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La déformabilité des globules rouges peut étreréétépar divers facteurs
comme la perte de résidus d’acides sialiques ptéssur leur membrane.
Cette perte d'acide sialique est observée en casegsis, infection due a la
présence de microorganismes dans le sang. Le buteddravail est

d’'observer une maodification de la forme des globul®uges apres
désialylation de la membrane.
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The deformabilty of the red blood cells can be rinediby different things
as the loss of sialic acid. The acid sialic’s lass be observed in sepsis, in
other words, the presence of microorganisms inblleed. The aim of this
work is to observe a variation of the red bloodI'seEhape after a
desialylation of the membrane.
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1. Introduction

Ce travail a été réalisé au laboratoire de biolegigerimentale de I'hépital
Vésale a Montigny-le-Tilleul, sous la direction dDocteur M.
Vanhaeverbeek et de Monsieur K.Zouaoui.

Le sepsis est une maladie caractérisée par lanu&sgans le sang de
bactéries qui s’y sont introduites et s'y sont iplitkes au départ d’'une
blessure ou d’une intervention chirurgicale. De bomses études
s’attardent sur le sepsis car il est une des cquisspales de décés dans
les unités de soins intensifs.

Des études ont montré que la déformabilité desuigsbrouges peut étre
altérée par divers facteurs comme la perte de ugsiblacides sialiques
présents sur leur membrane. Divers mécanismes peétre mis en cause
dans cette diminution d’acide sialique contenu auldace des érythrocytes
(globules rouges).

Il a été également observeé in vivo que le sepsigquait une augmentation
du lactate et du 2,3 diphosphoglycérate intra évgijtaire.

Pour expliquer les mécanismes impliqués dans dé&satits phénomenes,
un sepsis artificiel sera recréé sur des globulagas provenant de patients
sains, qui subiront un traitement enzymatique @d'al’'une sialidase (ou
une glycosidase), enzyme clivant la liaison enteptotéine et I'acide
sialique. Le but est, a partir de globules rougesss d’aboutir aux mémes
observations que celles constatées sur des globaleges de patients
atteints de sepsis.

2. Notions théoriques
2.1 Le sepsis

Le sepsis est un syndrome correspondant a undaréatd 'organisme a
une infection.
Le sepsis est identifié si au moins deux des symes$dsuivants sont
observés :

» Température corporelle supérieure a 38°C ou inféia 36°C.

* Rythme cardiague supérieur a 90 battements parteinu
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* Rythme respiratoire supérieur a 20 souffles paminou pression
partielle en dioxyde de carbone (Pag@férieure a 32 mm de
mercure.

« Nombre de globules blancs supérieur & 12006/mwinférieur &
4000/mn7 ou plus de 10% de formes immatures.

Ces criteres ne sont pas spécifiques d'une ideatifin de patients
septiques mais ils sont tout de méme assez sesisible

Le sepsis peut résulter d'une infection par desmglignons (de type
Candidg, des protozoaires Plasmodium falciparuiy des bactéries
(Escherichia coli et Pseudomonas aerugingsaet de certains virus
(Adénovirus, herpeés).

Les différentes modifications biochimiques du glebrouge lors du sepsis
sont reprises ci-dessous :

1. Augmentation du 2,3 Diphosphoglycérate, interméeiade la
glycolyse. Cette augmentation peut étre responshbla diminution
de la déformabilité des érythrocytes.

2. Diminution du taux d’acide sialique a la surface débules rouges
qui est associée a une modification de la formeédghrocytes dans
le cas de patients atteints de sepsis mais aussiel@as de diabete.

2.2 Les globules rouges

Le sang est constitué de plasma et de différeresilations de cellules
produites au niveau des tissus hématopoiétiques plats du tronc,
extrémités du fémur et de I'hnumérus).

A partir d'une seule cellule (cellule souche), drdignées sont formées :
celle des globules rouges, celle des globules blahcelle des plaquettes.
Chaque lignée possede un processus de maturaftiéredi.

Pour les globules rouges, le processus de maturaie nomme
I'érythropoiese.

Un globule rouge a une durée de vie de 120 jouss.déstruction des
hématies (ou globule rouge) se fait ensuite patefimédiaire des cellules
macrophages (cellules possédant des capacitésoddtibs et de digestion)
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de la rate, de la moelle osseuse et du foie. Lémedits issus de cette
dégradation vont étre ensuite utilisés pour laifation d’autres globules
rouges mais également d’autres cellules de I'osyaei

Les globules rouges sont dépourvus de noyau, antfarme biconcave et
ont un diametre de 7 au8n (figure 1).
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Figure 2 : Schéma représentant la membrane d’'ubrouge



95

La membrane du globule rouge est constituée d'oubld couche lipidique
et de protéines intrinseques qui sont liées gradesainteractions polaires
(figure 2).

Cet arrangement moléculaire des phospholipides ren double couche
isolante lui donne des propriétés remarquablese@etrriere est fluide ce
qui lui confére une grande extensibilité et peraiesi a la cellule de se
déformer.

Les protéines insérées dans la membrane sont efaseédeux groupes : les
protéines intrinséques et les protéines périphésiqu

Les protéines membranaires qui portent des groupsnggucidiques sont
appelées des glycoprotéines.

Les glycoprotéines sont des structures linéairesramifiées contenant
plusieurs résidus monosaccharidiques. Le monosadehi@nal est souvent
un résidu d’acide sialique.

Il existe deux types de liaisons glycosidiques :
e Les liaisons N-glycosidigues qui se distinguent [mmprésence
d’une liaison impliquant I'asparagine
e Les liaisons O-glycosidiques qui se distinguent |zamprésence
d'une liaison acétyl entre un hydroxyde dans unaireh latérale
d’'un acide aminé (souvent un résidu sérine ou thné&) et un
résidu de sucre.

2.3 L’acide sialique

Les acides sialiques constituent une famille d'vimgtaine de molécules
organiques ayant comme point commun un squeletteedé atomes de
carbones : 'acide neuraminique.

L'acide neuraminique n’existe pas a I'état libre isn@ous forme de
combinaisons. Ces combinaisons forment les aciddigues, dont le plus
intéressant en biologie est I'acide N-acétyl neunagme (figure 3).

Les acides sialiques interviennent dans la conistitudes glycoprotéines et
des glycolipides des membranes cellulaires.
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Figure 3 : Structure de I'acide N-acétylneuraminéqu
Réles biologiques des acides sialiques

L’abondance au niveau des cellules et leur chanderhent négative
laissent présager de nombreuses fonctions ce#slair

* Les acides sialiques sont impligués dans le trahsp® composés
chargés positivement ainsi que dans les phénontBagegation et de
désagrégation.

* lIs influencent la conformation spatiale des glyca@ines.

* lIs sont les composants essentiels de récepteursdes agents comme
les peptides, toxines, virus, etc.

» L’acide sialique joue le rble d'intermédiaire dgpisisieurs processus
physiopathologiqgues comme ['activation lymphocyairet la
différenciation cellulaire.

3. Plan de la partie expérimentale

3.1 Premiére partie

e Traitement enzymatique des globules rouges parcdesentrations
croissantes en neuraminidase. Observation de U&oal des GR

(globules rouges) sur 24 heures.
» Etablissement des conditions opératoires pourdeages ultérieurs.
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3.2 Deuxiéme partie

Apres traitement enzymatique des GR suivant leditions établies :
* Dosage de I'acide sialique libre

» Dosage du 2,3 diphosphoglycérate

» Dosage du lactate intra-érythrocytaire

4, Matériel et méthodes
Le cytométre en flux

La cytométrie en flux est une technique utiliséairpmesurer différents
parametres sur des cellules individuelles (taitiene, etc.).

Cette technique permet I'étude précise d'une grandmtité de cellules
isolées entrainées dans un flux liquide. Les adlulalignées les unes
derriere les autres et séparées d’au moins 1 mfikerdéa grande vitesse
(plus de 30 km/h) devant une source lumineusejus gouvent un laser
(figure 4).

Les particules émettent des informations lumineuses de leur passage
devant le laser. Les signaux sont visualisés, apagsment par le systeme
informatique Cellque®, sous forme de graphiques bidimensionnels ou
d'histogrammes.

Pour l'estimation de la forme des érythrocytes,utilise la lumiére FSC
(forward light scatter channel). Les résultats sonis forme d'histogrammes
représentant la distribution de la forme des glebubuges (si la distribution
est bimodale, les érythrocytes sont biconcaves).
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Figure 4 : Schéma de principe d’'un cytométre er flu

De ces histogrammes, plusieurs valeurs sont esdraitla moyenne, la
médiane et |'écart type. Ces informations entramisde calcul du moment
ou le PCD (Pearson Coefficient Dissymetry). Celuieprésente I'asymétrie
des histogrammes obtenus.

PCD = moment = 3 X [(moyenne — médiane)/ écart]type

Un moment négatif indiqgue une symétrie a gauchaxcDplus le moment
augmente, plus le globule rouge devient sphéritner plus biconcave.
Donc, si le moment est égal a zéro, cela signifie g globule (ou la
particule en général) est une sphére parfaite.
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Dans cette étude, trois enzymes différentes onitdigees :

* Une sialidase (ou neuraminidase).
» Deux glycosidases : O-glycosidase.
N-glycosidase.

Chaque enzyme étant spécifique, elles ne clivens fEs mémes
groupements présents sur la membrane du globujgrou

5. Résultats

5.1 Mesure du moment des globules rouges en présendae
neuraminidase

Le prélevement de globules rouges s’est fait sumléntaires différents (n =

6). Les échantillons ont été traités avec des cdraons croissantes de
neuraminidase (de 0.031 a 0.25 U/ml), en n'oublipas de garder un

échantillon non traité. Celui-la nous sert de d@etrde point de repére pour
une comparaison entre les différentes évolutions.

A chague mesure au cytométre en flux aux divergpsediincubation, la

moyenne et I'écart-type de la moyenne sont calculés

On porte ensuite en graphique pour chaque condilesn4 concentrations
de neuraminidase différentes et un contréle) laenog du moment et son
écart type en fonction du temps (figure 5).
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Figure 5 : Evolution du moment des globules rowsydgférentes
concentrations de neuraminidase en fonction du $emp

Le contrle @) évolue faiblement au cours du temps. Cette varnatst
sans doute due au vieillissement du sang car celest mis a incuber
pendant une période de 24 heures..

Les courbes représentant I'évolution du momentgii@sules rouges traités
a la neuraminidase ont toutes la méme allure &alite une augmentation
plus ou moins importante suivant la concentratioreezyme et ce, jusque
10 heures d’incubation. Ensuite, il y a apparititun plateau ; les moments
restent stables.



101

La valeur du plateau atteint dépend de la condiémir&n enzyme : si la
concentration en enzyme augmente, la valeur dueglataugmente
également.

Cette premiére expérience correspond a la prerétape du travail qui vise
a montrer I'action de la neuraminidase sur la fodas globules rouges et a
établir des conditions de travail a appliquer sauttes échantillons pour les
différents dosages intra-érythrocytaires.

Le premier objectif est atteint puisque les calcdls moment et la
visualisation des globules rouges au microscopetm@ainune modification
de la forme des érythrocytes traités a la neuralagd quelle que soit sa
concentration.

La perte d'acide sialique entraine une évolutiotaderme biconcave vers
une forme sphérique.

5.2 Dosage de I'acide sialique libre

Le but de ce dosage est de prouver que la neuidasimia libéré des résidus
d’acide sialique. Ce dosage se fait donc sur leageant.

Apres traitement statistique des résultats (fig@je il apparait que la
différence entre les deux séries est significajpz).002).

En clair, nous retrouvons plus d’acide sialiquedibpres que I'échantillon
soit resté en contact avec de la neuraminidase.

L’enzyme, la neuraminidase, a bien une action deagé des résidus
d’acides sialiques présents a la surface des gielvaliges.
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Figure 6 : Comparaison de la concentration en agadique libre des
deux séries d’échantillons (contréle et traité ankuraminidase)

5.3 Dosage du 2,3 Diphosphoglycérate

Le changement de forme di a la désialylation daedenbrane des globules
rouges a sdrement une influence sur le métaboldaaeerythrocytes. Voila

pourquoi, nous dosons le 2,3 DPG sur une sériehdiétlons non traités

(contréle) et une série d’échantillons traités anéraminidase. Chaque
série comprend 12 échantillons de volontaires wdiffss (n=12). Les

résultats sont portés en graphique (figure 7).

Apres traitement statistique des données, il afipque la différence entre
les deux séries est significative.

Sur le graphique portant les valeurs obtenues jgodosage du 2,3 DPG, |l
apparait que 'augmentation de 2,3 DPG dans ldsut#s rouges traités par
I'enzyme durant 10 heures a 37°C varie fortememh @chantillon a l'autre,

avec un cas particulier ou il y a une diminutionlaleoncentration en 2,3
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DPG pouvant provenir d'une erreur de manipulationdaune physiologie
différente de cet échantillon.
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Figure 7 : Comparaison de la concentration en 2B@®pour les deux
séries d’échantillons

La neuraminidase, en clivant les résidus d’acidakgse portés par les
glycoprotéines membranaires, modifie le métabolisimegylobule rouge et
plus particulierement la glycolyse.

Si le 2,3 DPG augmente a l'intérieur du globulegmudeux hypothéses
peuvent étre avancees :

> Le blocage de la glycolyse au niveau de ce métaboli
» L’absorption plus importante de glucose, la glyselgst stimulée.

5.4 Dosage du lactate érythocytaire

L'intérét de ce dosage réside dans le fait quadéate emprunte des voies
métaboliques différentes de celles empruntéesepaBldiphosphoglycérate.
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Figure 8 : Comparaison entre les concentrationdaaate pour les deux
séries d’échantillons

Ce dosage permet de montrer si l'action enzymatapiéa neuraminidase
cible le métabolisme global du globule rouge ou woé particuliere.
Comme pour les précédents dosages, celui-ci stafesur deux séries
apres 10 heures d’incubation & 37°C (une sérig@entt une série traitée).

Apres traitement statistique des résultats obtenuss’avere qu’une
différence significative existe entre les deuxes(figure 8).

La concentration en lactate augmente fortement ¢temsajorité des cas.
Cependant, dans un seul cas, on note une diminntbiomeégligeable de la
concentration en lactate pouvant provenir d’'unewerde manipulation ou
d’'un comportement différent de I'échantillon vis4g-de la neuraminidase.

La neuraminidase a une action sur le métabolismlaatate en plus de son
action sur la forme des globules rouges. Cettei@glerest confirmée par la
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mesure du globule rouge au cytométre apres applicatu traitement
enzymatique.

L'explication de cette augmentation du lactatearérythrocytaire repose
sur I'’hypothése suivante :

» La modification des canaux de transport membrasanai
concentrent le lactate dans le globule rouge audie I'évacuer
vers le milieu extérieur.

6. Conclusions

Suite aux observations réalisées in vivo sur debules rouges de patients
atteints de sepsis, il était intéressant de repredi vitro ces phénomeénes
en faisant subir un traitement enzymatique a daisugs rouges de patients
sains. L'objectif final serait d’éclaircir les méidames responsables de
I'altération des capacités des globules rougesdorsepsis.

Lors de cette infection, les constatations effeztugur les érythrocytes sont
une modification de la forme des globules rougespérte de résidus
d’acides sialiques présents sur les glycoprotéimesnbranaires et une
augmentation de la concentration intra-érythrocgtai en 2,3
diphosphoglycérate et en lactate.

La premiere étape consiste a obtenir des globoleges dont la forme tend
vers un arrangement sphérique et dont la membapeeait spiculée.

Pour y arriver, différentes études ont été réadisée utilisant plusieurs
enzymes, a savoir la neuraminidase et les glycesfda

Les résultats sont obtenus en mettant en contatignt des laps de temps
différents, des globules rouges de patients sa®s @ne enzyme.

D’'une part, la neuraminidase a une action impoetasur la forme du
globule rouge puisque cette enzyme contribue &nhelre plus sphérique.
L’action de la sialidase est vérifiée par le dosdgdacide sialique libre qui
démontre une nette augmentation de celui-ci apaeidn de I'enzyme. Il
existe donc un lien entre la désyalilation des énas membranaires des
érythrocytes et la sphéricité de ces méme érytkeecy

D’autre part, divers métabolites du globule rouge été dosés aprés un
traitement enzymatique dans des conditions défitdes de la premiere
étape. L’hypothese suggérait que I'arrondissement gibbule rouge
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provoqué par la neuraminidase ne peut laisser tindaenétabolisme du
globule rouge.

Les variations du lactate et du 2,3 diphosphogateémtra-érythrocytaires
observées apres le traitement enzymatique sonaugraentation du lactate
intra-érythrocytaire et une augmentation du 2,3hdgphoglycérate intra-
érythrocytaire. Ces deux observations concordemt des observations
effectuées sur des globules rouges de patientstatte sepsis.
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