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Il est de plus en plus admis que la plupart des maladies sont d’origine
multifactorielle. Ainsi dans la drépanocytose, en plus de I’anomalie moléculaire
présidant a la synthése d’une hémoglobine anormale dite S, un certain nombre
d’autres facteurs semblent se déterminer. II s’agit entre autres des facteurs

alimentaires, immunologiques et surtout membranaires.

En effet , I’hyperhémolyse observée dans cette maladie pourrait étre liée & une
désorganisation des phospholipides qui assurent l’essentiel de la stabilité des
membranes biologiques en général, et de celle de I’érythrocyte en particulier. La
principale cause de désorganisation serait la peroxydation lipidique, secondaire

essentiellement a I’action des radicaux libres oxygénés (RLO) [50].

La membrane cytoplasmique du globule rouge est la barriére qui enveloppe le
cytosol et I’hémoglobine. Il s’agit d’une structure complexe constituée pour
I’essentiel de lipides, de protéines et de glucides. Ces divers composants biochimiques
assurent les fonctions de transfert de molécules, de signaux biologiques et les
propriétés de plasticit¢ membranaire. Leur intégrit¢ a la fois structurale et
fonctionnelle conditionne la survie du globule rouge. Cela explique !’intérét de
["étude des lipides et de I'équilibre entre la lipidoperoxydation et les facteurs

protecteurs de la membrane érythrocytaire au cours de la drépanocytose.

Dans ce travail, nous nous proposons de mener une étude biochimique
comportant deux volets expérimentaux ; le premier correspond a [’analyse par
chromatographie liquide haute pression (CLHP) des lipides membranaires
phospholipidés et cholestérol. La deuxiéme étape a pour théme : I’évaluation de Ia
lipidoperoxydation et de son controle par les enzymes superoxyde dismutase (SOD),

olutathion peroxydase (GPX) au sein de [a membrane du drépanocyte.



Le choix de ce sujet d’étude repose sur six criteres fondamentaux .

1.

(O]

6.

ta drépanocytose par sa morbidité et le cofit élevé de sa prise en charge médico-
ociale constitue un réel probleme de santé publique dans notre pays,

lc cholestérol et les phospholipides, support essentiel de I’intégrité membranaire,
sont la cible privilégiée des attaques radicalaires [39],

i CLHP est I'une des méthodes d’analyses les plus sensibles en chimie
organique,

fc malondialdéhyde (MDA) est le marqueur biochimique le plus utilis€ pour
“valuer la peroxydation lipidique,

5 enzymes SOD et GPX constituent I’essentiel du capital antioxydant de la
: cmbrane de I’hématie,

la physiopathologie de la crise drépanocytaire reléve de multiples altérations, les
unes portant sur le couple membrane / hémoglobine, les autres sur 1’équilibre

stress oxydatif / facteurs de régulation.

En définitive, notre principal objectif est de rechercher, d’identifier et de

mesurer d’éventuelles altérations biochimiques membranaires pouvant contribuer a

micx ¢lucider la pathogénie de la drépanocytose.
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I BIOCHIMIE DE L'HEMOGLOBINE : APPROCHE STRUCTURALE ET
FONCTIONNELLE

.. T ESHEMOGLOBINES NORMALES DE L'HOMME

- hémoglobine normale est une hétéroprotéine comportant un groupement
prosthetique fait de quatre noyaux héminiques et de quatre chaines protéiques ou
apoprotéines.

{"haque noyau héminique est constitué d'une partie organique et d'un atome de fer. La
parie organique appelée protoprophyrine est formée de 4 noyaux pyrroles unis par des ponts
muibnyles, L'atome de fer se lie aux quatre atomes d'azote au centre du noyau tétrapyrrole.
Ceti. “iructure protoporphyrinique est commune a toutes les hémoglobines.

~eule la cupule protéique permet de décrire les différentes hémoglobines. Les quatre
chaines constitutives de I'apoprotéine présentent une distribution variable en fonction de I'age

chez le sujet normal (Figure 1).

Figure 1 : Développement des chaines de 'némoglobine humaine.
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On distingue les hémoglobines embryonnaires Gowers I@&iz}(}owers I (oue,)

' Portland ("‘5;2 XQ qui disparaissent au cours de la foctogenese. Elles ne comportent

-5 de chalne B et par conséquent ne sont pas concernées par la maladie
‘r:panocytaire.

Les autres types d'hémoglobines résultent des combinaisons oligomériques

.entiques deux a deux), entre chafnes « et chaines non a. Les associations

‘orcaténaires permettent de décrire trois hétérodimeres majoritaires. Ceux-la

s+ ¢sentent chez le sujet sain une distribution qui varie avec 1'dge comme le montre le

tableau I :
Tableaul:
Variétés des dimeres d'hémoglobine en fonction de 1'dge
“T'ype d'hémoglobine Chez le nouveau-né Chez I'adulte
HbA| (a, By 20230 % 953298 %
HbA, (¢, gé) traces 233 %
Hb F (o, vy 65290 % 0,1al%

Cette structure quaternaire tétramérique existe sous deux formes fonction-
s @ la configuration R (ou Relax) pauvre en liaisons chimiques intercaténaires,
: affine pour l'oxygéne cue la structure T (ou Tens) riche en ponts salins
-rcaténaires {111].
Les deux conformeres R ¢t T sont en équilibre ct la transition de I'un a l'autre
¢ oumise & l'influence de divers effecteurs que sont P'oxygene (O,), le dioxyde de
~one (CO,), le 2, 3 -diphosphoglycérate (2, 3 -DPG). Iec monoxyde de carbone (CO)
- pH entre autres.

[LES HEMOGLOBINES PATHOLOGIQUES

On oppose classiquement deux types d'hémoplobinopathies selon qu'elles
rrespondent 2 un trouble quantitatif ou qualitatif. La premire, appelée thalassémie,
* liée & un déficit en chalne surtout et o , O ou » plus rarement. La deuxieme

malie résulte de la mutation d'un gene de structurc avec comme conséquence

arition d'une hémoglobine snormale. La drépanocytose ou hémoglobinopathie S



de loin la plus fréquente. Clest le premier exemple démontré d'une maladie
o lculaire.

L'hémoglobine S a pour formule a,® B,* © 8", (Elle est I’expression de la
‘ation du triplet codant GAG en GTG d’un génc porté par le bras court du
r>mosome 11 (45).

Sa structure primaire differe de celle de P’hémoglobine A normale par la

-+ .ence de la valine en lieu et place de l'acide glutamique 6¢ acide aminé de la chaine
> Ifgure 2).
La substitution de 1’acide glutamique (AA polaire) par la valine (AA neutre)

- 1t des modifications stéréochimiques des structures secondaires, tertiaires et
:ut quaternaires de ['hémoglobine.
découle plusieurs conséquences fonctionnelles :
une polymérisation irréversible de la désoxyhémoglobine S a l'origine de la
faciformation du globule rouge : c'est le principe du test dEMMEL, test de
dépistage rapide de la drépanocytose.
une baisse de la solubilité de I'némoglobine
une modification de la charge globale de I'hémoglobine S a l'on'giné de sa
différence de migration & I'électrophorese par rapport a I'hémoglobine normale.

une diminution de l'affinité de I'hémoglobine pour I'oxygene.

Glu - (HbA

Extrémité N-terminale b- Val - His - Leu - Thr - Pro - 4
1 6 Val-(HbS
S -Lys-Ser-A%g- Val - Thr- Ala-Leu-Trp-Gly-Lys - Val -Asn-Vza(l)~Asp~Glu-Val -Gly-

1y -Glu-Ala-Leu- Gly - Agr- Lou - Leu-Val-Val-Tyr~Pro—Trp-Thr-Gln-/Z(r)g:Phe-Phc- '
30
- Ser- Phe - Gly - Asp-Leu-Leu-Ser- ng- Pro - Asp- Ala- Val - Met - Gly - Asn - Pro - Lys -

-Lys-Ala-His-Gly-Lys-1Lys-Val-Leu-Gly-Ala- Phe-Ser-Asp-Gly-Leu-Ala-His-
70
- Asp- Aés(r)l -Leu-Lys-Gly - Thr-Phe-Ala-Thr-Lecu - Ser- Cé})u -Leu - His-Cys - Asp- Lys -

- His-Val - Asp - Pro - Glu - Asn - Phe - Arg‘- Leu-Leu-Gly-Asn-Val - Lﬁ‘d - Val - Cys - Val -
100
- Ala - His - His - Phe - Gly - Lys - Glu - Phe - Thr - Pro - Pro - Val - Gln - Ala - Ala- Tyr - Gln -
120 130
. .-Val-Val-Ala-Gly-Val-Ala-Asp-Ala-Leu _é}i%- His - Lys - Tyr - His Extrmité C terminal

Figure 2 :
S¢quence comparée de ta chaine B des hémoglobites A et S [40]



CONSIDERATIONS GENFRALES SUR LA DREPANOCYTOSE
EPIDEMIOLOGIE

L'hémoglobinopathie S jrésente une répartition ethnique et géographique
.culiere (Figure 3).
Les Noirs africains de la ceinture sicklémique qui s'étend du 20¢ parallele de

ude Sud au 15° parallele de latitutde Nord sont les plus atteints : 40 % dans
aines ethnies d'Afrique Centrale (Congo, Zaire, Nigéna), 20 % en Afrique de
'st. Au Sénégal, la fréquence est de 10 % [118].
Cette affection est répandiic aussi chez les Noirs e la diaspora avec 9 % aux
AL, 12 % aux Antilles francaises. Elle s'observe parfo:; chez les non mélanodermes

‘oyen-Orient, en Arabie Saocudite, en Inde et dans bicn d'autres pays [ 14].

Ici et 14, dans le monde enticr, en Afrique en particuiicr, cette maladie génétique
‘tue un réel probleme de santé publique. Elle est v -ponsable d'une mortalité de

> avant I'age de 20 ans [96].

Les sujets atteints par la forme homozygote (SS) nicurent en général avant I'dge
7 ans, au décours d'unc covolution émaillée de complications muitiviscérales

~ent imprévisibles interpellan: toutes les spécialités medicales [13].
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Répartition géographique de I"hémoglobinose S [14]



1.2

entree

HYSIOPATHOLOGIE

a physiopatholegie de la maladie drépanocytaire releve de phénomenes
ves faisant intervenir divers processus morbides 'i¢s essentiellement a des
‘ns structurales et fonctionn:lles de I'Hb S et de [« snembrane cytoplasmique.
1.

~neffetI'Hb S a I'état désoxygéné (c'est-a-dire Pa (3, <45 mm Hg) polymérise
> un gel a l'intérieur de I'érythrocyte. Cet agrégat ‘it de plusieurs molécules

-lobine, stabilisé par des liaisons chimiques inter et “atramoléculaires, cntraine

ormation du globule rouge =t étire ]a membrane cvtoplasmique. Celle-la perd

forme normalement discoide, sa plasticité et fait i'onjet de destruction par le
- réticulo-endothélial hépatique et par la rate (hyperspiénisme).

".a membrane soumise ainsi au stress mécanique de I'ctirement subit également

¢..is néfastes de la péroxydrton lipidique particulicrement intense chez le

ytaire [29, 112].
en résulte des pertes en acides gras au sein des lipides riches en doubles
wvec enchainenicnt malonique et une destabilisation de la membrane du
ouge.

~a perturbation chimique de la membrane cytoplasmique induit alors une

importante de sodium (3Na*) contre une sortie de potassium (2K*) de la celllule

(30, <

deres
de 1%

tour

des i
impo:.

sont 7+

la ra

drépu

eten:

drépa

“intrusion concomitante de calcium (Ca**) stimule le canal potassique Ca®* -

~int : c'est l'effet GARDOS [6] mais aussi la peroxydation [86]. Le déséquilibre

‘‘ostasie ionique intra-érythrocytaire entraine une déshydratation qui a son
»tient la polymérisation de 'hémoglobine S. Ce cercle vicieux est associé a
:hies hémorhéologiques [57, 66] liés a une hyperviscosité sanguine et a une
ite adhésivité des drépanocytes a 'endothélium vasculaire [74]. Ces troubles
:ponsables du syndrome vaso-occlusif [66] qui par suite d'infarctus répétés de
sntraine l'asplénic fonctionnelle accentuant la déficience immunitaire du
wytaire [76, 110].
« thromboses vasculaires peivent également toucher divers autres organes
'+ le pronostic vital du malade.
caractére multifactoriel du processus physiopathologique de la
stose laisse déja entrevoir le polymorphisme des manifestations cliniques.
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. MANIFESTATIONS CLINIQUES DE LA DREPANOCYTOSE

La drépanocytose homaozygote, a linverse de la forme hétérozygote
mptomatique, présente une cxpression clinique a la fois riche et variée. Elle peut
ffet revétir divers aspects cliniques différents les uns des autres d'un malade a un
ce, d'une crise a une autre ches un méme patient.

-Les signes cliniques souvent imbriqués peuvent ¢tre rangés selon leur sévérité
< 'une ou l'autre des stades <volutifs suivants :
ta phase intercritique,
la crise drépanocytaire,
les complications.

La phase intercritique est {¢ plus souvent paucic mptomatique. L'anémie est la

i ifestation la plus fréquenic. Clest une anémic hémolytique (normocytaire,
rochrome, régéndérative habituellement). Elle ziparait 8 un &ge variable,
siquement apres 6 mois, 4gc de déplétion de I'HD I Le degré de I'anémie est
‘rent d'un malade 2 un autre. Les formes séveres ~cuvent étre observées des le
ind semestre de la vie extra-utérine avec des taux d'lidmoglobine parfois inférieurs
' /1. Les formes modérées sont cependant les pli:: couramment rencontrées. Il
« d'anémie chronique bien iolérée. Clest la surven: o des crises qui détermine le

veitable handicap.

La crise drépanocytaire ¢t un accident aigu douloureux, lié d'une part a des
nboses vasculaires causées par I’agglutination de drépanocytes, d'autre part a
Jdéglobulisation massive. iz survenue toujour: possible de ces troubles
+héologiques dans n'importe quel territoire du lit vasculaire, explique les
ites multiviscérales et le polymorphisme clinique de la maladie drépanocytaire.

Les crises ostéo-articulaires sont fréquentes. I'lles peuvent sc résumer au

" ndrome mains-pieds". Il s'agit en général d'une tumcfaction aigiie et douloureuse
membres. La peau en regard est tendue, chaude et douloureuse. La paume et la
e sont oedémateuses, les doiats et les orteils boudinds.

Les manifestations abdominales elles, survienner. isolément ou imbriquées a la

ostéo-articulaire. Elles sc résument le plus souvent a un iléus paralytique

(érisé par un syndrome pseudo-occlusif.

12
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Ies manifestations ostéo-articulaires et abdominales s'accompagnent le plus
sotent d'une fievre mais sans infection sous-jacente. Cependant, une infection peut
¢tre - facteur déclenchant d'une crise drépanocytaire. l.a gravité potentielle des
infec ons toujours préjudiciables au drépanocytaire, fait de la fievre une urgence
m¢  le. Aussi devant toute hyperthermie, I'enquéte bacicriologique, infectieuse en
g, devra-t-elle étre systématique avec une antibiothérapie et/ou un traitement
ant . wlustre si besoin.

Les crises hématologiques correspondent & une déglobulisation massive se
greiiant sur un fond d'anémie chronique. Cette hyperhérnolyse entraine une anémie
aigue. un ictere intense, un collapsus hypovolémique menagant. Llle peut
décompenser une cardiopathie pré-existante.

['ensemble de ces manifestations aigiies, sans cesse & craindre chez le
are oocytaire, peut claisser place a4 des complications osseuses, spléniques,
i ues, rénales et pulmonaires entre autres. La plupart de ces atteintes sont dues a
omboses vasculaires par des hématies falciformées ct rigides qui s'agglutinent
dunis le lit vasculaire. Elles évoluent chacune pour son compte et peuvent engager le
prosiostic fonctionnel voire vital du drépanocytaire.

Les infarctus osseux sont les complications les plus fréquentes. Tous les os
nevvent etre atteints mais plus particulierement les zones hypervascularisées du fémur
et <+ '"humérus. Les infarctus les plus a redouter sont ceux des épiphyses et surtout
de téte fémorale. Négligée, cette atteinte entraine une ostéonécrose a l'origine de
séc; les orthopédiques le plus souvent trés invalidantes.

l_es infarctus répétés de la rate aboutissent a l'asplénie fonctionnelle. La
défiiilance splénique rend le sujet drépanocytaire particulicrement vulnérable aux
infeetions surtout a germes encapsulés [97]. Ce risque infectieux constitue un danger
pe: anent au cours de la vie du drépanocytaire.

L'infarcissement toujours possible des différents autres organes est a l'origine
de - crses manifestations cliniques. Les symptomes les plus fréquents sont résumés

da:. o tableau I1.
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Tableau IT

Manifestations cliniqucs

Consiiintionnelles :

Troubles de Tacrorsance et du développement

Prédisposition aus milections —

A

Vaso-occlusives :

Micro-inlarctus - Crises doulourcuses

Macro-infarctus

\O» Atieinles organiques

Auénie

Hémolyse sévere

Crises aplasiques 3 -

. TRAITEMENT DE LA DREPANOCYTOSE

Le traitement comporte 2 volets : celui de la prise ¢n charge de la phase critique
- traitement préventif pendant la phase intercritique.

Malgré les multiples investigations menées dans '« but de conjurer I'évolution

- iilée de complications parfois fatales, I'approche thoiapeutique n'en est que tres

“taine, au mieux largement symptomatique ou expc¢rimentale quand elle se veut
ifique. Le traitement habitucllement institué 2 pour but d'améliorer I'état
vdynamique, calmer la douleur et éventuellement corriger le facteur déclenchant.

La réhydratation constitue {'essentiel du traitemeni. Elle permet de diminuer la

~5sité et I'hémoconcentration, sources de thromboses, d'anoxie et d'acidose.

sort hydroélectrolytique devra étre suffisant (150 ml/kg/l24 h) réparti dans le
itmere.,
La surveillance concernera la diurése, la tolérance cardiaque, si possible

.atocrite, l'ionogramme sanguin et urinaire. Le traitement médicamenteux le plus

vent utilisé est fait d'antalgiques et de vasodilateurs. Le choix est le plus souvent

1é sur l'aspirine qui est a la fois antalgique et anti- agrégant plaquettaire. Elle est
~.4e 4 la posologie de 50 mg/kg/j. L'association d’un vasodilatateur semble abréger

ntage la crise drépanocylaire.
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L’ensemble de ces moyens thérapeutiques souvent efficaces dans les crises
mineures, nécessite parfois d’étre accompagné d’une transfusion sanguine adéquate.
Celle-1a sera surtout réservée aux cas d’extréme nécessité a cause des accidents et des
risques infectieux (a2 VIH en particulier). Son efficacité est réhaussée par
I’oxygénothérapie souvent associée et qui améliore I’hématose.

Les moyens thérapeutiques aussi divers soient-ils ne sont que des traitements
symptomatiques. Ils ne mettent en aucun cas définitivement le drépanocytaire a I'abri

d'une nouvelle crise.

I1.5s. LES PERSPECTIVES D'UNE THERAPEUTIQUE SPECIFIQUE DE LA
DREPANOCYTOSE

Depuis que l'on connait avec précision la 1ésion moléculaire et certains
mécanismes responsables de la pathogénie de la drépanocytose, divers travaux ont
été entrepris dans le but de définir une thérapeutique spécifique {15, 80, 81, 109].

C'est dans ce cadre qu'un grand nombre de molécules ont été testées [42].

Les produits utilisés sont soit des composés a tropisme hémoglobinique, soit
des molécules interagissant avec la membrane cytoplasmique de I'hématie ou alors des
modulateurs de l'expression des génes de globine. _

Parmi les agents se liant & I’hémoglobine, les résultats expérimentaux les plus
probants ont été obtenus avec I’'urée [38], le cyanate [21], le phosphate de pyridoxal
[11, 88], les moutardes azotées [116] et surtout l'acétylsalicylate (Aspirine®) entre

autres.

Ces divers agents chimiques, sans nul doute inhibiteurs de la falciformation,
présentent & I’exception de l'acide salicylique I’inconvénient d’€tre le plus souvent

toxiques pour une utilisation thérapeutique.

L’aspirine a une forte stéréospécificité pour les zones de la molécule
d'hémoglobine directement impliquées dans le mécanisme de la polymérisation : elle

inhibe ainsi la falciformation du globule rouge [93].



L'espoir suscité par I'acide salicylique est cependant dégu par le probléme non
résolu de la perméation de la membrane érythrocytaire de ce composé polaire ainsi
que de ses dérivés.

Des molécules capables d'interagir avec les membranes cellulaires ont aussi été
testées dans le but de prévenir la falciformation. Une des premicres -observations
concerne des essais pratiqués avec des hormones stéroides [82].

L'apparente action bénéfique de cet agent a été remise en cause par les essais
cliniques. Il en va de méme des tests au dexaméthasone [59].

D’autres composés, susceptibles d'interagir avec la membrane du globule rouge
et d'induire des modifications morphologiques, ont également été testés [121].

Le zinc est I'un des plus anciennement connus [18]. Son efficacité résulterait de
son action inhibitrice sur I'ATPase calcium-dépendante, a l'origine de la diminution
d'accumulation intra- érythrocytaire de calcium [17].

Une inhibition de la falciformation est également observée avec l'utilisation de
divers produits tels que les neuroleptiques (Thioridazine, chlorpromazine) et les
anesthésiques locaux (chlorhydrate de procaine) entre autres.

Tous ces agents interagissant avec la membrane sont lipophiles. Ils s'intégrent
dans la bicouche lipidique et modifient la perméabilit¢é membranaire aux ions. La
conséquence est une augmentation plus ou moins importante du volume cellulaire et
partant une diminution de la concentration intra-érythrocytaire en hémoglobine. La
dilution résultante a pour effet essentiel d'inhiber la polymérisation de I'hémoglobine.
Les effets de ces produits, souvent nets in-vitro, ne sont trés souvent pas corrélés
avec les résultats des essais cliniques; qui plus est, leur innocuité chez 1’€tre humain
reste encore a prouver.

C'est pourquoi, grace aux progrés de la biologie moléculaire, les recherches
sont de plus en plus orientées vers ['utilisation de facteurs modulateurs de ['expression
du gens de hémoglobine F mais aussi vers I'emploi des techniques de génie génétique
(23, 46].

Ainsi il a été mis en évidence par De SIMONE et Coll. [46] que la 5-
azacytidine stimulait chez le babouin la synthése de I'hémoglobine F, inhibiteur connu
de la polymérisation de I’hémogliobine S [84]. L'essai clinique avec ce produit chez les

malades a abouti a des résultants probants selon LEY et coll. [98].
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Les risques cancérigénes de ce composé font cependant accueillir cette
médication avec une trés grande réserve. Actuellement dans le domaine de la biologie
moléculaire les espoirs sont & I'évidence centrés sur la thérapie génique. Elle a pour
objectif principal de corriger la mutation au niveau méme de I'ADN [4, 5, 32].

Son application, véritable lueur d'espoir, est cncore malheureusement du
domaine de la science-fiction et dans tous les cas peu accessibles pour les pays
pauvres.

Le bilan actuel de I'ensemble des essais thérapeutiques a la recherche d'un
traitement radical de la drépanocytose montre que les résultats les plus probants ont
été obtenus avec les agents lipophiles. L'interaction de ces composés avec les lipides
membranaires inhibe la falciformation de 'hématie. Cela explique toute 'importance
des phospholipides du drépanocyte et partant le rdle potentiellement déterminant de

la peroxydation lipidique dans la physiopathologie de la maladie drépanocytaire.

II. RAPPELS SUR LA MEMBRANE : ASPECTS STRUCTURAUX ET
FONCTIONNELS

Le modele architectural de la membrane actuellement admis est celui de
SINGER et NICOLSON [125] selon le schéma de la mosaique fluide (Figure 5).

i l)~dnopluh(
tegion of

Phospholipid
l\lq‘n

Hydrophiobic
region of pretern

Figure 5§ :

Modele membranaire de la « mosaique [luide » [125]

Ce schéma recouvre non seulement l'aspect structural mais aussi et surtout la
dynamique moléculaire qui est le support de multiples fonctions biologiques de la

membrane. Celle-1a est essentiellement constituée de phospholipides qui forment une
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couche bilamellaire visqueuse dans laquelle sont enchassés protéines et cholestérol.

e lipides structuraux se répartissent en glycérophospholipides et en sphingolipides.
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Les olycérophospholipides ont pour formule commune :

CH,-0-CO-R!
|

R,-CO-O-CH  OH

|

CH2+O-P—O“X
|
O S
Le type d'ester de glycérol sera fonction de la nature de X, des radicaux acyls
R et de R2. Selon la nature de X on décrit :

- acide phosphatidique : X = -H

- phosphatidylcholine (lécithine) X = -CH, - CH, - N*= (CH,),
- phoéphatidyléthanolamine (céphaline) X = -CH, - CH,-NH,
- phosphatidylsérine X = -CH,-CH -NH,

COOH

Le deuxieme critere de variabilité des glycérophospholipides est représenté par
les types d'acides gras estérifiant les fonctions alcools primaires et secondaires du
alycérol. Les acides gras en position 2 sont remarqﬂuablcs par la longueur importante
de leur chaine carbonée, mais aussi et surtout par la présence de doubles liaisons
maloniques. Ces caractéristiques sous-tendent le point de fusion et la grande
réactivité chimique, en paticulier la vulnérabilité des phospholipides membranaires au
plicnoméne de péroxydation. |

Les sphingolipides eux ont pour formule générale :

Cliy

l

(€1,

| Sphingosine

CH

I

CHl

I
ncon o»0

[ | Il § Acide gras
HC— N ~-| C—R

!
HE — O0—|— X

I
i
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Dans cette classe phospholipidique formée par la sphingomyéline et les
cérébrosides, X et R consituent également des facteurs de variabilité. Cependant dans
la membrane érythrocytaire, le sphingolipide prépondérant est la sphingomyéline.
Dans ce cas :

X = - CH,-CH,-Nj= (CH,); (résidu de phosphorylcholine)
et R =-(CH,)s- CH; (résidu palmityl)

A ces divers composés phospholipidiques sont dévolues la survie, les fonctions
de transfert de molécules, de signaux biologiques ct les propriétés de plasticité
membranaire du globule rouge [20, 22, 92].

Les acides gras polyinsaturés de l'une ou l'autre des deux classes des lipides
structuraux de la membranc érythrocytaire présentent des doubles liaisons
maloniques : cibles privilégiées des attaques radicalaires [39, 56]. Ce faisant, la relation
stre-s oxydatif des lipides et hyperhémolyse laisse entrevoir toute l'importance de la
porowydation lipidique dans la pathogénie de l'anémie hémolytique observée chez le
drepanocytaire [113, 123].

IV.RAPPEL SUR LA PEROXYDATION LIPIDIQUE

La peroxydation lipidique est une attaque oxydative des doubles liaisons
maloniques des acides gras polyinsaturés qui sont les composants essentiels des
phospholipides de la membrane de 'hématie. 11 s'agit d'un phénomene ubiquitaire

initie ct entretenu par la présence de radicaux libres oxygénés (RLO).
I1V.1. RADICAUX LIBRES OXYGENES ET MECANISMES DE REGULATION

Le radical libre oxygéné (R.L.QO.) se définit comme tout atome, groupe d'atomes
ou olécules oxygénés porteurs d'un ou plusiéurs électrons libres, non appariés. La
rechicrche avide par ces especes chimiques d'électrons pour réapparier leur électron
célibataire et recouvrer leur stabilité en fait un danger pour les molécules
environnantes, notamment les acides gras polyinsaturés et partant pour l'intégrité
mernranaire [39].

L'oxygene, support vital de la vie aérobie habituellement stable, peut étre

activé au cours du métabolisme cellulaire [47, 52]. 11 géneére alors d'une maniére
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phsiologique ces especes chimiques trés actives que sont les radicaux libres

oxygénés (RLO) (tableau I1I).
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Tableau III :
Radicaux libres oxygénés

Formule Dénomination Stabilite
O, Oxygene molcculaire Stable
B ] Os Ton superoxyde Tnstable
2 1,0, Peroxyde d hydrogene Moins 1nstable
3 *OH Radical hydroxyle Tres instable
4 'O, Oxygence singulet Le plus instable
5 ROO* Radical peroxyle Instable
‘ G RO Radical alkoxyle Instable

"o

Dans ce symbolisme le signe "-" rappelle la charge électrique négative (anion)
et .2 point "." I'existence d'un électron célibataire.

Les formes 1, 3, 5, et 6 sont les véritables RLO. On y rattache 2 et 4 A cause de leur
participation a la toxicité de I’oxygene sans étre stricto sensu des radicaux libres.

La production de RLO se {ait selon le mécanisme suivant :

H O
2
de” + an’
[ Singulet lO2 < ] 02 ——— P |Superoxyde ()'2
Energie Electron +e
| + 210
Peroxyde H_O
eroxyde H O,
i +e
Hydroxyle OH
Figure 6 :

Mécanisme de formation des RL<
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- Le radical superoxyde (O,7) est le produit de la réduction univalente de
xygéne moléculaire. Cette réduction survient soit au cours des réactions
zymatiques de la chalne respiratoire mitochondriale soit comme conséquence de
~ction de différents facteurs exogeénes (radiations ionisantes et produits chimiques

coare autres). I s'agit de l'esptee la plus couramment générée par les cellules [S2]. 1l

2:1 en particulier formé au cours de stress accompagné d'une trés forte consommation
d'oxygene.

La dismutation de l'anion superoxyde par l'cnzyme superoxyde dismutase
D) conduit & la formation du peroxyde d'hydrogene (H,0,).

SOD
O, + 0,7+ 2 H- » H,D,+0,

H,0, peut également résulter de la réduction vivalente de l'oxygéne sous
I'action de différentes enzymes : NADH déshydrogénase, xanthine oxydase, uricase et
1 o-amine oxydase entre autres. La xanthine oxydase par exemple génére de l'eau
¢née selon le schéma suivant :

Xanthine oxydase

Xanthine /— \ P Acide urique

FAD FADHj

"

) O,

Figure 7 :

Formation de 1,0, par la xanthine oxydasc [50]

En présence de complexes de fer, 'eau oxygénée se décompose en radical
hyc: .yl (OHY) et en oxygene singulet (‘0,) qui sont des especes chimiques & trés fort
pou ir oxydant.
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La dégradation de H,0, peut se produire par la réaction de FENTON :
H,0, + Fe?* ———s OH+ OH + Fe**

Elle peut également &tre induite par l'action secondaire de O, sur H,O, selon la
rcaction dHABER-WEISS :
H,0, + Oy ———= OH + OH'+ O,

““ctte réaction est catalysée par les ions ferriques ( Fe’*).

Ces schémas réactionnels témoignent de l'importance des métaux de transition

mme le fer dans la génese des especes radicalaires [7, 103].
. 2. PEROXYDATION LIPIDIQUE ET FACTEURS DE PROTECTION

Les différentes espéces radicalaires vont atiaquer les doubles liaisons
rloniques des acides gras polyinsaturés des phospholipides qui sont les constituants
‘cturaux fondamentaux des membranes biologiques. !'attaque se fait au niveau de
i ‘ructure divinylméthane présente dans les acides gras polyinsaturés. Il s'ensuit
o rachement d'un atome d'hydrogeéne et une rupture de la lésion covalente avec
- luction & la fois d'un autre radical et de l'eau :
R:H + OH ————=R + {,0

L'enclenchement de cette ¢tape inaugurale du processus de peroxydation
I Tique est favorisé par le caractere non conjugué des graisses biologiques.
‘En effet !’enchainement malonique confere aux atomes d'hydrogenc
+vlique des -CH,- une trés grande mobilité. Les racicaux libres, porteurs d'un ou
pooreurs électrons non appariés vont arracher cet hydr-gene et générer un radical
liie sur la chalne continue de l'acide gras polyinsaturé. 1.¢ nouveau radical va a son
tour réagir rapidement avec l'oxygéne pour former un radical peroxyde. Celui-la,
chimiquement trés actif, entreticnat le processus peroxydatif en arrachant l'atome
d't -ogeéne d'une autre molécule d'acide gras. II en rculte alors une cascade de
re.t ns radicalaires [S8].
‘'ensemble de ce processus initié et entretenu par l.s radicaux libres oxygénés

corropond A la peroxydation lipidique et se schématise comme suit (Figure 8) [31] :

24



R)1

Réacon d’initiation

H 0

| N\ RH

Y
R’ R

>,,.._ //\__..:.< Réacticn de propagation

H l H

Y

S CHR™

>—/~ _102 Réarrangement des doubles liaisons
H l/

Formation d’un peroxyl radical

|

Formation d’un hydropéroxyde

‘ >_—_/'::/ instable
A4

Produi. e décomposition (Aldéhvde, alcane, MDA «..ctc)

Figure 8 :

Peroxydation «es acides gras polyinsatuiés
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Au cours du processus radicalaire de peroxydation lipidique, de nombreux
osés oxygénés sont produits. Parmi ces métabolites, les hydroperoxydes tres
laviles  se  décomposent c¢n  malondialdéhydes, en dienes  conjugués,

¢n hydrocarbures (ethane, pentane) et en lipofuchsine.

Ces divers composés par .cur toxicité vont accentuer les etfets deléteres de la
croxydation  lipidique sur les constituants phosphotlipidiques de la membrane
«roplasmique. Le danger représenté par les attaques radicalaires des doubles liaisons
¢ue composants chimiques de 'organisme vivant est contrdlé par différents systemes

les uns endogenes et les autres exogenes.

Le systeme endogéne non enzymatique regroupe a la fois les facteurs qui
¢ oplexent les métaux de traruition et ceux qui se comportent en piégeurs de
roaux  libres, encore appelcs  "scavengers". Parmi les métalloprotéines de
['v. wipement non enzymatique, {u transferrine ou sidérophilline et la céruléoplasmine
jotntun role important de protection contre le stress oxydatif. Elles vont inhiber la
feonation du radical OH' en complexant les métaux de transition, ou catalyser
'c +dation du fer ferreux en fer ferrique sans libération de radicaux libres oxygénés
(1.0 78]

D'autres facteurs non enzymatiques mais non moins importants protegent aussi
ce - la peroxydation lipidique. 1! s'agit :
- de l'albumine,
de I'haptoglobine
- «fe I'acide urique,
- u glucose

-  de la bilirubine {3, 127].

CCes différents composés constituent le pool de scavengers qui vont piéger les
racicaux libres et entraver ainsi l'initiation et ['amplification du processus de la
lipii peroxydation. Cependant 1'essentiel de la protection membranaire contre les
attzoires radicalaires est assuré par les enzymes que sont la superoxyde dismutase
(SO et la glutathion peroxydase ‘GPX) [2, 34].



C'est en 1969 que Mc CORD et FRIDOVITCH [102] ont décrit les propriétés

cotalytiques des superoxydes dismutases. Ces enzymes catalysent de fagon efficace la

mutation  des  radicaux  superoxydes (O,7) en oxygene et en  peroxyde
irogene.

Chez les mammifers on trouve deux superoxydes dismutases selon les

poo riétés résumées dans le tablecu IV

Tableau IV :

Résumé des propriétés des superoxydes dismutases chez 'Homme

[ Nombre de {nhibition | Distribution | Localisation L.ocalisation
Métal | Monomerse | prr le cyanuref tissulaire intracel- chromosomique
par molécule {CN) lulaire du getne de
f structure
T Tous les | bissenticllement| Chromosome 21
Ny Cu-Zn 2 Oui lssus cyloplasﬁﬁqucs
- Tous les tissus
S8, Mn -+ Non sauf hémaue | Mitochondniade | Chromosome 6
‘;

L.a SOD, est la scule forme concernée par notre ¢iude car contrairement 2 la

¢ elle est présente au niveau de ['hiématie.

Cette enzyme est une heéteroprotéine dont le groupement prosthétique est
forni par Cu?* et Zn**. Ces métaux. localisés au sein du site actif, sont indispensables

al'aciivité enzymatique de la SOD, |128].

n ce qui concerne la 2lutathion peroxydase, il s’agit d’une enzyme

et spendante retreuvée au niveau du foie, des reins, des cellules sanguines en
gén et de I'érythrocyte en particulier. Elle attaque non seulement le peroxyde

d'hyvdrogéne mais également les hydroperoxydes d'acides gras avec comme donneur
d'hydrogene le glutathion réduit. Son action se fait selon deux schémas réactionnels

[241:
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« bt b B T

ROOH+2 0 -——a  GSSG + ROH + H)O

1,0, +2 (:5H ~——mw  GSSG + 2H,0

SH est régénére w partir du latathion oxydé (GSSG) grice au NADPH, H* fourni

1 vole des pentoses phosphutes.

"'1‘ ( R ) " OOH '\\\\\ P :: GSH{ /"__t» NADP+ —_— G~6 F)
2R ——
N
2 RH <
//
(e . <4 A
R)-OH > 3-8-8-G S NADPH HY << > 6 P-
Gluconate

La Glutathion peroxydase .t une métalloenzyme ayant dans son site actif un

“loide : le sélénivm indispen-iiiie a son activité enzymatique [115].

A tous ces facteurs endogenes de protection, s'ajeutent divers autres qui eux
exogenes. Il s'agit en réalité de certaines substances d'origine alimentaire
ine E, vitamine C, vitamine .\ entre autres mais aussi des médicaments dotés de
i anti-oxydant.

Ces composés vitaminique - r-gulent la peroxydation lipidique selon le schéma

il

(o™

Vie ¢ _—— NADHH

R-OOH =——"" — NAD"



I

1
SCiL

Les membrancs sont prot ces par I'a=Tocophéra! («TH), principal composant

. vitamine E de formule :

CH3

La présence d'une extrém: > hydrophile et d'une longue chaine hydrophobe

igie alafois le role protecteur de la vitamine E contre la peroxydation lipidique

. incorporation dans la mer: i rane cellulaire. C'est le groupe hydroxyle fixé sur le

benzénique de l'a-Tocoph:rol qui agit comme réducteur lors d'une agression

.aire selon le schéma réacti nnel suivant :
ROO+ViLE- i e ROOIT+ VIiLE-O

" attaque radicaiaire géno:o sinsi une autre forme <o radical libre caractérisée
faible réactivité. La réactic:i en chaine de la percixivdation lipidique se trouve
.iterrompue ou tout au moin: ralentie au niveau de L membrane [26].

ependant la tres faible qui wtité de Vitamine E dasis les membranes celiulaires
is de suggérer l'idée de s ~fzénérescence par i ¢ autre moléeule telle que
ste(ou vitamine C) [1017.

‘action conjointe des vitani:us E et C contribue - in régulation efficace de la
dation dans les membranes coilulaires.

_a vitamine C possede en outre la propriété de réagir avec l'ion superoxyde et
cal hydroxyl avec produciion d'un radical semi-déhydroascorbate. Clest
.znt un piégeur d'oxygene ingulet. Le semi-déhycroascorbate se décompose
o réaction :

2 semi-déhydroascort: 5 ——pe ascorbate + < ihydroascorbate

ce qui concerne jus médici:onts anti-oxydants, le repertoire est plus difficile a

ir, en raison de la diversit: e ces produits. Certains méritent d'étre cités en

on de leur prescription courante en pratique médicale. Il s'agit de
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- l'allopurinol : il inhibe la xanthine oxydase qui normalement en présence
d'oxygene catalyse la formation de I'ion superoxyde.

- le diméthylsulfoxyde : il est un agent anti-inflammatoire piégeur d’hydroxyl.

- les anti-inflammatoires stéroidiens et non stérofdiens qui inhibent la formation de

radicaux libres.

Ces différents composés endogenes et exogenes vont a des niveaux différents
les uns des autres, inhiber le processus de la peroxydation lipidique : (Figure 9).
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A I'état physiologique, le stress oxydatif des lipides est en équilibre avec les
fuieurs de protection. Clest seulement en cas de dépassement du systeme anti-
ov ‘ant que les radicaux libres vont avoir des effets néfastes sur les fonctions et la

st o du globule rouge.
IV .. PHYSIOPATHOLOGIE DE LA PEROXYDATION LIPIDIQUE

La peroxydation lipidique est un phénoméne ambivalent car a la fois bénéfique
et tokique pour l'organisme vivant. L'anion superoxyde O,” par exemple intervient
da. la phagocytose a double titre : d'abord en tant que précurseur d'especes
chi ' ques bactéricides (OH, H,(,) puis en tant que générateur d'un processus
chii. utactique conduisant les phagecytes sur le lieu de production de O, c'est -a-dire
de i.nflammation. Un autre effet bénéfique est représenté par les voies de syntheése
dus ;rostaglandines et des leucotritnes [75]. En effet les attaques oxydatives de
l'acicl: arachidonique membranaire par la lypo-oxygénase et la cyclo-oxygénase
conii. 'sent a la formation de ces substances a haute activité biologique. (Figure 10).
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Figure 10 3
Synthese des prostaglandines et des leucotritnes.
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Ces divers composés chimiques sont caractérisés par leurs propriétés

bi-  riques extrémement importantes et variées.

A linverse, la peroxydation lipidique peut occasionner des pertes lipidiques et
unc désorganisation a la fois structurale et fonctionnelle de la membrane
érytivocytaire. Elle attaque les doubles liaisons ma!loniques des acides gras
polvissaturés et géneére, au sein de la membrane, des radicaux libres. Ceux-1a sont

ers - hydrolysés par les phospholipases en particulicr la phospholipase A2 et
rei. -1é€s dans le milieu extracellulaire. Les pertes lipidiques résultantes alterent
I, dtrie bilamellaire de la membrane érythrocytaire, ses jropriétés viscodynamiques
¢t - abilité,

Les troubles conséquents correspondent essenticllement & une perte de la
perréabilité sélective, de la plasticité de la membrane ainsi que de la morphologie
nori-ement discoide de I'hématie miture ; car la forme cellulaire est étroitement liée a

la = uce, 1 s'ensuit également des altérations des propriétés fonctionnelles
n: naires (récepteurs, enzymes, transporteurs) dont le microenvironnement est
GO * de lipides [2G, 22].

D'autres conséquences en particulier biophysiques ont été également décrites
[114] 1l s'agit de I'augmentation de l'adhésivité endothéliale du globule rouge, de la
diminution de la résistance électrique de la membrane, de la modification de la
terapirature  de transition des lipides et de l'accroissement des échanges
intert: miellaires (flip-flop) entre autres, ainsi qu'une baisse de la fluidit€ membranaire.

~ ces effets déléteres directement liés a la peroxydation lipidique, s'ajoutent les
effets toxiques du malondialdéhyde et des lysophosphatides [28, 85, 112]. Ces deux
métat-olites vont l'un ct l'autre compromettre les fonctions de transport gazeux
déve s aux globules rouges par !intermédiaire de son contenu hémoglobinique,
mai«  tout compromettre la survie du drépanocyte.

¢ malondialdéhyde, par sa tris grande réactivité, présente une affinité pour les
grour cents SH, NH, des protéines et des acides nucléiques. Son interaction avec
cewx s lipides entraine une déscrganisation structurale et fontionnelle de la

mem. ¢ cytoplasmique.
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Les lysophosphatides tiennent leur toxicité de leur pouvoir hyperhémolysant.
IIs induisent la destruction massive de globules rouges avec comme conséquence une

~ anémie hémolytique accentuée par ['hypersplénisme habituel du drépanocytaire. Les

dérivés lyso. résultent de I'hydrolyse, par la phospholipase A2, des radicaux libres
d'origine lipidique. Ils sont le plus souvent issus de l'attaque peroxydative des acides
gras polyinsaturés estérifiant la fonction alcool secondaire des glycérophospholipides
comme le montre le schéma suivant [120]:

o)
I
CH,0 — C—Ry
o .
0
R, —C=O—CH

I 0
. i
Phospholipase A 7 CH,0 — P—0— X

OH

La stimulation de cette enzyme par les radicaux libres et par leurs métabolites
laisse entrevoir non seulement 'augmentation des lysophosphatides mais aussi le role
potentiel de la lipidiperoxydation dans la pathogénic de l'hyperhémolysc des
drépanocytes [12].

Cela montre une fois de plus I’intérét physiopathologique de I’'étude des

lipides et du systeéme lipidoperoxydation / facteurs antioxydants érythrocytaires au
cours de la drépanocytose. ’
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Le travail expérimental a comme objectif principal I'évaluation de l'intensité de
la peroxydation lipidique, des anomalies biochimiques conséquentes ainsi que celles

du s:teme antioxydant au scin de la membrane du drépanocyte.

Cette démarche s'articule autour de deux grands axes a savoir :

- lanalyse par chromatographie liquide haute pression (CLHP) des lipides
membranaires.

- le dosage du malondialdéhyde (MDA), la mesure de I’activité de la superoxyde
dismutase (SOD) et de la glutathion peroxydase (GPX) de la membrane du

¢lobule rouge.

Elle présente un double intérét , celui de permettre I'étude des lipides : cibles
privilégiées du stress oxydatif , mais aussi de s’intéresser aux deux principales
enzymes du capital antioxydant endogéne. Elle recherche ainsi un éventuel
dés¢quilibre du systéme lipidoperoxydation / facteurs de protection au cours de la
drépanocytose.

Notre étude a été menée en deux étapes ; la phase préliminaire a consisté en
l'analyéc des lipides membranaires. Elle a été suivie de ['évaluation a la fois de

I'intensité de la lipidoperoxydation et des systémes de protection.
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I.SCHEMA GENERAL DE L’ETUDE

Sang total reccueilli sur tube EDT.AL}

Centsifugation & 3.10310urs/min pendant 10 minutes

Elimination du plasma

Culot érythocytaire

Triple lavage au sérum physiologique et élimination du surnageant

Aliquots de globules rouges lavés

¢Hémolysc

Hémolysat de globuies rouges lavés

Y

Dosage des phospholipides
par la méthode mindrale

v

Electrophorese
de I'hémoglobinc

v

Extrajts lipidiques

v

v

Dosage
du MDA

Analyse par CLHP
MDA Malondialdéhyde
SOD : Superoxyde dismutase
OPX Glutathion peroxydase

CLHP :  Chromatographie Liquide Haute Pression
©TA ¢ Ethylene Diamine Tétraacetae
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1i. IATERIEL ET METHODES
I1.1. CHOIX DES SUJETS

L'échantillonnage a concerné 213 sujets, tous de race noire, répartis en trois
oroiipes

- sujets témoins AA (n = 78)

- sujets drépanocytaires AS (n = 91)

- sujets drépanocytaires SS (n = 44)

Il s’agit soit de sujets recrutés au sein de I’entourage professionnel et familial,
soit de drépanocytaires suivis a 1'Hopital Pédiatrique Altert Royer du CHU Fann de
Dakar. Les uns et les autres ont tous fait ’objet d’un prélévement sanguin apres

corentement éclairé et bénéfici¢ d’une électrophorese de I"hémoglobine.

Le profil électrophorétique a ¢té le critere exclusif pour reconnaitre les témoins
(~u;05 AA), les drépanocytaires hétérozygotes (sujets AS) et les homozygotes (sujets
SSh

11.2. RECUEIL ET TRAITEMENT DES SPECIMENS
11.2.7. Prélévements

Ies sujets inclus dans notre ¢tude ont fait I'objet aprés un jefine de 12 heures
de puvlevements sanguins au laboratoire central de Biochimie Médicale du CHU
Aristide le Dantec de Dakar ol 2 la Pédiatrie Albert Royer du CHU de Fann. 1 s'agit
de prélevements de cing millilitres de sang veineux sur tubc contenant de 1’éthyléne
diam o tétraacétate (EDTA).

[1.2.. {raitement des ¢chantillons

Apres centrifugation a2 3000 tours/minute pendant dix minutes, le plasma est
éliminé et le culot de globules rouges lavé quatre fois avec du sérum physiologique
(solut-n NaCl & 9 g/l). Chaque lavage est suivi d'une centrifugation a 3000

tour. niinute pendant cing minutes et le surnageant est éliminé par aspiration.
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( « aitement permet de satisfaire les objectifs suivants :

empécher la coagulation ¢: la dégradation des constituants cellulaires (les

chantillons sont traités dans les deux heures qui ont suivi leur recueil) ;

rustraire les hématies du milicu extracellulaire (plasma) riche en enzymes.

{i. ~LECTROPHORESE DE L'HEMOGLOBINE

prey

ITi.1. HEMOLYSE DES GLOBULES ROUGES

Eie et réalisée dans un tube a hémolyse selon les modalités suivantes :
I volume de culot de globules rouges lavés,
- 1/2 volume de chloroforme,

. volume et 1/2 d'eau distillée.

Ce mélange est laiss¢é 30 minutes au repos a température ambiante du
faboratoire (25°C environ au mois de janvier) avant de subir une centrifugation a
70: tours/minute pendant 45 minutes. Le surnageant est récupéré pour

¢lec phorese.
L2 “LECTROPHORESE PROPREMENT DITE

~on principe repose sur la différence de charge des acides aminés constitutifs
de [Miwmoglobine, qui auront & un pH donné une migration électrophorétique
differonte sous l'effet d'un champ ¢lectrique.

112 Réactifs

 Tarion barbital pH 8,6

Barbital sodique.........cccoiiiiicninninnn 20,60 2
Barbital (diéthylmalonylurce)............... 3,60 ¢
Eau distillée gsp .oovvvveeiniiininiinene, 1000 ml.

Ce . ige est dilué extemporanément au quart (1/4) avec ce 'eau distillée.
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Bandes cellogel® (bandes d'acétate de cellulosc commercialisées par la firme
Sébia®)

Chloroforme

Méthanol

Acide acétique

» Diacétone alcool
1122, Appareillages et accesscires
Densitometre profil 2 Sébia”

Générateur (200 volts)

Cuve d'électrophorése et portoir

‘ Applicateur 4 dépdts semi-micro
’ Pinces en fer
. Plaques en verre

s

/7003, Mode opératoire
avons adopté le procédé suivant :

fixation de la bande ccllogel sur le portoir;

- dépot des surnageants sur le coté cathodique de /a bande cellogel;
application d'une tension de 200 volts entre les 2 bornes de la cuve ;
rhigration des hémoglobines de la cathode vers l'anode pendant I heure 30
minutes;
révélation des hémoglobines par le rouge ponceau;

transparisation au diacétone alcool des bandes puis séchage a l'étuve a
50°C;

lecture au densitometre.
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/1.2.4. Electrophorégrammes

'11.2.4.1, Migration ct électrophorétique (- UATHODE

smgrart e DEPOT

SE C/ NIQUE
PR g RS e ANIYDRASE CARBONIQ

[

L&Lﬁ} ?@é" .HMB AZ
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HuAl

{l
NN AS AA @ANODE

Figure 11 :

~tigration électrophorélique

11.2,4.2, Enregistrement densitométrique

Rt BIOMIY FTOULOUSE 14 :61.34.07.14  REF. P 110
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Figure12a:

Enregistre:nent densitométrique (sujet AA)
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TUDE DES LIPIDES DE i.« MEMBRANE DU DREPANOCYTE

DOSAGE PONDERAL D!'S PHOSPHOLIPIDES MEMBRANAIRES

Les phospholipides totaux membranaires ont été losés par méthode minérale
au kit Randox Inarganic Phosphorus Colorimetric hiethod® 5 ils sont précipités
« [’acide trichloracétique et ~ydés en phosphates vec P'acide perchlorique et
oxyde d’hydrogene. Les phosphates forment un complexe coloré avec le

late et le vanate ¢n présence ’acide nitrique.

ICXTRACTION DES Li7IDES MEMBRANAIRES DE GLOBULES
2ZOUGES

'.a technique d'extraction utilisée est celle préconis¢. par FOLCH et coll. [55].

i.e choix de cette médhode modifiée s'explique pr sa simplicité d'exécution

- :ssi et surtout par l'obtention de résultats avec une r¢ productibilité satisfaisante

Vatériel et réactifs

““entrifugeuse
Lotavapor
{“yclomixeur

- Chloroforme
Véthanol
solution KCI 0, 1N
sulfate sodium anhydre
“-hexane qualité CLHP
ropanol-2 qualité CLHP
—au distillée pour CLHP
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] . Mode opératoire
ecueillir 0,5 ml de culot de globules rouges lavés dans un tube a essai en pyrex
e 100 ml.
- jouter 3 ml d'eau distillée et laisser reposer au corgélateur (-20°C) pendant 1
Lhure,
ortir le tube et le laisser a I'air ambiant pendant 30 niusutes.
troduire 15 ml de mélange chloroforme/méthanol (2 : 1, v/iv) et agiter
oureusement au cyclomixeur.
- outer 3 ml de la solution KCI 0,1N puis agiter.

-t entrifuger a 4000 tours/minute pendant 10 minutes.

Le mélange se subdivise alo en deux phases : une phase supérieure a éliminer
pa ‘iration et une inférieure, chioroformique, qui renfermce les composé lipidiques.

Sc. otte phase chloroformique et utilisée.

- uter 5 g de sulfate de sodiuin anhydre dans cette phase chloroformique.

- -iter et filtrer, puis passer un courant d'azote pendant une minute.

- ¢ porer a sec au rotavapor.

- . .uasser un courant d'azote sur l¢ {in film tapissant le fond du tube.

- crendre ce film lipidique por 250 microlitres d'un mélange n- hexane +
qanol -2 + Eau distillée (39 : 52 : 9, v/v/v) pour l'anai=ye par CLHP.

V.2 Analyse des lipides membriinaires par CLHP

i+ nous référant a des o»rocédés d'analyse «dcs phospholipides par
Chron. . ographie Liquide Haute Pression (CLHP) préconiseés par divers auteurs [54,
65, 71 22}, nous avons effetué des essais qui nous ¢t permis d'apporter les
mo::  ions appropri€es a nos conditions de travail.

+ séparation des lipides est basée sur leur distribut:on différentielle dans les

dew: 2s mobile et stationnaire avec une variation du ter.:ps de rétention selon la
clasc- idique. Chaque classe éludt ainsi sera détectée par spectroscopie UV et
enre;’ - ‘¢ sous la forme d'un pic. ‘.o surface de chaque signal (pic) permet de
déteris 1 la concentration de la classe de lipide a l'aide ¢ courbes d'étalonnage
établos . partir de standards lipidiqu. ..
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1V.2.3.1. Instrumentation

Le chromatographe utilisé est de type Jasco modéle 830-PU® équipé d'un
détecteur UV/visible modele 870-UV/875-UV® et d'un intégrateur Spectra Physics
modele 4270%

La colonne montée sur le chromatographe est de type Sphérisorb 5 CN®

commercialisée par Prolabo®. Elle présente les caractéristiques suivantes :

. Longueur: 15 cm

Diamétre intérieur : 0,8 mm

Granulométrie : S um
Porosité : 80 A

I1V.2.3.2. Solvants

- Acétonitrile pour CLHP

- n-hexane pour CLHP .

- Propanol- 2 pour CLHP !
- Eaudistillée pour CLHP

1V.2.3.3. Standards de lipides (sigma chemical Co®)

Ces standards s'averent &tre d'excellente qualité avec un pourcentage de
pureté avoisinant 100%
- Cholestérol 99%
- Acide phosphatidique 99%
- Phosphatidyléthanolamine 99%
- Lysophosphatidyléthanolamine 99%

; - Sphingomyéline 99%
- Phosphatidylcholine 98% ,
- Lysophosphatidylcholine 99%.
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1V.2.3.4. Analyse propement dite

a. Conditions expérimentales

Systeme éluant en gradient : acétonitrile + eau dans les proportions respectives
de 90 :-10, v/v pendant 6 minutes puis 10 : 90, v/v pendant 12 minutes et enfin 90 : 10,
v/v pendant 27 minutes. .
Boucle d'injection 50 pl
Débit : 1,2 ml/minute
Vitesse du papier : 0,1
Range : 0,64
Atténuation : 4
Longueur d'onde (A\) : 206 nm
Température : 25°C (en isocratique)
Pression : 300 kg / m?

b. Procédure

Chaque standard est fepris pér un mélange n-hexane + propanol-2 + eau (39 :
52 :9, vlviv) et a fait l'objet de dilutions appropriées. Ces standa?rds dilués sont
ensuite injectés en double essai d'abord individuellement puis enimélange. Leur
~détection se traduit par l'apparition d'un pic signal dont le temps‘ de rétention est

ensuite enregistré, ‘ . Rt

Chaque extrait lipidique obtenu est analysé dans les mémes conditions que les
standards. I apparait alors, aprés chaque injection d'échantillon, plusieurs pics dont
les délais d'apparition permettent d'identifier les classes lipidiques par comparaison

- aux temps de rétention respectifs des standards.
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1V.2.3.5. Il(’sult:itS‘ ét conunentaires

e ’ e |
a. Chromatogranuncs des.standards
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Cholestérol (TR =3,84) Phosphatidylcholine (TR =31,62)
Acide phosphatidique (TR = 4,09) Sphingomyéline (TR = 24,02)
Lysophosphatidyléthanolamine * Phosphatidyléthanolamine (TR = 36,19)
(TR = 13,26) Lysophosphatidylcholine (TR = 44,26)
Figure 13 a:

Chromatogramme des standards en simple
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Figure 13 &:

chromatogrammes de mélanges de standards.
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‘ Figure 13 6 !

Chromatogramme de mélahges de standards
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Tableau V:

Temps de rétention des standards

Nature de standards Temps de rétention (en 5minutes) '
Cholestérol 3 J
Acide phosphalidique 4
Lysophosphatidyléthanolamine | | 14
sphingomyéline 25
Phosphatidylcholine 32
Phosphatidyléthanolamine 36
Lysophosphatidylcholine T 44 "

L'apparition des pics correspondant au n-hexane et au propanol -2, au-dela de
50 minutes, permet de faire la différence avec ceux des lipides. Quant a I'acétonitrile
du systéme éluant, il absorbe peu & A = 206 nm (transmission 90 %) ; qui plus est, la

forte atténuation écrase le petit pic qui lui correspondrait.
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b. Chromatogrammes des sujels AA ct AS
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Figure 14 :

Chromatogrammes des sujels AA ¢t AS
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c. Identification par CLHP

L'identification des différentes classes lipidiques contenues dans les extraits de
membranes de globules rouges s'est faite par comparaison aux temps de rétention
respectifs des standards lipidiques.

Les classes de lipides identifiées sont répertoriées dans le tableau VI :

Tableau VI :

Classes de lipides identifiées dans les extraits de membranes Erythrocylaires

cT AP PE | LPE| PC | LPC| SM

Sujets AA n =78 + + + + + + +

Sujets AS n=91 + + + + + + +

Le signe + indique la présence du lipide considéré.
CT = Cholestérol

AP = Acide phosphatidique

PE = Phosphatidyléthanolamine

LPE = lysophosphatidyléthanolamine

PC = Phosphatidylcholine

LPC = Lysophosphatidylcholine

SM = Sphingomyéline

Toutes les classes lipidiques correspondant a nos standards sont donc
représentées aussi bien chez les sujets témoins AA que chez les sujets drépanocytaires
hétérozygotes AS. L'identification est facilitée par la grande différence des temps de
rétention, associée au caractére finement symétrique des pics et surtout a la
reproductibilité des signaux. Cependant ces temps ne sont pas superposables a ceux
établis par certains auteurs [54, 65, 71, 122].

Cette variation pourrait s'expliquer par la différence des colonnes et des
systemes. En effet, a l'inverse de ces auteurs qui ont utilisé des colonnes non greffées
a grande porosité (100 A en moyenne), nous avons utilis¢ une colonne greffée
(Spherisorb 5 CN) a porosité relativement faible (80 A). Notre systeme éluant
acétonitrile - eau, différent de ceux de chercheurs cités ci-dessus, contribuerait aussi a

expliquer la différence des temps de rétention.

53



d. Analyse quantitative

L'analyse par chromatographie liquide haute pression de chaque standard
différentes dllutlons a montré que l'absorption UV était proportionnelle & la
concentration. La surface de chaque pic a été exprimée alors en fonction de la
concentration en lipides ; cela a permis d'obtenir une droite de calibration pour
chaque standard,

- 7929.6x R= 0.99986
surlace Y= R7oTherlh v TReRb 1m0
1200100 [ e | i
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Figure 15:

Droite de calibration du cholestérol
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Droite de calibiation de la phosphatidyicholine
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y = 1.1437c+07 + 9665.4x R= 0.99975
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Droite de calibration de la phosphatidyleiliiolamine
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Figure 19 ¢

Drovie de calibration de la Tysophosphatidylethanolamine
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Figure 21 ¢

Droile de calibration de la sphingomyciine
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.insi, 'analyse par chromagraphie liquide haui: pression des ex

traits de

lipi< . mnembranaires permet non sc¢:ziement l'identification Jde chaque classe lipidique
mais nussi de déterminer sa conceniration en rapportant iz surface du pic signal a la
cour’ - de calibration du standard cvant le méme temps <. otention. La tencur ainsi
obi:. - pour chaque classe de lipidc :1embranaire est rec: + - dans le tablexa VII:
fubleau VI :
Concentration dec. lpides €tudiés (mg/ml ¢ ot)
PLT CT AP PE LPE [T LPC TSM
m+ET [m+ ET|m+E! ?xniEF m+ ET } ST otmo+ ET {m-_tl?l'
1 :

sujed 3366 10,007 0313 I 0.062  [0.231 ! 0,069 TO7
sujeis o 3.5 0,061 {0,398 0,060 0,407 4o & 0,079 i*~46
m = voocane y ET = Eeart-type.
oL .spolipides totaux.
S :stérol
AP = ¢ phosphatidique
PE = | phatidyléthanolamiae
I.PE - sophosphadidyléthanolamine
PC = i o cphatidylcholine
LPC = ! vsophosphatidylcholine
S = o “ingomyéline
Sujets - . = témoins

o

signif

S

15 = drépanocytaires hétérozygotes

~r la comparaisor des résultats entre sujets témoins AA et drépanocytaires

-vons utilisé le test de student [119].

“sus avons considéré les ciiférences significatives si p > 0,05

~1ives dans l'autre cas.

¢t non



Ainsi nous avons observé une différence significative en ce qui concerne les

" “teneurs membranaires en phospholipides totaux, en phosphatidylcholine, en

lysophosphatidyléthanolamine, en phosphatidylcholine, en lysophosphatidylcholine,
en sphingomyéline et en acide phosphatidique. Les anolmalies notables chez le
drépanocytaire par rapport au sujet témoin se résument a une baisse de la teneur
lipidique de la membrane du drépanocyte contrastant avec une augmentation
significative de LPE (p = 0,006) et de LPC (p = 0,030). Ces données témoigneraient
de l'importante sensibilité des lipides membranaires au phénomene de péroxydation,
phénomene particulierement intense au cours de la maladie drépanocytaire [29, 126].

Ce processus pourrait €tre a l'origine de la formation des lysophosphatides au
détriment de PE et PC. Les PC sont en effet abaissées chez le drépanocytaire
(p = 0,01) et le rapport LPE/PE est plus €levé dans ce groupe que dans celui des
témoins. La présence de taux élevé des lysophosphatides chez le drépanocytaire
pourrait etre le reflet de l'intensité de la lipidoperoxydation membranaire.

L'acide phosphatidique, intermédiaire commun & la synthese des
phosphoglycérides et des triacylglycérols, est également augmenté de . fagon
significative (p = 0,01) chez le drépanocytaire. Son augmentation massive dans la
drépanocytose pourrait étre liée a son défaut d'utilisation par le drépanocyte 'qui a
perdu sa capacité de synthese.

Comme SARR [117], nous observons une augmentation de la sphingomyéline
chez le drépanocytaire, mais dans notre série la différence n’est pas significative,

Ainsi donc grice a la chromatographie liquide\haute pression, nous avons pu
identifier sept classes de lipides par comparaison des temps de rétention a ceux de
standards connus. Il s’est avéré que tous les lipides présents chez les témoins 1’étaient
également chez les drépanocytaires. _

Par ailleurs nous avons quantifié ces lipides a I’aide de droites d’étalomiage
représentant 1’expression de la concentration en fonction de la surface. Nous avons
pu mettre en évidence deux types de perturbations au niveau de ly membrane du
drépanocyte: une augmentation des lysophosphatide, redoutables paf leur propriété
hyperhémolysante, et un appauvrissement concomitant de la membrane cellulaire en
phospholipides. 4 | ¥

Ces anomalies biochimiques pourraient étre, du moins en partie, responsables
de I’anémie hémolytique souvent observée chez les drépanocytaires. Elles auraient

~ pour principal déterminisme commun : la lipidoperoxydation. . .
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C’est pourquoi ’évaluation de ce processus dans la maladie drépanocytaire
nous parait étre une perspective intéressante pour la compréhension de la pathogénice

de I’anémie falciforme.

V. EVALUATION DE LA LIPIDOPEROXYDATION ET DES FACTEURS DE
PROTECTION AU SEIN DE LA MEMBRANE ERYTHROCYTAIRE

V.1. DOSAGE DU MALONDIALDEHYDE (MDA)
V.1.1.Généralités

Le malondialdéhyde est l'index d'évaluation de la peroxydation lipidique le
plus connu mais aussi le plus utilisé en raison de la simplicité de sa niesure. Depuis que
KOHN et LIVERSEDGE [94] ont décrit en 1944 la réaction colorée, donnée par
l'acide thiobarbiturique (TBA) avec le MDA, cette réaction est en effet la plus
largement utilisée pour évaluer les péroxydes lipidiques dans les milieux biologiques.
Le principe de la réaction est le suivant : en milieu acide (pH environ 3,5) 4 chaud (95
a 100°C), le MDA forme avec deux molécules de TBA un complex coloré extractible
par les solvants organiques (le n-butanol en I'occurrence) absorbant 2 A = 532 nm. Le

mécanisme est le suivant :

2 X TBA MDA Complexe coloré
SN o |
NS | et
Ol a

La méthodologie utilisée a été celle préconisée par YAGI K. [130] mais
appliquée dans notre séri¢ a Il'analyse du malondialdéhyde de la membrane
érythrocytaire. |
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< V.I.Z. Réactifs

- Acide sulfurique 36 N

- Acide phosphotungstique (PTA)

- Acide thiobarbiturique (TBA)

- Acide acétique glacial

- 1,1,3,3-trétra-ethoxypropane (TEP)
- Ethanol '

- N-buthanol

Remarque : le TEP se transforme stoechiométriquement en MDA.

V.1.3. Préparation des réactifs

- Acide sulfurique N/12
H,SO,; (36 N) -=------eenee- 2,30 ml
H,0, QSP ----meeememeneee 1000 ml

- Acide phosphotungstique- 10%
PTA - 25g
H,0, QSP - 250 ml

- Solution mere d'acide thiobarbiturique

TBA --ememmm oo ' 0,6¢g
H,0, QSP —------meeeee- 100 ml
- solution fille d'acide thiobarbiturique
solution mere de TBA------~------- 15ml
acide acétique glacial ------------- 15 ml
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- solution mere TEP (1,824 mg/l)

TEP ------ Rt 50wl
Ethanol, QSP 7 - 25ml
- solution fille de TEP
Solution mere TEP -------=-eeme-uu 180 Wl
‘ Ethanol, QSP 100 ml

V.14. kppareillages et accessoires
- Spectrophotometre
- Bain-Marie '
- Cyclomixeur
- Centrifugeuse

V.1.5. Mode opératoire

V.1.5.1. Préparation de la gamme d’étalonnage

Concentration TEP VYolume (en pul) de solution fille H,O (en ul)
(zmole/l) : de TEP
0 0 1000
1 67 933
3 201 799
6 400 600
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V.1.5.2. Procédure analytique

Nous avons adopté le procédé de YAGI [130].

Tubes de la gamme d’¢talonnage

Tube
échantillon

0 I 3 6
_ H2S04 N712 2000 pI 180041 14004l 1800u!1 1400u1
Gamme MDA (15,10°) 0 --- --- ---
: 1 2001 +
3 — 600u! 12001
6 1004
Suspension de GR diluée au 1/2 --- --- --- --- 100ul
avec du sérum physiologique
PTA - 30041
TBA 100041 {00041 [000uT 100041 100041

- Mélanger au cyclomixeur

- Placer au Bain-Marie 4 95°C pendant 1 heure

- Refroidir dans de la glace pllée

- Ajouter dans chaque tube 4 ml de n-butanol et agiter au vortex pendant 1 minute

- Centrifuger a 4000 tours/minute pendant 5 minutes et récupérer seulement

le surnageant pour lecture dans une

A =532 nm.

cuve en pyrex au spectrophotometre a

L'évaluation de l'intensité de la lipidoperoxydation par le dosage du MDA, a

été suivie de celle de I'équipement enzymatique antioxydant par la mesure des

activités de la Superoxyde dismutase (SOD) et de la Glutathion peroxydase (GPX)

des membranes érythrocytaires des mémes specimens.

V.2. MESURE DES ACTIVITES SOD ET GPX DE LA MEMBRANE

ERYTHROCYTAIRE

Les activités de la superoxyde dismutase et de la glutathion peroxydase,

" enzymes clés de protection membranaire contre la peroxydation lipidique, ont été
dosées grace aux kits RANSOD® et RANSEL® commercialisés par la firme

RANDOX®.

LR
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Le principe du dosage de l'activité de la SOD repose sur la capacité de cette
enzyme 3 inhiber la formation de formazan par le biais d'une réaction dépendante du
radical superoxyde O," .

Dans le kit RANDOX , 'oxygene O2 est généré grice a ’oxydation de la
xanthine . par la xanthine oxydase. Il féagit avec le 2-(4-iodophenyl)-3-(4-
nitrophenol)-5-phényltetrazolium chloride (ou LN.T.). Les deux séquences
réactionnelles se schématisent comme suit :

xanthine oxydase

xanthine -p~Acide urique + O,"

O,
LN.T. - Foxquan

La SOD empéche la production de formazan en catalysant la
dismutation du radical superoxyde en oxygene et en peroxyde d’hydrogéne :
SOD |
20,7+2H » O, +20,

{
La mesure de l'activité de la superoxyde dismutase est associée 2 celle de la
glutathion peroxydase membranaire. Le principe de celle-1a repose sur la capacité de
la GPX de catalyser!I'oxydation du glutathion réduit en présence de cumene. Ce
dosage couplé a la glutathion réductase permet la mesure de la vitesse de formation
du glutathion disulfure (GSSG) selon le principe de PAGLIA et VALENTINE [107]
E GPX

2 GSH + ROOH » ROH + GSSG + H20
GSSG + NADPH, H* » NADP' + 2 GSH
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V.3. RESULTATS ET COMMENTAIRES

V.3.1. Résultats globaux des analytes : Hb , MDA , SOD et GPX des membranes

érythrocytaires
|
Tableau VIII:
Valcurs moycennes des paramdétres testés
i
SOD GPX MDA b SODb GPX MDA
1931} U mg/ml g/l |Ul/g ’Hb | Ul/g d’Hb | mg/g d’HDb

m+ET | m*ET | m=ET | m2=ET | mET | m=ET | mzET

Sujets AA 140,28 £ | 966,92 + | 2,503 = 127,08 £ | 1181,38 + [ 330,06 = 20,9 =
n=78 68,777 | 385,416 0,671 24,714 | 552,029 | 162,107 8,756

Sujets AS [ 173,01 £ 898,78 =+ | 3,059 = [ 11739 2] 1552,79 £| 33043 + | 2787 ¢
n= 91 115,865| 347,405 0,737 27,855 | 1141,797 | 141,818 10,988

Sujets SS 19491 + [ 109527 =] 20,19+ | 86,75+ | 2352+ [54734] £ 56,818
 n= 44 97,586 | 319,578 2,538 16422 | 1331,811 | 183,573 26,643

SOD = Superoxyde dismutase
GPX = Glutathion pcrbxydase
MDA = Malondialdéhyde

Hb = Hémoglobine

m = moyenne

ET = écart-type

L'évaluation de la qualité de nos dosages a été réalisée grice a des contrdles
titrés : RANSOD control, RANSEL control vendus par les Laboratoires RANDOX?® et

le contrdle MDA.
Chaque contrdle a été analysé comme un échantillon au début et a la fin des

séries de dosages. Seuls les résultats des séries dont les valeurs de contrdle sont

restées incluses dans la fourchette des valeurs de référence ont ét€ colligés dans le

tableau ci-dessus.
Pour I'analyse comparative des résulats expérimentaux des sujets AA, AS et SS

nous avons utilisé le test de student [119].
Nous avons considéré les différences significatives si p < 0,05 et non

significatives dans les autre cas.
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V.3.2. L’hémoglobine totale

Le taux d'hémoglobine du sujet AS est superposable 2 celui du sujet témoin
AA (p= 0,0555). A l'inverse, il est significativement plus bas chez le drépanocytaire
homozygote (p = 0,0001) avec une moyenne de 86,75 g/l. L'anomalie hématologique
ainsi observée dans notre série correspond a l'anémie hémolytique quasi constante au
cours de la maladie sicklémique. Elle serait le témoin de I'hypersplénisme mais aussi
des altérations biochimiqu'es de la membrane érythrocytaire notamment celles de ses

principaux constituants structuraux que sont les lipides [9, 36G].

V.3.3. Le malondialdéhyde (MDA)

Nos résultats montrent une augmentation significative de la teneur en MDA de
la membrane du drépanocyte par comparaison a celle de ’hématie non sicklémique.
Cette perturbation biochimique est d’autant plus importante dans notre série que
I’hémoglobinopathie S est & I’état homozygote. Les taux les plus élevés de MDA
sont observés chez les sujets SS avec une différence significative p = 0,0001 contre
p = 0,004 chez les sujets AS par comparaison aux témoins AA.

| Le malondialdéhyde est le marqueur biologique actuellement le plus utilisé
pour évaluer I’intensité du phénomene de la peroxydation lipidique. Il est le dernier
métabolite formé au décours des attaques radicalaires des lipides ‘et en constitue un
index fidele. ’

L’élévation significative de MDA dans notre série suggere que
I’hémoglobinopathie S constitue” pour les lipides membranaires un facteur de risque
peroxydatif. Cette hypothése expérimentale est compatible avec [’intense
lipidoperoxydation décrite par certains auteurs au cours des syndromes hémolytiques

en général et de la drépanocytose en particulier {29, 126].

V.3.4. Les enzymes superoxyde dismutase et glutathion peroxydase

L’activité moyenne de la SOD mesurée chez les témoins AA (sains) de notre
série est de 1181 Ul / g d’Hb. Elle est peu différente des 1098 Ul/g d’Hb rapportées
par NICOLE A. et SINET P. M. [106].
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Ces auteurs ont dosé la SOD par méthode immunologique a partir d’extraits
érythrocytaires chez des sujets sains. La similitude des deux résultats constitue un
argument en faveur du caractere Superposable des deux méthodes.

L'analyse comparative des actitiviés enzymatiques en Ul /1 de la SOD et de la
GPX entre les sujets AS, SS et les témoins AA ne montre pas de différence
'signiﬁcative. Il en est de méme pour les valeurs corrigées de GPX correspondant au
rapport ULI™ /taux d'Hb en g1"Y. Par contre, celle de la SOD est plus intense chez les
sujets AS (p = 0,0368). ‘

En ce qui concerne les activités corrigées des enzymes SOD et GPX chez les
drépanocytaires homozygotes SS , elles sont toutes les deux significativement plus
intenses comparativement aux sujets témoins (p = 0,0001 pour SOD et GPX).

Ces données expérimentales suggerent que les drépanocytaires hétérozygotes
(AS) disposeraient d'un potentiel antioxydant globalement équivalent a celui des
sujets témoins (AA). Seule I’activité de la superoxyde dismutase parait relativement
plus importante chez les sujets a trait drépanocytaire.

Cette enzyme accélere la dismutation du radical superoxyde en peroxyde
d'hydrogéne [61]. Ejle cafalyse I’étape inaugurale de la lutte contre la peroxydation
lipidique et serait seule sollicitée chez les sujets AS. Elle est ensuite couplée de
I’hyperactivité de la glutathion peroxydase chez l’hoﬁozygote SS.

Le recrutement fonctionnel de la GPX dans le cas de I’hémoglobinopathie SS
serait une réponse de 1’organisme au stress oxydatif particulitrement intense dans
cette affection [29].

Ainsi donc, selon nos résultats, le capital antioxydant du drépanocyte serait
fonctionnel voire nettement au-dessus de la moyenne observée chez les témoins.

L’enquéte bibliographique est caractérisée par le peu d’études concernant les
enzymes SOD et GPX dans le cas précis de I’anémie falciforme .

DAS et NAIR [41] ont rapporté en 1980 une activité SOD significativement
plus intense chez les drépanocytaires qué chez les témoins. Cependant selon les
mémes auteurs l’activité de la glutathion peroxydase serait plutdt faible chez les
malades contrairement a nos résultats. L’hypothese formulée était alors I’inactivation
~ de la GPX par I’accumulation de 1Iion peroxyde chez les drépanocytaires. L’effet
inhibiteur de ce radical est ensuite confirmé par BLUM J. et FRIDOVITCH 1. [16].
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~ Par ailleurs, SINET P.M. c¢t GARBER P, avaient décrit 5 ans auparavant une

inhibition de la superoxyde dismutase (SOD) par I’eau oxygénée [124].

Cependant les inhibitions de la SOD ou de la GPX rapportées par ces auteurs
sont remises en cause par la synergie fonctionnelle des deux enzymes ; I'inhbiteur
présumé de ’une est le substrat de [’autre [25, 102].

Ces caractéristiques fonctionnelles pourraient alors expliquer les hyperactivités
concomitantes SOD et GPX dans notre série; chaque enzyme recouvre son activité
aprés consommation de son inhibiteur.

Les multiples lavages des spécimens suggérent que le MDA, la SOD et la GPX
dosés dans notre série sont exclusivement d’origine membranaire. Aussi nos résultats

‘expérimentaux constituent-t-ils , s’ils sont confirmés par des études ultérieures, un
.maillon important pour la compréhension de la pathogénie de la drépanocytose.

. Ce contraste biologique pourrait signifier I’existence d’un dépassement du potentiel
antioxydant, pourtant non déficitaire, par un stress oxydatif particulierement intense
au cours de la drépanocytose.
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La drépanocytose -constitue encore au Sénégal un réel problkme de santé
publique par sa morbidité. En dehors de I’anomalie par mutation génétique au niveau
de la chaine béta de I'hémoglobine, d’autres facteurs notamment membranaires

semblent intervenir.,

L’hyperhémolyse, maitre-symptome de la drépanocytose pourrait expliquer
elle seule I'intérét physiopathologique de la biochimie des lipides. Ceux-la assurent
I'essentiel de la stabilité structurale et fonctionnelle des membranes biologiques en

général, de I’hématie en particulier.

Le théme He notre travail a concerné les lipides et 1’équilibre du couple
lipidoperoxydation-facteurs antioxydants de la membrane du drépanocyte. L’ étude
s’était fixée deux objectifs principaux :

- identifier et quantifier les principaux lipides présents dans la membrane
érythrocytaire,

- évaluer la peroxydation lipiciique par le dosage de malondialdéhyde et son

contrdle par les enzymes superoxyde dismutase et glutathion peroxydase.

Cette démarche pourrait sans doute contribuer a préciser le rdle de la
désorgaﬁisation peroxydative de la membrane érythrocytaire dans la pathogénie de
I’anémie falciforme.

'

L’échantillonnage a concerné 213 sujets répartis en trois groupes :

- sujest témoins AA (n =78)
- sujets drépanocytaires AS (n = 91)
- sujets drépanocytaires SS (n = 44).

Grice a la chromatographie liquide haute pression (CLHP), nous avons pu
identifier sept classes de lipides par comparaison des temps de rétention a ceux de
standards connus. Il s’est avéré que tous les lipides présents chez les témoins 1’étaient

également chez les drépanocytaires.
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Par ailleurs, nous avons quantifié ces lipides a I'aide de droites d’étalonnage
représentant 1’expression _de la concentration en fonction de la surface des pics
chromatographiques, Nous avons pu mettre en ¢vidence, au sein de la membrane du

drépanocyte, deux types de perturbations :

- une: augmentation significative des lysophosphatides, redoutés pour leur

propriété hyperhémolysante,
- une baisse concomitahte de la teneur en lipides des membranes.

Nous nous sommes intéressés également aux paramétres suivants
malondialdé¢hyde (MDA) , superoxyde dismutase (SOD) et glutathion peroxydase
(GPX) de la membrane érythrocytaire.

A I’heure actuelle le malondialdéhyde est le marqueur biochimique le plus
utilisé pour évaluer la lipidoperoxydation ; il en refldte 'intensité. Son taux est
signicativemeﬁt plus important chez les drépanocytaires AS de notre séric et
davantage chez les homozygotes SS comparativement aux sujets témoins AA.

L’augmentation du MDA, observée dans notre étude, suggere que la
peroxydation lipidique est particulidrement intense au cours de la drépanocytose. Elle
est paradoxalement associée a I’hyperactivité antioxydante de la SOD et de la GPX.
Les deux enzymes en effet, dans les conditions physiologiques-normales, régulent les
attaques radicalaires des lipides de I’érythrocyte. Leur hyperactivité chez nos malades
ne semblent pas contrdler la lipidoperoxydation. Il y aurait donc au cours de la
drépanocyiose un dépassenient du potentiel antioxydant enzymatique, pourtant
fonctionnellement normal, par un stress oxydatif particuli¢rement intense,

| ' | ‘ ‘

Les troubles biochimiques observés dans notre étude expérimentale pourraient
avoir un déterminisme commun : la peroxydation lipidique. Celle-la par son
intensité déborderait i’les facteurs de régulation au cours de la -drépanocytose.
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I en résulte des pertes en lipldes mais ausst et surtout 'apparitton de métabolites
toxiques : les lysophosphatides et le malondialdéhyde au sein de-la membrane du
drépanocyte.

Ces anomalies biochimiques associées & la gélification intraérythrocytaire de
I’hémoglobine S sous-tendraient certains phénomeénes physiopathologiques qui
* caractérisent la drépanocytose. Il s’agit entre autres de la falciformation , des troubles

hémorhéologiques et surtout de I’hyperhémolyse.

Nos résultats devraient contribuer a établir un maillon supplémentaire dans
I’explication de la pathogénie de [’anémie falciforme. Ils devraient également
permettre d’asseoir une stratégie thérapeutique orientée notamment vers I’utilisation
d’antio;(ydants et/ ou la supplémentation en acides gras polyinsaturés (AGPI) pour la
protection et la restauration de la membrane des drépanocytes.

|
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