il est possible que le fait d’étre malade et
de souffrir d’une fatigue chronique et d’étre régulierement confronté a des douleurs affecte
I’évaluation du niveau de la dyspnée particulierement apres 1’effort.

Enfin, la peur des parents est €également un frein vis a vis de la pratique sportive chez I’enfant
drépanocytaire (Pruneau et a/, 2008). Il faut également prendre en compte que la plupart des
patients suit une surveillance médicale stricte et ne dispose pas du méme temps libre pour les
loisirs que les sujets sains.

Selon nos résultats, 78% des patients (SS: 79%, et SC: 77%) avaient une performance
anormale lors du test de marche (Figure 77B). L’anémie chronique (Borel ef al, 1998), les
altérations hemorheologqiues (Buchowski et al, 2002b), la dysfonction pulmonaire (Connes
et al, 2011), I’hypoxémie artérielle (Callahan et al, 2002), I’hémolyse chronique et la
dysfonction vasculaire (Connes et al, 2011) limitent la réponse a 1’exercice. La faible aptitude
physique est probablement plutot la conséquence d’une pratique physique de faible intensité
irréguliere. Il en résulte un faible développement des muscles squelettiques (bras, jambes,
dos...). La performance dépend du flux sanguin musculaire qui lui apporte 1’oxygene. Chez
les patients SS, les altérations micro-et macrovasculaires €taient corrélées a 1’oxygénation
musculaire qui, en conséquence, déterminent indirectement la performance, croissance et
capacité musculaire.

La capacité physique a réaliser un effort n’a pas été trés étudiée chez les patients SC. En
analysant la distance parcourue, en valeur absolue, il n y pas de différence significative entre
les deux groupes, SS et SC. En général la réponse a I’exercice était similaire entre les deux
groupes drépanocytaires (Figure 77) tout en sachant que les déterminants de cette faible

performance sont certainement différents. Le SpO,, mesuré avant, directement apres et 10 min
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apres le test de marche était plus faible chez les patients SS comparés aux patients SC, dans
chacune des trois conditions (P < 0.001). L’hémolyse est probablement un facteur plus
impliqué dans la détermination de la réponse a I’effort chez les patients SS que chez les
patients SC.

De nombreux travaux (Green et al, 2004; Thijssen et al, 2010; Clarkson et al, 1999; Tinken et
al, 2010; Babbitt et al, 2013; Sinoway et al, 1986, 1987; Sinoway et al, 1986; Florescu et al,
2010; Walther et al, 2008; Tinken et al, 2008) ont démontré les effets bénéfiques de I’activité
physique sur la fonction endothéliale dans différentes populations. Cette étude était la
premicre a évaluer le lien de la fonction vasculaire et du niveau d’activité physique chez les
jeunes patients drépanocytaires. Cependant, dans les deux groupes drépanocytaires ni les
parameétres macrovasculaires ni microvasculaires ne sont corrélés aux parametres d’activité
physique (I’aptitude physique ou le niveau d’activité physique). Quelques travaux (McAllister
& Laughlin, 2006b; Kingwell et al, 1997) précisent qu’un exercice aigu stimule la eNOS et
améliore la production de NO, en raison des contraintes de cisaillement appliquées
périodiquement a la paroi endothéliale. Récemment il a été montré chez les souris
transgéniques drépanocytaires (souris Townes) qu’une activité physique réguliere permet de
diminuer le stress oxydant et d’améliorer la fonction endothéliale (Charrin et al, 2014).
Cependant, si la sollicitation physiologique n’est pas suffisamment réguliere (Hallmark et al,
2014), cette amélioration serait de courte durée et s’affaiblirait peu a peu (McAllister et al,
1996; Kingwell, 1997; Johnson & Laughlin, 2000). Ainsi chez les SS et SC, dont activité
physique était tres irrégulicre et souvent de courte durée, il est probable que les effets
bénéfiques n’aient pas persisté ou que 1’activité physique n’ait pas été de durée et d’intensité
suffisantes pour induire une réponse adaptative bénéfique au niveau de la fonction
endothéliale (Kingwell ef al, 1997; Maiorana et al, 2001; Green et al, 1994; Franke, 1998;
Goto et al, 2003). Ainsi, il semble que les adaptations bénéfiques a 1’exercice sont

dépendantes de la durée, de I'intensité et de la forme de 1’exercice (Green et al, 2004). Ces
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parameétres varient en fonction de la pathologie. Une amélioration de la fonction vasculaire a
été notée par exemple chez les enfants obeéses apres un exercice régulier pratiqué trois fois par
semaine pendant deux mois (Watts et al, 2004). Les recommandations d’activité physique
pour les patients drépanocytaires sont trés imprécises (Martin et al, 2015) et la diversité des
complications cliniques dans la drépanocytose et la variabilité de la réponse a 1’exercice,
rendent la mise en place d’un programme de réentrainement difficile.

Une question majeure concerne la détermination de la quantité d’activité physique minimale
nécessaire pour d’obtenir un bénéfice en terme de santé. Ceci dépendra de 1’état de santé de
départ mais ¢également du niveau d’activité physique du départ. Chez les personnes
sédentaires, le gain en terme de bénéfices pour la santé est obtenu plus rapidement avec un
niveau d’activité physique modéré que chez les personnes régulierement actives (Bouchard,
2001). Toutefois, une activité physique aigue trop intense chez les sujets inactifs souffrant
d’une vasculopathie renforcerait 1’altération de la fonction endothéliale (Baskurt &

Meiselman, 2010).

7. Le role de I’hydroxycarbamide (hydroxyuree, HU)

Depuis plusieurs années, les patients exposés a des événements vaso-occlusifs fréquents sont
traités a I’HU. Pour cette étude la raison principale pour la mise sous HU était un taux élevé
de CVO (> de 3 par an) et/ ou des STA répétés (au moins 2).

Quelques ¢études (Charache et al, 1995) ont démontré les effets bénéfiques de cette molécule
au niveau clinique, mais aussi hémorhéologique (amélioration de la déformabilité
érythrocytaire et diminution de la force des agrégats érythrocytaires ; (Lemonne et al, 2017)).
Récemment, un suivi thérapeutique par notre équipe sur une durée de deux ans de 28 patients
adultes drépanocytaires SS dont la justification clinique a conduit & une mise sous

hydroxyurée a démontré que ce traitement réduisait significativement la fréquence des

220



¢épisodes douloureux, des syndromes thoraciques aigus et des besoins en transfusion sanguine.
Il a des effets bénéfiques sur les parametres hématologiques (Lemonne et al, 2017)
notamment en relation avec la synthése d’HbF, 1’augmentation du taux d’hémoglobine et
I’amélioration de la déformabilité érythrocytaire (Lemonne ef al, 2015, 2017). L hydroxyurée
est également connu pour diminuer le stress oxydant (Dasgupta et al, 2006; Silva et al, 2011;
Torres et al, 2012) et d’ameliorer la production locale de NO (King, 2004; Gladwin et al,
2002). Par conséquent, il sera intéressant d’évaluer les effets probablement bénéfiques sur la
fonction vasculaire. Cependant seulement 5 patients, tous de génotype SS (SS HU+) suivaient
un traitement le jour d’inclusion depuis plus de six mois (dose ~20 mg/kg/jour). Evidemment,
une cohorte plus importante sera nécessaire pour comprendre les effets de I’HU. Néanmoins
quelques analyses statistiques ont été effectuées (Tableau 12) en comparant les patients SS

sous traitement HU (HU+) et les patients SS sans HU (HU-).

Tableau 12. Comparaison des paramétres de la fonction vasculaire et du stress oxydant entre les

enfants SS sous traitemenet HU (HU+) et les enfants SS sans HU (HU")

SS HU SS HU"

(n=18) (n=15)
Flux sanguin basal (CVC, mm/Hg) 2.45+1.30 3.30+£1.32 P>0.05
Flux sanguin du Plateau (CVC, mm/Hg) 3.52+1.69 3.82£1.82 P>0.05
Réponse NO-dépendante (%) 43.6 (4.8 ;77.2) 31.2(-9.0; 36.0) P>0.05
Nitrotyrosine (nmol/L) 17.6 (13.9; 31.5) 16.7 (10.3 ; 30.5) P>0.05
Nitrite Nitrate (umol/L) 25.9 (23.8;29.8) 41.7 (30.4;61.8) P>0.05
Catalase (umol/L/min) 33.2+10.8 42.6 £20.6 P>0.05
GPX (nmol/L/min) 16.5+3.2 154+32 P>0.05
SOD (umol/L/min) 52.3+13.1 492 +12.7 P>0.05

Les valeurs sont représentées en moyenne + écart-type ou médiane (25° et 75° percentiles).
GPX, glutathione peroxidase; SOD, superoxide dismutase; réponse NO-dépendante, 1’augmentation

du flux sanguin jusqu’au plateau.
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Nos résultats indiquaient que I’HU n’avait pas d’effet ni sur le niveau du stress oxydant ni sur
les paramétres micro— et macrovasculaires. Alors que I’HU est connue depuis plus de 30 ans,
son utilisation en France reste assez nouvelle et le nombre d’enfants traités par HU reste
restreint pour le moment. Pour évaluer les effets bénéfiques probables d’HU sur la réactivité
vasculaire, un suivi des patients sera nécessaire en analysant les parameétres vasculaires avant,

au cours et apres le traitement.

8. L’impact de la dysfonction vasculaire sur la sévérité clinique

La sévérité clinique a ¢ét¢ définie dans cette cohorte par le nombre de CVO et STA.
Contrairement a ce que nous attendions et selon les résultats récents de Teixeira et al,
(Teixeira et al, 2017), le degré de dysfonction vasculaire ne semble pas moduler la sévérité
clinique chez les jeunes patients drépanocytaires de cette cohorte. Aucune association entre le
taux de CVO / STA et les parametres micro ou macrovasculaires n’a été constatée. Une étude
prospective sera nécessaire sur plusieurs années pour suivre les changements de la fonction
vasculaire et son impact clinique. Le suivi des patients permettra probablement d’évaluer si
les patients avec une dysfonction marquée développeraient plus fréquemment des
vasculopathies comparativement aux enfants dont la fonction vasculaire est maintenue. Une
défaillance vasculaire progressive avec 1’age est bien connue dans la population générale.
Ainsi, il est probable que la fonction vasculaire du patient drépanocytaire s’altére
progressivement avec 1’age et que son impact sur la sévérité clinique devienne plus important.
L hémolyse et la perturbation du métabolisme de monoxyde d’azote jouent un role primordial
dans le développement de la dysfonction vasculaire (Kato et al, 2007). Plusieurs études ont
démontré une association entre les indices d’hémolyse (faible taux en Hb, concentration
¢levée en LDH, bilirubine etc.) et d’autres complications drépanocytaires comme

I’hypertension pulmonaire (Gladwin et a/, 2004; Morris et al, 2005¢; Reiter et al, 2002; Ataga
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et al, 2006; Akinsheye & Klings, 2010), I"ulcéres de jambes (Nolan et al, 2006; Kato et al,
2006Db), I’accident vasculaire cérébral (Ohene-Frempong et al, 1998), le priapisme (Kato et al,

2007) et les atteints rénales (Nath et al, 2004).
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D. Conclusion &

Perspectives




CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les résultats de notre premicre étude (HYPOSNAD), réalisée sur une cohorte pédiatrique
antillaise (n= 62 enfants ; 22 SC, 24 SS et 16 AA) démontrent que les fonctions
microvasculaire et macrovasculaire sont altérées chez 1’enfant drépanocytaire par rapport a
des enfants non malades et que cette dysfonction est plus sévére chez 1I’enfant drépanocytaire
homozygotes (SS) comparé aux enfants drépanocytaires hétérozygotes (SC). En outre, nos
résultats indiquent que les patients SS comparés aux enfants SC, sont marqués par une
défense anti-oxydante sur-sollicitée et saturée avec 1’installation d’un état du stress oxydatif
chronique, qui était associ¢ a la dysfonction microvasculaire. Le faible taux d’hémolyse et le
moindre stress oxydatif, pourraient expliquer la meilleure fonction vasculaire chez les enfants
SC. Ainsi il semble que les patients drépanocytaires présentent, et ce des le plus jeune age,
une dysfonction vasculaire marquée. Contrairement a ce que nous attendions, le degré
d’altération vasculaire n’était pas associé¢ a la fréquence des éveénemenst vaso-occlusifs des
enfants drépanocytaires. Cependant, dans cette méme étude nous avons observé une altération
de I’activité du systéme nerveux autonome chez les adolescents de plus de 15 ans, mais pas
chez les enfants les plus jeunes, suggérant un risque sympatho-vasoconstricteur croissant avec
I’age dans cette maladie. L’étude de la fonction microvasculaire par Laser Doppler couplé au
module thermique et le questionnaire d’AP ont été realisé la premiere fois chez les patients
drépanocytaires. Cependant, nos résultats preliminaires demandent confirmation par
replication sur de plus grand échantillons. Pour cela quelques points sont également a
ameliorer : mieux caracteriser la groupe des temoins, standardiser la température cutanée de
départ et compléter et préciser les mesures du niveau d’activité physique.

L’effet du vieillissement sur le systéme cardiovasculaire et sur I’activit¢ du systéme nerveux
autonome est bien connu dans la population générale (Harris & Matthews, 2004). Parmi les

changements vasculaires structurels liés au vieillissement (dans la population générale), on
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note entre autres : une augmentation de I’épaisseur de la paroi vasculaire, une diminution de
la quantité des fibres ¢élastiques et une augmentation de collagéne ainsi qu’une diminution de
I’¢élasticité et de la distensibilité vasculaire, une déformation des cellules endothéliales et une
calcification vasculaire (W. & LevyD, 2003). De plus la libération des molécules vasoactives
(NO, bradykinine, facteurs hyperpolarisants dérivant de 1’endothélium) diminue chez les
personnes agées (W. & LevyD, 2003). Les changements physiologiques résultant de ces
modifications sont principalement une augmentation de la rigidité artérielle et une diminution
de la compliance artérielle (D’Alessio, 2004), une augmentation de la pression artérielle
systolique, de la pression artérielle moyenne et de la pression pulsée (Franklin et al, 1997).
On assiste donc a une défaillance vasculaire progressive avec 1’age. Ainsi, ’hypothese de
I’é¢tude suivante est que 1’effet « normal » du vieillissement sur la fonction vasculaire devrait
se surajouter aux altérations micro et macrovasculaires liées a la maladie, conduisant alors a
un role clef de la fonction vasculaire dans la survenue des complications dégénératives
survenant avec 1’age dans la maladie drépanocytaire (glomérulopathie, vasculopathie
pulmonaire, etc). Nous avons démarré une nouvelle étude (VASCUDREPA) qui a commencé
en avril 2016 et est actuellement en cours. Notre projet vise donc a étudier les fonctions
micro- et macrovasculaires chez le drépanocytaire adulte (génotypes SS, SC et SB°) en
relation avec plusieurs complications cliniques. On suppose une altération vasculaire plus
marquée chez les patients drépanocytaires les plus sévéres, notamment ceux exposés a une
fréquence de CVO et/ou de STA ¢levée. Nous testerons I’hypothése d’un lien entre le niveau
d’altération vasculaire et la concentration plasmatique en NO, le degré d’altération
hémorhéologique, le niveau de dysfonction du SNA, le déficit d’oxygénation tissulaire
(notamment au niveau cérébral), la concentration en microparticules circulantes et le niveau
d’activité physique. Cette étude permettra de mieux appréhender le role et les déterminants de

la dysfonction vasculaire dans la physiopathologie drépanocytaire, afin d’envisager dans un
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futur approche des thérapies et stratégies adéquates pour réduire la sévérité clinique des
patients. Nous testerons également les effets de ’HU sur la fonction vasculaire.

Le niveau d’activité physique pratiqué chez les enfants d’HYPOSNAD n’a pas permis de
mettre en évidence des effets ni bénéfiques ni délétéres sur la fonction micro ou
macrovasculaire. L’activité physique a plusieurs dimensions. Elle se caractérise par son type
(quelle activité physique), sa durée (pendant combien de temps), sa fréquence (quelle
régularit¢ et quel fractionnement), son intensité (quel investissement physique et quelle
dépense énergétique), et son contexte (quel environnement). Les conditions sociales dans
lesquelles elle est pratiquée ont également leur importance (Duncan et al, 2005). Ainsi un
autre objectif de ce deuxiéme projet est de mieux caractériser et analyser I’impact de I’activité
physique sur la réponse cardiovasculaire. Dans ce contexte, on vise a évaluer si ’activité
physique pourrait réellement étre une forme thérapeutique pour améliorer la dysfonction
endothéliale grace a sa capacité de stimuler la synthése de NO et de diminuer le stress
oxydant. L’exercice aigu induit des changements vasculaires en augmentant entre autres la
libération des molécules vasoactives, ce qui devrait se traduire théoriquement par une
amélioration de la fonction vasculaire (Tordi ez al, 2010). Ainsi nous avons décidé d’évaluer
la fonction micro et macrovasculaire avant et 10 min apres le test de marche. Nous avons
inclus, jusqu’a présent 39 participants (18 SS, 13 SC et 8 témoins AA). Cependant le nombre
des participants est tres restreint et le spectre d’age est trop large pour pouvoir donner des
premiers résultats. La haute autorit¢ de santé (HAS) a défini clairement la place du
réentrailnement a l'effort dans la stratégie thérapeutique des patients ayant présenté un
événement cardiaque ou vasculaire (Ministére de la santé et des sports, (Sports, 2010). Il
pourrait é€tre intéressant de tester dans un troisiéme temps [’effet d’un programme
d’entrainement aérobie d’intensité modérée (inferieure ou égale au premier seuil ventilatoire)

par exemple de 8 semaines sur les parameétres de la fonction vasculaire et ses déterminants.
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It is unclear whether vascular function is affected similarly in children with sickle cell anaemia (SS) and children
with sickle haemoglobin C (SC) disease. Therefore, we compared micro and macrovascular functions in healthy
(AA) children, children with SS and SC disease, and assessed their association with physical activity. Participants
(24 SS, 22 SC and 16 AA), were compared in terms of 1) thermal hyperaemic response (finger pad warming to
42 °C) measured by Laser Doppler techniques, 2) arterial stiffness determined by pulse wave velocity, 3) daily en-
ergy expenditure related to moderate and intense physical activities estimated by questionnaire and 4) fitness
level, evaluated by the six-minute walk test. Response to heating differed between SS, SC and controls. Peripheral
microvascular reactivity was lower and pulse wave velocity higher in SS compared to AA. SC had blunted micro-
vascular reactivity in response to heating compared to AA but pulse wave velocity was not different within the

Keywords:

Vascular function

Sickle cell anaemia

Sickle cell haemoglobin C disease

Physical activity two groups. Physical activity and fitness levels were markedly lower in sickle cell patients compared to healthy
controls but no association was observed with vascular function. Microvasodilatory reserve is decreased in both
SS and SC patients but only SS patients were also characterised by impaired macrovascular function.
© 2017 Published by Elsevier Inc.
1. Introduction compartments (i.e. micro- and/or macrocirculation) are primary affect-

Sickle cell disease (SCD) is a hereditary haemoglobinopathy
characterised by red blood cell abnormalities (i.e., decreased
deformability and increased fragility) leading to chronic anaemia and
vascular occlusions [1]. The term SCD encompasses a group of symp-
tomatic disorders defined by the presence of predominantly
haemoglobin S, or haemoglobin S along with other variants. The two
most common forms are homozygous sickle cell disease (SS) and sickle
haemoglobin C (SC) disease. SS was previously mainly considered as a
haemorheological disease [2] but growing evidence suggest also the in-
volvement of vascular dysfunction in the pathophysiology of this dis-
ease [3-5]. However, most of previous studies on vascular function in
sickle cell patients concentrated on adults [3,6-8]. Whether vascular
function is impaired from childhood on and which vascular
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ed, is still not clear, particularly in SC disease.

Micro- and macrocirculatory functions are designed to operate in a
closely integrated manner. Coordination and regulated interplay
throughout the vascular system are indispensable to maintain instanta-
neous adjustments [9]. However, haemodynamic parameters differ in
micro- and macrocirculation [10]. Furthermore micro- and
macrovascular systems distinguish in vascular structure, function and
control mechanisms [10]. Thus, vascular function impairments may
have different effects according to the circulatory level/vascular com-
partment affected. Arterial stiffness, known as an indicator for
macrovascular function, has been analysed in sickle cell adults [11,12]
but whether arterial hardening also occurs in children and whether it
is associated with microvascular dysfunction have never been assessed,
especially in SC disease.

Physical activity is known to improve vascular function in healthy
population and in different cardio-metabolic diseases [13,14]. The
mechanisms involved are not yet well understood but regular aerobic
exercise is supposed to stimulate nitric oxide (NO) production, to
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decrease oxidative stress and thereby enhances NO-bioavailability and
arterial reactivity [13]. Although acute intense exercise may increase
the risk of vaso-occlusive crises in sickle cell patients [15], a moderate
submaximal exercise is generally well tolerated and do not extend
risks of acute complications in these patients [16,17]. Studies performed
with transgenic sickle mice further demonstrated an improvement of
anti-oxidant defence and endothelial function as well as blood rheology
by regular physical activity [18,19]. Whether regular physical activity in
sickle cell patients can enhance vascular function remains unknown.

The primary aim of the present study was to determine and to com-
pare micro- and macrovascular functions between children/adolescents
with SS, SC disease and healthy children/adolescents. The second objec-
tive was to clarify whether the degree of vascular dysfunction in chil-
dren/adolescents with sickle cell disease could be related to the level
of regular physical activity/physical fitness.

2. Materials and methods
2.1. Study population

Sixty-two children/adolescents from 10 to 16 years old took part in
the study, which was conducted in accordance to the Declaration of Hel-
sinki and was approved by the Regional Ethics Committee (CPP Sud-
Ouest Outre-Mer III, Bordeaux, France, registration number: 2009-
A00211-56/2013, SAPOTILLE/HYPOSNAD project). This study included
24 SS patients (10 girls, 14 boys), 22 SC patients (13 girls, 9 boys) and
16 healthy control children with normal haemoglobin (AA; 8 girls, 8
boys), matched for ethnic origin (African Guadeloupians). Children/ad-
olescents with SCD were recruited from the Sickle Cell Unit of the Aca-
demic Hospital of Pointe-a-Pitre (Guadeloupe) where they are
regularly followed since birth. They were at steady state at the time of
the study (i.e., no blood transfusion within the last three months, ab-
sence of acute episodes of infection, vaso-occlusive crisis or acute
chest syndrome at least one month before inclusion in the study).
Four patients were under hydroxyurea treatment for more than six
months (dose ~20 mg/kg per day).

2.2. Design of the study

When all annual examinations were done and blood samples were
taken, each child answered an appropriate questionnaire concerning
their daily physical activity. Then, all children were equipped and
remained on a comfortable bed in lying position in a quiet room
(room temperature fixed at ~24 °C, skin temperature ~33 °C). After a
10-min baseline recording, local thermal hyperaemia was conducted
for 40 min. Afterwards pulse-wave velocity (PWV) was measured. Chil-
dren with SCD also performed a 6-minute walk test (6MWT) under
medical surveillance.

2.3. Haematological and blood viscosity measurements

Venous blood was sampled in sitting position from the antecubital
vein in children with haemoglobin SS and SC. Haematological and
haemorheological parameters were measured within 1-2 h after sam-
pling and after full reoxygenation of blood for 10-15 min as recom-
mended [20]. Haemolytic indicators like serum lactate dehydrogenase
concentration, bilirubin levels, reticulocyte counts (expressed as a per-
centage) and aspartate aminotransferase content were determined by
standard biochemical methods. The haemolytic component value was
derived from haemolytic markers (bilirubin, lactate dehydrogenase, as-
partate aminotransferase and reticulocytes) by principal component
analysis [21]. Foetal haemoglobin level was quantified using cation-
exchange high performance liquid chromatography (VARIANTTM, Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) and haematological data were ob-
tained using an automated cell counter (Beckman Coulter MAXM AL, FL,
USA). Blood viscosity was measured at native haematocrit and at room

temperature (25 °C) using a cone-plate viscometer (Brookfield DVII +
with CPE40 spindle, Brookfield Engineering Labs. Natick, MA, USA) at
225 s~ 1. Measurements were performed according to the recent inter-
national guidelines for haemorheological laboratory techniques [20].

2.4. Assessment of microvascular function by heat-mediated vasodilation

In all children, peripheral microcirculatory cutaneous blood flow and
microvascular response to local heating were evaluated using a Laser
Doppler flowmeter (Periflux System 5000, Perimed, Jarfilla, Sweden)
and its associated software Perisoft (Perimed), which enables continu-
ous skin blood flow recording (mV). A combined laser Doppler and
thermostatic metallic probe (PR457) was attached to the distal pad of
the middle finger of the left hand. After a 10-min baseline recording,
skin temperature was raised to 42 °C (within 5 s) and the microvascular
response to local heating was measured for 40 min. Local cutaneous
heating results in a biphasic increase in blood flow: a rapid increase (ini-
tial peak) related to axon reflex followed by a nadir and a prolonged pla-
teau mainly NO-dependent [22,23]. Taking into account any individual
fluctuations of skin blood flow (due to blood pressure changes), laser
Doppler blood flow (perfusion unit, recorded in mV) was divided by
the individual mean arterial pressure (MAP). In this way, baseline
blood flow, initial peak and the plateau were expressed as cutaneous
vascular conductance (CVC, mV/mm Hg) [24]. Reactive hyperaemia
was calculated as percentage change in flow during thermal stress
(peak and plateau) compared with baseline as previously recommend-
ed [22,23]. Increase of skin blood flow up to peak and up to plateau
served as indicators for microvascular function [22,23].

2.5. Non-invasive assessment of arterial stiffness by pulse wave velocity

Arterial stiffness, assessed by PWV, can be considered as an indicator
of macrovascular function [25]. In this study, we measured PWV (m/s)
from the carotid to radial (CR-PWV) arteries with a non-invasive auto-
mated device (SphygmoCor System, Actor, Sydney, Australia) using an
arterial tonometer for recording pressure waveforms and a 3-lead elec-
trocardiogram. PWV is defined as the distance between the measuring
sites divided by the transit time (in seconds) of the related pulse
waves. Transit time is defined as the difference between the delay of
the distal pulse wave to the R wave of the ECG and the delay of the prox-
imal pulse wave to R wave of the ECG. The pulse wave delay can be de-
termined by calculating the time elapsed from the peak of the R wave
and the foot of the pressure pulse wave.

The device used here is highly reproducible (inter- and intra-
operator) in both healthy and diseased populations [26]. Measurements
were obtained by the same experienced operator during the whole
study and repeated two times for each site of measurement, but
only the mean value was retained. Additional we recorded heart rate
(bpm), resting diastolic blood pressure (DBP, mm Hg), resting
systolic blood pressure (SBP, mm Hg), pulse pressure (Pulse
pressure = SBP-DBP (in mm Hg) and mean arterial pressure (MAP =
(2 « DBP + SBP) / 3).

2.6. Physical activity questionnaire for children/adolescents

Each child answered the International Physical Activity Question-
naire adapted for adolescents [27]. The questionnaire involved physical
activities related to the mode of transportation to and from school
(walking, bicycling or motor vehicle), physical activities inside and out-
side school settings, as well as leisure-time activities to estimate the
level of physical activity energy expenditure (PAEE). Therefore each ac-
tivity has been associated with a number of metabolic equivalent, which
was then multiplied by the corresponding activity duration (min). PAEE
represents the sum of all moderate-to-intense physical activities. After-
wards, PAEE has been adjusted to weight and resting metabolic rate
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according to Buchowski et al. [28]. Finally, PAEE was expressed as kcal/
day.

2.7. Six-minute walk test (6MWT)

Physical fitness was measured in all children with SCD by the 6MWT,
which was performed according to the guidelines set by the American
Thoracic Society [29]. The 6BMWT is not correlated with maximal exer-
cise capacity in children with SCD and young adults but reflects the
functional exercise level for daily physical activities since most activities
of daily living are performed at submaximal levels of exertion [30]. Dur-
ing 6 min, the participant has to walk as fast as possible, without run-
ning. Then the distance walked was noted and the percentage of
predicted distance was calculated by Geigers'standardised formula
[31] according to age, sex and height, as previously done [32]. The
6MWT was considered as normal if the performance was >80% of the
age-standardised predicted value and abnormal otherwise [33].

2.8. Statistics

The results are presented as mean + standard deviation or median
(25th and 75th percentiles). After testing the normality and homogene-
ity of variance, we compared anthropometric, physiological, microvas-
cular, macrovascular and physical activity parameters between the
three groups using a one-way analysis of variance (ANOVA) followed
by a Newman-Keuls post-hoc test. Kruskall Wallis ANOVA was applied
for non-parametric parameters (body mass index, MAP, PAEE, percent-
age blood flow increase up to peak and up to plateau).
Haemorheological and biological parameters were measured in SS and
SC patients only and compared between the two patient groups using
unpaired Student t-test or Mann-Whitney comparison test. Parametric
or non-parametric correlation tests (Pearson or Spearman, respectively)
were performed in each group (AA, SC and SS) in order to test the asso-
ciations between micro- and macrovascular function and to identify
whether physical activity and vascular function parameters were asso-
ciated. The significance level was defined as P< 0.05. Analyses were con-
ducted using SPSS (v. 20, IBM SPSS Statistics, Chicago, IL) and Statistica
(Statistica, v5.5, Statsoft, Tulsa, OK, USA).

3. Results
3.1. Population characteristics

A total of 62 children with similar anthropometric characteristics
were enrolled in the study (Table 1). SBP, DBP and MAP did not differ
significantly between patients and controls whereas pulse pressure
was significantly higher in SS patients compared to SC patients (P =
0.013) but not different to controls (Table 1). As expected, haemoglobin,
haematocrit levels and blood viscosity were significantly lower in SS
than in SC patients (P < 0.001, Table 1). Haemolytic parameters (lactate
dehydrogenase, bilirubin, reticulocytes, aspartate aminotransferase,
haemolytic index) and foetal haemoglobin were significantly higher in
SS compared to SC patients (P < 0.001, Table 1). In both groups, no cor-
relation was observed between vascular function, physical activity pa-
rameters and haemolytic parameters (data not shown).

3.2. Microvascular function

All data are reported in Table 2 and Fig. 1. Baseline blood flow was
significantly higher in SS than in SC (P < 0.05) and healthy (P < 0.01)
children. No association was found between baseline blood flow and
haematocrit level in SS and SC group. In response to local heating,
peak and plateau blood flow were not different between the three
groups. However, when expressed as a percentage (Fig. 1), the increase
of skin blood flow up to peak and plateau were higher in controls than in
SS patients (P = 0.004 and P = 0.001, respectively). SC patients showed

Table 1
Population characteristics of children with SCD and children with haemoglobin A.
AA(n=16) SC(n=22) SS(n=24)
Boys/girls 8/8 9/13 14/10
Age (yrs.) 143 + 3.0 15.1 £+ 2.6 15 + 24
Weight (kg) 50 + 16 50 + 13 49 + 14
Height (cm) 162.0 & 0.1 160.0 &+ 0.1 162.0 &+ 0.1
Body mass index (kg/m?) 19.8 (15.8; 18.8 (17.6; 17.8 (16.0; 20.0)
21.2) 20.8)
SBP (mm Hg) 114+ 9 112 + 14 115 + 8
DBP (mm Hg) 57+ 6 61+9 56 + 8
MAP (mm Hg) 74.2 (70.6; 75.0 (69.5; 74.7 (71.8; 79.5)
81.3) 82.9)
PP (mm Hg) 574+ 9 51 + 10 59 + 12
Heart rate (beats/min) 77 £ 12 76 + 10 84 + 12*
Haemoglobin (g/dl) - 115 £ 0.8 8.4 + 1.2#4##
Haematocrit (%) - 33.0 + 3.2 254 + 3.8%##
Blood viscosity (mPa-s) - 6.0 + 1.0 48 + 0.8%#*
Lactate dehydrogenase (IU/L) - 293 + 85 546 + 172%##
Foetal haemoglobin (%) - 23(14;36) 6.8(3.6;10.3)"*
Bilirubin - 20.5 (14.0; 440 (31.5;
32.0) 78.5 )
Reticulocytes (%) - 29 + 1.1 9.9 + 4.3%##
Haemolytic index (a.u.) - —0.72 £ 035 0.69 + 0.93%##
Aspartate aminotransferase - 23.8 + 86 354 + 13.7%*

(IU/L)

Values are given as mean + standard deviation and median (25th and 75th percentiles).
AA, healthy controls; SS, children with homozygous sickle cell disease; SC, children with
sickle cell haemoglobin-C disease; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pres-
sure, MAP, mean arterial blood pressure; PP, pulse pressure. “P < 0.05 vs. AA; *P < 0.05 vs.
SC; #¥P <0.01 vs. SC; ¥#P < 0.001 vs. SC. Blood sampling was not possible in controls be-
cause of ethical reasons. Haematological parameters of controls are available in Renoux
etal. 2016 [67].

a blunted “peak” response compared to controls (P = 0.03) whereas
flow increase up to plateau (expressed as a percentage) was not statis-
tically different from controls (P = 0.08). No association was found in SS
or SC patients between haematocrit or haemoglobin and vascular
reactivity.

3.3. Macrovascular function

SS patients had statistically higher CR-PWV compared to controls
(P = 0.03, Fig. 2) and no correlation was found between CR-PWV and
blood viscosity or haematocrit level (data not shown). CR-PWV of SC
patients was not different from AA or SS values. Macrovascular function
(CR-PWV) was related to microvascular function (blood flow increase
up to plateau) in children with SS (r = —0.57, P = 0.04) but not in chil-
dren with SC (P = 0.72) and controls (P = 0.81).

3.4. Physical activity level and physical fitness

Daily energy expenditure related to moderate and intense physical
activities (PAEE) was significantly lower in both sickle cell groups com-
pared to controls (P = 0.02, Fig. 3A). 78% of patients (SS: 79%, SC: 77%)
performed an abnormal 6MWT compared to the age-standardised pre-
dicted distance (Fig. 3B). However, there was no statistically significant

Table 2
Skin blood flow variations in response to local heating in children with sickle cell disease
and control subjects.

AA SC SS
Baseline flow (mV/mm Hg) 2,00 + 1.50 222 +1.22 346 + 1.62"#
Peak flow (mV/mm Hg) 4.82 + 1.25 432 + 1.65 4.68 + 1.23
Plateau flow (mV/mm Hg) 443 + 142 3.65 + 1.58 372 +£1.72

Values are given as mean = standard deviation. AA, healthy controls; SS, children with ho-
mozygous sickle cell disease; SC, children with sickle cell haemoglobin-C disease. Baseline,
Peak and Plateau blood flow are expressed as cutaneous vascular conductance. “P< 0.05 vs.
AA; P <0.01 vs. AA; “*P<0.001 vs. AA; #P < 0.05 vs SC, using a one-way analysis of var-
iance (ANOVA) followed by a Newman-Keuls post-hoc test.
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Fig. 1. Tracing of the mean skin blood flow (expressed as CVC in mV/mm Hg) in response to local heating to 42 °C in children with sickle cell SC, SS and control children. Above, percentage
increase in skin blood flow from baseline up to peak and plateau in SS, SC patients and controls. Groups had been compared using Kruskall Wallis Anova. * P< 0.05 vs. AA; ** P<0.01 vs. AA;

*** P<0.001 vs. AA.

difference in total walk distance between the two sickle groups. Statis-
tical analysis revealed that neither micro- nor macrovascular function
was correlated to PAEE or walked distance in each group (data not
shown).

4. Discussion

The major findings are that SS patients present abnormal microvas-
cular reactivity compared to AA. Both micro- and macrovascular

© 10- *

E

E 84 o a® ak

n g I== e

6 o) ry

e e

P 5 m A

T

T 4 oo am

"-'

©

= 24

[+]

=

Y T T T
AA SC SS

Fig. 2. Carotid to radial pulse wave velocity (PWV) measured by applanation tonometry in
children with sickle haemoglobin C and haemoglobin S disease and control subjects (AA).
Means were compared between the three groups using one-way analysis of variance
followed by a Newman-Keuls post-hoc test. * P < 0.05 vs. AA.

function appeared to be affected in children with homozygous sickle
cell disease. Only neurological related microvascular response to
heating (percentage of flow increase from baseline to peak) was de-
creased in SC compared to AA. Furthermore, physical activity and fitness
levels were markedly affected in children with SCD but no association
was observed with vascular parameters.

4.1. Vascular function

According to previous findings and to our results, baseline blood
flow is apparently increased in SS. Severe anaemia and increased cardiac
output participate to the rise in blood flow [6]. As a consequence, vascu-
lar wall shear stress is supposed to raise [6], promoting nitric oxide pro-
duction to stimulate vasodilation in order to compensate for elevated
shear rate, so as to finally normalize wall shear stress [6]. In this study,
no correlation could be observed between haematocrit level and vascu-
lar reactivity or baseline blood flow. Our findings are in agreement with
previous studies [36]. Anaemia leads to important cardiovascular adap-
tions in order to compensate the decrease in haematocrit, but vascular
impairments in SCD may result from multiple sources [37]. However,
as previously demonstrated, vascular function appears to be impaired
in SS [38]. Decreased NO bioavailability, as a consequence of intravascu-
lar haemolysis and oxygen free radical production [38,39], are
suspected to impair vascular function in SS patients [6,7,40]. This
study illustrated that NO-dependent vasodilation (Plateau phase) as
well as neurological control mechanisms (axon reflex) of peripheral mi-
crocirculation were altered in young SS patients. Vascular control is



B. Mockesch et al. / Blood Cells, Molecules and Diseases 64 (2017) 23-29

1500+

* *
5 o
= 10004
[v]
-] o
g o it
w L}
& 500+ o " :
Q.Q-U-QQSLOO .-l. ‘:‘ i
950 E.f ‘A“.-“
0 T T T
AA SC SS

Percentage of

27
IR (| ———————— R S,
s B
(1] o [ |
o 90 . S
g - "
-
.‘E Lo '...l ‘A‘:::
£ — St
- 704 " als
7] uy
° a
A
5 601 .
2 = .
2 50 T T
SC SS

Fig. 3. (A) Comparison of physical activity energy expenditure (PAEE) between children with sickle cell SC and SS disease and in control (AA) subjects using one-way analysis of variance
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relevant for compensation of flow resistance. In this context, it is
suspected that any increase in blood viscosity in SS patients with vascu-
lar dysfunction would lead to a rise in vascular resistance, which may
probably slow blood flow and therefore could promote sickling and,
thus, painful vaso-occlusive crises [41].

Chronic vasculopathy has been reported to affect also large blood
vessels in SS and is supposed to rise risks for several complications
such as stroke [5] and pulmonary hypertension [42]. Unlike previous
work in sickle cell adults [11], our findings suggest an increase of pe-
ripheral arterial stiffness in SS compared to AA group. Although periph-
eral arterial stiffness cannot be considered as a principal indicator of
arterial hardening compared to central arterial stiffness, our results in-
dicate that SC and SS patients do not respond in a similar manner.
Blood viscosity was significantly higher in SC than in SS. The impact of
abnormal blood rheology on PWV has been poorly investigated and is
debated [43-47]. Most of the patients with cardiovascular diseases,
such as obesity, sleep apnea or atherosclerosis are characterised by
both increased PWV and impaired blood rheology [48-50] but whether
increased PWV is due to increased blood viscosity is unknown. In this
study, correlations analyses do not suggest any association between
haematocrit or blood viscosity and PWV but further works are needed
to address this question in sickle cell disease, as well as in cardiovascular
diseases in general. Despite the difference in PWV found between SS
and AA, blood pressure parameters were similar in all the three groups.
Decreased functionality in peripheral microcirculation and increased
stiffness in larger peripheral arteries were significantly correlated in
children with SS, suggesting that the same mechanisms could be in-
volved and responsible for these dysfunctions.

SS and SC differ in several haemorheological, haemodynamic and
clinical outcomes [51,52]. SC was previously considered as a less severe
sickle cell syndrome than SS but nowadays several authors [34,53] sug-
gest that these two genotypes should be rather seen as two distinct dis-
eases. SS patients are usually exposed more frequently to vaso-occlusive
crises and haemolysis, favouring possibly the development of chronic
micro- and macrovascular dysfunctions, as suggested in the present
study. In contrast, SC patients are usual more likely to develop retinop-
athy, osteonecrosis and thromboembolism which has been associated
to the higher blood viscosity compared to SS [34,35]. Baseline blood
flow and micro- and macrovascular function in children with SC tend
to be normal, regarding statistical analysis, except for the initial re-
sponse to heating which suggest, like in children with SS, blunted axo-
nal reflex vasodilatory response [23]. Further studies are needed to
address the exact mechanisms. Although SC patients are marked by
blood hyperviscosity, it appears that NO-dependent vascular function
and vessels elasticity are preserved which may enable normalization
of vascular resistance and may reduce the risk of painful vaso-
occlusive crises [54]. Children with sickle cell haemoglobin C disease
had also a low pulse pressure, which is probably the consequence of
well-functioned central and peripheral arterial elasticity [55]. This
may lower the risks for cardiovascular co-morbidities [56]. Nevertheless
the representation of blood flow increase up to plateau revealed large

intragroup difference. Some SC patients responded like controls where-
as the majority reached values comparable to SS patients. Higher sam-
ple size would be necessary to clarify the reasons for this
heterogeneity. Regarding the clinical charts, none of the participants of
this study had signs of glomerulopathy or retinopathy. A next step
would be to follow these children in a prospective way in order to test
whether children with marked vascular dysfunction are more likely to
develop vasculopathies than those with retained vascular reactivity.

4.2. Physical activity level and fitness

The time spent for moderate and intense physical activity was de-
creased in both SS and SC compared to healthy controls. In addition,
the two groups exhibited a low performance at the 6MWT.

It has been reported that SS patients are characterised by greater
resting energy expenditure than their healthy counterparts due to
higher protein turnover and higher cardiac output [57,58]. In order to
maintain total energy expenditure to normal level, physical activity en-
ergy expenditure is decreased [60] resulting in low physical fitness
level. Mechanisms responsible for this exercise limitation are partly
known in SS patients. We may mention chronic anaemia [59],
haemorheological alterations [60], pulmonary dysfunction [61], in-
creased arterial hypoxemia [62], chronic haemolysis and vascular func-
tion impairments [61,63]. Exercise responses in SC patients are not yet
well studied. Although vascular function seems to be better preserved
in children with SC, both sickle cell groups had a decreased exercise ca-
pacity compared to healthy children. In SC, mild anaemia and blood hy-
perviscosity could be responsible for decreased physical fitness, due to
their known adverse effects on tissue oxygenation [64].

4.3. Vascular function, physical activity level and fitness

This study is the first to explore the associations between vascular
function and physical activity level in children with sickle cell disease.
Regular physical activity is known to improve NO production and bio-
availability and to decrease oxidative stress [13,14]. Several studies in
various chronic diseases demonstrated improved vascular function by
regular physical activity [13,65]. However we could not observe any
correlation between regular physical activity/fitness and vascular pa-
rameters, neither in SS, nor in SC patients. In our paediatric cohort, phys-
ical activity level was probably to low [14] to induce large biological and
physiological adaptations, which could enhance physical fitness and
vascular function. The use of accelerometer in future studies could be
useful to quantify physical activity level. Recent studies with transgenic
sickle mice demonstrated that regular physical activity was able to de-
crease oxidative stress and improve endothelial function [19,66]. A
large prospective and longitudinal study in children with SCD would
be needed to clarify the effects of a moderate training rehabilitation pro-
gram on the clinical outcome and the potential physiological benefits.
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5. Conclusion

In conclusion, peripheral micro- and macrovascular functions were
reduced and associated to each other in SS children/adolescents.
Micro- and macrovascular functions in SC appear to be better preserved
than in SS. No association was found between physical activity- and vas-
cular function parameters. Further research is necessary to differentiate
mechanisms involved in SS and SC pathophysiology and to clarify the
potential benefits of physical activity on vascular function in patients
with haemoglobin SCD.
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Sickle cell anaemia (SS; i.e., homozygous form of sickle cell
disease) is a hereditary haemoglobinopathy characterized by
the presence of an abnormal haemoglobin, named haemoglo-
bin S (HbS) (Ingram, 1959). Deoxygenated HbS polymerizes
and distorts red blood cells into sickle shaped cells (Eaton &

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, British Journal of Haematology

Summary

Oxidative stress and haemolysis-associated nitric oxide (NO) depletion
plays a crucial role in the development of vasculopathy in sickle cell anae-
mia (SS). However it remains unknown whether oxidative stress and
haemolysis levels influence vascular function in patients with sickle haemo-
globin C disease (SC). Microvascular response to heat (using Laser Doppler
flowmetry on finger), oxidative stress biomarkers, NO metabolites,
endothelin-1 and haematological parameters were compared between
patients with SS and SC. Vascular function, oxidative and nitrosative mark-
ers were also measured in healthy (AA) children. SS and SC had increased
plasma advanced oxidation protein products (AOPP), malondialdehyde,
plasma antioxidant activities and NO end products, compared to AA. SC
had lower catalase activity compared to AA and SS. Haemolytic rate, glu-
tathione peroxidase and nitrotyrosine concentrations were significantly
increased in children with SS compared to SC and AA. SS and SC had
impaired microvascular reactivity compared to AA. In SS, the plateau phase
of the response to local thermal heating was negatively associated with
nitrotyrosine and AOPP. No association between vascular function parame-
ters and oxidative stress markers was observed in SC. Mild haemolysis in
SC, compared to SS, may limit oxidative and nitrosative stress and could
explain the better preserved microvascular function in this group.

Keywords: sickle cell disease, haemolysis, vascular function.

Hofrichter, 1990). Repeated sickling-unsickling events dam-
age red blood cell membranes, causing them to become less
flexible. The increased red blood cell fragility and rigidity are
at the origin of chronic haemolytic anaemia and frequent
vaso-occlusive crises in SS, respectively (Stuart & Nagel,
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2004; Rees et al, 2010). Vascular dysfunction has also been
shown to be involved in several SS-related complications
(Gladwin et al, 2004; Kato et al, 2007). Several studies have
suggested that increased haemolysis and oxidative stress may
play a major role in the development of chronic vasculopathy
in SS (Reiter et al, 2002; Morris et al, 2005; Kato et al, 2006,
2007; Nur et al, 2011; Chirico & Pialoux, 2012).

Sickle cell haemoglobin C disease (SC) has long been con-
sidered to be a mild variant of sickle cell disease. However,
retinopathy and otological disorders were found to occur
more frequently in patients with SC than SS patients (Lion-
net et al, 2012). Furthermore, evidence suggests that a signif-
icant proportion of patients with SC are likely to develop
glomerulopthy, osteonecrosis, priapism and vaso-occlusive
crises (Hannemann et al, 2011; Lionnet et al, 2012; Lemonne
et al, 2014a). In SC, abnormal blood rheology seems to con-
tribute to clinical outcomes and severity (Lemonne et al,
2014b). However, few studies have focused on vascular func-
tion in SC (Mohan et al, 2011). Moreover, the influence of
oxidative stress and haemolysis level on the vascular function
of patients with SC disease is still unknown.

In this context, this study aimed to determine whether
microvascular reactivity, blood viscosity, levels of several
vasoactive molecules and several biomarkers reflecting
haemolysis and oxidative stress differed between children
with SS and SC disease and to determine the associations
between these parameters. Moreover, in order to define the
degree of vascular dysfunction and of oxidative stress in SC
children, as well as in SS children, oxidative stress and vascu-
lar function markers were compared to those of well-
matched healthy children (AA).

Methods

Patients

Forty-three sickle cell children/adolescents, all native Guade-
loupeans, were recruited from the Sickle Cell Unit of the
Academic Hospital of Pointe-a-Pitre (Guadeloupe) where
they have been regularly followed since birth. Twenty (11
girls, nine boys) patients with SS disease and 23 (nine girls,
14 boys) patients with SC disease participated in this study.
All patients were volunteers and gave written consent before
participating in the study. Written informed consent was also
obtained from the parent or guardian of each child. They
were in steady state at the time of the study (i.e., no blood
transfusion within the last 3 months, absence of acute epi-
sodes of infection, vaso-occlusive crisis or acute chest syn-
drome at least 1 month before inclusion in the study). Five
SS patients had been receiving hydroxycarbamide (also ter-
med hydroxyurea) treatment for more than 6 months (dose
¢. 20 mg/kg/day). Twelve well matched non-sickle children,
all native Guadeloupeans, participated as controls. The study
was approved by the Regional Ethics Committee (CPP Sud-
Ouest Outre-Mer III, Bordeaux, France, registration number:

2009-A00211-56/2013, SAPOTILLE/HYPOSNAD  project)
and conducted in accordance to the Declaration of Helsinki.

Blood samples

Venous blood was sampled at baseline in the sitting position
from the antecubital vein into EDTA tubes before vascular
function measurement. Haematological parameters and blood
viscosity were measured within 1-2 h after sampling and full
reoxygenation (Baskurt et al, 2009) in sickle cell children.
After centrifugation, plasma was extracted and used for the
determination of oxidative stress markers, endothelin-1 (ET-
1, also termed EDN1) and nitric oxide (NO) metabolites.

Haematological and blood viscosity measurements

Haematological data were obtained using an automated cell
counter (MAXM AL; Beckman Coulter, Miami, FL, USA).
Blood viscosity was measured at native haematocrit and at
room temperature (25°C) using a cone-plate viscometer
(Brookfield DVII+ with CPE40 spindle; Brookfield Engineer-
ing, Natick, MA, USA) at 225/s. Measurements were per-
formed according to the recent international guidelines for
haemorheological laboratory techniques (Baskurt et al, 2009).
Biochemical parameters reflecting haemolysis were deter-
mined by standard methods: serum lactate dehydrogenase,
total bilirubin, aspartate aminotransferase levels and percent-
age of reticulocytes. Of these four haemolytic parameters,
one resuming variable (haemolytic index) was calculated by
principal component analysis, as reported previously (Nour-
aie et al, 2013). This standard statistical approach is appro-
priate when several biological measurements reflect similar
aspects of a single underlying process (Genser et al, 2007).

Oxidative stress, nitric oxide and endothelin-1 plasma
markers

Because of high reactive instability, reactive oxygen species
(ROS) production cannot be easily and directly measured in
plasma. Assessment of oxidative stress was therefore based
on the measurement of more stable plasma products of
oxidative reactions and of plasma antioxidant defences (Nur
et al, 2011).

Plasma biomarkers of oxidative stress [advanced oxidation
protein products (AOPP), malondialdehyde (MDA)], antiox-
idant status [catalase, glutathione peroxidase (GPX), and
superoxide dismutase (SOD) activities, ferric reducing
antioxidant power (FRAP)], NO markers [NO end-products
(NOx), sum of nitrite and nitrate and nitrotyrosine] and
ET-1 were determined by spectrophotometry on a microplate
reader (Infinite M200; Tecan, Mannedorf, Switzerland).

Plasma AOPPs. AOPPs were determined using the semi-

automated method developed by Witko-Sarsat et al (2003),
as previously described (Diaw et al, 2015).

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, British Journal of Haematology



MDA. Concentrations of plasma MDA were determined as
previously described (Diaw et al, 2015) using a modified
method reported by Ohkawa et al (1979) based on thiobarbi-
turic acid reactions.

Catalase. Plasma Catalase activity, represented by the forma-
tion rate of formaldehyde, was determined by the method of
Johansson and Borg (1988).

GPX. Plasma GPX activity was identified by the modified
method of Paglia and Valentine (1967) using H,0,. GPX
activity represents the oxidation rate of NADPH to NADP"
after addition of glutathione reductase, reduced glutathione
and NADPH.

SOD. SOD activity was evaluated using a previously reported
method (Oberley & Spitz, 1985),which employs the hypoxan-
thine-xanthine oxidase system. Superoxide radical production
is observable using nitroblue tetrazolium colouration.

FRAP. FRAP was measured as previously described (Diaw
et al, 2015) based on the ferric-reducing ability of plasma
(Benzie & Strain, 1999).

NOx. NO end products (NOx) were measured using the Griess
method (Misko et al, 1993). Nitrate reductase and NADPH
were added to plasma in order to reduce nitrate to nitrite.

Nitrotyrosine. Concentrations of plasma nitrotyrosine, as the
end product of protein nitration induced by peroxynitrite,
were measured using a competitive enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) as previously described (Gali-

nanes & Matata, 2002).

ET-1. ET-1 is a potent vasoconstrictor produced mainly by
endothelial cells. Circulating ET-1 levels were determined in
sickle cell children only, as previously reported (Ergul et al,
1996), using an ELISA kit specifically designed for measure-
ment of plasma ET-1 (American Research Product, Inc.,
Waltham, MA USA).

Assessment of microvascular function

Peripheral microcirculatory cutaneous blood flow and
microvascular response to local heating of the middle finger
of the left hand was evaluated, as previously described (Rous-
tit & Cracowski, 2012) using a Laser Doppler flowmeter
(Periflux System 5000; Perimed, Jdrfilla, Sweden) and its
associated software Perisoft (Perimed). A combined laser
Doppler and thermostatic metallic probe (PR457) was
attached to the distal pad of the middle finger of the left
hand. This device enables skin blood flow recording (mV)
and is a simple, non-invasive method (Roustit & Cracowski,
2012). The same operator placed the metallic probe in all
patients, in order to reduce spatial variability due to vessels’

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, British Journal of Haematology
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anatomy. Children were well matched to limit ethnical, gen-
der and age influences on skin blood flow. The advantages
and limitations of this method have been previously
described (Roustit & Cracowski, 2012).

After a 10-min baseline recording to allow patients/sub-
jects acclimation and to limit the effects of mental stress on
microcirculatory blood flow, the skin temperature was raised
to 42°C (within 5 s) and the microvascular response to local
heating was measured for 40 min. Participants were asked to
avoid any movement of the left hand until the reactivity test
was completed. Local cutaneous heating results in a biphasic
increase in blood flow: a rapid increase (initial peak), related
to axon reflex, followed by a nadir and a prolonged plateau,
mainly NO-dependent (Minson et al, 2001; Roustit & Cra-
cowski, 2012). Taking into account any individual fluctua-
tions of skin blood flow (due to blood pressure changes),
laser Doppler blood flow (recorded in mV) was divided by
the individual mean arterial pressure. Indeed, baseline blood
flow, initial peak and the plateau were expressed as cuta-
neous vascular conductance (CVC, mV/mmHg) (Boignard
et al, 2005). The increase in blood flow from baseline to peak
or plateau, expressed as a percentage, represented the capac-
ity of vessels to dilate, as previously reported (Roustit & Cra-
cowski, 2012). Heart rate (beats/min), resting diastolic blood
pressure (mmHg) and resting systolic blood pressure
(mmHg) were also recorded.

Statistical analysis

Results are presented as mean =+ standard deviation or med-
ian (25th and 75th percentiles). Anthropometric, physiologi-
cal, haematological parameters and ET-1 levels were
compared between SC and SS children using unpaired Stu-
dent t test or Mann—Whitney comparison test for non-para-
metric parameters. Parametric or non-parametric correlation
tests (Pearson or Spearman, respectively) were performed in
order to test whether microvascular function/dysfunction
level and biological parameters were associated. Microvascu-
lar function and oxidative stress/NO markers were compared
between the AA, SC and SS children using a one-way aNova
and Turkey honest significant difference post hoc test or the
non-parametric Kruskal-Wallis anova followed by a Mann—
Whitney test. The significance level was defined as P < 0-05.
Analyses were conducted using spss (v. 20; SPSS Statistics,
Chicago, IL, USA) and Statistica (Statistica, v5.5; Statsoft,
Tulsa, OK, USA). Graphs were drawn using GraphPad Prism
(v. 7, Graph Pad Software for mac; GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA).

Results

Anthropometric and haematological characteristics

Anthropometric characteristics were not significantly differ-
ent between SS and SC children (Table I). Haemoglobin,
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Table I. Anthropological characteristics, biological parameters and
haemolytic markers of patients with sickle cell anaemia (SS) and
patients with sickle haemoglobin C disease (SC).

SC (n = 20) SS (n = 23)
Male/female 9/11 14/9
Age (years) 151 + 2:6 151 £ 2:3
Weight (kg) 50 + 13 50 + 14
Height (cm) 160 £ 0-1 163 £+ 0-1
Systolic blood 112 + 14 116 £ 8
pressure (mmHg)
Diastolic blood 62 +9 56 + 9*
pressure (mmHg)
Heart rate (beats/min) 76 + 11 83 + 12*
Haemoglobin (g/1) 115 £ 9-0 84 £ 11%%*
Haematocrit (%) 33.1 £ 3.3 254 £ 3.90%¢
Blood viscosity (mPa.s) 6-0 & 1-1 4.9 4 0-8%**
Lactate dehydrogenase 294 £ 85 542 £ 168***
(iu/1)
Fetal haemoglobin (%) 22 (1-4; 3-6) 6-8 (3-8; 10-3)***
Total bilirubin (pmol/l) 21-0 (16-5; 32-0)  44-0 (32:0; 61-5)***
Aspartate 243 £+ 88 346 £ 13-5**
aminotransferase (iu/l)
Reticulocytes (%) 29 + 11 9:0 &£ 4.2
Haemolytic index —0-72 £ 0-35 0-69 £ 0-93***

Values are given as mean =+ standard deviation (parametric tests) or
median (25th and 75th percentiles; non parametric tests). SS, chil-
dren with homozygous sickle cell disease; SC, children with sickle cell
haemoglobin-C disease.

*P < 0-05 versus SC.

**P < 0-01 versus SC.

P < 0-001 versus SC.

haematocrit levels and blood viscosity were significantly
lower in children with SS than in children with SC disease
(P < 0-001, Table I). Haemolytic parameters (lactate dehy-
drogenase, total bilirubin, reticulocytes, aspartate aminotrans-
ferase content, haemolytic index) and fetal haemoglobin were
significantly higher in SS compared to SC patients (P < 0-05,
Table I).

Oxidative stress and antioxidant status

SS and SC children had increased MDA and AOPP levels
compared to healthy controls (Fig 1). MDA did not differ
between SS and SC but AOPP was higher in SS group
(P < 0-01, Fig 1). SOD activity was higher in SS (P < 0-01)
and SC (P < 0-05) than in AA children. Catalase activity was
lower in SC than in SS (P < 0-05) and AA (P < 0-001) chil-
dren (Fig 1). GPX (P < 0-01) was significantly increased in
SS patients compared to the SC group (Fig 1). The SS group
had higher levels of FRAP compared to both AA and SC
children (P = 0-001), while FRAP level was higher in SC than
in AA (P < 0-001). In patients with SS, total bilirubin con-
centrations were positively correlated with plasma AOPP
(P < 0-01, r = 0-54) and FRAP content (P < 0-01, r = 0-66).

In SC children, total bilirubin level was correlated with total
antioxidant power (P < 0-01, r = 0-66). Furthermore, in SC,
AOPP was associated with Catalase (P < 0-001, r = 0-775)
and FRAP (P = 0-05, r = 0-406).

Haemolytic index did not correlate with any vascular
function and oxidative stress parameters in both groups.
Nevertheless, in SS children, the haemolytic index tended to
be associated with AOPP (P = 0-065, r = 0-391). Haemat-
ocrit level was negatively associated, exclusively in SS group,
to AOPP (P < 0-01, r = —0-63). Oxidative stress grade did
not differ between the five SS children receiving hydroxycar-
bamide and those without (data not shown).

Plasma levels of NOx, nitrotyrosine and ET-1

NOx were similar in SS and SC but both groups had higher
levels than AA (P < 0-001). Nitrotyrosine was significantly
higher in SS patients compared to SC (P < 0-05, Fig 1) and
AA (P <0-01, Fig 1). ET-1 concentration tended to be
higher in SS compared to SC children: 3-35 £ 1-57 vs.
2:55 £ 1-31 pg/ml, respectively (P = 0-056). In children with
SS disease, nitrotyrosine correlated with haemoglobin
(P < 0-05, r = —0-48) and haematocrit (P < 0-05, r = —0-43)
level.

Microvascular function

Baseline blood flow was significantly higher in SS than in SC
(P <0:05) and AA (P < 0-01) children. In response to local
heating, peak and plateau blood flow were not different
between the three groups (Fig 2). However, when expressed
as a percentage, the increase of skin blood flow up to peak
was lower in both SS (P < 0-01) and SC (P < 0-05) than in
AA but was not statistically different between SS and SC:
414-5 (124; 892) %, 74-55 (36:61; 150-44) % and 74-52
(29-23; 206-28) %, in AA, SC and SS children, respectively.
The percentage of blood flow increase up to the plateau was
higher in AA (P < 0-001) and SC (P < 0-05) than in SS
patients: 291-5 (203; 767) %, 90-96 (50-71; 198-42) % and
34-95 (—0-93; 70-58) % in AA, SC and SS children, respec-
tively.

Given that blood flow may be affected by the degree of
anaemia, baseline blood flow and both peak and plateau
responses were corrected by the haematocrit in SS and SC
(haematological parameters were not available in AA). After
haematocrit correction, microvascular function parameters
were compared between the two groups. The results demon-
strated that baseline blood flow remained higher
(0-06 & 0-04 vs. 0-11 £ 0-06, P < 0-05 in SC and SS, respec-
tively) and microvascular reactivity remained lower in SS
compared to SC children (blood flow increase up to plateau:
75 (29; 206)% vs. 35 (—1; 70)%, P < 0-05 in SC and SS,
respectively). In addition, no correlation was observed
between haematocrit/haemoglobin level and vascular reactiv-
ity or baseline blood flow.

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, British Journal of Haematology
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Plasma nitrotyrosine (P < 0-05, —0-62), NOx
(P < 0-05, r = —0-56) and AOPP (P < 0-05, r = —0-45) were
negatively correlated with the blood flow increase up to the

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, British Journal of Haematology

plateau in SS children but not in SC patients. ET-1 level did
not correlate with vascular function in both groups. The vas-
cular reactivity of SS children receiving hydroxycarbamide
treatment did not differ from SS children not receiving
hydroxycarbamide (data not shown).

Discussion

The major results of this study are: (1) microvascular reactiv-
ity in response to local heating was impaired in SS and SC
children compared to AA children with the degree of impair-
ment being higher in SS than in SC patients, (2) oxidative
stress and antioxidant enzyme activities were elevated in both
SS and SC groups compared to AA children but oxidative
stress was less severe in SC than in SS children, (3) haemoly-
sis and nitrotyrosine level were increased in SS compared to
SC (and AA for nitrotyrosine), (4) microvascular function
correlated with oxidative and nitrosative stress in SS but not
in SC children.
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Self-regulation of blood vessel diameter, in response to
shear stress and various biological stimuli, facilitates the
maintenance of adequate tissue perfusion throughout the
vascular system (Segal, 1994). NO-mediated vasodilation and
ET-1-mediated vasoconstriction are important antagonists of
endothelium-dependent vasomotor control (Baskurt et al,
2004). Thus, disruption of this balance may lead to structural
and functional vascular changes associated with perfusion
alterations.

Elevated plasma free haemoglobin (Reiter et al, 2002) and
plasma arginase-1 content (Morris et al, 2005), due to
increased haemolysis, have been reported to limit NO
bioavailability in SS patients (Kato et al, 2007). As expected,
haemolysis was higher in SS than in SC children. Haemolytic
rate and anaemia are known to be milder in SC than in SS
compared to AA individuals (Ballas et al, 1982). Thus, it was
not surprising that SS children had reduced NO-dependent
vasodilation (plateau phase of the thermal hyperaemic
response) compared to SC and AA children. However, the SS
and SC populations had similar resting NOx levels, though
we could have expected to find impaired NO bioavailability
in SS subjects. Nevertheless, endothelial NO synthase activity
has been reported to be increased in transgenic sickle mice
compared to controls (Bank et al, 1996; Kaul et al, 2000),
probably as a result of the chronic high shear stress applied to
the endothelial cells (Kaul et al, 2000; Belhassen et al, 2001).
Vascular wall shear stress has never been assessed in SC
patients. However, although blood viscosity was 20% greater
in SC children compared to SS, baseline skin blood flow was
40% lower in the SC group, which could lead to lower wall
shear stress in this group. The subsequent lower mechanical
stimulation of endothelial NO synthase activity in SC could
thus result in lower NO production compared to SS children.
However, the higher plasma nitrotyrosine content found in
SS children suggests that the extra NO, that could possibly be
produced, would probably be rapidly converted into perox-
ynitrite by reacting with superoxide radicals, thereby reducing
the impact of NO on vasodilation. The correlation found
between AOPP and nitrotyrosine supports a role of oxidative
stress in the decrease of NO bioavailability in SS children.

Interestingly, in SS, plasma nitrotyrosine level was also neg-
atively correlated with the percentage change in blood flow
between baseline and plateau. Peroxynitrite may exert deleteri-
ous effects on the vascular function of SS children, as previ-
ously described in other disease cases (Szabo et al, 2007). In
addition, the higher ET-1 levels in SS compared to SC chil-
dren, could participate in the loss of microvascular reactivity
and vascular tone imbalance in SS. Repeated periods of sick-
ling and hypoxia, pain intensity and NO depletion — all exacer-
bated in SS patients (Stuart & Nagel, 2004) — are known to
promote sympathetic nervous system activity and ET-1 pro-
duction (Lapoumeroulie et al, 2005; Steinberg et al, 2009).

Conversely, in the SC group no correlation between vascu-
lar function parameters and nitrotyrosine was found.
Although SC children showed impaired thermal hyperaemic

peak response compared to the AA group, the plateau
response was not significantly different between the two
groups. Our findings suggest that the NO-related vasodila-
tion during the thermal hyperaemic challenge is better pre-
served in SC than in SS children. The degree of anaemia may
influence blood flow and vascular reactivity (Belhassen et al,
2001). Our study demonstrated that despite haematocrit
adjustment, microvascular reactivity remained lower in SS
than in SC children. In addition, no association was observed
between the degree of anaemia and microvascular reactivity.
Indeed, the loss of vascular reactivity does not seem to be
modulated by anaemia only. Our findings are in agreement
with the study of Nur et al (2009) who previously reported
that neither increased cerebral blood flow velocity, nor
decreased cerebrovascular responsiveness to carbon dioxide
was related to the degree of anaemia in SS (Nur et al, 2009).

Five of the 23 SS children were under hydroxycarbamide
treatment. Hydroxycarbamide is supposed to increase NO
bioavailability (King, 2004), which could probably improve
vascular function. The comparison between these two sub-
groups did not show any difference in the magnitude of
oxidative stress and microvascular dysfunction. Prospective
studies in larger cohorts would be necessary to clarify this
result.

Enzymatic antioxidant activity and capacity has been
widely studied in patients with homozygous sickle cell disease
(Das & Nair, 1980; Adelekan et al, 1989; Natta et al, 1990;
Goswami & Ray, 2011; Chirico & Pialoux, 2012; El-Gham-
rawy et al, 2014) and in murine models of sickle cell disease
(Dasgupta et al, 2006; Charrin et al, 2015) compared to con-
trols. However, to the best of our knowledge no study has
previously compared enzymatic antioxidant activity between
SS, SC and AA children. According to our findings, SS and
SC groups had elevated oxidative stress levels and upregu-
lated enzymatic antioxidant activities, compared to healthy
controls. Compared to SC children, SS had greater levels of
GPX, Catalase and FRAP along with higher plasma AOPP
concentrations, suggesting higher ROS generation in SS chil-
dren. Indeed, the increased antioxidant activity was probably
not sufficient to entirely counterbalance the overproduction
of ROS (Chirico & Pialoux, 2012) in SS patients. In contrast
to SS children, oxidative stress markers correlated well with
each other in the SC group, probably underlying a more
equilibrated balance between oxidants and antioxidants. The
source of oxidative stress in sickle cell disease is multiple
(Chirico & Pialoux, 2012). The positive correlation observed
between haemolytic markers and AOPP plasma levels
observed in SS, but not in SC patients, suggests that elevated
oxidative stress is probably partly related to increased
haemolysis in SS children. Furthermore, the expected higher
amount of haemoglobin released into the plasma of SS chil-
dren, a mechanism thought to be one of the main sources of
ROS production in the context of sickle cell disease (Voskou
et al, 2015), may also contribute to the higher oxidative and
nitrosative stresses in the SS group.

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, British Journal of Haematology



In conclusion, microvascular function is better preserved

in SC than in SS young patients compared to healthy chil-

dren. The mild haemolysis found in SC compared to SS chil-
dren may limit oxidative and nitrosative stresses, which may
further preserve microvascular function. These results could
explain why SC patients may develop leg ulcers, pulmonary
hypertension, priapism or stroke less frequently than SS
patients (Kato et al, 2007). Instead, higher blood viscosity in
SC could increase the risks for retinopathy, otological disor-

paper.

ders and osteonecrosis, as previously described (Lemonne

et al, 2014b).
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Article history: Vascular resistance and tissue perfusion may be both affected by impaired vascular function and increased blood
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viscosity. Little is known about the effects of vascular function on the occurrence of painful vaso-occlusive crises
(VOC) in children with sickle cell anemia (SCA). The aim of the present study was to determine which side of the
balance (blood viscosity or vascular function) is the most deleterious in SCA and increases the risk for frequent
hospitalized VOC. Microvascular function, microcirculatory oxygenation and blood viscosity were determined
in a group of 22 SCA children/adolescents at steady state and a group of 13 healthy children/adolescents. Univar-
iate analyses demonstrated blunted microvascular reactivity during local thermal heating test and decreased mi-
crocirculatory oxygenation in SCA children compared to controls. Multivariate analysis revealed that increased
blood viscosity and decreased microcirculatory oxygenation were independent risk factors of frequent VOC in
SCA. In contrast, the level of microvascular dysfunction does not predict VOC rate. In conclusion, increased
blood viscosity is usually well supported in healthy individuals where vascular function is not impaired. Howev-
er, in the context of SCA, microvascular function is impaired and any increase of blood viscosity or decrease in mi-
crocirculatory oxygenation would increase the risks for frequent VOC.
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1. Introduction last for several days [1] and is caused by the physical entrapment of the

rigid and adherent sickle red blood cells (RBC) into the microcirculation

Vaso-occlusive crises (VOC) are the most frequent complications oc-
curring in patients with sickle cell anemia (SCA). Each painful VOC may
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[2]. However, the identification of biomarkers and/or physiological fac-
tors to predict the occurrence of frequent VOC in SCA patients still re-
mains an important challenge for physicians.

Previous studies demonstrated that SCA patients with the highest
hematocrit or blood viscosity are frequently exposed to hospitalized
VOC [1,3-5]. However, although blood hyper-viscosity could trigger
VOC, not all the SCA patients with high blood viscosity develop VOC
[6]. It is now well admitted that preserved vascular function may limit
the deleterious effects of increased blood viscosity on the cardiovascular
system and tissue oxygenation in the general population [7]. SCA pa-
tients are characterized by macro- [8,9] and micro-vascular [10] dys-
function, as well as decreased microcirculatory oxygenation level [11].
Basal blood flow is higher in SCA than in healthy subjects but NO-
dependent vasodilation is reduced in the former population [8-10,12,
13]. The role of vascular/endothelial dysfunction in pulmonary
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hypertension is somewhat well established in SCA [3] but its role in
painful VOC is poorly described. Whether the level of vascular dysfunc-
tion in SCA patients may help to identify those at the highest risk to de-
velop frequent hospitalized VOC is currently unknown.

The aim of the present study was to determine which side of the bal-
ance (blood viscosity or vascular function) is the most deleterious in
SCA and increases the risk for frequent hospitalized VOC. Blood viscosi-
ty, microvascular function and microcirculatory oxygenation were de-
termined in a group of SCA children/adolescents regularly followed at
the Sickle Cell Centre of Pointe-a-Pitre (Guadeloupe).

2. Patients and methods
2.1. Patients and participants

Twenty-two SCA (i.e., HbSS) children/adolescents at steady-state [4]
were included in this study (age: 15.2 £ 2.3 y; height: 1.62 £ 0.12 m;
weight: 50.1 £ 13.9 kg). Four patients were under hydroxyurea treat-
ment for more than 6 months (dose ~20 mg/kg per day). Charts were
retrospectively reviewed by three physicians to recognize all VOC epi-
sodes in SCA from birth to the time of the study, based on previous de-
scribed criteria [4,14]. The rate of VOC [4] was calculated for each
patient. Thirteen healthy children/adolescents of the same ethnic origin
than the SCA group, were also included for the measurement of physio-
logical markers only.

The study was conducted in accordance with the Declaration of Hel-
sinki and was approved by the Regional Ethics Committee (CPP Sud-
Ouest Outre-Mer III, Bordeaux, France, registration number: 2009-
A00211-56/2013, SAPOTILLE/HYPOSNAD project). Children and their
parents were informed of the purpose and procedures of the study,
and both gave written informed consent.

2.2. Design

Participants came in a fasted state at 9:00 a.m. Blood was drawn (for
SCA patients only) by venipuncture into EDTA tubes for hematological
(Beckman Coulter, MAXM AL, FL, USA) [4] and blood viscosity measure-
ments [4,15]. Then, subjects were equipped and remained on a comfort-
able bed in lying position for 10 min in a quiet room with temperature
fixed at ~24 °C to allow them to reach thermal equilibrium (skin tem-
perature ~33 °C) [16]. During this period, microvascular oxygen satura-
tion was measured with near-infrared spectroscopy (NIRS, NIRO-200,
Hamamatsu Photonics, Hamamatsu City, Japan) on the flexor digitorum
superficialis muscle at the proximal third of the forearm (see [11,17] for
details). Hemoglobin oxygen saturation (SpO,) was also obtained by
finger pulse oximetry (Oxycon Mobile, Jaeger, Germany). Skin blood
flow was measured with a laser Doppler flowmeter (Periflux 5000
LDPM, Perimed, Jdrfdlla, Sweden) on the left middle fingertip distal
pad (Probe 457, Perimed, Jarfdlla, Sweden) [18]. Individual RBC flux
values were divided by individual mean arterial pressure to yield indi-
vidual values of cutaneous vascular conductance (CVC; mV/mm Hg)
[19]. The oscillations of the skin microvascular blood perfusion signal
(flowmotion and vasomotion activities) were analyzed using Matlab
and Welch's method with segments of 100 s, a 50% overlap and a
Hanning window [20]. The non-heating 10-min period was quickly
followed by a local thermal hyperemia (LTH) test (temperature in-
creased from 33 °C to 42 °C) for 35 min. The initial peak observed in
the first 1-2 min of heating exposure was followed by a plateau reached
20-30 min later. The initial peak is considered as an axon reflex caused
by the activation of afferent C-fibers during nociceptive stimulation [21,
22]. The late plateau is mainly related to NO-dependent vasodilation
[22].

2.3. Statistics

Results are presented as mean + standard deviation. After Shapiro-
Wilk tests, differences between groups were assessed with parametric
or non-parametric tests (unpaired Student t test or Mann-Whitney
test, respectively). Parametric (Pearson) or non-parametric (Spearman)
correlation tests were used to test the associations between VOC rates
and biological and physiological parameters. To identify factors associ-
ated with VOC rate in SCA children/adolescents, we used a multivariate
linear regression model [4,23]. The significance level was defined as
P <0.05 (SPSS, v. 20, IBM SPSS Statistics, Chicago, IL).

3. Results

The inclusion or exclusion of the 4 patients under hydroxyurea did
not affect the results. Results below include all the patients.

3.1. Biological parameters

Hematological and blood viscosity characteristics of SCA patients are
displayed in Table 1 and are in the same range of values previously de-
scribed in SCA children/adolescents [24].

3.2. Microvascular function

Analyses showed that basal microvascular blood flow was higher
(+57.9%; P = 0.002; ES = 0.38; 95% confidence interval [CI], 0.13 to
2.39; Figure A) and vascular reactivity assessed by LTH test was lower
in SCA than in controls. Peak and plateau microvascular blood flow
reached during LTH (expressed in %CVCg ) were 68.5% (P = 0.027;
ES = 0.39; 95% CI, 0.06 to 4.39) and 82.8% (P = 0.001; ES = 0.44; 95%
(I, 0.34 to 4.35) lower in SCA compared to controls, respectively (Fig.
1). In contrast, neither flowmotion, nor vasomotion activity differed be-
tween SCA and controls: the power of each band frequency was not sig-
nificantly different between the two groups (Fig. 2)..

3.3. Systemic and microvascular oxygenation

SpO, and microvascular oxygenation were lower in SCA than in con-
trols (—3.3%, P = 0.002; ES = 0.57; 95% CI, 1.75 to 4.87 and — 15.3%,
P<0.001; ES = 0.70; 95% (I, 6.99 to 15.36, respectively; Fig. 3). These
two parameters were not correlated (r = 0.057, P = 0.401).

3.4. Associations between VOC rates and biological/physiological parame-
ters in SCA

VOC rate was positively correlated with blood viscosity (r = 0.407,
P = 0.034) and microvascular oxygenation (r = —0.425, P = 0.024)
but not with baseline flow (CVCg) (r = 0.012, P = 0.480) or vascular

Table 1
Participants characteristics and hematological and hemorheological data of SCA children.
Controls (n = 13) SCA (n = 22)

Gender (male/female) 6/7 13/9
Age (y) 145 (3.2) 15.2 (2.3)
Height (m) 1.63 (0.15) 1.62 (0.12)
Weight (cm) 51.8 (16.5) 50.1 (13.9)
Mean VOC rate (episode/y) - 0.39 (0.36)
Fetal hemoglobin (%) - 7.92 (5.92)
Red blood cells count (10'%/1) - 3.09 (0.83)
Hemoglobin concentration (g-dl~1) - 8.42 (1.28)
Hematocrit (%) - 254 (3.9)
Lactate dehydrogenase (IU) - 541 (177)
Blood viscosity (mPa-s™") - 4.89 (0.81)

Mean (SD). VOC = vaso-occlusive crises.
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Fig. 1. Skin blood flow at steady-state and during a local thermal heating assessed by laser-Doppler flowmetry in children/adolescents with sickle cell anemia (SCA) and healthy control
individuals (controls). CVCg: Cutaneous vascular conductance at baseline; %CVCg reflects the magnitude of the microcirculatory blood flow increase during the peak (Peak %CVCg) or
during the plateau (Plateau %CVCg ) of the local thermal heating stimulus. Examples of changes in skin blood flow during local thermal heating are shown for 2 representative individuals:

1 Control and 1 SCA children. *Significantly different from controls (P < 0.05).

reactivity (r = —0.066, P = 0.394 for peak vasodilation during LTH, and
r= —0.118, P = 0 .315 for the vasodilation reached during the plateau
of LTH).

Blood viscosity and microvascular oxygenation were used as covar-
iates in a binary multivariate logistic model to predict VOC rates. The
overall model was statistically significant (R?> = 0.381, df = 2,18, P =
0.013). Blood viscosity (beta =0.488; P = 0.018) and microvascular ox-
ygenation (beta = —0.471; P = 0.022) were independently associated
with VOC rates. The inclusion of potential confounders (age and sex) in
the model did not affect the results with blood viscosity still being inde-
pendently associated with VOC rates (beta = 0.497; P = 0.023) and mi-
crovascular oxygenation showing a marginal significant association
with VOC rates (beta = —0.428; P = 0.054).
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Fig. 2. Five intervals of skin blood flowmotion at steady-state in children/adolescents with
sickle cell anemia (SCA) and healthy control individuals (controls). Each interval has physi-
ological significance: I) vascular endothelium activity (0.009-0.02 Hz), II) local sympathetic
activity (0.02-0.06 Hz), IlI) myogenic activity (0.06-0.2 Hz), IV) respiration (0.2-0.6 Hz) and
V) transmission to the skin microcirculation of the hemodynamic modifications caused by
heart activity (0.6-1.6 Hz) (see 20 for details). The sum of the first 3 intervals (0.009-
0.2 Hz) is considered to represent vasomotion activity. The total spectrum corresponds to
the flowmotion activity.

4. Discussion

This study is the first one to investigate both blood viscosity and mi-
crovascular function in the same time in a group of SCA children/adoles-
cents. Our results confirmed that microvascular reactivity is blunted in
SCA compared to healthy children. However, the level of microvascular
dysfunction (Peak or Plateau %CVCg( ) does not predict the occurrence of
frequent VOC. Instead, increased blood viscosity seems to be an inde-
pendent risk factor of frequent VOC. In addition, our findings also sup-
port a key role of microvascular oxygenation, independently of blood
viscosity, on the occurrence of frequent VOC.

Tissue oxygen consumption has recently been reported to be in-
creased in SCA compared to healthy individuals at steady-state and dur-
ing VOC [25]. This difference is attributable to the high levels of
inflammation and oxidative stress [25], the reduced hemoglobin S affin-
ity for oxygen and the highest baseline blood flow in SCA [26]. This
higher tissue oxygen consumption would lead to a large decrease of
the microvascular oxygenation level, as observed in SCA children in
our study. Our findings clearly demonstrate an independent association
between the level of microvascular oxygenation and VOC rate in SCA
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Fig. 3. Peripheral oxygen saturation (SpO,) and microvascular oxygenation, assessed with
near infrared spectroscopy, in steady-state in children/adolescents with sickle cell anemia
(SCA) and healthy control individuals (controls). *Significantly different from controls
(P<0.05).
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children/adolescents. SpO, was also reduced in SCA compared to con-
trols but the difference between the two populations did not explain
the difference in microvascular oxygenation, and SpO, level did not cor-
relate with VOC rate. We hypothesize that the lower microvascular ox-
ygenation level could promote RBC sickling in these vascular areas,
hence increasing the risks for VOC occurrence when associated with
stressful physiological situations.

Spectral analysis of the blood flow signal, notably in the frequency
interval 0.009-0.02 Hz, has been proposed to be useful to quantify the
endothelial function in several diseases [27,28]. Vasomotion is consid-
ered to favor the optimal distribution of blood flow in the skin microvas-
cular bed [20,29]. However, this compensatory mechanism via rhythmic
contraction and dilation of skin microvessels seems to be observable
only when blood flow is weak [20,30], which is not the case in SCA. In-
deed, neither flowmotion nor vasomotion activity was different be-
tween SCA and control subjects. In contrast, microvascular reactivity
assessed by LTH was blunted in SCA compared to control children,
which is in agreement with previous studies focusing on arterial vessels
or microcirculation [8,10,13]. As suggested by the findings of Brunt and
Minson [31], the increased level of reactive oxygen species in SCA [32]
probably played a role in the decreased microvascular reactivity ob-
served during the plateau phase of the LTH.

Interestingly, the initial skin blood flow response (i.e., the peak) dur-
ing LTH was also blunted in SCA compared to control children. The mag-
nitude of this initial response depends on the level of activation of the
transient receptor potential vanilloid type 1 (TRPV1) channels, which
are strongly expressed in nociceptive primary afferent neurons of the
peripheral nervous system [33] and seem to play a key role in pain mod-
ulation in SCA [34]. It would be interesting to test whether the magni-
tude of the initial response during LTH correlates with the level of
pain in SCA patients with chronic and unmanageable pain [34].

Impaired vascular/endothelial function participates in the pathophys-
iology of SCA and in the progression of the disease [3]. Vascular reactivity
to NO has been found impaired in SCA compared to healthy controls [35].
Increased oxidative stress and chronic hemolysis are involved in the de-
velopment of chronic vasculopathy and the loss of vasodilatory reserve
[3,36]. Our findings demonstrated that the level of microvascular dys-
function does not allow the prediction of frequent VOC in SCA children,
and the repetition of frequent VOC does not seem to cause greater alter-
ation of the microvascular function compared to patients with rare VOC
(at least in children/adolescents). This is in agreement with the model
proposed by Kato et al. [3] which predicts that vascular dysfunction
would predispose to pulmonary hypertension, stroke, leg ulcers and pri-
apism, but not VOC. In contrast, our study clearly showed that VOC rate
was independently associated with the level of blood viscosity. Increased
blood viscosity may not be as deleterious as it is often thought if the vas-
cular function is not impaired [37]. Most of the time, a mild rise in blood
viscosity is very well supported by the cardiovascular system in healthy
individuals because the consecutive increase of shear stress (i.e., the
product of shear rate by blood viscosity) stimulates endothelial cells to
produce NO and promote vasodilation [38]. Altogether, our findings
support the fact that while all SCA children/adolescents have impaired
microvascular function, those with the highest blood viscosity are at
greatest risk to develop frequent VOC.

5. Conclusion

Our study demonstrated that although SCA children/adolescents
have impaired microvascular reactivity, not only increased blood viscos-
ity but also reduced microvascular oxygenation are the most important
factors in promoting frequent vaso-occlusive crises in this population.
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Background. Autonomic nervous system (ANS) activity has been
suggested to modulate the clinical severity of sickle cell anemia (SCA)
by increasing the risk for vaso-occlusive events. Regular physical
activity (PA) is known to improve ANS activity and health status in
several cardiovascular and metabolic diseases. Whether regular PA
improves the health status of SCA patients remains unknown.
Procedure. Twenty-two patients with SCA and 15 healthy (AA)
children/adolescents participated to the study. Heart rate variability
was measured in supine position and after a tilt-test to quantify the
ANS activity. PA energy expenditure (PAEE) was assessed with
questionnaire. Results. 1) PAEE was lower in SCA compared to AA

(190 + 152 vs. 432+ 277 kcal-d™ ", respectively, P< 0.01), 2) overall
ANS activity was lower in SCA compared to AA, 3) parasympathetic
withdrawal was observed in SCA with aging, 4) ANS reactivity was
slightly impaired in SCA compared to AA (reduction in HFnu:
—38+£27 vs. =58+ 14%, respectively, P<0.05), 5) ANS indices,
PAEE, and rates of clinical events were not correlated. Conclusion.
Both the level of PA and ANS activity are reduced in SCA compared
to AA children/adolescents, particularly in those older than 15 years.
Neither PAEE, nor ANS activity seem to influence the clinical severity
of children/adolescents with SCA. Pediatr Blood Cancer © 2015
Wiley Periodicals, Inc.
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INTRODUCTION status in patients with SCA. To answer this question, we

The identification of physiological and/or biological markers
that could help in predicting the occurrence of acute complica-
tions in cardiovascular diseases, as well as in the general
population, is an important medical challenge. In that way, it is
now well accepted that altered autonomic nervous system (ANS)
activity is a powerful and independent predictor of an adverse
prognosis in patients with heart disease and several other
disorders.[1] Using heart rate variability (HRV) analyses, several
studies investigated the autonomic nervous system (ANS) activity
in sickle cell anemia (SCA).[2] Autonomic imbalance caused by
parasympathetic withdrawal at rest[3—5] and impaired autonomic
reactivity during different challenges[6—8] have been reported in
this population and the degree of impairment has been associated
with the clinical severity.[4,9,10] For instance, adults with SCA at
high risk for vaso-occlusive crises (VOC) and acute chest
syndrome (ACS) have lower ANS activity than those with a mild
clinical phenotype.[4,10]

In healthy individuals, free-living physical activity energy
expenditure (PAEE) is positively associated with ANS activity and
especially parasympathetic nervous system (PNS) activity.[11-13]
Regular physical activity increases PNS activity, which protects
individuals from the development of cardiovascular diseases,[14]
while inactivity causes ANS activity imbalance which may promote
the development of cardiovascular disorders and inflammatory
syndromes.[15,16] Strenuous exercise must clearly be avoided in
SCA since it may trigger severe vaso-occlusive like complications.
[17] However, recent experiments conducted in a murine model of
SCA (SAD mice) suggest that spontaneous and regular physical
activity could be beneficial on the clinical course of this disease.
[18-20] No study investigated the associations between regular
physical activity, ANS activity, and clinical severity in patients with
SCA. We hypothesized that low levels of physical activity would be
associated with exacerbated ANS dysfunction and poor health
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investigated HRV and PAEE in a group of 22 children with SCA
regularly followed since birth at the Sickle Cell Center of
Guadeloupe.

Abbreviations: ACS, acute chest syndrome; ANS, autonomic nervous
system; HF, high-frequencies in ms* HFnu, high-frequencies in
normalized units; HRV, heart rate variability; LF, low-frequencies;
PAEE, physical activity energy expenditure; PNS, parasympathetic
nervous system; REE, resting energy expenditure; RRI, R-R interval;
SCA, sickle cell anemia; SNS, sympathetic nervous system; TEE, total
energy expenditure; TP, total power; VOC, vaso-occlusive crisis
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METHODS

Subjects

Twenty-two children/adolescents with SCA (all were HbSS; age
range: 10-18 years) at steady-state (no blood transfusion in the
previous three months, absence of acute episodes of infection, VOC
or ACS at least 1 month before inclusion into the study) were
included in this study. Four patients were under hydroxyurea
treatment for more than 6 months (dose ~20 mg/kg per day). Charts
were retrospectively reviewed by three physicians to recognize all
ACS and hospitalized VOC episodes in patients with SCA from
birth to the time of the study, based on previous described criteria.
[21,22] An acute event was considered a VOC if the painful episode
lasted for more than 4 hr, the patient felt that the pain was typical of
that of vaso-occlusion, no other etiology of pain could be identified
by the physicians, and the patient was admitted to the Accident and
Emergency Pediatric Department to treat the pain with parenteral
opioids. ACS was defined as the appearance of a new infiltrate on
chest radiograph, associated with one or more clinical symptoms
such as chest pain, respiratory distress, fever, and cough. The rates
of ACS and VOC were calculated for each child by dividing the
total number of ACS or painful VOC episodes by the number of
patient-years. A group of 15 healthy children/adolescents (AA) was
included to get normal values for the different physiological
markers measured. All participants’ characteristics are displayed in
Table I. The study was conducted in accordance to the Declaration
of Helsinki and was approved by the Regional Ethics Committee
(CPP Sud-Ouest Outre-Mer III, Bordeaux, France, registration
number: 2009-A00211-56/2013, SAPOTILLE/HYPOSNAD proj-
ect). Children and their parents were informed of the purpose and
procedures of the study, and both gave written informed consent.
Eighteen-year-old participants gave their consent alone.

Hematological Measurements

Blood was drawn by venipuncture into EDTA tubes and used for
measurements of hematological parameters in children/adolescents
with SCA as previously described.[21] No biological measurement
of AA individuals was performed in that study since previous
studies already focused on the hematological difference between
healthy subjects and SCA patients. Serum lactate dehydrogenase
concentrations were determined by standard biochemical methods.
Fetal hemoglobin level was determined using cation-exchange high
performance liquid chromatography (VARIANT™, Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA) and hematological data were obtained
with an automated cell counter (Beckman Coulter MAXM AL, FL).

Heart Rate Variability (HRV) and ANS Indices

One hour after a light and standardized meal taken at the hospital
and on the same day as blood sampling, participants were equipped
with a heart-rate monitor (Suunto Ambit, Vantaa, Finland). After
15 min at rest, R-R intervals (RRI or beat-to-beat intervals) were
recorded for 10 min in a lying position on a comfortable bed. Then,
AA and SCA participants had to get up rapidly (in less than 2 sec)
and remained in a standing position for 10 min (head up tilt-test).
Two 5 min samples containing each 512-RRI (this sample size was
used according to the Task Force recommendations[23]) were
selected: the last 5min period in the lying position and the first
5 min period in the standing position. These samples were screened
for artifacts (less than 1% of total RRIs) that were replaced by the
mean of the two neighbors RR.[5] A power spectral analysis (Fast-
Fourier Transform) of HRV was performed with the HRV Analysis
Software 2.1 for Windows[24] in order to provide information on
the power distribution across different ranges of frequencies (low
and high frequencies, LF and HF, respectively) that each give
particular information on ANS activity.[23] Total power (TP) in the
frequency range (0.04-0.40 Hz) was divided into LF (0.04-0.15 Hz)
and HF (0.15-0.40Hz) bands. The LF/HF ratio and HF in
normalized units (HFnu = HFms*(LFms> + HFms?) x 100) were
also calculated. TP is known to reflect global autonomic activity, LF
both sympathetic and parasympathetic activities and HF the
parasympathetic activity.[24,25] The LF/HF ratio and HFnu are
used as a broad index of “sympathovagal balance.”[24] The
participants breathed spontaneously but reproducibility has been
shown to be similar between spontaneous[26] and paced breathing
techniques.[27] Respiratory frequency was measured for each
individual and values (range: 17-22 breaths-min~') were all
comprised in the HF band (0.15-0.40 Hz). The relative difference
between the lying-to-standing positions was measured for each
HRYV indices.

Physical Activity Questionnaire for Adolescents

The International Physical Activity Questionnaire adapted for
adolescents[28] was wused in this study. The questionnaire
investigated physical activities related to the mode of transportation
to-and-from school (walk, bicycle, car, or bus), physical activities
inside and outside school settings, as well as leisure-time activities

TABLE I. Characteristics of the Children With and Without Sickle Cell Anemia (SCA vs. AA)

AA (n=15) Normal value in AA children SCA (n=22)
Males/females /8 — 13/9
Age (years) 143 + 29 — 15.1 £23
Height (cm) 162 + 14 — 162 + 11
Weight (kg) 50.1 + 15.9 — 49.6 £ 13.9
Body mass index (kg-m™2) 18.7 £ 34 — 18.6 + 4.0
Hemoglobin (g-dl™") — ~13 [47-49] 8.43 + 1.31
Fetal hemoglobin (%) — <1.5 [47, 48] 7.97 + 6.06
Lactate dehydrogenase (UI1™h — ~200 [47-49] 545 £+ 180
VOC rate (years ') — — 0.39 4+ 0.37
ACS rate (years™ ") — — 0.14 £ 0.14

Mean + SD. VOC, vaso occlusive crises; ACS, acute chest syndrome.
Pediatr Blood Cancer DOI 10.1002/pbc



to estimate low intensity physical activity energy expenditure and
moderate to intense physical activity (PAEE in kcal-d™' and
keal-d~"-kg™"). Resting EE (REE in kcal-d ') was calculated using
Buchowski et al.[29] equations validated for patients with SCA.
Total energy expenditure (TEE) was defined as the sum of PAEE
and REE.

Statistics

The results are presented as mean =+ standard deviation (SD).
Differences between groups (SCA vs. AA) were assessed with
parametric or non-parametric tests (unpaired Student f-test or
Mann-Whitney test, respectively) according to the normality of
data distribution assessed by Shapiro—Wilk tests. To identify the
associations between PAEE, VOC and ACS rates, ANS indices, and
hematological parameters, we used parametric or non-parametric
correlation tests (Pearson or Spearman, respectively) in each group
(SCA and AA). The significance level was defined as P < 0.05.
Analyses were conducted using SPSS (v. 20, IBM SPSS Statistics,
Chicago, IL).

RESULTS

Analyses showed that PAEE in absolute (—211 kcal-dfl, —51%;
P=0.004; Fig. 1) or relative values (8.7£5.4 vs. 43+£3.7
kcal~d71~kg71,P =0.005) was lower and REE higher in SCA than in
AA children (1,555 4215 vs. 1,288 £212 keal-d~!, respectively;
P =0.005) while TEE was not different between the two groups. No
correlation was observed between the level of anemia (i.e.,
hemoglobin level) and PAEE in relative (p=0.069; P=0.77)
and absolute values (p=0.030, P=0.899) in SCA. TP (—1,034
ms®; —41%; P=0.048) and LF (—836ms* —67%; P=0.003)
were lower and HFnu (+8.5 nu; +16.6%; P = 0.027) higher in lying
position in SCA than in AA (Fig. 2). The change in HFnu between
the lying and standing positions was of lower magnitude in SCA
compared to AA (P < 0.05; Table II).

No association was detected between VOC or ACS rates and
ANS indices or PAEE in SCA while in AA, PAEE was positively
correlated with some indices of HRV (RRI, p=0.582, P =0.029
and LF, p=0.560, P =0.037 in absolute values and TP, p =0.547,
P=0.043 and LF p=0.798, P=0.001). Moreover, age was
associated with ANS activity in patients with SCA (TP: p=
—0.499, P =0.021; HF: p = —0.496; P =0.022; HFnu: p = —0.513,
P=0.017; LF/HF: p=0.496, P=0.022) suggesting that aging
could modulate ANS activity in these patients. Participants were
then separated according to the median age: i.e., 15 years old in each
group (Table III). Statistical analysis revealed that neither TEE,
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PAEE, nor HRV indices were different between the two AA age
sub-groups. In contrast TP (P =0.046), HF (P =0.048), and HFnu
(P=0.013) were lower and LF/HF (P=0.010) was higher in
SCA > 15 years old compared to the youngest patients.

DISCUSSION

We hypothesized that ANS indices, PAEE, and VOC/ACS rates
could be associated in children/adolescents with SCA. We showed
that 1) spontaneous PAEE in SCA was lower than in AA, 2) overall
ANS activity was lower in SCA than in AA, 3) ANS reactivity
during a tilt test was slightly impaired in SCA, 4) ANS activity was
affected by age only in SCA, and 5) none of the ANS indices
correlated with PAEE, VOC, or ACS rates in children/adolescents
with SCA.

Our finding showing higher REE in SCA than in AA is
consistent with previous reports.[30-33] The higher cardiac output
required to compensate for the low oxygen-carrying capacity
participates to the higher REE in SCA.[30] In addition, the high
protein turnover to replace senescent and altered red blood cells in
SCA also consumes energy. Despite the higher REE observed in the
SCA group, TEE was similar in the two populations; a finding
previously reported as well.[30] This result may be explained by the
compensatory decrease in PAEE observed in patients with SCA, as
assessed by various techniques such as double labeled water,
accelerometer, or physical activity questionnaires.[30,32,33]
Buchowski et al.[29] attributed this low level of physical activity
to chronic anemia. The lack of significant association between
hemoglobin level and PAEE in SCA in our study suggests that other
factors are also at the origin of the low PAEE in this population such
as muscular, cardiac, and pulmonary limitations.[17] Moreover,
PAEE as assessed by the questionnaire is mainly influenced by
physical activity during physical education courses and leisure
activities outside schools. Given that intense exercise is known to
induce important metabolic changes that could be detrimental for
individuals with SCA,[17] and that no consensus exists on the
maximal safe exercise intensity they may support, health care
providers and/or parents may discourage children to engage in any
physical activities[34] hence, explaining the low PAEE in this
population.

PAEE in healthy children/adolescents was positively correlat-
ed with some HRV indices (RRI and LF) but not with the
parasympathetic ones confirming that whole ANS activity but not
the parasympathetic activity, is improved by mild-to-moderate
regular physical activity.[11] Vagal-related ANS activity im-
provement requires high training volumes in healthy population,
like those reached in trained sportsmen and women.[11] In
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Fig. 1. Total energy expenditure (TEE) and physical activity energy expenditure (PAEE) in SCA and AA children. “Significantly different from

AA (P <0.05).
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Fig. 2. Spectral domain indices of heart rate variability in SCA and AA children at rest in lying position. TP, total power; LF, low-frequency
component; HF, high-frequency component; HF (nu), HF in normalized units. “Significantly different from AA (P < 0.05).

contrast, PAEE was not associated with any of the ANS indices in
children/adolescents with SCA. As PAEE was lower in SCA than
in AA, one may suspect that PAEE is not high enough in
individuals with SCA to counter-balance the deleterious effects of
the disease on the ANS activity.[3-5,10]

Although the reduced global ANS activity (TP and LF) found
in the SCA group is in agreement with previous studies
performed in adults with SCA,[3,4,10] we did not find any
difference in parasympathetic activity. Nevertheless, separation
of the children/adolescents with SCA in two sub-groups
according to the median age showed that those older than

TABLE II. Modifications of Indices of Heart Rate Variability (in
%) in SCA and AA Children Between the Lying-To-Standing
Positions (Head Up Tilt-Test)

AA SCA
RRI (ms) —14 + 11 ~16+9
TP (ms?) +2+92 -6+ 73
LF (ms?) +71 £ 162 +44 £ 89
HF (ms?) —61 + 31 +8 + 230
HF (nu) —58 + 14 —38 + 27"
LE/HF +366 £ 219 +353 £ 379

Mean £ SD. RRI, RR intervals; TP, total power; LF, low-frequency
component; HF, high-frequency component. Significantly different
from AA "P <0.05.

Pediatr Blood Cancer DOI 10.1002/pbc

15 years old had lower global ANS activity caused by
parasympathetic withdrawal in comparison with the youngest
patients. Indeed, one may suspect that alterations in the
parasympathetic activity would become evident later in life as
the disease progresses. This withdrawal promotes a shift of the
ANS activity through the sympathetic one, which would be
involved in the occurrence of frequent VOC in SCA.[8] During
the tilt test, AA and children/adolescents with SCA exhibited a
rise in LF power and a drop in HF power, as it is usually the case
in the general population .[35] Nevertheless, the decrease in
HFnu power was more pronounced in AA than in SCA
suggesting that autonomic reactivity was slightly sharper in
healthy children as it was suggested in previous works.[6,9]
Nebor et al.[4] showed that adults with SCA with at least three
VOC episodes per year (severe group) had a lower HF and higher
LF/HF ratio than non-severe patients with SCA, suggesting a role of
ANS activity in the modulation of clinical severity in SCA. Our
study failed to find any significant association between VOC or
ACS rates and ANS indices. One of the main difference between the
present study and the one of Nebor et al.[4] is that HRV recordings
were performed at night and continuously for more than 5hr in
Nebor’s investigation while it was performed for 10 min at daytime
in our work. Desaturation has been found to occur frequently during
sleeping in SCA[36] which may increase the risks for severe clinical
adverse events to occur such as stroke[37] or painful VOC.[38] In
the meantime, hypoxia but also hypoxemia are known to be strong
modulators of ANS activity by decreasing global HRV and its PNS
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TABLE III. Total and Physical Activity Energy Expenditures and Heart Rate Variability Indices in SCA and AA Children Separated by

Age
AA SCA

<15 years >15 years <15 years >15 years
Sample size (n) 8 7 11 11
Males/females 5/3 2/5 7/4 6/5
TEE (kcal-d™") 1,650 £+ 318 1,758 £+ 303 1,680 £+ 164 1,860 £+ 315
PAEE (kcal-d™') 407 + 303 420 + 257 204 + 163 219 £+ 189
PAEE (kcal-d”"-kg™") 9.8 + 6.0 7.4 + 4.7 53+ 49 3.6 +24
RRI (ms) 766 + 108 813 £+ 142 722 + 105 729 + 102
TP (ms?) 1,847 £+ 884 3,234 £+ 4,757 2,249 £ 2,281 635 + 718*
LF (ms?) 964 + 502 1,538 + 2,521 552 £ 523 264 £ 192
HF (ms?) 883 £+ 397 1,696 + 2,254 1,697 + 1,846 421 + 539*
HF (nu) 48.5 £ 49 542 £ 13.6 704 £ 17.6 48.4 £+ 19.3*
LF/HF 1.11 £ 0.2 1.06 + 0.67 0.61 + 0.81 1.47 + 1.09*

Mean + SD. TEE, total energy expenditure; PAEE, physical activity energy expenditure; RRI, RR intervals; TP, total power; LF, low-frequency

component; HF, high-frequency component. “Different from SCA <15 years old.

part and increasing SNS modulation.[2,39,40] Whether nocturnal
HRV recordings would have demonstrated differences in ANS
activity between children with SCA and AA children and a negative
association between ANS activity and VOC or ACS rates in the
present study remained unknown and further studies are warranted
to address this issue.

Few case reports or animal studies suggest that regular
exercise could be beneficial in SCA. Alcorn et al.[41] previously
showed that doing exercise after a VOC episode reduced the
length of hospitalization and the use of analgesics. Tinti et al.[42]
succeeded in reducing pain intensity and improved the quality of
life in one SCA patient who followed a training program
consisting of aquatic stretching and aerobic exercises. Finally, it
was recently shown that 8 weeks of regular physical activity
limited oxidative stress and pulmonary endothelial activation in
SAD transgenic mice.[18,19] Thus, it is likely that regular
moderate physical activity could improve the health status of
SCA patients. However, VOC and ACS rates were not associated
with PAEE in our study. In several cardiovascular, metabolic and
pulmonary diseases, training programs need to be performed at
sufficient duration and intensity to provide health benefits to the
patients and re-establish their optimal ANS activity.[14,43] The
PAEE level of our SCA children/adolescents was probably too
low to induce a significant impact on their health. There is a
recent growing effort to identify the modalities of training that are
safe for patients with SCA[5,44—46] but there is now a need to
find the best training modalities which could provide the greatest
health benefits in this disease in children and adults.

This study can be considered as a pilot study. The sample size
was limited and inclusion of more patients and control
participants is necessary to strengthen our findings. Four SCA
children were under HU treatment. While inclusion of these
patients did not change the results, we acknowledge that the effect
of HU on PAEE and HRV remains to be elucidated on a
prospective study and in a larger cohort. Moreover, the
determination of PAEE was performed by using a questionnaire,
which is probably less accurate than direct measurements of daily
activities and PAEE using pedometers and/or accelerometers.
Finally, this study was not designed to test the effects of anemia,

Pediatr Blood Cancer DOI 10.1002/pbc

independently of the effects of HbS, and we therefore, do not
know whether the differences observed between the two groups
are caused by the anemia or the genetic mutation responsible of
SCA. The inclusion of a third group having anemia without the
sickle mutation could help in answering this question.

In conclusion, both the level of physical activity and the global
ANS activity was reduced in children/adolescents with SCA
compared to healthy controls. However, no association was found
between these two parameters and the frequency of VOC-like
complications in the SCA group. Further research is needed to
determine which kind of exercise therapy could be beneficial for
SCA population.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The present study investigated cerebral and muscle hemoglobin oxygen saturation (tissue oxygen index, TOI)
in children with sickle cell anemia (SS), sickle cell hemoglobin C disease (SC) and healthy children (AA). TOI
was measured by near-infrared spectroscopy (NIRS) and spectral analysis of the TOI variability was used to as-
sess flowmotion and vasomotion. Arterial oxyhemoglobin saturation (SpO,), hemorheological and hematological
parameters were also measured in SS and SC children. Both TOI were lower in SS compared to both AA and
SC children, with SC exhibiting lower values than AA children. Cerebral vasomotion expressed in absolute val-
ues was enhanced in SS compared to AA and SC children. Muscle vasomotion did not differ between the three
groups. Hematocrit, SpO, and red blood cell deformability were positively associated with cerebral TOI in SS
children. We demonstrated that 1) cerebral and muscle TOI were markedly decreased in SS children while the
decrease of TOI was milder in SC children, 2) cerebral TOI level was associated with several biological markers
in SS children only and 3) cerebral vasomotion was enhanced in SS, possibly to counterbalance the effects of
chronic cerebral hypoxia.
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with SS genotype [6,7]. However, studies looking at brain or muscle

1. Introduction

Microvascular hemoglobin (Hb) oxygen saturation (tissue oxygen
index; i.e., TOI) determined by near-infrared spectroscopy (NIRS) in
cerebral or muscle tissue is reduced in patients with sickle cell ane-
mia (SS genotype) and to a lesser extent in sickle cell hemoglobin C
disease (SC genotype) [1-6]. The low level of hemoglobin and red
blood cell deformability have been suggested to explain, at least in
part, the reduction in cerebral and muscle TOI in sickle cell disease
(SCD), and more particularly in individuals

oxygenation in SCD were performed in adults at the exception of the
study of Quinn & Dowling [7] that included children/adolescents. How-
ever, the study of Quinn & Dowling [7] focused on cerebral TOI and
whether children with SCD are also characterized by low muscle TOI
remains unknown. Several studies investigating physiological and bio-
logical parameters involved in SCD pathophysiology have reported large
differences between pediatric and adult populations [8-11]. In contrast
to adults with SCD [6], factors associated with TOI alterations have been
poorly investigated in children with SCD.

Abbreviations: Al, aggregation index; Hb, hemoglobin; NIRS, near-infrared spectroscopy; SCD, sickle cell disease; TOI, tissue oxygen index; EI, elongation index; LDH, lactate dehydro-

genase; RBC, red blood cell; SpO,, arterial oxyhemoglobin saturation.
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Despite significant lower microvascular oxygenation, oxygen con-
sumption was reported to be similar at cerebral [12] and muscle levels
[4,13] in patients with SS genotype compared to healthy subjects. The
increase in microvascular blood flow [14-16], as well as the decrease
of hemoglobin S affinity for oxygen [17], could partially compensate
for this reduced microvascular oxygenation to maintain adequate tissue
oxygen consumption in patients with SS genotype. Moreover, theoret-
ical analysis suggested that vasomotion can increase blood flow up to
60% compared to steady-state condition [18], further improving tissue
oxygenation. Vasomotion is defined as the spontaneous rhythmic con-
traction and dilation of the muscle components in the small blood ves-
sel walls which generate rhythmic changes in their diameter [19,20].
It can be quantified using spectral analysis of TOI variability over time
[4,6,21,22] and contributes to the chronic oscillations of microvascu-
lar blood flow; i.e., flowmotion. While preliminary studies indicated
higher flowmotion and vasomotion activities at the cerebral level, but
not at the muscle level, in adults with SS and SC genotypes compared to
healthy (AA) individuals [6], no data is currently available in children/
adolescents with SCD.

The aims of this study were 1) to investigate whether the decrease
in microvascular oxygenation usually observed in adults with SCD com-
pared to healthy individuals is also observed during childhood/ado-
lescence, 2) to assess the associations between hematological and he-
morheological parameters and cerebral and muscle microvascular oxy-
genation in children with SS and SC genotypes and 3) to compare
the flowmotion and vasomotion activities between children/adolescents
with SS, SC and AA genotypes. Since the clinical expression of SS disease
is usually more severe than in SC disease, we hypothesized that cere-
bral/muscle TOI would be lower in children/adolescents with SS geno-
type compared to those with SC or AA genotype.

2. Materials and methods
2.1. Participants' characteristics

Sixty-one age- and ethnicity-matched participants were included in
the study: 15 participants with AA genotype, 22 patients with SC geno-
type and 24 with SS genotype. Patients with SCD's characteristics are
displayed in Table 1. These patients were regularly followed by the
Sickle Cell Unit of Pointe-a-Pitre Hospital (Pointe-a-Pitre, Guadeloupe,
France). All participants were aged between 10 and 18 years old and
were Afro-Caribbean native from Guadeloupe. The participants with
SCD were in clinical steady state at the time of the study (i.e., with-
out vaso-occlusive crisis, acute medical complication or blood trans-
fusion within the last 3 months). Exclusion criteria for all subjects
were recent infectious episode (in the last month), positive history of
stroke or cerebral vasculopathy. The study was conducted in accor-
dance with the Declaration of Helsinki and was approved by the Re-

Table 1
Characteristics of children/adolescents with AA, SC or SS genotype.

AA SC SS
Sex ratio (M/F) 7/8 9/13 14/10
Age (¥) 15.0 + 2.4 15.1 + 2.6 15.0 + 2.4
Height (cm) 162 + 13 160 + 11 162 + 13
Weight (kg) 49 + 14 50 + 13 49 + 14
BMI (kg'm~ 2) 185+ 3.8 19.2 + 2.7 185+ 3.8
SpO, (%) 98.3+1.6 95.5 + 3.3%**
Lactate 292 + 85 546 + 172%**
dehydrogenase
(Y]
Hematocrit (%) 33.0 +3.2 25.4 + 3.8%**
RBC deformability 0.390 + 0.082 0.384 + 0.101
at 30 Pa (a.u.)
RBC aggregation 46.4 + 6.7 51.4 +8.7*

index (%)

Mean + SD. BMI: body mass index; SpO,: peripheral hemoglobin oxygen saturation; RBC:
red blood cells. Different from SC: *p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.001.
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gional Ethics Committee (CPP Sud-Ouest Outre-Mer III, Bordeaux,
France, registration number: 2009-A00211-56,/2013, SAPOTILLE/HY-
POSNAD project). Children and their parents were informed of the pur-
pose and procedures of the study, and both gave written informed con-
sent.

2.2. Design

Participants came in a fasted state at 9:00 a.m. Blood was drawn (for
patients with SCD only) by venipuncture into EDTA tubes for hemato-
logical (Beckman Coulter, MAXM AL, FL, USA) [23] and hemorehologi-
cal measurements (red blood cell (RBC) deformability and aggregation)
[23,24]. Thirty minutes after a light and standardized breakfast, sub-
jects remained on a comfortable bed in lying position for 10 min in a
quiet room with temperature fixed at ~ 24 °C. During this period, they
were equipped with 2 NIRS probes (NIRS, NIRO-200, Hamamatsu Pho-
tonics, Hamamatsu City, Japan) on the forehead (at left prefrontal cor-
tex level between Brodmann Area 10 and Brodmann Area 46 to avoid
sagittal and frontal sinuses) and on the right forearm (the center of the
NIRS probes was placed on the flexor digitorum superficialis muscle at
the proximal third of the forearm). Fig. 1 shows the localization of both
probes. We chose these localizations since they were previously selected
in adults with SCD [6] to be able to compare children and adult values.
After this period of stabilization, NIRS measurements were performed
at a sampling frequency of 6 Hz. Hemoglobin oxygen saturation (SpO,)
was also obtained by finger pulse oximetry (Oxycon Mobile, Jaeger,
Germany).

2.3. NIRS measurements

NIRS techniques have been described elsewhere [25]. Briefly, NIRS
is based on the relative transparency of tissue to light in the near-in-
frared region between 700 nm and 1000 nm, and on the oxygen-de-
pendent absorption changes of hemoglobin. NIRS can be used in SCD
patients since the near-infrared spectra absorbance of hemoglobin S is
similar to the one of normal hemoglobin [2]. The relative concentra-
tion changes of oxygenated hemoglobin (A HbO,), deoxygenated he-
moglobin (A HHD), total hemoglobin (A cHb) and tissue oxyhemoglo-
bin saturation expressed as a tissue oxygenation index (TOI) were mea-
sured continuously and simultaneously throughout the experiment us-
ing two channels of a three-wavelength (775 nm, 810 nm, 850 nm)
high temporal resolution NIRS device. The TOI can be calculated as
(A HbO2 / (A HHb + A HbO2)) x 100. The TOI value reflects the mi-
crovascular oxygen saturation at the local region of muscle or brain sit-
uated between emission and detection probes. TOI has been shown to
be independent of skull thickness and of the area of the cerebrospinal
fluid layer underlying the probes since this variable is measured by spa-
tial resolved spectroscopy [26]. Even if NIRS presents some limitations
[27,28], NIRS is now considered as a reliable and widespread method to
measure oxygen saturation at rest in brain [29] and muscles [30]. The
two probes were firmly attached with an inter-probes distance of 4 cm
by means of a medical adhesive (Hamamatsu Photonics, Massy, France).
It has been demonstrated that skin pigmentation may interfere at some
extent with the quality of NIRS signal in attenuating light reflectance
in dark skins [31]. All children were Afro-Caribbean and had homoge-
neous skin pigmentation: they were classified by the Fitzpatrick scale
between V and VI (on a scale ranging from I to VI). Indeed, the differ-
ences observed between the three groups were not related to skin color
differences.

2.4. Flowmotion and vasomotion

Microvascular blood flow is variable over time for a given sub-
ject and this variability reflects microvascular flowmotion and vaso-
motion activities. In resting condition, the TOI variability mainly re-
flects blood flow variability assuming that muscle oxygen consump-
tion is constant [20,32,33]. Microvascular oxygenation exhibits spon-
taneous oscillations in five frequency components [20,32,33]. The TOI
signals were linearly detrended (to remove
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Fig. 1. Localization of the cerebral and muscular near-infrared spectroscope probes. Participants were equipped with 2 NIRS probes (NIRS, NIRO-200, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu
City, Japan) on the forehead (at left prefrontal cortex level between Brodmann Area 10 and Brodmann Area 46 to avoid sagittal and frontal sinuses) and on the right forearm (the center
of the NIRS probes was placed on the flexor digitorum superficialis muscle at the proximal third of the forearm).

the effect of very low frequency drifts). The Fast Fourier Transform
(Welch's periodogram method - the data were smoothed with a 100 sec-
ond Hanning window with 50% overlap) was applied on the TOI signal
for the evaluation of the total power of the spectrum in the frequency
interval 0.005-2 Hz and calculation of the power across 5 band frequen-
cies. It has been demonstrated that interval I (0.005-0.02 Hz) reflects
nitric oxide metabolism and/or endothelial function [34-36], interval II
(0.02-0.06 Hz) depends on the sympathetic activity of the vessel wall
[33], and interval III (0.06-0.20 Hz) corresponds to the myogenic ac-
tivity [36]. For the high oscillatory activities, interval IV (0.20-0.6 Hz)
depends on the breathing frequency and interval V (0.6-2 Hz) is under
the influence of heart rate and cardiac output [32]. The whole oscilla-
tions recorded (i.e., TOI variability or total power of the spectrum) re-
flect flowmotion that results from the motion of the blood cells and their
interaction with the vessel walls. The low frequency domain (sum of in-
tervals I, II and III) corresponds to the vasomotion activity [32,33].

2.5. Hemorheological parameters

Hematocrit was measured after blood microcentrifugation at 9500g
for 10 min (JOUAN-HEMA-C, Saint Herblain, France). Serum lactate
dehydrogenase (LDH) concentration was determined by standard bio-
chemical methods.

Hemorheological parameters were measured within the 4 h after
sampling and after full re-oxygenation of blood for 10-15 min [24]. The
RBC elongation index (EI) values were determined at 30 Pa by laser dif-
fraction analysis (ecktacytometry) and at 37 °C, using the Laser assisted
Optical Rotational Cell Analyzer (LORCA, RR Mechatronics, Hoorn, The
Netherlands). The system calculates an average RBC EI. The higher this
index, the more deformable the RBCs [24]. We strictly followed the re-
cent methodological recommendations for RBC deformability measure-
ment in SCD by ektacytometry [37]. RBC aggregation was determined
at 37 °C via syllectometry (i.e., laser backscatter versus time), using the
LORCA (RR Mechatronics, Hoom, The Netherlands), after adjustment of
hematocrit to 40%. The system calculates an aggregation index (AI) re-
flecting the extent of RBC aggregation integrated during a time period
of 2 min. Hemorheological measurements were performed according to
the international guidelines for hemorheological laboratory techniques
[24].

2.6. Statistics

Results are presented as mean + standard deviation. After data be-
ing tested for the normality of variance (Shapiro-Wilk test), comparisons
of TOIL, vasomotion and flowmotion between children/adolescents with
AA, SC and SS genotypes were performed with parametric or non-para-
metric tests (one-way analysis of variance (ANOVA) followed by New-
man-Keuls post-hoc test or Kruskall-Wallis test followed by Dunn's mul-
tiple comparison test, respectively). For the parameters obtained only in
SC and SS, unpaired t-test or Mann-Whitney test were performed. Para-
metric (Pearson) or non-parametric (Spearman) correlation tests, as well
as multiple linear regression, were used to test the associations between
cerebral or muscle TOI and biological parameters. The significance level
was defined as P < 0.05 (SPSS, v. 20, IBM SPSS Statistics, Chicago, IL).

3. Results
3.1. Subjects characteristic, hematological and hemorheological parameters

The data are summarized in Table 1. SpO, (p < 0.001) and hemat-
ocrit (p < 0.001) were lower in patients with SS genotype compared to
those with SC genotype while lactate dehydrogenase (p < 0.001) and
RBC aggregation index (p = 0.049) were higher. The other parameters
listed in the Table 1 were not different between groups.

3.2. Tissue oxygen index

Results are displayed in Fig. 2A and B. Analyses showed a group ef-
fect for cerebral and muscle TOI (p < 0.001 for both). Post hoc tests
revealed that TOI was higher in children with AA genotype compared
to those with SC (p = 0.036 and 0.009 for cerebral and muscle TOI, re-
spectively) and SS genotypes (p < 0.001 for both sites). Moreover, cere-
bral and muscle TOI were higher in patients with SC genotype compared
to those with SS genotype (p = 0.005 and 0.047, respectively).

Hematocrit (r = 0.55, p = 0.008), SpO2 (p = 0.65, p = 0.01) and
RBC deformability (r = 0.42, p = 0.018) were positively and lactate de-
hydrogenase (p = — 0.52, p = 0.017) negatively correlated with cere-
bral TOI in patients with SS genotype. Multiple linear regression in-
cluding both hematocrit and lactate dehydrogenase was tested to eval-
uate the independent association
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Fig. 2. Cerebral and muscle tissue oxygen index (TOI, A and B), flowmotion (C and D) and vasomotion (E and F) activities in children/adolescents with AA, SC and SS genotypes. Flow-
motion is the sum of the power spectral densities of the five intervals and vasomotion is the sum of the power spectral densities of the first three intervals. Mean + SD. Significantly

differences: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

of anemia and hemolysis with cerebral TOL. The model was signifi-
cant (R? = 0.576) but only hematocrit remained significantly associated
(LDH p = 0.39 and hematocrit p < 0.05). Only hematocrit tended to
be positively associated with muscle TOI in children with SS genotype
(r = 0.39, p = 0.050). No correlation was observed in the group with
SC genotype.

3.3. Tissue oxygen index variability

As shown in Fig. 2, a group effect was observed for cerebral flowmo-
tion (sum of the five bands, p < 0.001) and vasomotion (sum of inter-
vals I, Il and I, p = 0.011). Cerebral flowmotion (Fig. 2C) and vasomo-
tion (Fig. 2E) activities were higher in children with SS genotype than
in those with AA (p < 0.001 and p = 0.027, respectively) and SC geno-
types (p < 0.001 and p = 0.005, respectively). Muscle flowmotion (Fig.
2D) and vasomotion (Fig. 2F) did not differ between the three groups.
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Each of the 5 bands (from I to V) are presented in Fig. 3 in absolute
(Fig. 3A and B) and in relative values (i.e. in % of the total power, Fig.
3C and D). Analyses showed that absolute cerebral power spectral den-
sity for interval II was higher in children with SS genotype compared
to children with SC genotype (p = 0.019, Fig. 3A). Moreover, absolute
cerebral power spectral densities (Fig. 3A) for intervals III, IV and V
were higher in SS than in AA (p < 0.001 for all) and SC (p = 0.002,
p = 0.001 and p = 0.002, respectively). When expressed in relative val-
ues, cerebral power spectral densities for intervals I, II and III were
lower in children with SS genotype than in those with AA genotype
(p < 0.001, p < 0.001 and p = 0.009) and cerebral power spectral
densities for intervals IV and V were higher (p = 0.004 and p < 0.001,
respectively). Indeed, the relative value of vasomotion activity (sums of
I, II and III intervals) was lower in children with SS genotype compared
to children with SC (p = 0.016) and AA genotypes (p < 0.001). Rela-
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Fig. 3. Absolute (A and B) and relative (C and D) power spectral densities in the five intervals of cerebral and muscular tissue oxygen index variability in children/adolescents with AA,
SC and SS genotypes. Each interval has physiological significance: I) vascular endothelium activity, II) local sympathetic activity, III) myogenic activity, IV) effects of respiration and V)
transmission to the skin microcirculation of the hemodynamic modifications synchronous with heart activity. Mean + SD. Significantly differences: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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tive vasomotion activity was lower in children with SC genotype than in
those with AA genotype (p = 0.001).

4. Discussion

In this study, we observed that 1) cerebral and muscle microvascu-
lar oxygenation were lower in children/adolescents with SCD compared
to children with AA genotype and that patients with SS genotype were
more affected than those with SC genotype, 2) cerebral TOI in children
with SS genotype was correlated with hematocrit, RBC deformability
and SpO, and 3) absolute cerebral vasomotion and flowmotion were
markedly increased in SS compared to AA and SC children, while no dif-
ference was observed at the muscle level.

The lower cerebral and muscle TOI detected in children with SS
genotype is in agreement with previous studies performed in adults
with SS genotype [4,6]. RBC deformability is a key factor of blood flow
through the microcirculation and any decrease affects oxygen transport
to tissue [38]. For instance, Parthasarathi and Lipowsky [39] showed
that a reduction of RBC deformability in rat cremaster muscle induced a
dramatic reduction in tissue oxygenation. While cerebral TOI and RBC
deformability were positively correlated in children with SS genotype,
as it is the case in in adults [6], we found no influence of the degree of
RBC deformability on muscle TOI Although this finding seems surpris-
ing, it is in agreement with our previous findings in adults [4]. Further
studies are needed to better decipher the underlining mechanisms of the
decreased muscle TOI in patients with SS genotype.

The level of cerebral TOI in in children with SS genotype was also as-
sociated with the hematocrit, indicating that the degree of anemia may
affect brain microcirculatory oxygenation. Our findings confirm previ-
ous studies from Raj et al. [3] and Quinn & Dowling [7], who demon-
strated that patients undergoing transfusion have higher cerebral oxy-
gen saturation than patients without.

Our study also showed that both cerebral and muscle TOI in chil-
dren/adolescents with SC genotype were lower than in those with AA
genotype but higher than in children with SS genotype. Although none
of the parameters investigated in this study was associated with brain
or muscle oxygenation in children with SC genotype, we found a trend
through a positive correlation between hematocrit and cerebral TOI,
which reinforces the role of anemia on brain oxygenation in SCD. Al-
though patients with SC genotype, like those with SS genotype, are at
risk for developing chronic organ damage with ageing such as retinopa-
thy, osteonecrosis, otologic disorders or glomerulopathy [40,41], they
are at lower risk for developing cerebral vasculopathy [42]. Decreased
hemolysis, mild anemia and higher brain oxygenation in patients with
SC genotype compared to children with SS genotype could partly ex-
plain this lower risk. Moreover, the higher muscle TOI found in children
with SC genotype compared to children with SS genotype could partici-
pate to the higher functional physical exercise abilities usually reported
in the former population [43].

Increased vasomotion activity is a way to limit tissue hypoxia [44].
While no difference was observed in muscle vasomotion and flowmo-
tion activities between the three groups, we observed increased activ-
ities at the cerebral level in children with SS genotype compared to
both children with AA and SC genotype, which is in agreement with a
previous study performed in adults with SS genotype [6]. Physiologi-
cal interpretations of vasomotion modifications are still debated [20].
It was suggested that increased vasomotion could represent a mecha-
nism to compensate for the reduced cerebral TOI in SS [44,45]. It has
been demonstrated that vasomotion activity could theoretically increase
oxygen delivery to the surrounding tissues up to 8 times compared to a
continuous flow [44] and a link was observed between vasomotion ac-
tivity and oxygen extraction in healthy males [46]. However, when ex-
pressed in percentage of the total cerebral power, we observed a lower
contribution of the three vasomotion intervals and higher contribution
of the two last intervals in the flowmotion activity in children with
SS genotype compared to those with AA genotype. Indeed, it seems
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that there is an over-representation of the cardiac and respiratory activ-
ities (intervals IV and V, respectively) in SS compared to AA children,
which is in agreement with the fact that cardiac output is usually ele-
vated in in this population.

While cerebral flowmotion and vasomotion activities differed be-
tween patients with SCD and individuals with AA genotype, we found
no difference at the muscle level between the three groups. Cerebral he-
modynamic is very different from muscle hemodynamic. Autoregulation
is present in many vascular beds, but is particularly well-developed in
the brain, likely due to the need for a constant blood supply and wa-
ter homeostasis, but the underlying mechanisms are not completely un-
derstood [47]. We have no clear hypothesis to explain the difference of
vasomotion/flowmotion activities between the two tissues and further
studies are needed to adequately address this question.

5. Conclusion

We showed in the present study that children with SCD have de-
creased cerebral and muscle microvascular oxygenation, as it is the case
in adults with SCD. We speculate that anemia, RBC rheology and pe-
ripheral Hb oxygenation may play a role in modulating the cerebral mi-
crovascular oxygenation in children with SS genotype. In this group,
absolute cerebral but not muscular flowmotion and vasomotion were
higher than in children with AA and SC genotypes. Increased cerebral
vasomotion activity in SS could be an adaptation of the cerebrovascular
system to compensate for the chronic cerebral hypoxaemia to limit its
deleterious effects on endothelial function.
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Abstract. The aim of the present study was to test the effects of hydroxyurea (HU) therapy on clinical, hematological and
hemorheological parameters in adult patients with sickle cell anemia (SCA). Hematological and hemorheological parameters
were measured in 28 SCA patients before HU therapy (i.e., baseline) and at 6, 12 and 24 months of treatment. RBC
deformability was determined by ektacytometry at 30 Pa. RBC aggregation properties were investigated by light-backscatter
method. Blood viscosity was measured at 225s~! by a cone-plate viscometer. The rates of vaso-occlusive crises and acute
chest syndrome were lower at 1 and 2 years of HU therapy compared to baseline. The proportion of patients with leg ulcers
tended to decrease after 2 years of treatment. Hemoglobin oxygen saturation improved with HU therapy. HU therapy induced
adecrease of platelet and white blood cell counts and arise in fetal hemoglobin level and mean cell volume. While hemoglobin
concentrations increased under HU, blood viscosity remained unchanged all along the study. RBC deformability increased
over baseline values at 6 months of HU therapy and continued to rise until the end of the follow-up period. In conclusion, the
improvement in RBC deformability probably compensates the increase of hemoglobin on blood viscosity and participates to
the improvement of the clinical status of patients.

Keywords: Hydroxyurea, blood rheology, sickle cell disease, clinical severity

1. Introduction

The presence of sickle hemoglobin (HbS) in red blood cells (RBC) of patients with sickle cell
anemia (SCA) is at the origin of their rheological abnormalities. When oxygen is delivered to tissues,
HbS polymerization causes the mechanical distortion of RBC. Sickled RBC are rigid, fragile and
do not easily flow through the microcirculation, leading to frequent vaso-occlusive crises (VOC) in
affected patients [3, 9]. Recurrent HbS polymerization is responsible for numerous RBC and systemic
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physiological abnormalities with variable phenotypic severity [13]. Abnormal blood rheology has been
shown to modulate clinical severity and to be involved in several complications of SCA [3, 9, 25]. It
has been clearly established that SCA children and adults with increased blood viscosity are at risk for
frequent VOC [8, 16, 18, 21].

Hydroxyurea (HU) therapy improves the clinical course of both children and adults with SCA, by
reducing the frequency of VOC and acute chest syndrome (ACS) and the number of hospitalizations
per year [7, 30]. Beneficial effects of HU on biological parameters include increase of fetal hemoglobin
(HbF) and hemoglobin (Hb) levels, RBC deformability and mean cell volume (MCV) [2,7,23,30]. In
addition, HU therapy decreases white blood cell (WBC), reticulocyte (RET) and platelet (PLT) counts,
hemolytic rate, as well as RET and neutrophils adhesiveness [4, 19, 30]. Nevertheless, because HU
therapy increases Hb levels, it has sometimes been postulated that some patients could develop blood
hyperviscosity which could slightly attenuate the clinical benefits of this therapy [30]. We recently
reported that 1 year of HU therapy did not change blood viscosity despite a rise in Hb in SCA patients
[17]. However, it is unknown whether blood viscosity still remained unchanged after prolonged use
of HU. The aim of the present study was to evaluate the blood rheological changes that could occur
after 2 years of HU therapy in SCA patients. Evaluating the long term effects of HU therapy on blood
viscosity is of particular importance, before its use can be extended more widely to patients with
cerebral vasculopathy or other genotypes, such as sickle cell hemoglobin-C disease (SC), a sickle cell
syndrome marked by higher blood viscosity than SCA patients at steady-state [22, 28].

2. Material and methods
2.1. Patients

Twenty-eight adult SCA patients (37.0+11.6yrs, 60.2 £10.7kg, 171.5+11.0cm; 15 males/13
females; 50% with a-thalassemia) regularly followed by the Sickle Cell Center of Pointe-a-Pitre
(Academic Hospital, Guadeloupe) were included in this study. At the beginning of the HU therapy all
patients were at steady state, i.e., no blood transfusions in the previous three months and absence of acute
episodes (infection, VOC, ACS, stroke, priapism) atleast one month before inclusion into the study.
Frequent hospitalized VOC (n = 14) and/or at least one ACS (n =10) event in the preceding year were
the main reasons to propose HU therapy to these patients. ACS and VOC were defined as previously
described [11, 16]. For the other patients, HU therapy has been recommended because of frequent
ambulatory sub-clinical VOC and persistent low hemoglobin levels. None of the participants had renal
insufficiency, hepatic insufficiency or human immunodeficiency virus infection. Routine examination
before starting HU therapy included the measurements of blood pressures (BP), mean hemoglobin
saturation (by pulse oxymetry, SpO,), heartrate (HR), collection of information regarding the presence
of leg ulcers and frequencies of priapism. Patients were also questioned about chronic asthenia and the
incidence of dyspnea during daily activities. The same parameters, as well as occurrence of the above
complications (VOC, ACS), were prospectively recorded for 1 year and 2 years after the initiation
of HU therapy. Before HU therapy (i.e., baseline) and at 6, 12 and 24 months of treatment, blood
was collected for biochemical, hematological and hemorheological measurements. The study was
performed in accordance with the Declaration of Helsinki, was approved by the IRB of the Academic
Hospital of Pointe 4 Pitre (DRCI-CHUPAP 230514, Guadeloupe) and written informed consent was
obtained from all patients.

2.2. Laboratory methods

Diagnosis of SCA was made by isoelectrofocusing (Multiphor II™ System, GE HEALTH CARE,
Buck, UK), and cation-exchange high performance liquid chromatography (VARIANT™, Bio-Rad
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Laboratories, Hercules, CA, USA). Solubility test was also performed to confirm the presence of HbS.
Genomic DNA was isolated from peripheral blood using standard desalting methods. Polymerase Chain
Reaction technology (Gap-PCR) was used to detect 7 common a-thalassemia deletions including -o>”
and - a*? alleles and triplication defects of the a-globin genes [26, 27].

2.3. Hematological and biochemical parameters

Hb concentration, hematocrit (Hct), MCV, mean corpuscular hemoglobin concentration. (MCHC),
RET, RBC, PLT, WBC and neutrophils counts were determined using a hematology analyzer (Max
M-Retic, Coulter, USA). Lactate dehydrogenase (LDH) level was measured by standard biochemical
methods at baseline, 1 year and 2 years of treatment.

2.4. Hemorheological parameters

All hemorheological measurements were carried out within 4 hours of the venipuncture to avoid
blood rheological alterations, and after complete oxygenation of the blood [S]. Blood viscosity was
determined at native Hct, at 25°C, and at a shear rate of 225 s~! using a cone/plate viscometer (Brook-
field DVII+ with CPE40 spindle, Brookfield Engineering Labs, Natick, MA). RBC deformability was
measured at 37°C and 30 Pa by laser diffraction analysis (ecktacytometry), using the Laser-assisted
Optical Rotational Cell Analyzer (LORCA, RR Mechatronics, Hoorn, The Netherlands). The system
has been described elsewhere in detail [5]. Briefly, 25 1 of prepared blood suspension was mixed with
5 ml polyvinylpyrrolidone(PVP; viscosity =30 cP) and sheared‘into a Couette system made of glass.
The diffraction pattern was analysed by the computer to calculate an elongation index reflecting RBC
deformability [5]. RBC aggregation was determined at 37°C via syllectometry, (i.e., laser backscatter
versus time, using the LORCA) after adjustment of the Hct to 40%. In addition, the RBC disaggrega-
tion threshold (i.e., RBC aggregates strength) was determined using a re-iteration procedure [5]. Seven
pre-defined shear rates ranging between 7.5s™! and 800s—! were applied on the RBC suspension to
locate the minimal shear rate needed to prevent RBC aggregation.

2.5. Statistical analysis

Values are expressed as means & SD. A One-Way Analysis of Variance (ANOVA) with repeated
measurement was used to study the physiological, clinical and biological changes occurring with
HU therapy. Post-hoc Tukey test was performed to locate the differences. McNemar test was used to
test the effects of HU on different clinical parameters after 2 years of treatment. Pearson correlation
was performed to test the associations between different variables. Significance level was defined as
p<0.05. Analyses were conducted using SPSS (v. 20, IBM SPSS Statistics, Chicago, IL).

3. Results

3.1. Clinical data

Regarding the clinical course of the disease, HU was effective in 25 of the 28 patients after 1
year of treatment (two patients had ACS and one had VOC) and in 27 of the 28 patients after 2 years
therapy (only one patient experienced a VOC episode). The number of VOC and ACS events decreased
(p<0.01 and p <0.05, respectively) from 0.81 £ 1.09 and 0.56 &= 0.98 before treatment, respectively,
to 0.16 2= 0.52 and 0O after 1 year treatment and 0.04 = 0.20 and O after 2 years treatment. SpO, was
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Table 1

Routine clinical parameters before, 1 year after and 2 years after HU therapy

Before 1 year 2 years
SpO, (%) 95.8+3.3 98.1 £2.2* 98.5 £ 1.9
HR (bpm) 76+ 10 73£8 71 +8*
SBP (mmHg) 118+9 118+ 10 119+ 12
DBP (mmHg) 65+9 67+9 69 £38

SpO,, hemoglobin saturation; HR, heart rate; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood
pressure. Different from before treatment: *p <0.05; **p <0.01; **p <0.001.

improved compared to baseline values after 1 year and 2 years of HU therapy. HR was decreased
after 2 years of HU therapy compared to baseline (Table 1). Blood pressures did not change with
HU (Table 1). HU treatment decreased the proportion of patients with chronic asthenia and dyspnea
from 64% and 93% to 0% and 21%, respectively (p <0.001 for both). The frequency of patients with
frequent priapism did not significantly change with HU (18% vs 4% before and after 2 years of therapy,
respectively, p =0.25) but the proportion of patients with leg ulcers tended to decrease (27% vs 13%
before and after 2 years of therapy, respectively, p =0.06).

3.2. Hematological and hemorheological parameters

Doses of HU were increased progressively and adjusted for each patient, based on the hematological
parameters [30]. The mean doses of HU prescribed to the patients in this study are relatively low
because some patients had early sign of hemato-toxicity leading physicians to decrease the doses.
At 2 years of therapy, patients received 15.7 + 5.4 mg/kg/days of HU. HbF (Fig. 1A), Hb (Fig. 1B),
MCYV (Fig. 1C) and RBC deformability (Fig. 11) increased at 6 months of HU treatment and remained
elevated at 1 and 2 years after the beginning of therapy. RBC deformability at 2 years was also higher
than at 6 months of HU therapy (Fig. 1I). WBC (Fig. 1D) and PLT (Fig. 1E) counts, LDH level (Fig. 1F)
and RET count (data not shown; p <0.001) were decreased at 6 months, 1 year and 2 years of HU
therapy in comparison with baseline. MCHC was decreased after 2 years of HU therapy compared
to baseline (data not shown, p <0.05). RBC aggregates strength decreased below baseline values at
6 months but then the difference between baseline and 1 year/2 years of treatments was not significant
(Fig. 1H). Blood viscosity (Fig. 1G) and RBC aggregation (data not shown) did not change with HU
therapy.

3.3. Correlations

Since the highest changes in the biological values occurred at 6 months of HU therapy, we calcu-
lated the percentages of changes between baseline (i.e., before treatment) and 6 months of treatment.
Subsequently, correlations were used to test associations between variables using these percentages of
changes. Our results showed positive correlation between the changes in HbF level and RBC deforma-
bility (r=0.46; p <0.05) and MCV and RBC deformability (r=0.56; p < 0.01). In addition, the changes
in Hb level positively correlated with the changes in RBC deformability (r=0.55; p <0.01).

4. Discussion

Our study demonstrated that 2 years of HU therapy decreases the severity of anemia in SCA patients
without any increase in blood viscosity. Enhanced RBC deformability probably limits the consequences
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Fig. 1. Effects of HU therapy on HbF level (1A), Hb level (1B), MCV (1C), WBC (1D) and PLT (1E) counts, LDH level (1F),
blood viscosity (1G), RBC aggregates strength (1H) and RBC deformability (1I). HbF, Fetal hemoglobin; Hb, hemoglobin;
MCYV, mean cell volume; WBC, white blood cells; PLT, platelet; LDH, lactate dehydrogenase; RBC, red blood cell. Different
from before treatment: *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001. Different from 6 months: p <0.05.

of elevation of hemoglobin level on blood viscosity and participates to the clinical improvements
observed in the present study.

In agreement with previous studies, HU significantly decreased the rates of hospitalized VOC and
ACS in SCA patients who frequently exhibited these complications [7, 23, 30]. In addition, the pro-
portion of patients with leg ulcers tended to decline. High level of white blood cell and platelet counts
increase the risk for vaso-occlusive crises, acute chest syndrome and stroke in SCA [1, 6, 20]. In addi-
tion, patients with increased hemolytic rate (as indicated by a high lactate dehydrogenase level) would
be prone to develop several complications such as leg ulcers [10] or stroke [12]. Reduced hemoglobin
oxygen saturation is clearly a significant risk factor for several complications such as stroke [15] and
vaso-occlusive crises [14] because it may promote the activation of platelet and endothelial cells [24].
Indeed, the decrease of reticulocyte, white blood cell and platelet counts, as well as the decrease of
hemolysis and the increase of Hb level under HU treatment, have most likely participated to the clinical
improvements observed in our study [30]. The decrease of anemia severity and the improvement of
hemoglobin oxygen saturation have also probably participated to the reduction of the proportion of
patients complaining for chronic asthenia (i.e. fatigue) and dyspnea. HU clearly improved patients’
quality of life. Anecdotally, clinical interviews revealed that all patients were able to perform daily
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activities, such as physical activity or house cleaning, more easily after two years of HU medication
than before.

Itis now widely recognized that increasing blood viscosity in SCA patients is a significant risk factor
of frequent VOC, both in adults [18] and children [8, 16, 21]. Although previous studies suggested that
the rise in hemoglobin level under HU therapy could increase blood viscosity in SCA patients [30], our
findings clearly demonstrate that blood viscosity remains unchanged over 2 years of HU therapy. This
observation confirms preliminary published data showing that blood viscosity did not change after
1 year of HU therapy compared to baseline values [17]. The absence of rise in blood viscosity in SCA
patients receiving HU, may be explained by the large improvement of RBC deformability, the decrease
of white blood cell count and the slight decrease of the RBC aggregates strength, which compensate for
the increase in hemoglobin. The increase in hemoglobin/hematocrit level without any change in blood
viscosity probably improved the oxygen transport and delivery to tissues [29]. Improvement of RBC
deformability in HU-treated patients is likely due to 1) the increase in HbF level, which decreases the
proportion of abnormal HbS inside the RBCs and its ability to polymerize, 2) the decrease of internal
viscosity (MCHC) and 3) high hydration status of RBCs, as noted by the increase in MCV (and the
decrease in MCHC). As a consequence, RBCs are less fragile and survive longer in the circulation,
leading to a reduction of anemia.

In conclusion, we demonstrated that HU therapy improves the hematological profile and RBC
rheology in SCA patients, without any deleterious effects on blood viscosity, which may explain why
this treatment provides large clinical benefits especially for SCA patients suffering from frequent vaso-
occlusive like episodes. Moreover, our findings suggest that the biological effects of HU are at their
maximum at 6 months of treatment and then remain stable.
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~ The End ~



Songtext Follow The Sun (Xavier Rudd)

Follow, follow the sun
and which way the wind blows

when this day is done.

Breath, breath in the air.
Set your intentions.

Dream with care.

Tomorrow is a new day for everyone,

a brand new moon, brand new sun.

So follow, follow the sun,
the direction of the bird,

the direction of love.



RESUME

La Drépanocytose est une maladie génétique caractérisée par la présence d’une
hémoglobine anormale. Il en résulte des nombreuses complications aigués et chroniques,
notamment résultant de phénomenes vaso-occlusifs. Dans la population générale, la réserve
vasomotrice est indispensable pour compenser des perturbations du flux sanguin et normaliser
les résistances vasculaires. Dans le cadre de la Drépanocytose, peu d’é¢tudes ont étudié la
fonction vasculaire chez les enfants drépanocytaires particulierement en ce qui concerne les
enfants drépanocytaires hétérozygotes (SC). Nos résultats, réalisés sur une cohorte pédiatrique
antillaise, démontrent que les fonctions micro-et macrovasculaires étaient altérées chez les
enfants drépanocytaires homozygotes (SS) et chez les enfants SC par rapport aux enfants non
malades. Ainsi il semble que les patients drépanocytaires présentent, et ce des le plus jeune
age, une défaillance vasculaire marquée. Plusieurs facteurs semblent étre impliquer: (1)
I’activation endothéliale chronique, (2) la faible biodisponibilité en monoxyde d’azote causée
par D'installation d’un état du stress oxydatif et nitrosatif chronique, (3) I’altération du
systétme nerveux autonome avec un risque vasoconstricteur croissant avec 1’age, (4) la
défense antioxydante sur-sollicitée et (5) le faible niveau d’activité physique qui n’permet pas
d’apporter des effets bénéfiques sur la fonction vasculaire. Cependant le degré de dysfonction
vasculaire ne semble pas moduler la sévérité clinique. En outre, nos résultats indiquent que la
dysfonction vasculaire était plus sévere chez les enfants SS comparé aux enfants SC. Le faible
taux d’hémolyse et le moindre stress oxydatif, pourraient expliquer la meilleure fonction
vasculaire chez les enfants SC. Cette interaction entre stress oxydatif et hémolyse semble
jouer un role clefs dans le cercle vicieux de la physiopathologie drépanocytaire.

Mots clefs : Drépanocytose, fonction vasculaire, stress oxydant, hémolyse, monoxyde d’azote

ABSTRACT

Sickle cell disease is the most common genetic disease that affects hemoglobin. The
abnormal hemoglobin, called sickle hemoglobin or hemoglobin S, leads to loss in red blood
cell functionality, which results in blood flow alterations, painful vaso-occlusive crises, tissue
damage and chronic organ dysfunction. Because of considerable heterogeneity in clinical
outcomes, its complex pathophysiology is still not totally understood. For many decades it
was widely assumed that blood disorders were the sole cause of vaso-occlusion. More
recently blood vessel dysfunction also seems to be involved. It is unclear whether vascular
function is affected similarly in children with sickle cell anaemia (SS) and children with
sickle hemoglobin C (SC) disease. This study with a cohort of Guadeloupean children
demonstrated that microvascular reactivity is impaired already in sickle cell SS and SC
children compared to healthy children. Divers biological and physiological analysis revealed
that there are many interacting factors, all of which may contribute to vasculopathy: (1)
chronic endothelial stress due to elevated blood flow level, (2) reduced nitric oxide
bioavailability due to chronic hemolysis and oxidative stress, (3) altered autonomic nervous
system activity with increased vasoconstrictor activity, (4) saturated antioxidant activity and
(5) limited physical activity, known to improve vascular function. In this children cohort,
vascular impairments were not associated to clinical severity. However vascular dysfunction
seems to be exacerbated in SS children. Mild hemolysis in SC, compared to SS, may limit
oxidative and nitrosative stress and could explain the better preserved microvascular function
in this group. Learning more about the progress of vascular dysfunction in sickle cell disease
seems to be essential. In advanced state it may possible seriously worsen clinical severity.
Keywords: Sickle cell, Vascular function, oxidative stress, hemolysis, Nitric oxide
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