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A. Introduction générale

La drépanocytose fait partie de la famille des hémoglobinopathies, maladies
génétiques induites par des mutations sur les genes codant pour I’'hémoglobine. Il en résulte
une hémoglobine mutée caractérisée par sa capacité a polymériser en situation de
désoxygénation et a induire une modification morphologique des GR: la falciformation.
Cette modification est initiatrice d’'une des symptomatiques les plus problématiques chez les
patients drépanocytaires : la crise vaso-occlusive (CVO). Elle consiste en des obstructions des
vaisseaux conduisant a une raréfaction de l'approvisionnement en oxygene des organes
situés en aval. Cela conduit au développement de symptomes associés, aigus ou chroniques,
tels que des épisodes de crises douloureuses, des accidents vasculaires cérébraux, des
syndromes thoraciques aigus ou encore de I’hypertension artérielle pulmonaire. Ce
phénotype de la drépanocytose est assez fréquent et invalidant chez les sujets homozygotes
pour la mutation, tandis qu’il est relativement silencieux chez les sujets hétérozygotes, les
porteurs du trait drépanocytaire (PTD). Ces derniers sont en effet considérés comme
asymptomatiques bien que présentant dans certains cas, comme en réponse a un exercice

aigu, une augmentation du risque de mort subite.

La crise vaso-occlusive chez les sujets drépanocytaires est un processus multifactoriel
impliquant entre autre la falciformation érythrocytaire et I’"hémolyse, des perturbations
hémorhéologiques, l'inflammation, I'adhésion vasculaire, le stress-oxydatif, la
thrombogeneése et la modulation anormale du tonus vasculaire. Elle peut étre déclenchée
par une situation stressante pour 'organisme telle que I'hypoxie, I'acidose, I'hyperthermie
ou encore la déshydratation. De plus, le mécanisme de reperfusion peut contribuer a
amplifier I'occlusion vasculaire et conduire a une obstruction totale du vaisseau. Dans ce
contexte, I'exercice physique aigu apparait comme un déclencheur potentiel de la CVO, en
stimulant plusieurs facteurs impliqués dans les occlusions vasculaires. Il est de ce fait

généralement contrindiqué aux sujets drépanocytaires.

Ce travail de these se propose d’évaluer si, au contraire d’un exercice aigu peu
favorable aux sujets drépanocytaires, la pratique d’une activité physique réguliére ne
pourrait pas participer a limiter I'activation de facteurs impliqués dans les CVO. Nous avons
donc développé des expérimentations chez deux populations : les sujets porteurs du trait

drépanocytaire qui peuvent présenter des désordres endothéliaux et microcirculatoires en
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réponse a un exercice aigu ; et un modele de souris transgénique drépanocytaire présentant

le déclenchement de CVO suite a un stress d’hypoxie/réoxygénation.

Afin de dresser le cadre théorique des études expérimentales, une revue de
littérature composée de quatre chapitres présentera 1) une description détaillée de la
pathologie drépanocytaire avec ses origines, ses mécanismes physiopathologiques, les
conséquences sur la santé du patient, les moyens thérapeutiques mis a disposition du corps
médical pour prendre en charge les patients drépanocytaires ainsi qu’une présentation des
modeles de souris drépanocytaires les plus fréquemment décrits dans la littérature; 2) le
fonctionnement général des différents mécanismes pouvant participer aux CVO puis la
maniere dont ils peuvent se manifester chez les drépanocytaires. Cela inclut I'inflammation,
I"'adhésion vasculaire, la formation de thrombus, le stress-oxydatif et la modulation du tonus
vasculaire. Nous verrons ensuite comment ces mécanismes impliqués dans la CVO peuvent
étre influencés 3) par I'ischémie/reperfusion qui est un mécanisme souvent retrouvé chez
les sujets drépanocytaires et 4) par l|'exercice aigu et chronique, ce qui permettra

d’introduire I’hypothese de cette these.

La présentation des résultats expérimentaux de ce travail de these se fera ensuite au
travers de quatre articles scientifiques. Le premier est réalisé chez des sujets porteurs du
trait drépanocytaire entrainés et sédentaires avec pour but d’identifier I'activation
endothéliale et la réponse inflammatoire de ces populations au repos et suite a un exercice
aigu maximal. Ensuite, deux pré-expérimentations menées chez des modeéles murins
permettront de concevoir la derniere étude réalisée sur un modele de souris transgénique
drépanocytaire, soumis a une activité physique réguliére par roue d’activité volontaire. Nous
verrons alors si cette activité physique peut limiter, chez ce modéle, I’'hémolyse, I'activation

endothéliale et le stress-oxydatif déclenchés par un stress d’hypoxie/réoxygénation.
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Partie 1 : Drépanocytose, trait drépanocytaire et modeles de souris transgéniques

|. GENERALITES SUR LA DREPANOCYTOSE

La drépanocytose est une maladie génétique faisant partie de la famille des
hémoglobinopathies. Elle est causée par une mutation génétique qui altére la structure de
I’'hémoglobine (Hb), molécule fixant I'oxygéne au sein des globules rouges (GR) afin d’en
assurer le transport jusqu’aux tissus. En situation désoxygénée, cette hémoglobine anormale
(HbS par opposition a I’'Hb normale : HbA) a la particularité de polymériser, ce qui va
entrainer une modification morphologique des GR qui vont alors adopter une forme
beaucoup plus longiligne, arquée et rigide ressemblant a une faucille: c’est ce qu’on appelle
la falciformation des GR (cf. ci-contre la photo prise au microscope
électronique ou on peut voir 3 GR normaux et un GR falciforme). Ce
processus est I'élément déclencheur de la symptomatique des
patients drépanocytaires qui consiste notamment en des
obstructions de capillaires plus ou moins importantes et qui peuvent

dériver sur des crises vaso-occlusives (CVO) avec obstruction totale

du vaisseau. Il en résulte dimportantes douleurs causées par
I'absence d’oxygénation des tissus situés en aval de I'occlusion (poumons, rate, reins,

systeme digestif, muscles, doigts ...).

I.1. DREPANOCYTOSE ET HEMOGLOBINOPATHIES

I.1.i. HEMOGLOBINE NORMALE

L’hémoglobine humaine est une molécule tétramérique constituée d’un assemblage
de 4 groupements ; chacun comprend une protéine globulaire (la globine) et un héme, qui
est un anneau présentant en son centre une molécule de Fer pouvant lier une molécule
d’oxygene de maniére réversible (figure 1). Une Hb peut donc lier jusqu’a 4 molécules
d’oxygéne (1).

Il existe chez 'Homme différents types de globine (essentiellement o, 3, Yy, ) qui,
associées entre elles, forment différents types d’Hb. On en distingue majoritairement 3
types:

e 'HbF (Hb feetale) : elle représente plus de 90% de I’Hb totale chez le feetus et a

une affinité trés importante pour I'oxygene (supérieure a I’'HbA). Elle est composée de 2
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globines o et 2 globines y (02y2). Pendant la période post-natale, cette Hb est remplacée par
I'HbA pour ne représenter plus que 1% de I'Hb totale chez les adultes (2-4) . L'HbF est tres
importante pour les feetus drépanocytaires car elle permet de limiter la polymérisation de
I’'HbS, ce qui permet un développement in-utéro du foetus qui ne sera pas altéré par la
présence d’HbS (5). Il existe chez certains patients drépanocytaires une persistance de I'HbF
a I’age adulte qui leur conféere un phénotype beaucoup moins sévere de la pathologie (6).

e I'HbA: c’est I'Hb majoritairement présente chez I'adulte (97%). Elle est
constituée de 2 globines o et 2 globines B (0:22) (4). Dans les hémoglobinopathies telles
que la drépanocytose, c’est cette Hb qui est mutée au niveau de la protéine 3 globine et qui
acquiere un fonctionnement anormal.

e L'HbA, (0202): Hb assez rare chez ’'Homme puisqu’elle ne représente que 2% de

I’Hb totale (4). Cette Hb a la particularité de ne pas pouvoir transporter I'oxygene (7).

Globine

ol & 4 o> L p1

Figure 1 : Schéma d’une hémoglobine A.

On peut observer 2 globines o et 2 globines 3
plus 4 hémes contenant chacun un atome de
Fer qui assure la fixation de I'oxygene. Image
tirée de Schetchter A (4).

Atome de Fer

I.1.ii. ANOMALIES QUANTITATIVES DE L’'HEMOGLOBINE : LES THALASSEMIES

Le mot thalassémie regroupe une grande variété de mutations de I’'Hb qui résultent en
une grande diversité de symptomes allant des formes légéres a tres séveres. Le lien commun
est 'absence de synthése d’un type de globine ou sa production incompléete ; aussi bien pour
la globine o (oi-thalassémie) que la B (B-thalassémie) (4). Les thalassémies sont fréquentes

dans des zones géographiques bien définies qui présentent des similarités avec celles de la
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drépanocytose : Afrique sub-saharienne, région méditerranéenne, Moyen-Orient, le
continent Indien et I'Est et le Sud-est de I'Asie. Il semblerait aussi que certaines formes de
thalassémie offrent une protection contre des complications liées a l'infection par le

paludisme (8).

I.1.ii.a. L’O~FTHALASSEMIE

Au sujet de l'a-thalassémie, I'absence plus ou moins importante d‘o. globine
fonctionnelle peut conduire a la formation de nouvelles hémoglobines ayant beaucoup plus
d’affinité pour I'oxygéne que I'HbA, les rendant ainsi trés peu fonctionnelles. Présent a I'age
adulte, I'HbH est composé de 4 globines [ tandis que durant la vie foetale, I'Hb Barth’s est
composé de 4 globines v (8). La forme sévere de la maladie, a savoir une absence de globine
o (a°), est rarement viable (7). Pour les autres formes, il est courant d’observer des anémies

microcytaires ou hémolytiques (7) (figure 2).

I.1.ii.b. LA B-THALASSEMIE

Les principaux symptomes de la B-thalassémie sont causés par un excés de globine o,
qui apparait en réponse aux faibles concentrations de globine 3. Cette molécule est assez
instable et a tendance a précipiter, ce qui induit des anémies plus ou moins marquées selon
I'importance des mutations, ainsi que des splénomégalies’ pour certaines formes sévéres de
la maladie (7) (figure 2).

La B-thalassémie présente plusieurs formes (9) :

%  Le trait B-thalassémique : mutation sur un seul des deux génes codant pour la
B globine; se caractérise par des anémies légéres voir absentes et des microcytoses
variables ; cette forme est souvent asymptomatique.

% [B-thalassémie intermédiaire (") : mutation sur les deux génes codant pour la

B globine et au moins une des deux mutations est modérée ; les sujets atteints présentent
des anémies légeéres a modérées, des splénomégalies, des déformations osseuses ainsi

gu’une surcharge en fer dépendante des anémies.

! Splénomégalie : augmentation de la taille de la rate
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)

+» [B-thalassémie majeure (BO): mutation sévere sur les deux génes codant pour

la B globine ; les manifestations cliniques sont une anémie et surcharge en fer séveres, ainsi
que des splénomégalies et déformations osseuses dépendantes de Iefficacité de la
transfusion.

X/

% [B-thalassémie a HbE: un géne de la [ globine porte une mutation

thalassémique légere ou sévere et l'autre porte la mutation codant pour I'HbE; se

caractérise par des anémies légeres a séveres et une surcharge en fer dépendante des

anémies et des transfusions, des splénomégalies et des déformations osseuses.

Geénes
o thalassémie B thalassémie
N ' xA
Adulte: Exct.esde E).(cesde . Erythropoiese P
Maladie 3 HbH <— chaine chaine o qui—» inefficace —>» Anémie —>» EPO7
(B4 précipite l l l
o A tation d
X ) ugmen. ation de Transfusion Expansion de la
I'absorption du Fer
Excesde moelle osseuse
Foetus: < chai HbE 77 \ /
Maladie a Hb Bart chainey l
() / Surcharge en Fer
\ l Anomalie du squelette
Y e ) Maladie des Os
Défaillances organiques Splé < oali
(pathologie du cceur, du foie, plenomegalie
dysfonctionnement endocrinien)

Figure 2 : Schéma explicatifs des thalassémies o et 3.
Schéma traduit de Birgens et al. (7).

I.1.iii. LES DIFFERENTES FORMES DE LA DREPANOCYTOSE ET APPARENTEES

La drépanocytose est une pathologie génétique causée par une unique substitution au
niveau du 6°™ codon du geéne de la B globine (chromosome 11) ol une thymine a été
remplacée par une adénine (GTG > GAG). Cela se répercute sur la séquence protéique
nommée globine BS (S pour «Sickle », faucille en francais, qui est la forme des GR
drépanocytaires), avec le remplacement de I'acide glutamique par la valine (10) (figure 3).
Les conséquences de cette mutation sont I'apparition d’un site hydrophobe au niveau de la
globine BS lorsqu’elle est désoxygénée qui va alors se lier a un site hydrophobe d’une autre
BS, entrainant ainsi, par liaisons successives, la polymérisation de I’'HbS (11). Il s’en suit une

déformation du GR, sous la contrainte de I’'HbS polymérisée, qui va devenir beaucoup plus
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longiligne. C’est la falciformation des GR qui va alors initier toute la symptomatique

drépanocytaire.

Séquence nucléotidique de laf§ Séquence nucléotidique delaf}
globine normale globine mutée

Séquence protéiquede la Séquence protéiquede laf
globine normale globine mutée

P — GO

Figure 3 : Schéma de la mutation génétique de la drépanocytose.

Il s’agit d’une mutation ponctuelle intervenant au niveau du codon 6 de la 3 globine (chromosome 11), qui
conduit a une substitution de l'acide glutamique par la valine. Cette mutation est responsable de la
polymérisation de I’'hémoglobine mutée (nommée HbS) et des pathologies qui en découlent (crise vaso-
occlusive). D’aprés Okpala et al., 2006 (12).

I.1.iii.a. LA DREPANOCYTOSE

Les personnes atteintes de drépanocytose ou « sickle cell disease » en anglais, qui
correspond a la forme sévere de la maladie, sont homozygotes pour la mutation BS. Leurs GR
contiennent 97% d’Hb mutées appelées HbS, composées de 2 globines o et 2 globines BS

(0c2[352). Leur phénotype est donc HbS/HbS ou encore HbSS.

I.1.iii.b. LE SYNDROME DREPANOCYTAIRE SEVERE

D’autres personnes, présentant des caractéristiques génotypiques différentes, peuvent
aussi souffrir d’'un syndrome drépanocytaire sévére, proche de la symptomatique de la
drépanocytose :

«*» HbSC: le patient est hétérozygote pour I'HbS et hétérozygote pour I’'HbC. La
mutation BC est la substitution de I’acide glutamique par la lysine en position 6 du géne de la
B globine soit au méme endroit que la mutation [35. Le phénotype des sujets porteurs HbSC

est HbS/HbC soit environ 50% de chaque Hb (13). Les sujets HbSC représentent entre 25 et

30% des personnes atteintes de syndrome drépanocytaire et expriment une sévérité
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moyenne de la pathologie drépanocytaire. Cette sévérité est surprenante car pris
indépendamment, le trait HbS et le trait HbC sont trés peu sévéres. Ce paradigme peut
s’expliquer par la présence de I’'HbC qui augmente la déshydratation des GR, ce qui favorise
la polymérisation des GR et donc augmente la sévérité de la maladie (14).

% HbS/B-thalassémie : hétérozygote pour I'HbS et hétérozygote pour une
mutation de la B-thalassémie; la sévérité de cette forme dépend de la sévérité de la
mutation B-thalassémique. Dans le cadre d’une association entre la mutation B° et une
mutation thalassémique [30, la forme de la maladie est trés sévere et ne présente pas de
différence avec celle de la drépanocytose (13).

% HbS/HbD™“: HbhS/HbO 2" ; HhC/HbS-Antille : toutes ces formes sont assez

rares et correspondent a une forme moyenne a sévére du syndrome drépanocytaire (11).

I.1.iii.c. TRAIT DREPANOCYTAIRE

Les sujets porteurs du trait drépanocytaire (PTD) présentent la forme légere de la
drépanocytose qui est souvent considérée comme asymptomatique (cf. partie 1.1 ; p36). lls
expriment la mutation BS de maniere hétérozygote, si bien qu’ils expriment mois de 50%

d’HbS. Leur phénotype est nommé HbAS ou HbA/HbS.

I.1.iii.d. L’ 0 THALASSEMIE, UNE MUTATION LIMITANT LA SEVERITE
DREPANOCYTAIRE ?

L'a-thalassémie, sous sa forme la plus répandue d’une micro-délétion de 3,7 kilobases
sur I'un des deux génes codant pour I'o. globine (15), est une mutation trés présente dans la
population Afro-Américaine avec 30% de la population portant la forme silencieuse (3
o—globine fonctionnelles: —o/o) et 2,5% portant la forme de trait (2 o-globine
fonctionnelles : —o/—a1) (16). Lorsqu’elle est associée a la mutation HbS, une réduction des
symptomes drépanocytaires hémolytiques est fréquemment observée (16-18). En effet, ces
sujets présentent une diminution des réticulocytes et une augmentation de la quantité
d’hémoglobine S (19-20). lls présentent de plus une diminution du CCMH (concentration
corpusculaire moyenne en hémoglobine) associée a une diminution des GR trés denses et
des drépanocytes irréversibles (15,19). Ces différences pourraient s’expliquer par une

diminution des mouvements ioniques au niveau de la membrane des GR (21).
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Enfin, les enfants HbSS/o-thal semblent présenter des risques de développer des
accidents vasculaires cérébraux (AVC) limités (par rapport aux patients non thalassémiques),
au regard d’une fréquence inférieur de doppler transcraniens anormaux (16).

Le role totalement bénéfique de I'alpha-thalassémie chez les patients HbSS a
récemment été remis en cause. En effet, il semblerait que la limitation des symptomes liés a
I’'hémolyse soit contrebalancée chez ces sujets par d’autres désordres de type plutot vaso-

occlusifs (CVO aigu, syndrome thoracique aigu, ostéonécrose) (18,22-25)

|.2. ORIGINE DE LA DREPANOCYTOSE

1.2.i. HISTORIQUE DE LA DREPANOCYTOSE

Les premiéres traces d’une étude scientifique décrivant des personnes drépanocytaires
date de 1846 avec une observation du Dr Lebby. Celui-ci relate une autopsie pratiqué sur un
homme ayant souffert de fiévre intermittente et qui présente post-mortem une absence de
rate. Cette méme observation est faite en 1898 par Hodenpyl suite a une autopsie sur un
homme qui présentait de fortes douleurs dans tout le corps ainsi qu’une jaunisse et une
pleurésie (26).

C’est Herrick, en 1910, qui a décrit le premier cas d’un patient présentant des GR
déformés, longilignes et ayant une forme de faucille qu’il nommera « Peculiar Elongated and
Sickle-shaped Red Blood Corpuscles » (27). Suite a plusieurs cas rapportés dans la littérature,
Vernon Mason attribua le nom de «Sickle cell anemia» a cette symptomatique en
1922 (28).

Les avancées sur la compréhension du mécanisme de falciformation sont apparus dés
1917 avec Emmel qui observa que ces GR en forme de faucille, une fois exposés a I'air libre,
reprenaient une forme arrondie spécifigue d’'un GR normale (29). La relation entre
falciformation de ces GR et basse pression d’oxygene fut conclue par Hahn et Gillepsie en
1927 (30) et en 1940, Sherman (31) montra que ces processus de falciformation existaient in
vivo dans I'organisme et qu’ils se produisaient majoritairement dans le sang veineux (29).

En 1933 apparait la notion de trait drépanocytaire qui fait référence a des personnes
présentant de la falciformation des GR mais pas d’anémie (32). Deux études sont venu
appuyer cette notion en 1949 : celle de Neel qui a démontré une transmission mendélienne

de la drépanocytose avec la présence du gene responsable de la falciformation a I'état
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hétérozygote chez les porteurs du trait drépanocytaire et a I'état homozygote pour les
drépanocytaires (33) ; et celle de Pauling et al. qui ont observé une différence de migration
électrophorétique entre des sujets porteurs du trait drépanocytaire (deux tracés: un pour
I’'HbA et I'autre pour I’HbS) et des sujets drépanocytaires (une seul tracé pour I’'HbS) (34).

Enfin, la caractérisation moléculaire de la mutation de la drépanocytose a été faite par
Ingram en 1957 qui démontra que la différence entre I'HbA et I'HbS était due a une
substitution de I'acide glutamique par la valine (10). Il émit aussi I’hypothése que cette
substitution d’un acide aminé pourrait s’expliquer par le remplacement d’'une base azotée
sur I’ARNm codant pour I’'HbS. Cela fut confirmé en 1977 par Moratta et al. qui définirent la
mutation de I'HbS comme une substitution de I'adénine pour I'uracile sur le codon 6 de
I’ARNm codant pour la B globine (GAG-codant pour I'acide glutamique- devenant GUG-
codant pour la valine) (35). Finalement, en 1978, Deisseroth localisa le géne de la 3 globine
sur le chromosome 11 (36).

Il faudra attendre plus de 80 années aprés la premiéere description de la drépanocytose
par Herrick pour voir apparaitre le premier médicament capable de prévenir les

complications de cette pathologie génétique: I'hydroxyurée en 1995 (37).

I.2.ii. APPARITION DE LA MUTATION ET PALUDISME

La répartition de la drépanocytose a I'échelle mondiale (figure 4 A) permet de
visualiser plusieurs sites de fortes concentrations de I'HbS qui se trouvent étre des lieux de
départ de la mutation. Chacun de ces lieux est caractérisé par un haplotype particulier: il en
existe quatre en Afrique (haplotype du Sénégal, Benin, Bantu et Cameroun) et un Arabo-
Indien ce qui laisse a penser que I'apparition de la mutation HbS s’est faite au minimum en 2
endroits simultanément (11).

L'apparition des haplotypes en divers points du globe pourrait étre expliquée par
I'analyse des similarités de localisation entre la drépanocytose et le paludisme (pathologie
due a l'infection par le parasite plasmodium falciparum) (figure 4 B). On remarque alors une
assez forte co-localisation géographique des deux pathologies. En parallele, il semblerait que
la forte prévalence du trait drépanocytaire, qui ne peut étre expliquée par le jeu des
mutations hasardeuses et le fort taux de |étalité de la drépanocytose SS, laisse a penser que

I’'HbS hétérozygote pourrait conférer un avantage sélectif comparé a une absence de trait.
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Cela confirmerait donc l'aspect bénéfique que conféere le trait par rapport au
plasmodium (38). L’étude menée par Aidoo et al. tendrait a confirmer cette position, a savoir
que sur une importante cohorte de jeunes sujets HbAA (sujets homozygote pour I'HbA),
HbAS et HbSS (les plus sujets aux déces causés par le paludisme), la présence d’HbS
semblerait limiter les épisodes d’anémie sévere causée par le paludisme ainsi que la
multiplication du parasite dans les GR (39). De plus, il semblerait y avoir une diminution de la
mortalité infantile chez les enfants PTD qui pourrait s’expliquer par un effet bénéfique de

I’"HbS sur les formes séveres et mortelles du paludisme (39-40).
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Figure 4 : Distribution globale de I’'HbS et du paludisme.

(A) Cette carte montre la distribution de I'allele HbS (HbSS, HbSC, et HbS/B-thalassémie) en fonction de sa
fréquence d’apparition. D’aprés Rees et al. (11); (B) Cette carte montre la distribution du paludisme en vert
dans le bassin méditerranéen et I’Afrique.
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La protection conférée par I’'HbS au plasmodium falciparum pourrait s’expliquer par
des mécanismes spécifiques de la présence d’HbS :

«» Il a été observé, chez les PTD, que les GR infectés polymérisent beaucoup plus
rapidement que les non infectés, via entre autre un pH plus acide et une perte plus
importante de K+ en situation de désoxygénation, ce qui semblerait provoquer la mort des
parasites (41) ou leur destruction par le systéme immunitaire inné (40,42-43).

X/

% I'immunité acquise pourrait neutraliser I'évolution des parasites (44-45).

1.2.iii. PREVALENCE DE LA DREPANOCYTOSE

Jusgu’a la moitié du XXeme siecle, la présence d’HbS se cantonnait essentiellement
aux zones de paludisme ainsi qu’aux zones ayant connues un afflux d’esclaves africains
durant la traite des noirs. Puis, 'augmentation des flux migratoires, ces derniéres décennies,
en direction des zones industrialisées ont fortement participé a la dissémination de I'HbS sur
une treés grande partie du globe (partie rayé de la Figure 4 A) (46).

Cela a participé a placer la drépanocytose comme la pathologie génétique la plus
représentée de par le monde. Le nombre de personnes atteintes de mutation
drépanocytaire est estimé par I’'OMS a 120 millions de personnes soit 2,3% de la population
mondiale. En France, en 2004, le nombre de sujets atteints du syndrome drépanocytaire
majeur était estimé entre 6 000 a 7 000 personnes et le taux de naissance de nouveaux nés
drépanocytaires en lle de France est d’environ 1,8%, ce qui correspond a environ 200

naissance par ans (46).

1.3. MECANISMES PHYSIOPATHOLOGIQUES DE LA DREPANOCYTOSE

I.3.i. LA FALCIFORMATION

La falciformation des GR est le mécanisme qui conduit a la modification
morphologique des GR sous la contrainte des filaments de polymére d’"HbS comme on peut
le voir sur la photographie prise par Trudel et al. au microscope électronique (47) (figure 5).
On vy distingue clairement la présence de molécules organisées en filaments droits et
paralléles (I'HbS polymérisée) qui modifient la forme du GR.

La falciformation est un processus actif et réversible influencé par I'état de

poly/dépolymérisation qui évolue selon I’environnement physiologique.
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Figure 5: Image prise au microscope électronique
(X6000) d’un GR falciforme de souris SAD séquestré
dans la rate.

On peut observer les filaments de polymére d’Hb
alignés parallelement et modifiant la morphologie du
GR. Image réalisée par Trudel et al. (47).

1.3.i.a. ROLE DE L’OXYGENE, DU PH, DU 2,3 DPG ET DE LA TEMPERATURE DANS LA
FALCIFORMATION DES GR

La polymérisation s’initie lorsque I'HbS est sous sa forme désoxygénée de
désoxyhémoglobine S, suite a une baisse de la pression partielle en O, (PO;) (29). Cette
désoxygénation induit une modification structurale de I’'HbS qui va dévoiler un acide aminé
hydrophobe : la valine issue de la substitution BS. Celle-ci va alors se lier automatiqguement a
d’autres acides aminés hydrophobes telles que I'alanine, la phénylalanine ou la leucine
appartenant a une molécule d’HbS adjacente (48). Ainsi, de liaisons hydrophobiques en
liaisons hydrophobiques, le polymére d’HbS se construit jusqu’a induire la falciformation des
GR.

Comparée a I’'HbA, I'HbS présente, a des faible PO,, une courbe de dissociation de I'Hb
décalée vers la droite, ce qui signifie qu’en situation d’hypoxie, I'HbS désaturera plus que
I"HbA (49-50).

D’autre éléments, comme |’acidose (baisse du pH intra ou extra-érythrocytaire) (51-52)
ou une hausse de la température corporelle (53) induisent un glissement de la courbe de
désaturation de I’Hb vers la droite. Ainsi, dans ces conditions, 'Hb aura tendance a désaturer
plus et, dans le cas de I’'HbS a polymériser plus qu’a pH neutre ou alcalin et qu’a température
normale.

Enfin, les fortes concentrations en 2,3 DPG (2,3 diphosphoglycérate) retrouvées dans
les GR SS comparés aux GR normaux (54), couplées aux baisse de pH induites par cette
molécule, pourraient intervenir dans la baisse de I'affinité de I'HbS pour I'oxygene (55). Le
2,3 DPG est une molécule sécrétée durant la glycolyse et ses concentrations semblent

augmenter dans les situations d’hypoxie, le but étant de faciliter le relargage d’oxygéne dans
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I’organisme en diminuant I'affinité de I'Hb pour celui-ci (54). Ce mécanisme s’avére toutefois
contreproductif pour les sujets drépanocytaires car cela augmenterait les risques de

polymérisation de I’'HbS (56).

I.3.i.b. LA DESHYDRATATION ERYTHROCYTAIRE

La déshydratation érythrocytaire est un des facteurs qui entrent en compte dans
I'initiation de la polymérisation. Elle consiste en une fuite des liquides vers le compartiment
extracellulaire, ce qui tend a augmenter la concentration intracellulaire en HbS et donc a
diminuer le délai de polymérisation car les molécules d’HbS mettent moins de temps a
rentrer en contact les unes avec les autres (57-60).

Cette déshydratation peut intervenir suite a plusieurs mécanismes combinés ou non :

** Une déshydratation de |'organisme qui s’accompagne d’une diminution du
volume plasmatique, si bien que I'eau, qui va du compartiment contenant le plus d’eau a celui
en contenant le moins, fuit a I’extérieur des GR (61).

+* Une activation des canaux Gardos (« Gardos channel » en anglais) : il s’agit de
canaux Ca”*/K" (calcium/potassium), présents au niveau des membranes érythrocytaires et
activés par une augmentation de calcium intracellulaire, dépendante de la désoxygénation de
I’'Hb (62-64). L'ouverture de ces canaux induit la fuite de potassium vers I'extérieur de la
cellule (efflux de K*) (62), ce qui modifie les contenus ioniques intracellulaires et induit, par
pression osmotique, des mouvements d’eau vers |'extérieur de la cellule (63). Cette activation
des canaux Gardos pourrait aussi étre induite par une fixation de I'endothéline-1 (un puissant
vasoconstricteur) sur son récepteur I'ETB enchassé dans la membrane érythrocytaire. La
stimulation de I'ETB conduirait & I'activation des canaux Ca’*/K" et favoriserait donc la
déshydratation cellulaire (65-67).

% Une activation des co-transporteurs K*/CI (potassium/chlore): 'activation des
Gardos chanel induit une acidification du pH, via les mouvements ioniques qu'ils
occasionnent, ce qui active les co-transporteurs K'/ClI (63), augmente I'efflux de potassium et
donc la déshydratation cellulaire (57,62,68). Le stress oxydatif érythrocytaire, accru chez les
sujets drépanocytaires (69-70), semble aussi intervenir dans [’activation de ce co-
transporteur (71). Il agit soit directement en activant le canal K'/CI, soit indirectement en

interagissant avec la cascade de régulation de ce transporteur : activation de PP1a (protein
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phosphatase 10 qui est un activateur du canal K*/Cl') ou inhibition des tyrosine kinases de la

famille des Src (hck, frg) qui sont des inhibitrices de PP1ct (68).

I.3.i.c. FORMATION DE CELLULES DENSES ET/OU IRREVERSIBLES ET DEFORMABILITE
ERYTHROCYTAIRE

La formation des cellules denses découle directement de la déshydratation cellulaire
discutée ci-dessus (59,72). Ces cellules sont caractérisées par de fortes concentrations en
Hb avec des valeurs de CCMH assez hautes (72). La formation de ces cellules est initialement
réversible et étroitement liée a la polymérisation de I’'Hb. Mais, suite a plusieurs processus
d’oxygénation/désoxygénation, il arrive que la cellule reste bloquée a I'état de cellule
dense; c’est ce que l'on appelle les cellules denses irréversibles (ISC) : que I'Hb soit
oxygénée ou désoxygénée, leur déformabilité est tres faible (72-73). Ces cellules présentent
de ce fait un faible pouvoir adhésif comparé aux GR falciformes qui pourrait s’expliquer par
une membrane trop peu déformable qui ne permet pas de créer suffisamment de surface de
contact avec I'endothélium pour y adhérer (60). En contrepartie, cette faible déformabilité
pourrait intervenir de maniere assez importante dans les vaso-occlusions car les cellules,
beaucoup trop rigides, ne pourraient pas se déformer pour passer les zones présentant une
grande concentration de GR SS déformables adhérents a I’'endothélium (59,74-75).

Cette faible déformabilité sera démontrée par les résultats de Kaul et al. en 1983 qui
observent de tres faibles déformations des cellules denses irréversibles en situation de
désoxygénation par rapport aux GR non denses sujets a la falciformation (73) (figure 6). Elle
peut s’expliquer 1) par I'augmentation du CCMH, liée a la déshydratation cellulaire, qui va
induire une augmentation de la viscosité intracellulaire (76) ainsi que 2) par une diminution

de la flexibilité des membranes (72,77).
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Figure 6: Image prise au microscope électronique de GR in vitro en condition d’oxygénation ou de
désoxygénation.

Les GR réversibles et irréversibles ont été séparés par un gradient de densité de Percoll-Renografin. On observe
que la forme des GR irréversibles est peu influencée par le manque d’oxygéne par rapport a celle des GR
réversibles qui deviennent falciformes. Image obtenue d’apres Kaul et al. (73)

1.3.ii. L’'HEMOLYSE

L’anémie hémolytique est un des symptomes caractéristiques de la drépanocytose qui
se résume par d’importantes lyses des GR, qu’elles soient intravasculaires (1/3 de
I’hnémolyse) ou extravasculaires (2/3 de I’hémolyse) (78). Elle se traduit par des valeurs
d’hématocrite assez basse chez les patients drépanocytaires (79). L’hémolyse est a la base
un mécanisme physiologique normal d’apoptose des GR vieillissants (autour de 120j de

vie) (80) et elle se trouve exacerbée chez les sujets drépanocytaires (60).

I.3.ii.a. L’HEMOLYSE EXTRAVASCULAIRE

L’'hémolyse extravasculaire s’effectue par le systeme réticuloendothélial qui est
constitué, entre autre, des cellules capables de phagocyter les cellules érythrocytaires
sénescentes. Dans le cadre de la drépanocytose, une forte erythro-phagocytose par les
macrophages a été observée ainsi qu’une importante concentration, dans le foie, de cellules
de Kupffer (cellule phagocytaire hépatique) chargées en GR(78,81). En effet, I'article
d’Hebbel et Miller tend a montrer que les GR SS (GR des sujets drépanocytaires a HbSS) ont

une capacité anormale a se faire phagocyter par les macrophages, avec ex vivo, une
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moyenne de 19% d’ingestion pour les GR SS comparé a 3% pour les GR AA (GR des sujets
sains a HbAA) (78). L'importance de ces destructions pourrait étre expliquée par un taux
anormalement élevé d’lgG, molécules reconnues par les macrophages, a la surface des GR
SS (78). En parallele, la forte quantité d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS en anglais :
« Reactive Oxygen Species ») générés dans les GR SS semblerait accélérer la phagocytose des
cellules (69) ; une des explications a ce phénomeéne pourrait étre la modification de
I"'asymétrie des phospholipides par le stress oxydatif qui conduit a une surexposition de la
phosphatidylsérine (PS) a I'extérieur de la membrane des GR SS (82). Ces molécules sont
alors reconnues par les macrophages qui disposent a leur surface des récepteurs spécifiques

de la PS, ce qui aboutit a la phagocytose des GR SS (70,83).

1.3.ii.b. L’HEMOLYSE INTRAVASCULAIRE

Les patients drépanocytaires présentent de méme une importante hémolyse intra-
vasculaire ; celle-ci pourrait étre mise sur le compte du stress-oxydatif, qui est plus
important dans les GR SS que GR AA (82). En effet, 'auto-oxydation des GR falciformes est
plus importante que celle des GR normaux et pourrait étre associée a une augmentation du
fer libre intra-érythrocytaire (84) qui est un inducteur, entre autre, de peroxydations
lipidiques. Cela augmente l'instabilité de la bicouche lipidique et donc le risque de lésions
membranaires (70,85).

Cette derniere forme d’hémolyse est la plus destructrice pour les sujets
drépanocytaires car elle entraine le relargage, dans la circulation systémique, d’Hb libre
ayant un fort pouvoir oxydatif (86), une grande capacité a neutraliser le NO (oxyde
nitrique) (86), ainsi qu’une capacité accrue a activer I'endothélium vasculaire (70). En
réponse a cette augmentation d’Hb libre, des mécanismes de neutralisation de ces
molécules se mettent en place (86): I'Hb libre est piégée par I'haptoglobine et I’'heme libre
est neutralisé par I'hémopexine ; ces molécules vont ainsi diriger 'Hb et ’"héme vers des
compartiments de phagocytose ou d’endocytose (86-87). Mais il se peut que dans le cadre
de la drépanocytose, ces défenses soient submergées et donc insuffisantes pour contenir

tout I’Hb libre (86).
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Que I'hémolyse soit intravasculaire ou extravasculaire, elle va induire une diminution
de la quantité de GR dans le sang et donc activer les mécanismes d’érythropoiése visant a
réinjecter de nouveaux GR dans la circulation (59). Cela expliquerait pourquoi les taux de
réticulocytes, jeunes GR immatures, sont assez élevés chez les sujets drépanocytaires. A
noter que cette augmentation de réticulocytes n’est pas favorable a ces patients car ces
cellules présentent un fort pouvoir adhésif (59), ce qui augmente la quantité de cellules

pouvant étre impliquées dans les occlusions vasculaires.

1.3.iii. LES CRISES VASO-OCCLUSIVES

L’occlusion vasculaire est un processus initié par la falciformation des GR auquel vient
s’ajouter l'intervention de multiples facteurs tels que les modifications hémorhéologiques,
I'inflammation, I'adhésion vasculaire, le stress oxydatif, I’'hémolyse ou encore la coagulation
sanguine. Ces mécanismes vont s’amplifier dans le temps selon un cercle vicieux qui va

conduire a la genese d’occlusions vasculaires, symptémes majeurs de la drépanocytose.

I.3.iii.a. LES MODIFICATIONS DES PARAMETRES HEMORHEOLOGIQUES, UN FACTEUR
IMPORTANT DANS LA GENESE DES CVO

L’'hémorhéologie est un domaine de recherche qui étudie les facteurs qui peuvent
affecter la résistance au flux sanguin. Parmi ces facteurs, on peut noter la déformabilité et
I'agrégabilité des GR, I'agrégabilité plaquettaire ainsi que la déformabilité et I'adhésion des
GB a I’endothélium (77,88).

Les sujets drépanocytaires sont caractérisés par des modifications de divers
parameétres hémorhéologiques (79) :

- une diminution de la déformabilité érythrocytaire, ce qui va compliquer le passage
des GR dans les capillaires sanguins ;

- une augmentation de la vitesse de cisaillement minimale nécessaire pour désagréger
un agrégat érythrocytaire et, en paralléle, une augmentation de I'agrégation érythrocytaire;

- une diminution du rapport hématocrite/viscosité sanguine, un indicateur de

I’efficacité du transport de I'oxygéne dans le sang chez les sujets drépanocytaires.
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Deux types de comportement hémorhéologique se distinguent dans I’arbre vasculaire :
celui des gros vaisseaux tels que les artéres et celui des petits vaisseaux que sont les
capillaires et dans une moindre mesure les veinules postcapillaires :

«» Hémorhéologie dans les gros vaisseaux : Lorsque les vaisseaux ne présentent
pas de bifurcation ou de virage, le flux sanguin est plutét unidirectionnel ou laminaire et les
mécanismes de vasodilatation/constriction permettent de maintenir des contraintes de
cisaillement relativement stables (entre 10 et 30 dynes/cm?2). Ainsi, chez les sujets
drépanocytaires, les complications qui peuvent opérer dans ces zones sont le plus souvent la
conséquence d’une mauvaise modulation du tonus vasculaire par I’endothélium (cf.
partie2.IV ; p70) (60).

En paralléle, au niveau des bifurcations de I'arbre artériel, comme c’est le cas au
niveau de la crosse aortique, les contraintes de cisaillement ne sont pas uniformes et sont
oscillantes. Ces zones sont problématiques dans de multiples pathologies car s’y produisent
de fortes variations de pression causées par l'‘augmentation des contraintes de
cisaillement (89). Ces contraintes de cisaillement importantes se trouvent impliquées dans
les problemes de développement de plaque qui causent une augmentation des ROS, de
I’épaisseur de l'intima, un remodelage du mur vasculaire et des rétrécissements de la
lumiere des vaisseaux sanguins qui peuvent conduire a des pathologies
cardiovasculaires (60). Il a en outre été observé ex vivo que ces zones de flux non uniforme
induisaient une augmentation de la stimulation de NFkB (Nuclear factor kappa B), un facteur
de transcription impliqué dans I'activation endothéliale et I'expression de molécules
d’adhérence vasculaire (89). Il en découle une forte augmentation de |'adhésion
monocytaire (89-90). Ainsi, chez les sujets drépanocytaires, il semblerait que les zones de
bifurcation apparaissent comme des zones a risques. Aux effets des contraintes de
cisaillement oscillantes vont s’ajouter :

- I’'hémolyse, génératrice de radicaux libres via I’'Hb libre,

- la présence de GR a fort potentiel adhésif,

- la présence de GR denses pouvant augmenter la viscosité sanguine (77) et se
bloquer dans les zones de faible diamétre.

Enfin, les zones d’agrégation et d’accumulation cellulaire dans les gros vaisseaux vont

induire des zones de sténose avec augmentation du temps de transit des GR. Cela va donc
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augmenter le risque d’adhésion et de falciformation des GR mais aussi créer, a la sortie de
cette zone, une zone du flux sanguin turbulent/non uniforme qui se trouve associée comme
décrit ci-dessus, a une forte modification vasculaire délétére pour les drépanocytaires (figure
7). Il a, en effet, été observé, par doppler trans-cranien, qu’un flux sanguin élevé,
caractéristique de ces zones de sténose/vasoconstriction, était associée a un risque accru

d’accident vasculaire cérébral (91).
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Figure 7: Comportement du flux sanguin dans un gros vaisseau lors d’'un phénoméne de sténose.
Le flux parabolique présent dans la zone pré-sténose et diminué au niveau de la zone de stase causée, chez les
drépanocytaire par une accumulation de cellules adhérentes. A la sortie de cette zone, le flux devient
turbulent, non uniforme, ce qui cause des dégats endothéliaux tels que I’activation endothéliale ou la
génération de ROS. Schéma traduit de Barabino et al. (60).

«» Hémorhéologie dans les capillaires et veinules postcapillaires : Les capillaires
et veinules postcapillaires (VPC) font partie des principaux sites d’occlusions vasculaires
observés chez les patients drépanocytaires (92) et cela n’est pas indépendant du
comportement hémorhéologique a cet endroit. En effet, les capillaires, de par leur fonction
qui est de permettre I'oxygénation tissulaire, présentent la caractéristique d’étre traversés
par un flux sanguin limité associé a de faibles contraintes de cisaillement pour laisser du
temps a la diffusion de I'oxygene (60). Les VPC, qui sont les vaisseaux dans lesquels se jettent
les capillaires, recoivent le sang désoxygéné et présentent pour un diameétre identique, des
contraintes et des vitesses de cisaillements inférieures aux capillaires (88). Ainsi, ces faibles

vitesses de cisaillement, associées a une importante viscosité sanguine (77), semblent assez
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délétéres aux drépanocytaires car cela pourrait augmenter le temps de transit des GR (77)
ainsi que leur agrégation (60).

En effet, la désoxygénation des GR au niveau des capillaires favorise la polymérisation
de I'Hb et donc la falciformation. Mais ce mécanisme n’est pas immédiat, et nécessite un
temps de latence (59). C'est pour cela qu’une augmentation du temps de transit augmente
le délai permettant a 'Hb de polymériser et donc augmente le nombre de drépanocytes
moins déformables. Cela initie le cercle vicieux de la drépanocytose ou la polymérisation,
causée par une viscosité importante, amplifie cette viscosité et donc la polymérisation, ce
qui conduit peu a peu au blocage des vaisseaux par des drépanocytes moins déformables et
a I'occlusion vasculaire (60). Beaucoup d’autres facteurs interviennent dans ce mécanisme

vaso-occlusif drépanocytaire. llIs seront discutés dans les prochains chapitres.

I.3.iii.b. LE CERCLE VICIEUX DE LA DREPANOCYTOSE

Les mécanismes impliqués dans les occlusions vasculaires chez le sujet drépanocytaire
s’auto-entretiennent et forment ce que I'on peut appeler un cercle vicieux. Le cercle vicieux
de la drépanocytose débute avec la désoxygénation de I'hémoglobine qui, suite a
I'intervention de divers facteurs, s’amplifie avec le temps jusqu’a arriver a un point de non-
retour aboutissant a la crise vaso-occlusive : le vaisseau sanguin est trés fortement obstrué
et I'oxygénation des organes en amont se trouve altérée (86).

L’élément déclencheur de ce cercle vicieux est souvent le phénomene d’hypoxie, qui
va induire la falciformation des GR ainsi que la production de ROS (70,93). Cette
falciformation induit une augmentation de I’hémolyse, elle aussi impliquée dans la
production de ROS (86).

Il s’ensuit alors la mise en place d’une réponse inflammatoire, caractérisée notamment
par 'activation de I'endothélium vasculaire qui va alors produire diverses molécules dont
des molécules d’adhérence vasculaire (qui lient les GR et globules blancs - GB - a
I’endothélium), certains modulateurs du tonus vasculaire tels que I'endothéline-1 (ET-1,
puissant vasoconstricteur) ou encore des molécules impliquées dans la cascade de
coagulation (TF : facteur tissulaire) (93). Cette réponse inflammatoire conduit a la diminution
de la lumiére des vaisseaux sanguins et donc au blocage des GR denses, trop peu

déformables pour traverser ces amas cellulaires (59) ainsi qu’a une augmentation de
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I’hypoxie locale. Cette hypoxie locale favorise encore plus la falciformation, et toutes les
réactions en chaine précédemment décrites : le cercle vicieux est bouclé et peut conduire a

la crise vaso-occlusive (figure 8).
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Figure 8 : Modélisation générale de la crise vaso-occlusive et des principaux facteurs impliqués dans cette
symptomatique.

1.4. ASPECTS CLINIQUES DE LA DREPANOCYTOSE

Comme nous avons pu le voir dans les précédents chapitres, la crise vaso-occlusive est

la symptomatique majeure des patients drépanocytaires (94) et elle peut étre tres
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problématique en fonction de I'intensité et du lieu ou elle se manifeste. Elle conduit, de plus,
a I'expression d’un grand panel de symptémes qui vont étre décrits dans ce chapitre.

L’expression clinique de cette pathologie est trés diversifiée puisqu’elle peut varier de
patients fréquemment admis en service hospitalier pour des traitements de complications
aigues, a des patients ayant trés rarement besoin d’un environnement médicalisé (95). En
effet, d’aprés I'étude de Platt et al, il a été montré que sur une population de 3518
drépanocytaires homozygotes analysés pendant 5 a 6 ans, 5,2% de la population étudiée
présentaient plus de 3 crises douloureuses par an, 40% avaient moins de 1 crise par an et
39% n’avaient pas d’épisode nécessitant d’hospitalisation (96). Il faut savoir que la fréquence
des crises douloureuses est un des parameétres importants pour évaluer la survie de
I'individu a long terme et que plus de 3 crises par an peuvent étre un indicateur de sévérité
de la maladie et un facteur de risque de mort précoce (94).

La symptomatique des drépanocytaires présente la particularité de pouvoir étre
classifiée selon des catégories d’age :

+ les enfants en trés bas dge, de 6 mois (lorsque I’'HbF commence a disparaitre)
jusqu’a 5 ans(97-98): cette classe d’age présente le plus souvent des risques de
séquestration splénique avec splénomégalie qui sont parfois la conséquence d’infections
bactérienne et qui peuvent entrainer d'importantes anémies hémolytiques et parfois altérer
la survie de l'individu (98-99). De plus, les enfants en bas age sont trés sensibles aux
infections du type méningite, septicémie, ostéomyélite, infection urinaire qui s’expriment
tres fortement et peuvent leur étre fatales (100).

+» les enfants et jeunes adultes: de 5 a 20 ans: c’est dans cette tranche d’age
gue les personnes atteintes de drépanocytose sont le plus sujettes aux crises vaso-occlusives
avec, entre autre, des risques d’AVC accrus (91,101) et parfois de fréquents épisodes de
crises douloureuses nécessitant I’hospitalisation. Ils sont de plus tres sensibles aux
infections, essentiellement par des micro-organismes encapsulés (70).

++» les adultes apres 20 ans : les crises vaso-occlusives se font plus rares mais ces
personnes ont alors a faire aux conséquences des crises qu’elles ont subies
précédemment (94) qui vont conduire a diverses pathologies organiques chroniques telles
que l'insuffisance rénale, I’hypertension artérielle pulmonaire, la rétinopathie, le syndrome

thoracique aigu, les ulcéres aux jambes, le priapisme ou encore I’AVC (18,95).
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De ce tableau, une évolution a été présentée en 2007 par Kato, Gladwin et
Steinberg (18), qui font ressortir deux sous-groupes dans les manifestations cliniques de la
drépanocytose :

« le premier, qui concernerait des personnes atteintes d’un syndrome qu’ils
nomment « hémolyse et dysfonction endothéliale » et qui se caractériserait par une
diminution de la biodisponibilité du NO, entrainant ainsi un haut niveau de lactate
déshydrogénase (LDH) plasmatique, de I’hypertension artérielle pulmonaire, des ulceres aux
jambes et du priapisme.

¢ un autre sous-groupe, nommé «viscosité et vaso-occlusion» se

caractériserait plutot par des personnes atteintes des crises douloureuses vaso-occlusives,

des syndromes thoraciques aigus et d’ostéonécrose.

I.5. LES TRAITEMENTS DE LA DREPANOCYTOSE

A I'heure actuelle, il n’existe aucun médicament capable de guérir définitivement de la
drépanocytose. Mais, en 1995 a été adopté le premier médicament capable de fortement
réduire la morbidité et la mortalité de la pathologie : I’hydroxyurée (102). Le principe actif,
en augmentant les concentrations d’HbF (103) permet de réduire significativement les
épisodes de crises douloureuses chez les drépanocytaires (37). Il semblerait, avec le recul,
que I'hydroxyurée ai grandement contribué a améliorer l'espérance de vie des
drépanocytaire (102).

A cela s’ajoutent les transfusions sanguines, fréquemment utilisées afin de réduire
rapidement la concentration sanguine en HbS aux environs de 30% (104). Elles sont
préférentiellement utilisées suite a des événements d’anémie hémolytique sévere, de
séquestration hépatique et splénique et parfois lors d’un syndrome thoracique aigu ou d’un
AVC (104-105). Ces transfusions sont aussi utilisées de facon préventive chez les enfants
présentant de forts risques d’AVC, et chez les patients chez qui I'hydroxyurée manque
d’efficacité. L'utilisation de cette technique comporte toutefois des effets déléteres
puisqu’elle peut provoquer des allo-immunisations ainsi qu’une accumulation de fer dans les
organes vitaux ce qui implique "utilisation conjointe d’un chélateur de fer afin d’en diminuer

les fortes concentrations, déléteres pour I'organisme (104,106).
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Enfin, la transplantation de moelle osseuse est parfois utilisée pour des patients assez
jeunes et présentant une forme tres sévere de la maladie ainsi que la disponibilité d’un
donneur de moelle osseuse compatible. Il n’en reste pas moins que ce traitement dispose
encore de trés peu de recul ainsi qu’une mortalité de 10% sur le court terme et des risques
de complications neurologiques (104,107).

Du point de vue des traitements expérimentaux, plusieurs études relatent I'utilisation
positive de molécules inhibant la déshydratation des GR et donc la falciformation cellulaire.
De Franceschi et al. ont beaucoup contribué a ce domaine avec le test de diverses molécules
inhibitrices des canaux Gardos (108) tels le clotrizamole (62) ou encore inhibitrice des co-
transporteur K'/Cl" (63) avec la supplémentation en magnésium (57,62). Enfin, un autre
traitement expérimental est en cours d’étude. Il s’agit de tester un antagoniste a
I’endothéline-1, le Bosentan, déja disponible sur le marché et utilisé dans I’hypertension

artérielle pulmonaire (109).

[I. LE TRAIT DREPANOCYTAIRE

Le trait drépanocytaire, qui caractérise les personnes porteuses de la mutation BS a
I’état hétérozygote (HbAS), est un état généralement identifié comme asymptomatique par
la communauté médicale dans le sens ou il n’affecte pas la morbidité et la mortalité de
I'individu (110). Ce consensus est toutefois discuté au regard des publications relatant des
cas de mort subite, de symptémes cliniques ou d’anormalités sanguines pouvant étre reliés a
la présence du trait drépanocytaire (110-114). Certains auteurs vont méme jusqu’a proposer
de classifier le trait drépanocytaire comme une pathologie a part entiére (115).

D’un point de vue biologique, les PTD semblent présenter au repos une augmentation
de I'hématocrite optimale, ce qui signifie que pour délivrer une quantité optimale
d’oxygene, I'"hématocrite doit étre plus élevée chez les PTD comparé aux sujets HbAA (116).
lls sont aussi caractérisés par une diminution de la déformabilité érythrocytaire (117-118),
une augmentation de la viscosité sanguine (119), une hypercoagulabilité (120), des
concentrations plasmatiques plus élevées en molécules solubles d’adhérence vasculaire :
sVCAM-1 (121-122), L et P-sélectines (123). De plus, les sujets PTD présentent au niveau
musculaire (muscle vaste latéral) une réduction de la proportion des capillaires de faible

diameétre, une augmentation de ceux a large diamétre et une diminution de la tortuosité des
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micro-vaisseaux suggérant un remodelage vasculaire pour faire front aux modifications
hémorhéologiques survenant chez les PTD (124).

Il semblerait donc que les PTD présentent, pour certains parametres, un statut
intermédiaire entre les sujets HbAA et HbSS et que suite a certaines conditions tels que
I’exercice aigu cela puisse conduire a des altérations organiques pouvant mener a la mort

subite du sujet (cf. partie 4.11.1 ; p118) (125).

[1l. MODELES DE SOURIS TRANSGENIQUES DREPANOCYTAIRES

I11.1. Souris SAD
111.1.i. PRESENTATION DU MODELE ANIMAL

La souris SAD est un modéle murin de la drépanocytose développé par I'équipe du Dr
Trudel (Institut de Recherches Cliniques de Montréal, Montréal, Canada) et du Dr Beuzard
(Hopital Henri-Mondor, Créteil, France) en 1990 (126). La mise en place de cette souche de
souris a constitué en une insertion, dans une lignée de cellules germinales issues de C57BI/6,
d’'un transgéne codant pour ot globine humaine et la BSAD globine, synthétisée

SAD

artificiellement (figure 9). Ce transgéne B>*° est issu du géne de la B° globine humaine (Hb

muté drépanocytaire : substitution BGVaI) auxquels deux autres mutations impliquées dans

Antilles

la drépanocytose ont été insérées : la mutation 3 (substitution B*Ile) et la mutation B>

Puniab (substitution B***GlIn) (127).

Antilles

La mutation 3 couplé a la mutation [3s permet d’augmenter la sévérité clinique de

I’'Hb S en diminuant I'affinité de I’'Hb S-Antilles pour I'oxygéne et en augmentant le nombre

de sites impliqués dans la polymérisation de I'Hb. En paralléle la mutation 2"

a pour
conséquence de diminuer la solubilité de I’'Hb S /Hb D-punjab désoxygénée, ce qui induit une
stabilisation des polymeres d'Hb et donc une amplification des symptomes
drépanocytaires (127).

L'insertion de ce transgene induit I'expression d’environ 19% d’Hb SAD chez les souris
SAD, ce qui est assez peu par comparaison aux 95% d’HbS des patients drépanocytaires

SS (13). Cependant, I'hémoglobine SAD ayant une tres faible solubilité en situation

désoxygénée, elle présente un temps de polymérisation trés rapide comparé a celui de
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I’'HbS (127). Il a ainsi été observé, suite a une désoxygénation, la présence de GR falciformes,

de forme et de longueur de polyméres identiques a celles de 'Homme (127).

s “ Antilles B-Punjab
LCR B ’/1—| I BSAD
LCR B
— o I R B¢
1Kb
P

Figure 9 : Schéma des constructions des génes PBsap et o globine humaine utilisée pour la mise au point de la
souris transgénique SAD.

Pour obtenir des souris SAD, il y a eu insertion chez la souris C57BI6 des géenes de la 3 globine et de I'a. globine
humaine, auxquels un LCR de la B globine humaine est ajouté. Le géne de la 3 globine comporte trois
mutations présentes chez les patients drépanocytaires : les mutations Bs, S-Antilles et D-Punjab qui, toutes
trois cumulées, amplifient les symptémes de la drépanocytose et permettent de faire de la souris SAD un bon
modele d’étude. D’aprés Trudel et al. (127).

I11.1.ii. MANIFESTATIONS PHYSIOPATHOLOGIQUES DE LA DREPANOCYTOSE HUMAINE CHEZ LES
SOURIS SAD

Il.1.ii.a. L’ESPERANCE DE VIE

Bien que l'espérance de vie des patients drépanocytaires ait considérablement
augmenté ces dernieres années grace aux progrés médicaux et a une meilleure prise en
charge des patients, celle-ci reste tout de méme en dec¢a d’une personne saine. La méme
constatation a été faite chez les souris SAD qui présentent une espérance de vie d’environ 15
mois comparé au 23-28 mois des souris controles (respectivement C57Bl/6 et CBA/J) (47). De
plus, les élevages de souris SAD présentent un taux de mortalité feetale et néonatale assez
important puisque au lieu des 50% de souris SAD attendues (croisement entre un male
hétérozygote SAD et une femelle saine), seulement 18-32% des nouveaux nés sont identifiés
comme porteur du transgene BSAD (6). L'explication pourrait étre I'absence d’HbF chez les

foetus murin, ce qui entraine la présence d’HbS chez les foetus SAD. Il en résulte une forte
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anémie, des retards de croissance et un accroissement de la mortalité feoetale et

néonatale (127).

111.1.ii.b. LES OCCLUSIONS VASCULAIRES

La souris SAD est un modele de souris transgéniques présentant une assez faible
expression de la physiopathologie de la drépanocytose en situation basale mais qui offre
I'avantage de présenter des événements vaso-occlusifs aigus en réponse a un stress
d’hypoxie/réoxygénation (H/R) (47,108-109,128). Les principaux organes touchés par ces
occlusions vasculaires sont les poumons et les reins (47). Il semblerait, en effet, que les
souris SAD soient un bon modele pour I'étude des glomérulopathies/néphropathies qui
peuvent apparaitre chez les sujets drépanocytaires : ces problémes rénaux sont présents
chez 45% des souris de plus de 43 semaines sous la forme de glomerulosclérose’> modérée
voire sévere pour 29% des souris de plus de 73 semaines (129). De plus, des modifications du
flux sanguin rénal, suggérant des occlusions vasculaires partielles, sont observées par

échographie doppler en réponse a un stress d’H/R (109,130).

I1l.1.ii.c. LA DESHYDRATATION DES GR ET LA FORMATION DE CELLULES DENSES

Cet aspect physiopathologique de la souris SAD a beaucoup été étudié, notamment
par I"équipe du Pr De Franceschi(57,62-63,68,108,131) car la souris SAD présente des
mécanismes de déshydratation des GR proches de ceux observés chez I'Homme
(intervention des canaux Gardos et co-transporteur K*/Cl). Plusieurs études ont utilisé ce
modeéle pour mieux comprendre les mécanismes de la déshydratation cellulaire (57,67-
68,71,131) ou bien pour tester des molécules inhibitrices de ces canaux ioniques (62-

63,108).

I11.1.ii.d. LES MODIFICATIONS DU TONUS VASCULAIRE

Le tonus vasculaire joue un rdle important dans la genése des crises vaso-occlusives.
En effet, une expression exacerbée d’ET-1 et/ou une baisse de la biodisponibilité du NO

aboutissent a des situations de vasoconstriction, limitant ainsi la lumiére des vaisseaux

2 . . T . / o . . N
Glomérulosclérose : défaillance des glomérules causée par des lésions qui peuvent conduire a leurs
destructions
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sanguins, le débit sanguin, et favorisant la CVO. Cette régulation anormale du métabolisme
du NO a aussi été décrite chez la souris SAD qui, suite a un choc septique, présente une
diminution de la biodisponibilité du NO, ce qui peut favoriser les événements vaso-
occlusifs (132). De plus, il a été montré chez ces souris que l'inhalation de NO pouvait
améliorer la survie des souris SAD (133) ainsi que limiter certains parametres inflammatoires

impliqués dans la genése des crises vaso-occlusives (134).

111.2. Souris BERK
111.2.i. PRESENTATION DU MODELE ANIMAL

La souris BERK est un modele murin exprimant exclusivement de I'hémoglobine S
humaine et présentant conjointement, un phénotype [ thalassémique modéré qui lui
permet une survie de plusieurs mois (135). La mise en place du modeéle a constitué en
Iinvalidation de tous les génes codant pour ’hémoglobine murine, soit la globine o et 3
murine, puis a l'insertion d’un transgéne. Celui-ci code pour I’hémoglobine S humaine et
comprend les globines o et BS et la globine 7y qui est exprimée seulement durant la vie foetale
afin de permettre la production d'HbF (02y2) et de diminuer les morts prénatales (5). Plus
précisément, les souris ont un fond génétique multiple : 129 * Black Swiss * C57BL/6 *
DBA/2 * FVB/N avec deux knock-out (KO)pour I'hémoglobine murine: Hba’//Hba’ et
Hbb%//Hbb® et Iinsertion d’un transgéne permettant la synthése d’HbS: Tg (Hu-
miniLCRoi1®y*Y8B%) (5). Certaines études utilisent aussi le modéle hBERK, qui sont des souris
hétérozygotes pour le KO sur I'Hbb murine et qui présentent une forme pathologique
intermédiaire entre les BERK et les souris contrbles; leurs génotypes est: Hba®//Hba’;

Hbb®//+ ; Tg (Hu-miniLCRo1®y*yoB).

111.2.ii. MAANIFESTATIONS PHYSIOPATHOLOGIQUES DE LA DREPANOCYTOSE HUMAINE CHEZ LES
SOURIS BERK

La présence de pratiquement 100% d’HbS chez les souris BERK leur confere, sur
certaines symptomatiques, un phénotype particulierement proche de la drépanocytose
humaine. L'aspect le plus caractéristique de la pathologie que sont les GR falciformes a été
observés chez les BERK ainsi que la présence de GR denses et irréversibles. Ces souris

présentent une I’hémolyse intravasculaire et sont donc anémiées avec un hématocrite tres
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bas (28,7 + 2,5% pour les BERK comparé a 43,6 + 1,2% pour des souris contréles), une
réticulocytose tres importante et une leucocytose. Il en découle une cardiomégalie causée
par I'augmentation de la fréquence cardiaque qui vient contrebalancer I'anémie, des
dommages multiples aux organes tels que les reins (glomérulosclérose, fibrose, atrophie...),
le poumon (congestion vasculaire), le foie (infarctus ischémique) et la rate (congestion) ; des
congestions viscérales, et des dilatations irréguliéres des microvaisseaux cérébraux; un
dépot de fer important dans le poumon, le foie, la rate et les reins ont par ailleurs été
observés (5,135).

Sur certains autres aspects, on peut noter un comportement de la souris BERK
différent de celui des patients drépanocytaires avec, par exemple, des valeurs de CCMH
normales ou plus basses que la moyenne. Linverse est observé chez les patients
drépanocytaires et cela pourrait s’expliquer par la présence du phénotype modéré
B—thalassémique. Des splénomégalies trés importantes ont aussi été rapportées chez ce
modele de souris, dont I'origine pourrait étre la forte hématopoiese (qui s’effectue dans la
rate chez les souris contrairement a I’homme ou elle se fait dans la moelle osseuse). De plus,
ces souris présentent des infarctus hépatiques plus importants ainsi que des manifestations
pulmonaires moindres et une absence d’hyperplasie vasculaire (135).

Enfin, malgré la présence d’HbF chez les nouveau-nés BERK, celle-ci est en
concentration bien inférieure comparée a celle des nouveau-nés humains. Cela cause une
assez forte mortalité néo-natale chez les souriceaux BERK faute de protections contre les

effets déléteres de I'HbS (5).

111.3. AUTRES MODELES DE SOURIS TRANSGENIQUES DREPANOCYTAIRES

% Les NY1DD ou anciennement o'B°*B"°: développées par Fabry et al. en
1992 (136), elles ont été créé par insertion de 2 transgenes chez des souris FVB/N: un
portant la globine o humaine (o) et l'autre portant la globine humaine BS. Ces souris

major

présentent de plus une délétion homozygote de I'Hb [ murine (BMDD; MDD pour

« mouse deletion ») par croisement avec des souris C57BI/6 ayant la délétion en

major

globine murine (136-137). Ces souris expriment un peu plus de 70% de globine BS et
40% d’HbS (OLHBS)Z et elles développent un phénotype inflammatoire aprés H/R se traduisant

par des peroxydations lipidiques, le recrutement/adhésion des leucocytes a
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I’endothélium (138-140) ainsi qu’une expression accru de TF impliqué dans I'activation de la
cascade de coagulation (141) et une augmentation des cellules denses (142). Des baisses de
la biodisponibilité du NO et des défenses antioxydantes ont aussi été observées chez ces
souris, pouvant étre contrebalancées par une supplémentation en arginine (140). Elle
présentent en revanche des valeurs de CCMH, concentration en Hb et hématocrite proche

de celles de leurs contrdles C57BI/6 (136).

+*  Les souris (S+S-Antilles) : développées par Fabry et al., elles consistent en un

S-Antilles

croisement entre des souris NY1DD et des souris o' , ce qui conduit a des souris

sAntilles o p qui présentent, comme on a pu le voir chez les SAD, une

exprimant les mutations 3
baisse de I'affinité pour I'oxygéne ainsi qu’une diminution de la solubilité de I’'Hb (143). Elles
présentent en outre une plus grande quantité de GR denses ainsi qu’une plus grande
sévérité comparé aux souris NY1DD (141,143). Ces souris ne sont pas anémiques mais
présentent une hémolyse qui est compensée par une réticulocytose. Des séquestrations de
GR dans le poumon et le foie avec inflammation et des infarctus localisés ont aussi été
observés chez ces souris (144). Des anormalités du tonus vasculaire, avec une diminution de
la relaxation des vaisseaux, ont aussi été décrites et pourrait étre causées par des
peroxydations lipidiques accrues venant diminuer la biodisponibilité du NO (145). De plus, ce
sont les premieres souris expérimentées par Kaul et al. pour observer in vivo les adhésions

des GR a I'’endothélium et, grace aux techniques de microscopie électronique, les points de

contact entre les GR et I’'endothélium ont pu étre décrits (figure 10) (146).

Figure 10: Image de microscopie électronique de transmission permettant d’observer les interactions
endothélium veinulaire/GR dans le muscle crémaster et leurs points de contacts.

La barre représente 0,5um et les images présentent des grossissements croissant de A a C. Image d’aprés Kaul
et al. (146)
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= Pour conclure sur les modeles de souris transgéniques drépanocytaires
fréqguemment utilisés, les BERK semblent étre le modeéle le plus sévere avec la survenue
d’importants dommages organiques. Puis pas ordre de sévérité décroissante, les souris S+S-
Antilles semblent devancer les autres modeles car elles présentent des anormalités liées a la
polymérisation de I'HbS au repos tandis que pour les modéles SAD et NY1DD, un stress d’H/R
semble nécessaire pour déclencher I'expression de la pathologie. Il n’en reste pas moins que
chaque modele représente des caractéristiques intéressantes et qu’ils doivent étre choisis

en fonctions de la problématique posée.
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Comme nous avons pu le souligner dans la partie précédente, le processus d’occlusion
vasculaire est multifactoriel et nécessite lintervention de plusieurs mécanismes
physiologiques. Ces mécanismes sont normalement destinés a assurer le bon
fonctionnement de I'organisme mais chez les sujets drépanocytaires, leur fonctionnement va
se trouver altéré et aboutir a des effets déléteres. Nous étudierons ainsi dans cette partie les
mécanismes d’inflammation, d’adhésion vasculaire, de coagulation sanguine, de modulation
du tonus vasculaire ou encore de stress oxydatif a travers une présentation générale de ces

processus puis de leur implication dans les occlusions vasculaires drépanocytaires.

|. L'INFLAMMATION

I.1. PRESENTATION DE L' INFLAMMATION

I.1.i. GENERALITES

L'inflammation ou cascade inflammatoire est un processus mis en place par
I’organisme pour réparer tout tissu endommagé ou lésé grace a une succession de réactions
et d’activités cellulaires. Elle repose, entre autres, sur deux mécanismes qui seront
approfondis dans les prochains chapitres: I'adhésion vasculaire et la cascade de
coagulation (147).

Le site ol se met en place cette cascade inflammatoire est le réseau vasculaire, bordé
par les cellules endothéliales (CE) qui sont organisées en une couche jointive et plus ou
moins perméable appelée I'intima (figure 11). Les CE ont, a I'état basale, des caractéristiques
anti-thrombotiques, anticoagulantes et peuvent controler le flux sanguin (148). Ainsi, toutes
les lésions induites a ces cellules conduisent a un dysfonctionnement de I'’endothélium
vasculaire, caractérisé par une perte partielle ou compléte de la balance entre vasodilatation

et vasoconstriction ainsi qu’entre thrombose et thrombolyse (148).
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Lamina élastique interne
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Lamina élastique externe
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Figure 11 : Anatomie d’un vaisseau sanguin.
Traduit de Davis et al. (149)

Le processus inflammatoire débute en réaction a une lésion tissulaire ou vasculaire
causée par toutes sortes d’événements tels que un dégat mécanique, un agent
infectieux/pathogeéne, un dégat chimique, une brilure, des dérivés réactifs de I'oxygeéne, un
dégat tissulaire d(i a une absence d’oxygénation etc... (147). L'inflammation va étre initiée
par la libération de chimiokines par les cellules endommagées ou les agents
pathogenes (150), qui vont varier selon les différents types d’inflammation (151). Celles-ci
vont avoir pour réle d’attirer les cellules participant a la réparation de la blessure sur la zone
lésée (151). Les premieres cellules a détecter ces signaux sont les plaquettes, qui vont venir
se lier soit a la P-sélectine (152) et au vVWF (facteur von Willebrandt) (153) de I'endothélium,
soit a la matrice extracellulaire (MEC) sous-endothéliale en cas de lésions endothéliales
importantes. Les molécules faisant le lien entre MEC et plaquettes sont les différents types
de collagene, le VWF, la fibronectine, et d’autres protéines adhésives telles que la laminine,
ou la thrombospondine (TSP) (154). Ces liaisons endothélium/plaquettes vont activer les
plaquettes qui vont alors déclencher une réponse adaptée au dommage avec d’une part une
agrégation plaquettaire, provoquant une stase, et d’autre part le recrutement de différents
types de leucocytes en fonction de la cause de la lésion (151-152). En parallele, une
dilatation vasculaire et une augmentation de la perméabilité vasculaire sont observées afin

(i) de diminuer la pression sanguine, ce qui augmente la stase et donc facilite le
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rapprochement des leucocytes vers I'endothélium, et (ii) de faciliter leur migration trans-
endothéliale (147) (figure 12).

Ce recrutement leucocytaire, qui s’effectue via les plaquettes activées mais aussi par
les chimiokines libérées par la zone lésée, induit la migration des leucocytes en bordure du
vaisseau et leur liaison & la P-sélectine endothéliale. Les leucocytes vont alors rouler?
(« rolling » en anglais) le long de I'endothélium et étre activés (150). Cette activation
entraine I'expression d’intégrines a leur surface, permettant ainsi la fixation de ces cellules
par des liaisons fortes a des molécules d’adhérence vasculaire dont ICAM-1 (Inter Cellular
Adhesion Molecule-1) (155). Cette adhérence vasculaire initie la migration trans-
endothéliale® des leucocytes vers le lieu de la lésion (151). Une fois la migration effectuée,
les leucocytes sécretent des cytokines (IL-1B, IL-8, TNF-a) qui vont amplifier la
réaction inflammatoire en activant I'endothélium vasculaire et d’autres leucocytes.
L’activation de I'endothélium vasculaire est caractérisée par une surexpression de molécules
d’adhérence vasculaire telles que P-sélectine, ICAM-1, VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion
Molecule-1), et TF (facteur tissulaire impliqué dans I'agrégation plaquettaire). En parallele,
IL-8 va agir comme un agent chimiotactique pour les leucocytes (figure 12) (151). Cela va
donc conduire a un piégeage plus important de leucocytes et un afflux plus important de ces
cellules sur le site endommagé (151).

Une fois en place, les leucocytes participent a la réparation de la Iésion en phagocytant
les cellules endommagées et permettent a des nouvelles cellules de les remplacer (147). Si
I'inflammation a été causée par une infection bactérienne, virale ou autre agent pathogéne,
les leucocytes (macrophages dérivés des monocytes et neutrophiles) participent alors a
I'immunité innée en collaboration avec les molécules du complément.

Enfin, suite a la réparation/désinfection du tissu et grace a I'intervention, entre autre,
de cytokines anti-inflammatoires, le processus inflammatoire va étre résorbé. Cependant il
arrive parfois qu’il y ait une accumulation persistante de leucocytes activés, ce qui conduit a
une inflammation chronique qui suggere un dysfonctionnement des mécanismes

régulateurs (156).

3 . . I3t . 7 , N
Rolling : action d’un leucocyte sur I’'endothélium qui va se déplacer tout en adhérant a la membrane
4 . . s . OB . . N . . .
Migration trans-endothéliale ou diapédeése : migration du leucocyte a travers I'intima en passant soit entre les
cellules endothéliales soit dans des pores creusés a l'intérieur des cellules endothéliales (147).
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Figure 12 : Régulation des mouvements leucocytaires par les chimiokines.

Les chimiokines sont sécrétées sur le site du dommage nécessitant une réponse inflammatoire afin de guider
les leucocytes en périphérie du vaisseau et initier leur migration par la liaison a des sélectines. Il en résulte
I’activation du leucocyte qui va alors adhérer a I’'endothélium par des liaisons intégrine/ICAM-1, ce qui va lui
permettre de modifier sa morphologie pour passer la barriere endothéliale et migrer vers le lieu de la lésion.
Une fois sur place, il va sécréter des chimiokines (IL-8) et des cytokines pro-inflammatoires (IL-13, TNF-at) qui
vont activer 'endothélium. Cela va augmenter la concentration en molécules d’adhérence vasculaire ainsi que
la libération de chimiokines et donc amplifier la migration leucocytaire et la réponse inflammatoire. Schéma de
Luster (151).

1.1.ii. CYTOKINES

L'interféron, une molécule protégeant les cellules des infections virales, est le premier
facteur soluble découvert en 1957 par Isaacs et Lindenmann (157). Cela marqua le début des
recherches sur les cytokines et depuis, plus de 90 cytokines et récepteurs de cytokines on
été identifiés (158). Les cytokines font parties des messagers chimiques solubles qui
permettent d’assurer la communication intercellulaire dans I'organisme au méme titre que
les hormones, les neurotransmetteurs ou encore les facteurs de croissance. Ce terme
regroupe plusieurs familles de molécules dont les interleukines (IL; qui agissent
généralement entre les leucocytes), les chimiokines (messager chimique qui permet d’attirer
des cellules a I'endroit ou elles doivent agir), les interférons ou encore les facteurs de
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nécrose tumorale (TNF) qui vont essentiellement agir dans la médiation de I'immunité innée
et l'inflammation en réponse a un signal activateur (159). Il est difficile de classifier les
cytokines car chacune dispose de son propre fonctionnement : elles peuvent étre produites
par plusieurs types cellulaires ; étre soit sécrétées, soit membranaires, ou encore avoir une
action autocrine (action sur la cellule qui I'a sécrétée), paracrine (action sur une cellule
voisine) ou endocrine (effet sur des cellules éloignées de la cellule productrice) (159).

Les deux principales cytokines pro-inflammatoires de I'organisme sont TNF-o. et IL-1 :

% IL-1 est une cytokine existant sous deux formes: IL-1o et IL-1B, qui sont deux
molécules exercant a peu pres les mémes fonctions et se liant toutes les deux a leur
récepteur IL-1R (158,160-161). Elles sont sécrétées par un grand nombre de cellules dont les
macrophages, les neutrophiles et les CE. Une fois fixées a leur récepteur IL-1R, elles vont
induire la stimulation de la voie de transduction NFkB (156) et conduire a la production d’un
grand spectre de cytokines et chimiokines (IL-8) ainsi que I|’expression de molécules
d’adhérence vasculaire (ICAM-1, VCAM-1, E-sélectine) au niveau des CE (160). Cela va
permettre le recrutement des cellules circulantes pour participer a la réaction
inflammatoire (160). Les cytokines IL-1 disposent d’un antagoniste naturel : IL-1Ra qui peut
se lier par compétition au récepteur IL-1R mais qui n’induit aucune réponse cellulaire (160).
Ainsi, le ratio IL-1/IL-1Ra pourrait fournir des informations quant a I'état inflammatoire de
I’'organisme qui est plutdt pro ou anti-inflammatoire (161).

* TNF-o. : c’est une des cytokines les plus étudiées et ciblées sur le plan thérapeutique
car elle joue un role fondamental dans l'inflammation, la défense contre les pathogénes
intracellulaires (158) mais aussi dans la défense anti-tumorale, ce qui lui doit son nom (162).
Deux types de récepteurs pour TNF-o, ont été identifiés: TNF1R exprimé sur pratiquement
toutes les cellules et TNF2R exprimé préférentiellement sur les cellules
hématopoiétiques (158,162). La liaison de TNF-o sur TNF1R peut amener a deux réponses
différentes en fonction du contexte : soit a I'activation de la voie NFkB qui participe a la
réponse inflammatoire et stimule la survie cellulaire, soit a I'activation de la voie de la
caspase 8 conduisant a I'apoptose cellulaire (162). Une dérégulation dans I'expression de
TNF-o. ou une mauvaise inhibition peuvent étre préjudiciables pour I'organisme et ont été
associées au choc septique et a beaucoup d’autres maladies inflammatoires et auto-

immunes (158).
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IL-1B et TNF-o. sont connues pour activer un large panel de cytokines telles que IL-6,
une cytokine pro-inflammatoire pouvant dans certains cas devenir anti-inflammatoire en
activant la sécrétion des cytokines IL-1Ra et IL-10 (163-164). IL-10 est une cytokine anti-
inflammatoire participant a I'inhibition de la production de cytokine par les macrophages

(161) ainsi qu’a un large éventail de réponses immunitaires et inflammatoires (160).

1.2. INFLAMMATION ET DREPANOCYTOSE

Le statut inflammatoire des patients drépanocytaires est généralement étudié par le
biais de I'analyse des concentrations plasmatiques en cytokines pro- ou anti-inflammatoires
ainsi que des concentrations en leucocytes circulants. Il existe cependant des disparités de
résultats au sujet des concentrations plasmatiques en cytokines variant avec I'age de la
population ou encore la sensibilité des kits de dosage utilisés (tableau 1 et 2). Les cytokines
répondant de plus a un stimulus, la période du dosage est importante, sous peine de voir
leurs concentrations passer en dessous des seuils de détection.

Le premier questionnement sur le lien drépanocytose et inflammation porte sur
I’existence, a I'état stable (c’est a dire a distance de toute crise vaso-occlusive), d’un statut
pro-inflammatoire. Ce statut pourrait induire la présence continuelle de cytokines
circulantes et délétéres aux patients drépanocytaires car possiblement impliquées dans la
récurrence des CVO. Plusieurs études font état de concentrations basales élevées en CRP
(protéine C réactive)’, une molécule pro-inflammatoire, chez des enfants ou adultes HbSS
comparés a des sujets sains HbAA (165-171) bien que dans une autre étude les
concentrations en CRP semblent normales (172). De plus, a I'état stable, des concentrations
plasmatiques anormalement élevées en IL-8 (165,173-176), IL-2 (177), TNF-o. (172-174,178-
181), IL-1 (173,176,178) et IL-6 (166,173,176,179,182-183), IL-17 et IL-18 (184) ont aussi été
observées (tableau 1). Enfin, les numérations leucocytaires chez les drépanocytaires sont
elles aussi élevées, avec des comptes en neutrophiles, monocytes, éosinophiles et
lymphocytes significativement supérieurs chez les sujet HbSS a I'état stable par rapport a des
sujets HbAA (165,185). Ces résultats suggerent que les drépanocytaires pourraient présenter
un statut inflammatoire chronique. Ainsi, comme la balance entre |'état stable et la CVO est

fragile, une inflammation ou une infection peut rapidement la faire pencher du co6té des

> Protéine C réactive : protéine de la phase aigué, marqueur de I'activité pro-inflammatoire et sécrétée par le
foie aprés stimulation par les cytokines IL-6, IL-8, IL-1]3 et TNF-o
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occlusions vasculaires (186-187). Mais cette conclusion est a nuancer puisque dans certaines
études, les concentrations plasmatiques de ces cytokines (CRP, TNF-c, IL-6, IL-1f3, IL10)
semblent normales a I'état stable (165,167-168,172,175-176,188-191) (tableau 1).

La deuxieme question est de savoir comment se comportent ces marqueurs de
I'inflammation pendant les CVO (tableau 2). Vis-a-vis de la CRP, toutes les études convergent
vers le méme résultat, a savoir une augmentation de la CRP plasmatique durant la
CVO (169,176,192-194). De plus, les concentrations de CRP augmentent avec la sévérité de
la maladie (indice prenant en compte le nombre d’épisodes douloureux, d’infections, de
complications, de transfusions et des concentrations en LDH et Hb) (195). Pour ce qui est des
concentrations plasmatiques en TNF-q, IL-1J3, IL-6 et IL-8, les résultats sont moins tranchés :
certaines études rapportent des concentrations supérieures en situation de crise a celles de
sujets drépanocytaires asymptomatiques (176-178,181,190-191,196), d’autres ne mesurent
pas de différences significatives (173,175-176,197) tandis qu’une étude observe méme une
diminution des cytokines TNF-o, IL-1B et IL-6 durant la CVO (173). Ces différences de
résultats pourraient s’expliquer par (i) la variabilité d’intensité de la crise, (ii) le moment de
la crise ou est effectué le préléevement, et (iii) le choix des patients HbSS a I'état stable, qui

peuvent étre plus ou moins asymptomatiques.
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Tableau 1 : Etat des concentrations plasmatiques en cytokines pro- ou anti- |nflammat0|res chez des sujets
drépanocytaires a I’état stable comparés a des sujets sains.

Entre parenthese est indiqué le nombre de sujets HbSS a I'état stable montrant une concentration en
cytokine élevée par rapport au nombre totale de patients HbSS a I’état stable étudiés.
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[l. L’ADHESION VASCULAIRE

11.1. MOLECULES D’ADHERENCE VASCULAIRE

Comme nous avons pu le décrire dans le précédent chapitre, les mécanismes
d’adhésion vasculaire permettent de lier les leucocytes lors de la réponse inflammatoire, ce
qui initie la diapédése et permet ainsi de maintenir l'intégrité des tissus. Pourtant, chez les
sujets drépanocytaires, cette adhésion des cellules sanguines circulantes a I'endothélium
vasculaire activé est un mécanisme tres problématique. En effet, elle aboutit a une limitation
de la lumiére vasculaire qui peut générer des sites occlusifs et des crises vaso-occlusives.

Ce mécanisme s’appuie sur des molécules d‘adhérence vasculaire qui se divisent en
deux grandes familles comprenant les sélectines et la super famille des immunoglobulines.
Ces molécules interagissent pour la plupart avec des intégrines exprimées a la surface des

cellules adhérentes.

11.1.i. LA SUPER FAMILLE DES IMMUNOGLOBULINES

Cette famille est constituée de molécules présentant une chaine simple de
glycoprotéines qui jouent un réle central dans les liaisons fortes leucocyte-endothélium
précédant les migrations trans-endothéliales (155). Les principales molécules de cette
famille sont ICAM-1 et VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1), qui sont exprimées a la
surface de I'endothélium vasculaire activé. Elles se lient respectivement aux intégrines LFA-1
(Lymphocyte Function-associated Antigen-1)/Mac-1 et VLA-4 (Very Late Antigen-4) (tableau
3) (198).
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Expression | Inducteurs Temps . Type de .
. NI . . Lieu Ligand
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. . . d’expression , connu
stable expression | stimulation adhérant
Fibroblaste ;
cellule
endothéliale,
ICAM-1 Ig Faible |1 TNFO a6k oan | gpitheliale, Tous LFA-1, Mac-
interférony 1
mugqueuse ;
lymphocyte
et monocyte
Cellule
endothéliale,
épithélium
Monocyte,
VCAM-1 lg | Tresfaible | W1 NPT gon oan dutubule 1 oevte, | ViA-4
IL-4 rénal, cellule | ; .
N éosinophile
lymphoide et
macrophage
tissulaire
Cellule Monocyte, ESL-1
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. . Cellule
P-sélectine |Sélectine| Absente Hlstamlr\e, 5-30min endothéliale Monocytfa, PSG'.'_l
thrombine neutrophile (Mucine)
et plaquette

Tableau 3 : Caractéristiques des molécules d’adhérence vasculaire endothéliales.
Ig : famille des immunoglobulines. Traduit de Beekuizen et al. (199)

ICAM-1 est une molécule qui peut étre exprimée sur un grand nombre de cellules dont
les CE mais aussi sur les fibroblastes, les cellules épithéliales, les cellules des muqueuses, les
lymphocytes et les monocytes (200). VCAM-1 est plus spécifique aux CE bien que sa
présence ait été rapportée sur I'épithélium de tubules rénaux, les cellules lymphoides
dendritiques et les macrophages tissulaires (199). L’expression de ces deux molécules étant
tres faible au repos, elle nécessite une stimulation des CE par IL-1 et TNF-a., ce qui va activer
la voie du facteur de transcription NFKB. Celui-ci se transloque dans le noyau afin d’activer
I'expression génique, entre autre, de ICAM-1 et VCAM-1 (156,201). Ainsi, il existe un délai
d’attente entre le stimulus inflammatoire et I'expression des protéines qui est de 12 a

24h (199).

I1.1.ii. LES INTEGRINES

Les intégrines sont des molécules hétérodimériques constituées d’une chaine o et
d’une chaine B. Cette derniére permet de définir a quelle famille I'intégrine appartient. Il y a

15 sous-unités o et 8 sous-unités B pour former au moins 19 intégrines différentes (200). Les
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deux principales familles sont les intégrines 1 et B2, qui participent au recrutement des
leucocytes (155).

La famille des B1, dont VLA-4 (04f31) est la plus importante, et a la particularité de lier
le fibrinogene, le facteur von Willebrand ainsi que des composants de la matrice
extracellulaire tels que le collagene, la laminine et la fibronectine (200,202). Cela joue un
réle trés important dans la cascade de coagulation et la réparation endothéliale (199). VLA-4
est exprimé sur les réticulocytes, monocytes, lymphocytes et éosinophiles et permet de lier
VCAM-1 (203-204).

Les intégrines de la famille B2 sont exprimées exclusivement sur les leucocytes et
jouent un réle trés important dans la réaction immunitaire en permettant aux leucocytes de
rejoindre les lieux de I'infection. Il a en effet été montré qu’une déficience en intégrine 32
(personnes atteintes de déficit d'adhésion leucocytaire) induisait des infections récurrentes
causées par une absence de neutrophiles sur les lieux de I'infection (155,199). Les intégrines
B2 les plus importantes sont LFA-1 (of2) et Mac-1 (0 f32) qui vont lier ICAM-1 pas des
liaisons fortes (200,203).

I1.1.iii. LES SELECTINES ET LEURS LIGANDS, LES MUCINES

Les sélectines sont des glycoprotéines transmembranaires impliquées dans le
recrutement initial des leucocytes sur le lieu de I'inflammation. Elles sont exprimées sur les
leucocytes (L-sélectine), les plaguettes (P-sélectine) et I'endothélium vasculaire (E- et P-
sélectine) (tableau 2). Leurs ligands, qui font partie de la famille des mucines, sont PSGL-1 (P-
sélectine glycoprotéine ligand-1) pour P-, E- et L-sélectine et ESL-1 (E-sélectine ligand-1) pour
E-sélectine (205). La liaison entre leucocytes et sélectines est modérément forte afin de
maintenir la liaison avec le leucocyte tout en lui permettant de rouler le long de
I’endothélium.

Lors d’un épisode inflammatoire, E-sélectine est activée par TNF-a et IL-13 qui, en
stimulant la voie de NFxB, induisent son expression au niveau de I’endothélium vasculaire en
4 a 6h (199). Elle va alors lier les leucocytes et plus spécifiquement les neutrophiles et les
monocytes pour participer aux premiére étapes du recrutement des leucocytes (198).

Il semblerait que P-sélectine soit une des molécules initiatrices de I’adhésion

endothéliale car son mode d’expression lui permet une trés grande réactivité. En effet, P-
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sélectine est présente constitutivement dans les corps de Weibel-Palade des CE, ce qui
permet, suite au stimulus effectué par I'histamine et/ou la thrombine, une fusion des
vésicules avec la membrane des CE et I'expression de la sélectine en 5 a 30 minutes (199). La
liaison de P-sélectine a PSGL-1, situé sur les leucocytes, induit I'activation leucocytaire grace
a un signal intracellulaire. Cela aboutit a I'externalisation d’intégrines participant a
I'adhésion des cellules aux molécules d’adhérence vasculaire avant la migration trans-
endothéliale (206).

Enfin, L-sélectine est exprimée sur les monocytes, ou elle facilite le roulement de ces

cellules le long de I’endothélium en les liant a E et P-sélectine des CE (199).

I1.1.iv. LES MOLECULES D’ ADHERENCE SOLUBLES

Les molécules d’adhérence vasculaire faisant partie de la superfamille des
immunoglobulines (ICAM-1, VCAM-1) et des sélectines (E-,P-, et L-sélectine) présentent la
particularité d’exister sous une forme soluble dans le plasma. Les mécanismes de libération
de ces molécules solubles, auxquelles il manque la partie transmembranaire et parfois
cytosolique (206-207) sont peu connus. Cette libération pourrait étre causée par :

« des clivages protéolytiques qui les détacheraient de I'endothélium via des
complexes enzymatiques situés en surface ou enchassés dans la membrane cellulaire (208)

«* un clivage via un processus pathologique (par des protéases dérivées de
neutrophiles ou des ROS) (209)

< 3 un épissage alternatif de 'ARNm (Acide Ribonucléique messager) qui

produiraient des molécules solubles libérées directement dans le plasma (207-208).

Ces molécules solubles sont présentes dans le plasma en quantités relativement faibles
en situation physiologique. En revanche, elles sont surexprimées dans différents cas
pathologiques comme les cancers, I’hypertension artérielle pulmonaire, les pathologies
inflammatoires et/ou auto-immunes, le diabéte, les AVC, les infarctus du myocarde ou les
chocs septiques (207,209-211). De plus, des relations ont été observées entre la survenue de
ces pathologies, impliquant souvent un processus inflammatoire, et les niveaux
plasmatiques de ces molécules solubles (206), ce qui suggere qu’elles pourraient étre des
marqueurs de dommage cellulaire et d’activation de I'endothélium vasculaire (209). En effet,

Leeuwenberg et al. montrent, dans une étude in vitro, une expression endothéliale puis une
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expression des molécules solubles selon la méme cinétique mais avec un décalage temporel
entre les deux formes (212).

Il reste tout de méme une question en suspend au sujet de ces molécules solubles:
quelles conséquences sont engendrées par leur libération sur la réponse inflammatoire. Est-
ce un mécanisme plutot pro-inflammatoire qui va, comme les molécules d’adhésion
membranaire, participer a la stimulation de I'inflammation ou bien anti-inflammatoire qui va
induire la résorption du processus ?

L'aspect anti-inflammatoire pourrait se justifier par la présence, sur les molécules
solubles, du domaine reconnaissant les intégrines ou mucines. Cela permettrait donc des
liaisons au niveau circulatoire entre les molécules solubles et les ligands des leucocytes, ce
qui diminuerait les interactions leucocytes/endothélium. Cela a été démontré par Gamble et
al. en 1990 avec sE-sélectine qui diminuerait in vitro I'interaction entre neutrophiles et
endothélium (213).

Cependant, plusieurs études plus récentes font état d’un effet pro-inflammatoire de
ces molécules avec I'étude principalement de sP-sélectine. Woollard et al. ont montré, in
vitro, qu’une augmentation de sP-sélectine induisait une augmentation de |'adhésion
leucocytaire a une mono-couche de plaquettes. Ceci pourrait s’expliquer par les mécanismes
d’activation leucocytaire. En effet, la liaison entre PSGL-1 — situé sur la membrane des
leucocytes — et P-sélectine, active les leucocytes via la transduction d’un signal intracellulaire
induisant I'expression d’intégrines permettant leurs liaisons a |’endothélium et aux
plaguettes. Ainsi sP-sélectine pourrait induire I'activation des leucocytes et donc augmenter
leur adhérence (206). Il a, de plus été montré que I'expression de sP-sélectine était liée a une
augmentation de P-sélectine plaquettaire chez des primates non-humains (214). Un état
pro-coagulant et une expression accrue du facteur tissulaire ont par ailleurs été observés
chez des souris surexprimant sP-sélectine (215).

Ainsi, la balance semble pencher du coté des effets pro-inflammatoires pour ces
molécules solubles, ce qui pourrait expliquer leur présence a de fortes concentrations dans

les pathologies a composante inflammatoire.
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11.2. ADHESION VASCULAIRE ET DREPANOCYTOSE

La drépanocytose est caractérisée par un dysfonctionnement endothélial qui conduit
notamment a une adhérence vasculaire accrue, fortement impliquée dans les CVO (92).
Cette adhérence concerne les GR SS (ils représentent les GR porteurs de la mutation HbS),
les leucocytes et I'’endothélium. Il en résulte des interactions GR SS/endothélium, GR
SS/leucocytes et leucocytes/endothélium. Ces adhésions multicellulaires s’organisent

préférentiellement au niveau des veinules postcapillaires et des capillaires (59).

11.2.i. L’ADHESION GR SS/ENDOTHELIUM

A l'inverse des GR de sujets sains, les GR SS présentent la particularité de pouvoir
adhérer anormalement a I'endothélium vasculaire via I'expression inhabituelle de récepteurs
aux molécules d’adhérence (216-218) (figure 13). Ces récepteurs sont normalement destinés
a guider la maturation des GR durant I'érythropoiese ainsi que sa destruction par le systeme
réticuloendothélial, et non a adhérer a I'endothélium vasculaire (219-220). L’expression
anormale de ces récepteurs a la surface des GR SS pourrait étre due a l'importante
réticulocytose induite par I’"hémolyse, qui nécessite une libération tres rapide de GR par la
moelle osseuse (218,221). La demande étant trop importante, la moelle osseuse pourrait
libérer des réticulocytes immatures, appelés réticulocytes de stress, et exprimant a leur
surface des récepteurs normalement exprimés sur les progéniteurs érythroides (218,221-
222). lls expriment alors, en plus des molécules normalement présentes sur les membranes
érythrocytaires (ICAM-4, Lu/BCAM et CD47), les récepteurs CD36 et VLA-4 (216-219). CD36
est connu pour se lier a la TSP (223) qui existe sous forme circulante ou enchéassée dans la
MEC, et peut se fixer a une multitude de ligands situés sur la membrane des CE (ex : CD36,
owPs3). La TSP constitue ainsi un pont liant les GR SS et les CE (216-217,219). La TSP semble
étre une des molécules centrales dans les interactions GR SS/endothélium puisqu’en plus de
se lier a CD36, elle adhere aussi a la PS externalisée des GR SS ainsi qu’au CD47 et VLA-4
érythrocytaire (219) (figure 13).

CDA7 est un récepteur a la TSP qui a la caractéristique, une fois lié par la TSP, d’activer
I’expression membranaire de l'intégrine VLA-4 (221,224). L'activation de VLA-4, qui n’est
exprimée que sur les jeunes réticulocytes immatures (soit environ 25% des réticulocytes

chez les sujets drépanocytaires) (218), permet la liaison des GR SS a VCAM-1 ou Lu/BCAM
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(lutheran/basal cell adhesion molecule) au niveau des CE. De plus, VLA-4 interagit avec la
fibronectine plasmatique ou endothéliale et la TSP (224-225). Ainsi, la TSP, qui est fortement
concentrée chez les sujets drépanocytaires en situation de crise (226), stimule I'activation de
VLA-4 en se liant avec CD47 sur les GR SS. Cela augmente la quantité de VLA-4 disponible
pour se lier a la TSP et donc le risque d’adhésion endothéliale puisque la TSP peut aussi se

lier aux CE via CD36 et ouPs.

GP
sulfaté

Fibronectine Laminine vWF

[\ /\

o s

Matrice sous-endothéliale

. . Liaisons cellules/cellules;
mMatrlce extracellulaire —> .. .
cellules/protéinescirculantes

Figure 13 : Interactions entre les molécules endothéliales, érythrocytaires et les protéines circulantes menant
aux liaisons GR SS/endothélium chez les sujets drépanocytaires.

CD: cluster de différenciation; FN : fibronectine ; GP : glycoprotéine ; LM : laminine ; PSR : récepteur de la
phosphatidylsérine. Adapté de Cartron et al. (219).

Enfin, une nouvelle catégorie de molécules d’adhérence nécessitant une activation par
un signal de transduction a été plus récemment décrite dans le cadre de la drépanocytose ; il
s’agit de IAP (integrin-associated protein), Lu/BCAM et ICAM-4, ces deux derniéres étant
surexprimées sur les GR SS(219,227). Elles vont lier respectivement la TSP, la laminine
plasmatique et enchassée dans la MEC et owf33 sur les CE (219,223,228-229). Cela fait d’ o3
une molécule endothéliale trés impliquée dans les liaisons GR SS/CE car elle peut lier ICAM-
4, vWF, TSP et possiblement la laminine (59,92). A noter que le vVWF plasmatique permet de

faire le lien entre ow3s endothéliale et les glycoprotéines sulfatées présente au niveau des
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membranes des GR (92). Enfin, I'activation de ICAM-4 et de Lu/BCAM par I'adrénaline
augmente, in vitro et in vivo, les adhésions GR SS/endothélium ainsi que I'occurrence des
CVO (229-230).

Ces mécanismes d’adhésion GR SS/endothélium dépendent donc d’une multitude de
liaisons directes ou indirectes via les molécules circulantes ou enchassées dans la MEC (TSP,
laminine, fibronectine). Ils sont considérés comme des étapes critiques dans la genése des
CVO (217). En effet, I'adhérence GR SS/endothélium est corrélée positivement avec la
sévérité de la drépanocytose (231). Ces agrégats peuvent conduire a des zones de stase, ce
qui peut favoriser la stimulation de [I'expression endothéliale des molécules
d’adhérence (228), les adhésions leucocytes/endothélium (224,232), les piégeages des GR
denses et irréversibles, augmenter le temps de passage des GR SS et donc leur possibilité de
devenir falciformes (92) et conduire aux occlusions vasculaires avec forte diminution ou

arrét du flux sanguin (224).

11.2.ii. L’ADHESION LEUCOCYTES/ENDOTHELIUM

L’adhésion leucocytes/endothélium est un autre type d’interaction intercellulaire
pouvant mener aux CVO (233). De hautes concentrations basales en leucocytes ont été
associées a une importante sévérité de la maladie (234-236). Ainsi, les infections, qui
entrainent une réponse inflammatoire aigue, sont associées a un risque élevé de CVO (237).

De multiples facteurs (stress oxydatif aprés ischémie-reperfusion ou hémolyse,
dommages endothéliaux, infections...) sont susceptibles d’activer I’endothélium vasculaire et
de conduire a la fixation des leucocytes le long de cet endothélium. Cette activation se
produit via la voie de NFxB qui stimule la surexpression endothéliale de molécules
d’adhérence vasculaire liant les leucocytes : ICAM-1, VCAM-1 ou E-sélectine (92,237-238). En
paralléle, indépendamment de la voie NFKB, P-sélectine est secrétée par les corps de
Weibel-palade des CE.

Le role de NFkB dans I'adhésion leucocytaire a été décrit par Kaul et al. (237) chez des
souris exprimant 100% d’HbS. Ces auteurs ont observé qu’une injection de TNF-o, un
activateur connu de NFkB, induisait des occlusions, initiées par des adhésions leucocytaires,
aux niveaux des veinules post-capillaires (VPC) (237,239). En parallele, un traitement a la

sulfasalazine, un inhibiteur de NFkB, diminuait I'adhésion leucocytaire a I'endothélium grace

64| Page



Partie 2 : Vaso-occlusion et drépanocytose, un mécanisme multifactoriel

a une diminution des molécules d’adhérence vasculaire (237,240). Les leucocytes étant
moins déformables (232), plus adhérant (138,228,241), et en plus grand nombre chez les
patients drépanocytaires (138,242), une augmentation de I'expression des molécules
d’adhérence vasculaire peut donc conduire a un plus important piégeage de ces cellules et
donc a de plus gros risques de CVO.
La P-sélectine semble jouer un role particulierement important dans la genése des
CVO. Il a en effet été démontré chez des souris transgéniques drépanocytaires NY1DD
présentant, suite a un stress d’hypoxie/réoxygénation (H/R), une augmentation de
I'adhésion leucocytaire, que linjection d’un anticorps (AC) anti-P-sélectine permettait
d’annuler ces mécanismes d’adhésion (138). En parallele, cet AC permet de restaurer la
vélocité des GR qui était altérée suite au stress d’'H/R. L’AC anti-E-sélectine n’a, en revanche,
chez ce modeéle de souris transgénique, aucun effet sur les adhésions
leucocyte/endothélium (138).
Les leucocytes expriment un grand nombre de récepteurs qui vont participer a

I’'adhérence cellulaire dont (236):

< Mac-1, LFA-1 et VLA4 qui vont lier ICAM-1 et VCAM-1 des CE ;

%+ CD36 quiva lier la TSP qui elle-méme se fixe a o33 des CE ;

+» L-sélectine qui peut lier PSGL-1 présent a la surface des GB, ce qui va
permettre des interactions GB/GB ;

«* PSGL-1 qui va pouvoir lier P-sélectine (sur plaquette et CE), L-sélectine (sur
GB) et E-sélectine (sur CE)

< CD44 exprimé par les leucocytes activés qui pourrait interagir avec

I’endothélium (243) via, certainement, des liaisons avec E-sélectine (244).

11.2.iii. L’ADHESION LEUCOCYTES/ GR SS

Plusieurs études assez récentes ont permis de mettre en avant de nouveaux types
d’interactions entre les GR SS et les leucocytes qui pourraient étre impliquées de maniére
assez importante dans les CVO.

Turhan et al. sont les premiers a avoir observé in vivo, par microscopie intravitale, ces
interactions GR SS/leucocytes sur un modele des souris C57BIl/6 transplantées avec de la

moelle osseuse de souris BERK. Aprées injection de TNF-a, les leucocytes, et non les GR SS,
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adhéraient a I'endothélium. Ensuite, les liaisons entre GR SS et leucocytes se multipliaient
jusqu’a conduire a une diminution drastique du flux sanguin et a d’'importantes occlusions
vasculaires. Ce mécanisme menant aux occlusions vasculaires était limité, voire annulé, chez
des souris HbSS déficientes en P- et E-sélectine. Ces résultats suggérent que I'adhésion des
leucocytes aux sélectines endothéliales pourrait étre responsable de I'augmentation de leurs
capacités a lier les GR SS(239,245). Cette étude sera confirmée in vitro sur des cellules
HUVEC avec d’importantes adhésions leucocytaire/CE et GR SS/leucocytes (monocyte,
lymphocyte et neutrophile) (241,246). Ces dernieres semblent étre induites par la liaison
entre ICAM-4 exprimée par les GR SS et LFA-1 et Mac-1 exprimés par les leucocytes. (241).
L’absence d’adhérence des GR SS a I‘endothélium dans ces études in vivo est en revanche
surprenante car ces liaisons endothélium/GR SS sont observées dans d’autres études sur
d’autres modeéles murins SS (146). Kaul et al. suggérent que le choix d’'un modéle BERK
exprimant 100% d’HbS pourrait expliquer cette absence d’adhésion GR SS/endothélium
puisque ces souris sont plus appropriées dans I'étude du rbéle de I’'hémolyse et de
I'inflammation (dont le recrutement leucocytaire) que pour évaluer la contribution des GR
hétérogeénes dans les évenements adhésifs et obstructifs (92).

D’autres études ont confirmé la présence de ces interactions GR SS/leucocytes, mais
selon une chronologie différente. Brittain et al. en 2008 puis Chaar et al. en 2010 ont
observé la présence d’agrégats GR SS/leucocytes directement dans la circulation sanguine de
patients drépanocytaires (247-248). Le premier article faisait état de liaisons entre
réticulocytes immatures et monocytes, via les intégrines VLA-4 exprimées par les deux types
de cellules. VLA-4 liant la fibronectine, celle-ci pourrait étre le lien entre réticulocytes et
monocytes (248). Le deuxiéme article, publié plus récemment, élargit le cercle des cellules
touchées par ces interactions. Ces auteurs montrent qu’aussi bien les GR matures que les
réticulocytes peuvent se lier aux monocytes mais aussi aux lymphocytes ce qui confirme
I’étude in vitro de Zennadi et al (243,247). Ces interactions semblent se produire par la
liaison entre LUBCAM exprimé par les GR SS et VLA-4 exprimé par les lymphocytes et
monocytes (225,247).

Ainsi, il semblerait que les interactions entre cellules sanguines et endothélium ne
soient pas les seules interactions pouvant conduire aux CVO mais qu’un autre type
d’interaction, incluant la liaison entre GR SS et leucocytes, puisse conduire a la formation

d’agrégats adhérents ou non a l'endothélium et qu’ils soient trop larges pour certains
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capillaires ou VPC et conduisent a des obstructions vasculaires séveres (248). Ces
interactions semblent impliquer VLA-4 leucocytaire ainsi que LUuBCAM, VLA-4 érythrocytaire

et la fibronectine plasmatique (247-248).

11.2.iv. LES MOLECULES D’ ADHERENCE SOLUBLES ET DREPANOCYTOSE

Souvent utilisé dans des pathologies inflammatoires, le dosage des molécules solubles
d’adhérence vasculaire semble pouvoir apporter des indications quant a I'état d’activation
de I'endothélium vasculaire chez les patients drépanocytaires (249). Dans cette pathologie,
les concentrations plasmatiques en sVCAM-1, sICAM-1, sP- et sE-sélectine sont plus élevés
gue chez des sujets sains (168-171,183-184,249-255).

La révélation, par ces molécules solubles d’adhérence, d'un état anormal de
I’endothélium est confirmée par plusieurs études qui montrent que :

%+ Suite a un épisode de syndrome thoracique aigu, de crises douloureuses ou
d’hypertension artérielle pulmonaire, le niveau de sVCAM-1 est surélevé comparé a un état
asymptomatique chez les patients drépanocytaires (196,249-250,256). De méme que
sVCAM-1 est corrélé a des molécules plasmatiques reflétant des dysfonctions rénales et
hépatiques (249).

«» L'utilisation d’Hydroxyurée, molécule réduisant I'occurrence des crises
douloureuses et des CVO, diminue significativement sVCAM-1, sICAM-1 et sP- et sE-sélectine
plasmatiques (249,254). De méme, des transfusions sanguines chroniques, qui diluent la
concentration sanguine en HbS et donc le risque de dommages endothéliaux, sont associées
a une diminution des concentrations plasmatiques en sVCAM-1 (250).

< L’augmentation du flux sanguin induite par une molécule mimétique du NO
(nitroprusside) est inversement corrélée au niveau de sVCAM-1 (257); suggérant que
sVCAM1 plasmatique pourrait étre le reflet de I'expression endothéliale de VCAM-1, puisque

le NO est connu pour étre un inhibiteur de I'expression endothéliale de VCAM-1.
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[Il. HEMOSTASE ET THROMBUS, A L’INTERFACE ENTRE AGREGATION PLAQUETTAIRE ET CASCADE
DE COAGULATION SANGUINE

I11.1. COMMENT SE FORME UN THROMBUS ?

Le but de la cascade de coagulation associée a I'adhésion et I'agrégation plaquettaire
est de permettre la mise en place d’'un thrombus afin de réparer une zone lésée de

I’endothélium vasculaire.

I11.1.i. ADHESION ET AGREGATION PLAQUETTAIRE

Afin de répondre a un processus inflammatoire déclenché par une lésion vasculaire,
nous avons pu voir que l'adhésion plaquettaire constituait la premiere forme d’adhésion
cellulaire (cf. partie2.1.1.i; p45). Cela est rendu possible par la premiére fixation, réversible
et instable, a P-sélectine, rapidement exprimée par les CE, via les récepteurs PSGL-1 et la
glycoprotéine (GP) lba exprimé par les plaquettes (206,258). Cette adhésion plaquette/P-
sélectine va initier une adhésion stable plaquette/endothélium dont les mécanismes se
différencient entre faible et importante contrainte de cisaillement :

«* A faible contrainte de cisaillement, les plaquettes, qui expriment les intégrines
GPla/lla (02P1), 02B5 et aP6 se fixent respectivement au collagene, a la fibronectine et a la
laminine de la matrice sous-endothéliale exposée (258).

% A forte contrainte de cisaillement, I'intervention du vVWF est nécessaire. Celui-
ci va lier GPlba exprimée par les plaquettes ainsi que le collagéne au niveau
endothélial (147,259).

Suite a la formation d’une premiere couche de plaquettes adhérentes au niveau de la
lésion endothéliale, les liaisons VWF/GPlbo a forte contrainte de cisaillement, ainsi qu’une
liaison inconnue a faible contrainte de cisaillement, vont induire I'activation de l'intégrine
oyfs au niveau plaquettaire. Cette molécule est I'initiatrice de I'agrégation plaquettaire
puisque le fibrinogéne et le VWF circulant vont venir lier oy3;3 (258,260-261). Le fibrinogéne
ayant deux sites d’interaction avec oy, il va faire le lien entre les plaquettes afin de

permettre la croissance de l'agrégat cellulaire (260). A ce stade d’hémostase primaire, un

amas de plaquettes reliées entre elles de maniere instable par le fibrinogéne et accrochées a
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la zone lésée est constitué. C’est dans le but de stabiliser cet agrégat et d’en faire un

thrombus que la cascade de coagulation entre en jeu ; c’est I'hémostase secondaire (262).

111.1.ii. CASCADE DE COAGULATION

Le modele actuel de la cascade de coagulation se divise en trois phases : I'initiation de
la coagulation suivie par une phase d’amplification puis de propagation (262-263) (figure 14).
Ce modele repose sur un enchainement d’événements protéolytiques localisés

essentiellement en surface des plaquettes activées (261).

Ill.1.ii.a. L’INITIATION DE LA COAGULATION

Elle se fait par le TF (facteur tissulaire), molécule clé de cette initiation qui est
exprimée par les monocytes, les cellules endothéliales dans certaines pathologies et dans de
rares cas par les plaquettes (264). La particularité du TF est qu’il est membranaire et est
exprimé en surface de microparticules circulantes (MP). Ces MP sont des vésicules
membranaires, sortes de « bulles» de membranes, libérées par les cellules activées
(monocytes, plaquettes, CE) apres un clivage protéolytique du cytosquelette (261,264). Ces
microparticules, qui expriment en régle générale TF, présentent aussi une surexposition de
la PS en surface, ce qui améliore la fixation des facteurs pro-thrombotiques participant a la
cascade de coagulation (264). Le TF, afin d’initier la coagulation, se lie au facteur VII (FVII), ce
qui va l'activer en FVlla afin de créer le complexe TF/FVila au niveau membranaire des
microparticules. Ce complexe induit I'activation des facteurs FX et FIX en FXa et FIXa. Le FXa
se lie alors a la membrane de la microparticule afin de ne pas étre dégradé par des
inhibiteurs de la coagulation via la voie d’inhibition du TF ou I'antithrombine (265). Le FXa
induite alors l'activation du FV en FVa et le complexe FXa/FVa/Ca2+ catalyse la
transformation de la prothrombine en thrombine. La quantité de thrombine formée lors de
cette phase d’initiation est assez faible mais en quantité suffisante pour initier la phase

d’amplification (261-263).

I1.1.ii.b. L’AMPLIFICATION DE LA COAGULATION

Les faibles quantité de thrombine formée pendant la phase d’initiation vont aller se

lier aux plaguettes adhérentes et les activer, ce qui stimule la dégranulation du facteur FV
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qui va étre activé en FVa(263). La thrombine induit aussi I'activation du facteur
membranaire plaquettaire FXI en FXla et le clivage du complexe VWF/FVIII. Cela conduit a la
liaison du VWF a la GPlba plaquettaire et a I'activation du FVIII en FVllla (262-263). Il en

résulte des plaquettes activées, présentant les facteurs FVa, FVllla et FXla a leur surface.

lll.1.ii.c. LA PROPAGATION DE LA COAGULATION

Le facteur FIXa activé pendant la phase d’initiation vient se lier a la membrane des
plaguettes activées et se multiplie grace au FXla (qui active FIX en FIXa) (262). Le complexe
« tenase » formé de FIXa/FVllla est ensuite créé, avec I'aide de Ca** qui catalyse I'activation
de FX en FXa. Ce FXa se lie rapidement au FVa afin de se protéger de l'inhibition (cf.
initiation) et créer le complexe prothrombinase FXa/FVa. C'est ce complexe qui va permettre
de produire une grande quantité de thrombine a partir de la prothrombine afin que celle-ci
transforme le fibrinogéne circulant en fibrine insoluble. L’agrégat plaquettaire maintenu par
du fibrinogene plutét instable va étre alors enserré de fibrine, ce qui va créer un maillage
stable avec les plaquettes et le fibrinogéne. Cette agrégat sera, de plus, consolidé par le

facteur FXIII (261-262).
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Figure 14 : Cascade de coagulation d’aprés le modeéle de Monroe et al. en 2002.
Elle s’effectue en 3 parties, initiation, amplification et propagation. Schéma adapté de Monroe et al. (263)
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111.1.ii.d. REGULATION DU THROMBUS AVEC LA FIBRINOLYSE

La fibrinolyse est un important facteur de régulation des thrombus qui permet de
maintenir le flux sanguin et la perméabilité des vaisseaux. Elle implique le clivage du
plasminogéne circulant en plasmine par I'activateur tissulaire du plasminogene (tPA). Cette
enzyme est exprimée par les CE stimulées par la thrombine et le facteur FXa (266). La
plasmine dégrade la fibrine et lyse le caillot formé de plaquettes et de fibrines (266). La
thrombomoduline exprimée par les CE est aussi un facteur important pour le contréle du
thrombus puisqu’elle permet de convertir la thrombine en enzyme anticoagulante et en
enzyme antifibrinolytique grace a l'action respective de la protéine C et de TAFI (inhibiteur
de la fibrinolyse activé par la thrombine) (267). Ainsi, la coagulation résulte de la balance
entre composants pro-thrombotiques (plaquettes activées, facteurs de coagulation) et anti-
thrombotiques (fibrinolyse, systeme anticoagulant) qui contrélent les dépots et éliminations
de fibrine (267). Une imperfection dans un seul de ces composants peut résulter en
saignements ou thromboses et devenir pathologique (268). Une prévalence des événements
thrombotiques peut conduire a des AVC ou des attaques cardiaques alors qu’a 'inverse, une

trop forte régulation de la coagulation peut conduire a I’hémophilie (267).

111.2. COAGULATION SANGUINE ET DREPANOCYTOSE

Les patients drépanocytaires sont caractérisés par un état d’hypercoagulabilité a I'état
stable (en dehors de toute crise) (255,269-274). Plusieurs études relatent en effet la
présence de marqueurs de la coagulation sanguine et de la fibrinolyse en quantités
supérieures chez les sujets drépanocytaires comparés a des sujets sains. lls dénotent une
hausse des concentrations des marqueurs de la coagulation sanguine tels que les fragments
pro-thrombotiques F1.2 et les complexes thrombine-antithrombine (TAT), de méme qu’une
hausse de I'activation plaquettaire et des D-dimer, un marqueur plasmatique de la
dégradation de la fibrine (168-169,171,255,271-274). Des quantités élevées de
microparticules provenant des GR SS, des monocytes et des plaquettes ont par ailleurs été
observées chez ces sujets (272,275). Shet et al. ont montré que les microparticules issues
des monocytes et des cellules endothéliales de patients drépanocytaires sont porteuses de
TF (272). Solovey et al. confirment ces résultats chez ’'Homme et chez un modéle de souris

transgénique drépanocytaire : I'expression de TF par les CE est augmentée chez les sujets
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HbSS comparés aux sujets sains (141,276). Ces microparticules TF* semblent impliquées dans
la cascade de coagulation puisque corrélées avec des marqueurs pro-
thrombotiques (272,275). Enfin, la surexposition de la PS semblerait étre impliquée dans la
cascade de coagulation : Setty et al. ont rapporté une augmentation des GR PS’ et des
plaquettes PS’ chez les patients drépanocytaires a I'état stable par rapport a des sujets
HbAA. La proportion de GR PS" était par ailleurs corrélée a différents marqueurs de la
thrombose, ce qui suggére leur implication dans la cascade de coagulation (271) ; sGrement

en augmentant la fixation des facteurs pro-thrombotiques sur les membranes (264).

Afin de déterminer I'influence de ce statut d’hypercoagulabilité sur les CVO, les mémes
types d’études ont été menés chez des sujets drépanocytaires en situation de crise
comparés a des sujets HbSS a I'état stable et a des sujets sains. Les mémes différences
comparées aux sujets sains ont été observées avec une augmentation des facteurs pro-
thrombotiques, de la fibrinolyse et des microparticules tandis que I'activité pro-coagulante
est amplifiée par rapport a I'état stable (169,272-273,275). Il semblerait donc que la
thrombogenése puisse étre impliquée dans les CVO. Cela va dans le sens des conclusions
d’Adedji et al. qui suggérent que I’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) chez les
patients drépanocytaires pourrait étre initiée par des thromboembolies (277). De méme,
Ataga et al. ont observé une augmentation des marqueurs pro-thrombotiques chez les
patients drépanocytaires atteints d’HTAP (255). Une diminution des protéines S et C,
impliquées dans l'inhibition de la coagulation chez les enfants drépanocytaires a par ailleurs
été décrite ; cette diminution était associée a un risque d’AVC augmenté (278). Enfin, Tomer
et al. ont observé une relation positive entre fréquence des crises douloureuses et activité
pro-coagulante des plaquettes (273).

La thrombogenése pourrait donc jouer un role important chez les patients
drépanocytaires et pourrait étre impliquée dans les états d’hypercoagulabilité observés a
I’état stable tout comme dans diverses manifestations pathologiques de la drépanocytose
telles que les AVC, I'HTAP ou encore les CVO. Pour conclure, comme le souligne Hebbel, il
reste a déterminer si c’est I'activité pro-coagulante qui participe aux CVO ou si elle n’est pas
plutdét la conséquence de ces complications vaso-occlusives. Le systeme pro-coagulant

intervenant alors pour réparer les lésions (270).
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I\V. MODULATION DU TONUS VASCULAIRE ET STRESS OXYDATIF

IV.1. MODULATION DU TONUS VASCULAIRE

La modulation du tonus vasculaire permet la diminution ou lI'augmentation de la
lumiére des vaisseaux sanguins, grace a la contraction ou au relachement des cellules
musculaires lisses vasculaires (CMLV). C'est est un mécanisme qui permet, entre autre, de :

< réguler la pression sanguine et donc I’oxygénation tissulaire ;

** participer a la réaction inflammatoire en permettant la vasodilatation du
vaisseaux (147) ;

« réguler la température centrale de I'organisme (en concentrant le sang dans
les organes vitaux grace a une vasoconstriction des vaisseaux alimentant la peau et les
extrémités, ou, au contraire, en augmentant la distribution du sang vers la peau par
vasodilatation afin d’évacuer la chaleur lors de hausse de température (279) ;

< répondre a un effort physique en adaptant la perfusion des diverses zones de

I’organisme en fonction des besoins cellulaires et organiques (280-281).

Plusieurs mécanismes permettent le contréle de ce tonus vasculaire. Parmi eux, le
systeme nerveux autonome : via le systeme nerveux sympathique, il stimule la contraction
des CMLV et donc la vasoconstriction. Ce systéme agit grace a la sécrétion de noradrénaline
venant se fixer sur les récepteurs adrénergiques o. En paralléle, une diminution de cette
activité sympathique permet la relaxation des vaisseaux (282).

De nombreuses molécules libérées par I'endothélium, et appelées facteurs relaxant
(EDRF) ou contractant (EDCF) dérivés de I'endothélium, permettent de contréler ce tonus
vasculaire. Parmi ces molécules, le NO, la prostacycline (PGl,, ou prostaglandine 1,) et le
facteur hyperpolarisant dérivé de I’endothélium (EDHF) sont vasodilatateurs. L'ET-1,
I'angiotensine Il, la prostaglandine F,, et le thromboxane A, sont vasoconstricteurs (283-
284). Cependant, les molécules vasomodulatrices les plus puissantes, dont les actions
semblent étroitement liées puisque I'une peut avoir un effet inhibiteur sur I'autre et vice

versa, sont 'ET-1 et le NO (285-288).
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IV.1.i. ENDOTHELINE-1

L’endothéline, un des plus puissants vasoconstricteurs identifiés dans I'organisme, a
été découvert en 1988 par Yanagisawa et al. (289). Contrairement a d’autres facteurs
constricteurs, elle a une action autocrine ou paracrine (290) sur 'ensemble des arteres et
veines testées (287). Parmi les isoformes de la famille des endothélines (ET-1, ET-2 et ET-3),
ET-1 est de loin la plus synthétisée et la plus importante (287). Elle est produite et libérée
par une multitude de cellules dont les CE mais aussi par les CMLV, les cardiomyocytes, les
leucocytes, les macrophages et plusieurs types de neurones (287-288). Son expression
génique peut étre activée par la voie NFkB (elle-méme stimulée par plusieurs facteurs dont
les molécules pro-inflammatoires TNF-o. et IL-1B). L'ET-1 participe a la réaction
inflammatoire en augmentant la perméabilité cellulaire (291) et en permettant la
prolifération des CMLV (287). Elle peut aussi étre stimulée par la thrombine, suite a la
thrombose, par des endotoxines, I’hypoxie, I'insuline ou encore I'angiotensine Il (287-
288,290,292). Ses principaux inhibiteurs sont le NO et la prostacycline (287-288). Suite a son
expression génique, une prepro-ET-1 est synthétisée puis clivée en big ET-1 qui elle-méme
est ensuite clivée par I'enzyme de conversion endothéline en ET-1 (287-288,292-293).

C’est la fixation de I'ET-1 sur ses récepteurs ETA et ETB (divisé en ETB1 et ETB2) qui
permet son action biologique. La plus importante est une vasoconstriction massive et
maintenue dans le temps, dans les gros comme les petits vaisseaux, et qui cause une
augmentation de la pression sanguine (287-288,290,292,294). Cependant, il semblerait que
la fixation de I'ET-1 sur ses récepteurs produise des réactions opposées et consécutives. En
effet, le récepteur ETB1 est préférentiellement exprimé sur les CE ; la fixation de I'ET-1 sur ce
récepteur endothélial induit une vasodilatation courte en stimulant la production du NO et
de la prostacycline. Suite a cette premiére action, la liaison de I'ET-1 sur les récepteurs ETA
et ETB2 exprimés par les CMLV cause une vasoconstriction plus longue et
puissante (288,290,294-295) (figure 15). Ainsi, la réponse a I'ET-1 va dépendre de
I’expression des récepteurs ETA, ETB1 et ETB2. Il semblerait que les récepteurs ETA soient
les principaux exprimés (en regle générale, plus de 85% des récepteurs a I'ET-1 sont des ETA,
les 15% restants étant les ETB) (290). Quant aux vasoconstrictions induites par les récepteurs
ETA et ETB2 activés, elles s’expliquent par I'augmentation du niveau intracellulaire d’inositol

triphosphates et de diacylglycérol qui permettent la libération du calcium situé dans les
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citernes du réticulum sarcoplasmique et donc la contraction musculaire (288,294). Celle-ci se
répercute ainsi sur la couche de cellules endothéliales qui va étre poussée mécaniquement
vers l'intérieur du vaisseau (284).

Enfin, en plus de son action vasoconstrictrice, I'ET-1 est aussi un important médiateur
de la prolifération cellulaire en permettant la reconstruction de la néo-intima apreés les
dégats vasculaires (287). Elle est aussi impliquée dans une grande quantité de processus
biologiques tels que les fonctions neurologiques, la physiologie pulmonaire, le transport des
fluides et électrolytes, les désordres auto-immuns et les cancers (292). Il a, en effet été
observé chez des souris KO pour I'ET-1 des défauts dans la formation du systeme nerveux,
du systéme cardiovasculaire, du thymus et de la thyroide ainsi qu’une croissance
anormale (296). Ces effets biologiques de I'ET-1 font que cette molécule se trouve impliquée
dans diverses pathologies vasculaires et/ou inflammatoires dont I'athérosclérose,

I’hypertension artérielle pulmonaire ou les pathologies respiratoires (287,291,293).

0 ET-1 “ ETB1 Flux sanguin I
Q) ETAet ETB2 o o o

Cellules endothéliales

Relaxation Constriction

Figure 15 : Régulation du tonus vasculaire par I'ET-1.

L'ET-1 peut induire, en se liant a I'ETB1, une vasorelaxation courte via la stimulation du NO et de la
prostacycline, deux vasodilatateurs tandis que sa fixation sur les récepteurs ETA et ETB2 permet la
vasoconstriction en stimulant la contraction des CMLV. Schéma adapté de Masaki et al. (297).
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IV.1.ii. LOXYDE NITRIQUE
IV.1.ii.a. PRESENTATION DU NO

Le NO est un gaz diatomique connu particulierement pour son activité vasodilatatrice
impliquée dans le maintien de I’homéostasie vasculaire (298-299). Sa petite taille lui permet
de diffuser librement a travers les membranes cellulaires (300) ou le NO se lie a I’'héme fixé a
la guanylate cyclase soluble dans le cytosol des CMLV. Celle-ci, une fois liée augmente la
concentration intracellulaire en GMPc (Guanosine Mono Phosphate cyclique) qui active alors
une protéine kinase dépendante du GMPc. Ces mécanismes aboutissent a une diminution du
Ca! intracellulaire qui diminue la contraction des CMLV : cette relaxation des muscles lisses
permet la dilatation des vaisseaux (298,300-301).

La vasodilatation n’est cependant pas la seule conséquence de la libération du NO
puisqu’il intervient dans une multitude d’activités biologiques de I'organisme. Il permet,
entre autre, de diminuer I'agrégation plaquettaire, (302), I'adhésion leucocytaire en agissant
sur les récepteurs LFA-1 et Mac-1 situés sur les leucocytes (303) ainsi qu’en inhibant le
facteur NFkB responsable de I'expression des molécules d’adhérence vasculaire (202). I
pourrait ainsi avoir une action anti-inflammatoire a forte concentration (304). Il a aussi été
montré que le NO pourrait agir comme un neurotransmetteur (305), moduler certaines
activations géniques et enzymatiques et moduler I'apoptose et |’angiogenése via, entre
autre, la stimulation de la prolifération des CMLV (299,301).

L'expression du NO se fait via les NO synthases, des enzymes présentant trois
isoformes : la NOS endothéliale (eNOS), neuronale (nNOS) et inductible (iNOS). La eNOS et
nNOS ont la particularité d’étre exprimées constitutivement et respectivement au niveau
des CE et des tissus neuronaux. Leur expression est régulée par le complexe
Ca**/calmoduline (301,306). A noter tout de méme que la eNOS réagit aux augmentations de
contraintes de cisaillement qui vont causer sa phosphorylation et la rendre plus sensible au
Ca’" (306). La synthéese de la NO au niveau du lit vasculaire a été attribuée exclusivement a la
eNOS (307). La iNOS quant a elle est activée suite a un stimulus, comme ['infection
bactérienne ou les dégats cellulaires (306,308), au niveau d’une multitude de cellules telles
que les macrophages, les neutrophiles, les cellules dendritiques, les CE ou encore les cellules
épithéliales (304) et n’est pas dépendante du Ca®*. Le substrat des NOS est la L-arginine. En

présence d’une multitude de cofacteurs dont NADPH, FAD, I’héme, la tétrahydrobioptérine
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(BH4) et le Ca2+/calmoduline (sauf pour iNOS), ces enzymes catalysent le clivage de la partie

azotée de la L-arginine, ce qui donne le NO et de la L-citrulline (298,301).

IV.1.ii.b. DIMINUTION DE LA BIODISPONIBILITE DU NO

La baisse de la biodisponibilité du NO fait appel aux différents mécanismes
physiologiques qui inhibent directement le NO soit qui limitent sa production. Quelque soit
le mécanisme, il en résulte une diminution de I'action biologique premiere du NO, a savoir la
vasodilatation. Cela peut dans certains cas intervenir dans des pathologies vasculaires et
inflammatoires telles que I'hypertension artérielle pulmonaire, le diabéte, I'athérosclérose

ou encore la drépanocytose (298).

R/

* Hémoglobine et NO : la réaction entre le fer contenu dans ’lhéme de I'oxyHb
et le NO est la voie la plus importante de diminution de la biodisponibilité du NO puisqu’il
est converti en nitrate qui sera éliminé par les reins (299) (figure 16, droite). Elle implique
néanmoins que I'Hb ne soit plus contenue par la membrane des GR, qui constitue une
barriere entre I'Hb et le plasma et la rend 6000 fois moins accessible au NO (figure 16,
centre). Ainsi, en situation d’hémolyse, I'Hb plasmatique peut absorber tout le NO disponible
et causer d’importants dysfonctionnements dans la régulation du tonus vasculaire (299)
(figure 16, droite). En contrepartie, cela permet une action antioxydante car en se liant au
fer, le NO forme un produit stable qui empéche I’'H,0, de se lier au fer et de produire de

puissants ROS trés cytotoxiques (298).

K/

%+ Découplage des NOS : comme pour tous les enzymes, les substrats agissent
comme des molécules limitantes et en leur absence, 'enzyme ne peut catalyser la formation
des produits. Pour les NOS, I'absence des substrats tels que la L-arginine, la BH4 ou encore
I'oxygene induit un découplage de I'enzyme, qui va alors non plus produire du NO mais des
ROS dont I'0O,", un puissant agent vasoconstricteur et neurotoxique (301,306). Cela induit
donc une diminution des concentrations en NO ainsi que des effets contraires a ceux du
vasodilatateur azoté. La diminution de la disponibilité de la L-arginine peut provenir de son
utilisation pour la production d’urée (301). Elle peut aussi étre due a I’'hémolyse qui
provoque la libération d’arginase, une enzyme entrant en compétition avec les NOS pour

I'utilisation de la L-arginine (86). Certains ROS (peroxynitrite: OHOO-) peuvent aussi
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conduire a diminuer les concentrations en BH4 en les oxydant, ce qui participe au

découplage des NOS (309).

«*» Action cytotoxique du NO et stress-oxydatif : le stress-oxydatif est aussi une
importante voie de diminution de la biodisponibilité du NO car I'0," reagit directement avec

le NO, ce qui I'inactive et forme le peroxinitrite, un ROS extrémement cytotoxique (300).

22220 S

Figure 16 : Modélisation de la régulation de la biodisponibilité du NO par I’hémoglobine et ses effets
vasodilatateurs.

Au centre: le NO est produit par les NOS afin de permettre la relaxation des CMLV et comme I'Hb est
maintenue par la membrane de GR a l'intérieur de la cellule, la biodisponibilité du NO n’est pas altéré. A
droite : suite a I'hémolyse intravasculaire, le relargage de I'Hb et de ’heme libre dans le lit vasculaire induit une
forte diminution de la biodisponibilité du NO qui se retrouve piégé par le fer de I'Hb et converti en nitrate et
metHb. A gauche : 1) le nitrate, lors de la désoxygénation des GR peut étre converti en NO et participer a la
dilatation vasculaire ; 2) la formation de SNO-Hb en situation d’oxygénation va permettre le relargage de NO,
lorsqu’il y a désoxygénation de I'Hb, afin qu’il permette la vasodilatation. Schéma tiré de Gladwin et al. (299).

IV.1.ii.c. INTERVENTION DES GR DANS LA PRODUCTION DU NO

Cette partie décrit de récentes découvertes sur les mécanismes de régulation du NO

qui illustrent le role prépondérant des GR dans la modulation de la biodisponibilité du NO.
«* La voie du nitrite/nitrate : afin de contrebalancer les fortes pertes en NO,
piégé par différentes réactions, un mécanisme a récemment été observé faisant intervenir

les nitrates/nitrites ingérés dans I'alimentation. Le nitrate pourrait étre transformé en nitrite
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au niveau salivaire par des bactéries ayant une activité de nitrate réductase. Le nitrite, en
passant dans la circulation sanguine pourrait alors permettre de produire rapidement du NO
a la demande et indépendamment des NOS (301). En effet, le nitrite, qui est une molécule
réagissant 10 000 fois moins que le NO avec le fer, peut, en se liant a la désoxyhémoglobine
au niveau des GR, étre converti en NO (299,310) (figure 16, gauche). Ainsi, ce mécanisme
réagirait comme un senseur de l'oxygénation tissulaire en détectant les variations de
saturation de I'Hb et réagissant en formant ou non du NO pour dilater les
vaisseaux (299,310). De plus, le nitrate non converti en nitrite et non éliminé par les reins
ainsi que celui issue de la dégradation du NO peuvent étre recyclés en étant réabsorbés au

niveau des glandes salivaires et retourner dans la salive afin de répéter le cycle (301).

% La voie de la SNO-Hb: Ce nouveau modele suggeére que, lors de fortes
expositions des GR a du NO, le NO pourrait pénétrer dans les GR et y étre piégé en se liant a
la faible population d’héme encore désoxygéné dans des GR oxygénés afin de former un
complexe fer-NO-Hb (299). Le NO serait alors transféré a un résidu cystéine de la B-globine
afin de former la SNO-Hb (Hb-S-nitrosée) (figure 16, gauche). La particularité de cette SNO-
Hb est qu’en situation de désoxygénation des GR, par exemple en hypoxie, la SNO-Hb va
libérer le NO dans le lit vasculaire afin qu’il puisse participer a la relaxation vasculaire (311).
Ce mécanisme supporte l'existence de NO stabilisé qui n’est pas susceptible d’étre

rapidement consommé et qui peut étre reconverti en NO lorsque cela est nécessaire (299).

K/

< GR et NOS: il semblerait que les GR disposent d’une isoforme des NOS, tres
proche de la eNOS, qui permettrait aux GR de convertir la L-arginine en NO et L-citrulline, et
interviendrait dans la modulation du tonus vasculaire, le contrble de la déformabilité de la
membrane érythrocytaire (en I'améliorant) et dans I’'hémostase plaquettaire (en inhibant

I'agrégation plaquettaire) (307,312-313).

IV.2. STRESS OXYDATIF ET DEFENSES ANTIOXYDANTES

Le stress oxydatif est le résultat de la balance entre la production d’espéces réactives
de I'oxygene (ROS) et les défenses antioxydantes. Si les deux sont équilibrés, ces deux
versants du stress-oxydatif permettent aux processus physiologiques de fonctionner

normalement. En revanche, si la balance penche dans le sens d’une surproduction de ROS
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et/ou une diminution des défenses antioxydantes, le stress oxydatif devient délétére pour
I'organisme en causant des détériorations cellulaires (314).

Dans un environnement physiologique normal, les ROS jouent un réle crucial dans la
signalisation cellulaire, l'inflammation (stimulation de NFxB) ainsi que les défenses
immunitaires (en participant a la destruction des organismes étrangers) (315). Les défenses

antioxydantes permettant alors de maintenir I'effet des ROS a des roles physiologiques.

IV.2.i. UNE PRODUCTION DE ROS DELETERE POUR L’ORGANISME

La production excessive de ROS, et/ou des mécanismes de défense antioxydante
inadaptés peuvent conduire a des situations pathologiques de types cardiovasculaires,
neurovasculaires, dégénératives, diabéte, cancers ou encore drépanocytose (70,315-317).

Les ROS se définissent comme des molécules qui contiennent un seul ou un nombre
impair d’électrons sur leur orbite atomique ou moléculaire (315). lls incluent les radicaux
libres que sont I’anion superoxyde (0,"), le radical hydroxyle (OH"), le radical lipidique (ROO-
) et le NO. Le peroxyde d’hydrogene (H,0,), et le peroxinitrite, qui ne sont pas des radicaux
libres mais bien des ROS, contribuent aussi fortement a I'oxydation en provoquant des
dégats cellulaires (288,315).

L’anion superoxyde est produit par de multiples processus comprenant des systémes
non enzymatiques (phagocytose, bactériolyse, agrégation cellulaire pendant I'inflammation)
et surtout des systemes enzymatiques, essentiellement au niveau des CE et CMLV (288)
(figure 17):

+» les complexes | et Ill de la chaine respiratoire mitochondriale: en regle
générale, une fuite de 2 a 5% d’électrons s’effectue au niveau de ces complexes pendant les
phosphorylations oxydatives et conduit a la production d’02". En augmentant la resynthése
d’ATP (Adénosine triphosphate), I'exercice physique est le principal producteur de ROS dans
la mitochondrie (318). Suite a des perturbations métaboliques (hypoglycémie, hypoxie,
ischémie-reperfusion), cette fuite d’électrons peut étre plus importante et amplifier la
production d’0,"". Cette production d’anions superoxydes au niveau des mitochondries peut
aussi étre stimulée par la cytokine pro-inflammatoire TNF-c. (309,315) ;

«»  NADH/NADPH oxydase: présente au niveau membranaire, cette enzyme

catalyse la réduction de I'oxygéne en utilisant le NADH et NADPH comme donneur d’électron
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et produit des anions superoxydes (319). Présente chez les cellules phagocytaires ou elle
permet la défense contre les microorganismes étrangers ainsi qu’au niveau des CE et CMLV,
elle peut étre régulée par de nombreux facteurs comme des cytokines, I'angiotensine Il ou
des forces hémodynamique (320). Par exemple, des contraintes de cisaillement turbulentes
ou la cytokine TNF-o. peuvent stimuler ’enzyme et la production d’0," (314-315) ;

« la xanthine oxydase (XO): afin de catalyser la transformation de
I’hypoxanthine en xanthine puis en acide urique, la XO utilise 'oxygéne qui devient de I'0,"
(315). Cette production de ROS est minime en conditions physiologiques. Cependant, suite a
un stress tels que la cytokine TNF-o ou encore une ischémie/reperfusion, il a été montré que
la XO peut devenir une source majeure d’anions superoxydes (314) ;

+» le découplage des NOS, comme décrit dans le chapitre précédent, conduit a la
production de 0," suite & une diminution de ses substrats tels que la L-arginine ou le
BH4 (301).

Ainsi, une fois la production d’0," exacerbée par divers stimuli, celui-ci réagit avec la
superoxyde dismutase (SOD) qui est une enzyme antioxydante catalysant la formation
d’H,0,. L'O,"" va aussi réagir avec le NO, lorsque celui-ci est présent en grande quantité, ce
qui va conduire a la diminution de la biodisponibilit¢é du NO ainsi qu’a la formation de
peroxynitrite (figure 17).

En parallele, I'H,0, peut étre soit réduit en eau et en O, par les enzymes antioxydantes
glutathion peroxydase (GPx) et catalase, soit étre converti en radical hydroxyle OH® en
présence de fer sous forme réduit (Fe™) via la réaction de Fenton :

H,0, + Fe™ = OH + OH" + Fe™"

Ce radical hydroxyle est le ROS le plus réactif et agressif. En conséquence, sa distance
de diffusion ne peut excéder le diamétre d’une protéine par comparaison au peroxynitrite
qui réagit sur une distance de deux cellules (309).

Que ce soit le radical peroxinitrite ou I’OH", ils participent tous deux aux peroxydations
des lipides, des protéines et de I’ADN ce qui peut réduire la fonctionnalité de ces
molécules (288,316). Les peroxydations lipidiques causent un dysfonctionnement des
membranes cellulaires censées offrir un transport sélectif aux cellules : les lipides insaturés
sont convertis en lipides hydroperoxyde polarisés ce qui augmente la fluidité membranaire,
les efflux des solutés cytosoliques et induit une perte d’activité des protéines

membranaires (316). De plus, ces ROS sont impliqués dans la perméabilisation de la
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membrane mitochondriale ce qui conduit a une apoptose cellulaire car la mitochondrie
contient des facteurs pro-apoptotiques qui, une fois dans le cytosol déclenchent la mort

programmée de la cellule (309,315).

0,7  superoxide anion
H,0, hydrogen peroxide
OH-  hydroxyl radical
NADPH oxidase ONOO-" peroxynitrite
Xanthine oxidase
Mitochondria OH-
Cyt P450
ENOS F 3+
e
Fez*‘——l
Catalase
0, 0, >~ H0, —— H,0
50D | GSH peroxidase }
[ |
eNOS
Arginine — NO GS'H G556
Oxyhemoglobin GSH reductase
- +
ONOO NADP NADPH

Figure 17 : Systeme oxydant enzymatique et non-enzymatique.

L'O," produit & partir de multiples facteurs (NADPH oxydase, XO, chaine respiratoire mitochondriale, eNOS
découplée) est soit converti en peroxynitrite en réagissant avec le NO et cause des dégats cellulaires, soit pris
en charge par I'enzyme antioxydante SOD pour former de |'H,0,. Cette H,0, va alors soit étre inactivée en eau
par les systémes antioxydants catalase et glutathion peroxydase (GPx) soit &tre transformé en OH" et causer,
comme le peroxynitrite, des dysfonctionnements cellulaires. Schéma emprunté a Huet et al. (309).

IV.2.ii. STRESS OXYDATIF, ADHERENCE VASCULAIRE ET MODULATION DU TONUS VASCULAIRE

Le stress oxydatif semble jouer un role important dans les mécanismes inflammatoires
en induisant la stimulation de NFxB, ce qui induit, entre autre, une augmentation des
concentrations en molécules d’adhérence vasculaire et donc favorise les mécanismes
d’adhésion leucocytaire et érythrocytaire (70). Ainsi, une expression de ROS anormale peut
conduire a un dysfonctionnement endothélial en augmentant les possibilités, pour les
cellules sanguines, d’adhérer a 'endothélium.

Du point de vue de la modulation du tonus vasculaire, NFKB est aussi responsable de la
synthése d’ET-1(292) si bien que l'augmentation des concentrations en ROS favorise la
vasoconstriction, en augmentant d’une part les concentrations en ET-1 (321) et d’autre part
en diminuant la biodisponibilité du NO (300). En parallele, I'ET-1 semble étre impliquée dans
la formation d’0,"" en se liant a son récepteur ETA, ce qui stimulerait la production de ROS

via la NADPH oxydase (322).
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IV.3. DREPANOCYTOSE, MODULATION DU TONUS VASCULAIRE ET PRODUCTION DE ROS ANORMALE

La drépanocytose est caractérisée par des épisodes d’ischémie/reperfusion récurrents.
Ces épisodes sont susceptibles de provoquer une augmentation du stress oxydatif et une
modulation anormale du tonus vasculaire. Les ROS apparaissent ainsi comme des

médiateurs possibles des CVO.

IV.3.i. VASOCONSTRICTION EXACERBEE

L'implication de I'ET-1 dans la physiopathologie de la drépanocytose semble acquise
bien que les mécanismes d‘actions soient encore discutés. De fortes concentrations d’ET-1
circulante ont en effet été observées chez les patients drépanocytaires a I'état stable ou en
crise comparés a des sujets sains (197,323-327). Ces concentrations sont exacerbées en
situation de crise puis diminuent légerement dans les semaines qui suivent tout en restant
supérieures aux valeurs de repos (197,325-327). Chez des souris drépanocytaires (SAD), un
stress d’H/R cause une diminution de la vélocité du flux sanguin dans l'artére rénale,
suggérant d’'importantes vasoconstrictions aggravant les blocages sanguins. Sabaa et al. ont
récemment montré que l'utilisation du Bosentan, un antagoniste non spécifique des
récepteurs a I'ET-1, aboutissait a une restauration du flux sanguin, suggérant ainsi un role
important de I'’endothéline dans la physiopathologie drépanocytaire (109).

Afin de comprendre la relation entre ET-1 et drépanocytose, des études ont été
réalisées sur culture de cellules endothéliales vasculaires. La mise en contact des CE avec des
GR SS désoxygénés, donc falciformes, induit I'expression d’ARNm codant pour I'ET-1 ainsi
que du peptide lui méme (327-328) et est associée a une augmentation de la contraction de
I'anneau aortique (327). Il a d’autre part été montré qu’un flux de type veineux (1 dyn/cm?)
de GR SS oxygénés sur une culture de CE était associé a la sécrétion d’ET-1 (329). Ces deux
études suggerent qu’un facteur présent dans le plasma et induit par les GR SS pourrait étre a
I'origine de I'expression de I'ET-1(326,328). Le facteur de croissance placentaire (PIGF),
secrété en abondance par les cellules érythroides chez les patients drépanocytaires et qui
est relié a la sévérité de la maladie (330), pourrait étre ce responsable (331).

Enfin, plusieurs études se positionnent sur une intervention du NO dans le contréle de
I'ET-1 et de ses effets (109,327-328). L'induction de NO par des cultures de CE induit une
diminution de la production d’ET-1 (328,332-333). La biodisponibilité du NO étant altérée
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chez les patients drépanocytaires (109,256,327,334) (cf. chapitre suivant), I'inhibition par le
NO de I'ET-1 pourrait étre levée et conduire donc a des effets déléteres de I'ET-1 qui sont
susceptibles de participer aux CVO (109). A noter qu’en plus d’étre fortement
vasoconstrictrice, 'ET-1 peut étre problématique pour les sujets drépanocytaires car elle
peut stimuler les canaux Gardos, responsables de la déshydratation cellulaire, ce qui facilite

la falciformation érythrocytaire (65-67).

IV.3.ii. REDUCTION DE LA BIODISPONIBILITE DU NO

L’action fortement vasodilatatrice du NO pourrait présenter un intérét majeur chez les
patients drépanocytaires en intervenant positivement sur les mécanismes d’occlusion
vasculaire. Cependant, de multiples facteurs, tres présents chez ces sujets, sont impliqués
dans une baisse de la biodisponibilité du NO et pourraient participer a I"'amplification des
mécanismes pro-occlusifs (figure 18).

Le dosage des métabolites nitrite/nitrate (NOx) dans le plasma, qui rend compte de la
guantité de NO ayant eu une action biologique sur la fonction endothéliale (335-336),
permet d’évaluer la biodisponibilité du NO. Aussi bien a I’état stable que durant une CVO, il a
ainsi été observé que les NOx étaient diminués chez les patients drépanocytaires (256,337)
et les souris transgéniques drépanocytaires(132,140,338-339). Les niveaux de NOx
apparaissent au plus bas suite a des syndromes thoraciques aigus comparés a des CVO, qui
présentent elles-mémes des niveaux plasmatiques en NOx inférieurs a ceux des sujets a
I’état stable (256,337). Enfin, une faible quantité de NOx détectée chez des sujets
drépanocytaires pendant une CVO a été mise en relation avec de fortes douleurs (340).
Ainsi, de faibles concentrations en NO plasmatique semblent pouvoir jouer un role dans
I'installation des CVO.

Ces faibles quantités de NOx détectées chez les patients drépanocytaires semblent
traduire une faible production de NO par des NOS découplées et son inhibition par le stress
oxydatif ou par I’Hb libérée du fait d’hémolyse intravasculaire (85) (figure 18).

Plusieurs indicateurs démontrent que les NOS pourraient étre découplées dans le
cadre de la drépanocytose. Il a tout d’abord été observé que I'’ARNm codant pour les
arginases | et Il était augmenté chez les souris SAD atteintes de péritonite (132) ; de plus,

une plus importante activité de cette protéine a été détectée chez les patients
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drépanocytaires (341). Morris et al. ont aussi rapporté que l'activité de l'arginase était
positivement corrélée a différents marqueurs de I'hémolyse (Hb libre et lactate
déshydrogénase -LDH) et qu’une baisse de la biodisponibilité de la L-arginine pour les NOS
était corrélée avec une augmentation de la mortalité chez les sujets drépanocytaires de
I’étude (341). En paralléle, les concentrations en L-arginine, substrat des NOS pour former du
NO, sont diminuées chez les patients drépanocytaires (337,341). Ainsi, l'importante
hémolyse caractéristique de la drépanocytose induirait une libération accrue d’arginase,
consommatrice de L-arginine initialement destinée aux NOS pour produire du NO. Ce
découplage des NOS semblant conduire a une production accrue d’anions superoxydes
diminuerait d’autant plus la biodisponibilité du NO (341) (figure 18). En paralléle, des
diminutions de I'activité et de I'expression des NOS ont été observées par Bartolucci et al.
chez des souris SAD atteinte d’une inflammation, ce qui suggere un dysfonctionnement dans
la régulation des NOS suite a une inflammation chez les souris transgéniques
drépanocytaires (132).

De plus, du fait de I’'hémolyse, les concentrations d’Hb libre plasmatiques sont plus
importantes chez les patients (342) et souris drépanocytaires (338) et sont positivement
corrélées a une consommation anormale du NO par le plasma drépanocytaire (339,342)
(figure 18).

Enfin, le stress oxydatif est le troisieme mécanisme participant a la consommation
anormale du NO (figure 18). Les patients drépanocytaires et souris transgéniques
drépanocytaires présentent une importante production de ROS (140,338,343-344) (cf.
chapitre suivant). Les phénomeénes d’H/R récurrents ainsi que le découplage des NOS chez
ces sujets participent a l‘augmentation de 1’0, (338,343-344). La production de
peroxynitrite associée a la consommation du NO par I’'O,"” est ainsi augmentée dans le cas de
la drépanocytose, comme en attestent les concentrations de nitrotyrosine, un marqueur de
cette molécule, chez les souris transgéniques drépanocytaires suite a un stress d’H/R (344)
ou a l'état stable (338,344). De plus, chez des souris transgéniques drépanocytaires, la
biodisponibilité du NO est inversement corrélée aux peroxydations lipidiques (339). Ces
résultats soulignent I'importance du NO dans la production de ROS (140,339) et
inversement, les conséquences d’une augmentation de ROS sur la diminution de Ia

biodisponibilité du NO (338,344).
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Figure 18 : Diminution de la biodisponibilité du NO chez les patients drépanocytaires.

Les mécanismes altérés chez les sujets drépanocytaires sont représentés en orange. En bleu apparaisse les
mécanismes prépondérants chez les drépanocytaire. Deux facteurs initient la diminution du NO : ’'hémolyse et
le stress oxydatif. L’hémolyse agit sur la capture du NO via I’'Hb libérée dans le plasma et la libération d’arginase
qui provoque le découplage des NOS par raréfaction de son substrat. Le stress oxydatif agit en consommant le
NO par I'anion superoxyde issu soit des NOS découplés soit d’une balance anormale entre production de ROS
excédentaires et enzymes antioxydantes diminuées. Figure adaptée et traduite de Morris et al. (341).

Ces diminutions de la biodisponibilité du NO participent aux dysfonctionnements
vasculaires conduisant aux CVO et syndrome thoracique aigu en limitant fortement les
dilatations vasculaires nécessaires a |'ajustement de la pression sanguine et en favorisant les
constrictions via la levé de l'inhibition de I'ET-1 (cf. partie 2.1V.3.i; p80).

Belhassen et al. ont observé que la réponse de I'endothélium a I'augmentation des
contraintes de cisaillement est altérée chez des patients drépanocytaires a I'état stable. Cela
pourrait s’expliquer par un dysfonctionnement du métabolisme du NO (345). De plus,
I'injection de sodium nitroprusside (SNP), un donneur de NO, a des sujets drépanocytaires a
I’état stable rétablit une vasodilatation normale de I'artere brachiale (257,345). Ces résultats
suggerent que les patients drépanocytaires présentent une bonne sensibilité au NO, mais

que la stimulation de sa production par les contraintes de cisaillement pourrait étre
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altérée (345). En revanche, Kaul et al. ont observé chez deux modeles de souris
drépanocytaires (BERK et S+S-Antilles) qu’au niveau d’artérioles du muscle crémaster, la
réponse a 'injection de SNP était fortement limitée chez ces souris par rapport a des souris
saines (334,338). Ces auteurs concluent que la sur-stimulation du systéme NOS/NO chez ces
souris drépanocytaires suite aux fréquents épisodes d’H/R peut conduire a réduire la

réponse vasodilatatrice du NO.

Afin de contrer cette baisse de la biodisponibilité du NO, plusieurs études ont été
menées sur |'effet positif de I'inhalation de NO. Celle-ci semblerait réduire les douleurs et |a
durée d’hospitalisation chez les sujets drépanocytaires en CVO (346). Il a de plus été montré
chez les souris transgéniques drépanocytaires SAD que l'inhalation du NO améliorait la
survie (133) et réduisait les dégats pulmonaire (134) des souris suite a un stress vaso-

occlusif.

IV.3.iii. STRESS-OXYDATIF AMPLIFIE

Le stress-oxydatif exacerbé observé chez les sujets drépanocytaires est un point
important dans le développement de la physiopathologie drépanocytaire. Les ROS sont
impliqués dans la falciformation des GR, I'adhérence vasculaire, la modulation du tonus
vasculaire et I'inflammation, soit tous les mécanismes contribuant aux CVO.

Des augmentations du stress oxydatif suggérant une surproduction radicalaire ont été
décrites chez des adultes, enfants ou souris transgéniques drépanocytaires et ce, aussi bien
au  niveau plasmatiques que des GR, leucocytes ou plaquettes (138-
140,145,165,339,343,347-353). L'état des défenses antioxydantes enzymatiques et totale
(défenses antioxydantes enzymatique et non-enzymatiques : Vitamine C et E, GSH) fait
moins consensus (349,351-352) bien qu’il semble que ces mécanismes soient altérés chez les
sujets drépanocytaires (140,242,339,348-349,351) (tableau 3). Ainsi, il semblerait y avoir un
dysfonctionnement dans la balance oxydative chez les patients drépanocytaires et les causes

et conséquences seront discutées dans les chapitres qui suivent.
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IV.3.iii.a. FACTEURS STIMULANT LA PRODUCTION DE ROS CHEZ LES PATIENTS
DREPANOCYTAIRES

La surproduction de ROS chez les sujets drépanocytaires est multifactorielle et peut

s’expliquer par :

«» I’'hémolyse accrue, ce qui conduit a une augmentation de I’héme libre qui est
fortement impliqué dans la production de ROS (86) ;

+» le découplage des NOS suite a la consommation de ses substrats : la L-arginine
par I'arginase libérée lors de I'"hémolyse et le BH4 par le peroxinitrite, ce qui conduit a la
production d’0," (317,341) ;

+* une augmentation de la formation de peroxynitrite lorsque le NO réagit avec
I’0," (140,339);

++ la production de ROS par des leucocytes activés suite a I'exposition a ’heme
libre issu de ’lhémolyse (86,354) ;

% les GR porteur d’HbS qui ont une production intra-érythrocytaire des ROS 1,7
fois supérieure a celle des GR « normaux » (69,355) ;

< une augmentation de I'H/R, exacerbée par I'adhésion cellulaire a
I’endothélium, qui va stimuler la production de ROS (139,237,347) via entre autre la
xanthine oxydase qui est suractivée lors d’H/R (139,344). Cette XO pourrait provenir des
cellules hépatiques qui vont, suite a un stress d’H/R, la libérer dans la circulation. La XO
circulante va alors se lier aux CE afin de participer a la réduction de I’hypoxanthine et
produire des ROS (343).

«* la NADPH oxydase : alors que chez des souris BS, I'adhésion cellulaire est
augmentée, des souris BS et déficientes en NADPH oxydase restaurent une adhérence
normale. Cela suggere que la NADPH oxydase, qui est exprimée par les leucocytes activés et

les CE, en produisant des ROS, pourrait favoriser I'adhérence cellulaire (84,356).
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IV.3.iii.b. CONSEQUENCES D’UNE AUGMENTATION DU STRESS OXYDATIF CHEZ LES
PATIENTS DREPANOCYTAIRES

L’augmentation des marqueurs du stress oxydatif (349) et la diminution des défenses
antioxydantes (242) semblent respectivement liés a un nombre de crises douloureuses plus
important et a une augmentation de la sévérité de la maladie chez les patients
drépanocytaires. Ainsi, les dommages organiques chroniques dont sont sujets les patients
drépanocytaires, et cela en dehors des épisodes de CVO, pourraient étre la conséquence des
altérations de la balance oxydative pouvant endommager les organes (139,348). Ces
altérations organiques pourraient étre le fruit, entre autre, des oxydations lipidiques et
protéiques occasionnées par les ROS.

Au niveau cellulaire, les ROS en exces participent de maniére importante a la
diminution de la biodisponibilité du NO (cf. chapitre précédent). De méme qu’il a été
observé que le stress oxydatif pourrait stimuler I'activation des canaux K/Cl au niveau de la
membrane de GR SS chez les souris SAD (68). Cela aurait pour conséquence de stimuler la
déshydratation cellulaire qui est impliquée dans I’"hémolyse en facilitant la falciformation des
GR (357).

Enfin, les ROS exercent une action importante dans la stimulation de I'adhésion
leucocytaire et érythrocytaire a 'endothélium via la stimulation de la voie de transduction
de NFkB (238). Il a été observé in vitro et chez des souris transgéniques drépanocytaires in
vivo et ex vivo que les zones d’adhésion cellulaire étaient caractérisées par un stress oxydatif
accru (138,237-238,347). Cette adhérence érythrocytaire et leucocytaire est en revanche
fortement limitée par I'action de la catalase (237,347). Ainsi, ces résultats démontrent un

lien direct entre adhérence vasculaire et ROS (237,347).

V. SYNTHESE DES ELEMENTS IMPLIQUES DANS LA VASO-OCCLUSION

Cette partie bibliographique a permis de mettre en exergue les dysfonctionnements
vasculaires/endothéliaux observés chez les patients drépanocytaires aussi bien a I’état stable
gu’en situation de crise. Cet « état stable », entre les crises, ne s’apparente cependant pas a
des valeurs « normales », et souligne la fragilité de cette situation chez ces patients (186).

Ces résultats soulignent aussi la possibilité qu’entre les crises, les organes puissent tout de
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méme subir des dommages moins intenses que lors des CVO, mais tout aussi
problématiques de pas leur chronicité. Ces altérations organiques aboutissent notamment a
une prévalence élevée d’HTAP (23%) et de microalbuminurie (10%) chez des sujets
drépanocytaires n’ayant pas été sujets a des crises douloureuses depuis plusieurs
années (95). L’ « état stable » chez les patients drépanocytaires se caractérise par des
concentrations anormales en cytokines pro-inflammatoires (186), en molécules solubles
d’adhérence vasculaire (254), par un état d’hypercoagulabilité (272-273), par un stress
oxydatif accru et par une expression anormale de I'ET-1 (323). Ce fragile état stable peut
donc déboucher sur des occlusions vasculaires ou crises douloureuses suite a des
modifications environnementales conduisant a la falciformation érythrocytaire (hypoxie,
exercice aigu, forte température, déshydratation..) ou a exacerber ['inflammation
(infections). Les crises sont alors mises en place du fait de l'intervention de multiples
mécanismes s’amplifiant les uns les autres jusqu’a aboutir a une occlusion vasculaire.

La figure 19 permet de se rendre compte des diverses interactions participant a la
diminution de la lumiére des vaisseaux sanguins et aux CVO chez les patients
drépanocytaires et qui ont été décrites dans cette partie.

Ce schéma relate de maniere non exhaustive, un grand nombre d’interactions qui ont
été observées expérimentalement dans le cadre de la drépanocytose. Cependant, elles n’ont
jamais toutes été observées dans une méme étude et ne se produisent donc pas
obligatoirement toutes lors de I'apparition de CVO. Kato et al. ont proposé de classifier deux
sous-phénotypes de la drépanocytose. lls observent qu’un haut niveau d’hémolyse est relié a
une forte baisse de la biodisponibilité du NO, ce qui conduit a de I’'HTAP, du priapisme, des
AVC et des ulcéres aux jambes. En parallele, il semblerait que I'apparition des CVO est
beaucoup moins dépendante de I'hémolyse mais plutot des adhésions réticulocytaires et
leucocytaires (18). Ces suggestions nécessitent d’autres investigations plus fondamentales et
pourraient mener a une division de la figure proposée en fonction des deux ou plusieurs

autres sous-phénotypes.
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Figure 19 : Complexité des interactions pouvant mener aux crises vaso-occlusives.

Les six grands mécanismes participant aux CVO, qui sont la falciformation des GR SS, le stress-oxydatif,
I'inflammation, I'adhésion vasculaire, la thrombogenése et la modulation du tonus vasculaire sont chacun
désignés par une couleur permettant de mettre en valeur leur participation dans I'occlusion vasculaire.
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1: I'hémolyse participe au stress-oxydatif en libérant de I'Hb contenant du fer qui est tres réactif (86) via, entre
autre, la réaction de Fenton. Dans l'autre sens, I'auto-oxydation de I’'HbS conduit a la production de ROS
fragilisant les membranes érythrocytaires et donc favorisant I’hémolyse (69) ;

2: la déshydratation, en augmentant la concentration intracellulaire en HbS facilite la polymérisation de I’'HbS
et donc la falciformation des GR, elle-méme stimulatrice de I’'hémolyse (85) via I'auto-oxydation de I'HbS et la
fragilisation de la membrane (69) ;

3: en stimulant les canaux K/Cl, le stress-oxydatif pourrait participer a la déshydratation des GR (68) ;

4: 'hémolyse libére de I'héme dans la circulation, stimulant I'activation leucocytaire, ce qui va activer la
production de ROS par ces cellules via entre autre la stimulation de la NADPH oxydase (86) ;

5: I'hémolyse, en libérant I’'Hb constituée de fer qui va réagir avec les membranes, tout comme le stress-
oxydatif, vont participer aux lésions membranaires sur les CE ce qui va stimuler I'inflammation ;

6: en participant a la consommation du BH4 (309), un substrat des NOS, le stress-oxydatif participe au
découplage des NOS ce qui entraine en retour une production de ROS par cette enzyme (341) ;

7: le stress-oxydatif diminue la biodisponibilité du NO par la réaction de I'O," avec le NO afin de former du
peroxynitrite, ce qui va, en retour, augmenter le stress-oxydatif (343);

8: ’lhémolyse induit la consommation du NO via I'Hb libre (342) tandis que la libération d’arginase par les GR
lysés va favoriser le découplage des NOS en consommant son substrat, la L-arginine (341) ;

9: en stimulant les canaux Gardos, I'ET-1 participe a la déshydratation érythrocytaire (65) ;

10: la diminution de la biodisponibilité du NO participe a lever I'inhibition que le NO avait sur la production
d’ET-1 et de ses effets vasoconstricteur, ce qui conduit a les stimuler (109) ;

11: la diminution de la biodisponibilité du NO léve les effets inhibiteurs du NO sur I'agrégation plaquettaire (18)
ainsi que sur I'activation de NFxB (202) qui ne sont alors plus inhibés et peuvent donc étre activés ;

12: I'agrégation plaquettaire est initiée par la liaison de plaquettes a P-sélectine exprimée par les CE activées et
cet agrégat est ensuite constitué grace au fibrinogene qui permet de lier les plaquettes entre elles (258) ;

13: la cascade de coagulation permet la production de fibrine qui va aller stabiliser I'agrégat plaquettaire qui
devient alors un thrombus (261) ;

14: I'activation endothéliale par NFxB induit I'expression par les CE des molécules d’adhérence vasculaire qui
vont participer a lier les leucocytes (237) et les GR SS (224) a I'’endothélium.
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La précédente partie a permis de constater que la CVO peut étre influencée par une
multitude de facteurs (inflammation, adhésion vasculaire, hémostase, stress-oxydatif et
modulation du tonus vasculaire) interagissant les uns avec les autres. Le stress
d’ischémie/reperfusion (I/R) constitue aussi un des facteurs pouvant intervenir dans le
déclenchement de ces CVO. En effet, I’hypoxie-ischémie peut stimuler la falciformation des
GR avec les conséquences qui en découlent et qui ont été présentées précédemment (Partie
1 et 2) dont les occlusions vasculaires. De plus, comme nous allons le voir dans cette partie,
la reperfusion qui suit I'ischémie ou I’hypoxie stimule tous les mécanismes participant a la

crise vaso-occlusive, indépendamment de I'effet de I'HbS.

|. MECANISMES MIS EN JEU DANS L’ISCHEMIE/REPERFUSION

Le processus d’ischémie-hypoxie/reperfusion-réoxygénation fait appel : (i) a la notion
de raréfaction d’oxygéne dans le sang et donc dans les tissus, c’est I'ischémie ou I'hypoxie et
(ii) au réapprovisionnement en O,, la reperfusion. Chez 'Homme comme chez I'animal, ce
processus peut provenir de sources différentes :

** Une diminution de la pression partielle de I'oxygene (PO,) au niveau
environnemental, que Il'on appelle hypoxie, et qui traduit la réduction de
I'approvisionnement en 0O, (358). Il existe deux types d’hypoxie environnementale : (i)
I’hypoxie hypobare causée par une diminution de la pression atmosphérique, comme c’est le
cas en altitude, ce qui diminue la PO, dans I'air inspiré et, (ii) I’'hypoxie normobare qui peut
étre induite expérimentalement en laboratoire en diminuant artificiellement la PO, par
I'ajout d’azote ou d’un autre gaz en exces.

« Lischémie désigne une diminution relative ou absolue de
I"'approvisionnement en sang d’un tissu ou organe et dont la source peut étre diverse et
interne : anémie, infarctus, insuffisance cardiaque, occlusion vasculaire, transplantation
d’organe, chirurgie vasculaire (359)... Dans le cadre des recherches menées sur I'l/R, la
majorité des études s’effectuent sur des modeéles animaux et I'ischémie est reproduite suite
a une opération invasive consistant a poser un clamp, a ligaturer temporairement un
vaisseau du systeme artériel ou veineux ou a le chauffer afin de réduire fortement, voire

d’arréter le flux sanguin.
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Ces deux mécanismes sont suivis généralement par un phénoméne nommé
reperfusion qui consiste en la restauration du flux sanguin, ce qui va permettre le
redémarrage du métabolisme aérobie ainsi que la récupération tissulaire. Elle est cependant
souvent accompagnée de lésions tissulaires significatives associées a des
dysfonctionnements endothéliaux, une réponse inflammatoire importante et une forte

production de ROS (358).

I.1. ISCHEMIE/REPERFUSION ET REPONSE INFLAMMATOIRE

l.1.i. INFLAMMATION ET I/R

Un épisode d’I/R se caractérise par une domination du statut pro-inflammatoire causé
par la réoxygénation tissulaire. Cette réoxygénation est impliquée dans une part importante
des dégats de reperfusion (358). Des augmentations de cytokines pro-inflammatoires telles
que TNF-q, IL-1B, IL-6 et IL-8 (360-369) et de chimiokines (370) ont en effet été observées en
réponse a I'l/R et dans les jours qui suivent ce stress. TNF-o. semble étre une molécule clé
dans la réponse a I'l/R en participant aux dysfonctionnements endothéliaux parmi lesquels
I’activation accrue du facteur de transcription NFxB. Cette activation stimule la production
de molécules d’adhérence vasculaire, de cytokines et de chimiokines (361,364,370-371). En
parallele, TNF-oo semble étre impliqué dans la formation de zones d’infarctus comme en
attestent Maekawa et al. qui observent suite, a une I/R, une diminution significative de la
zone infarctée chez des souris KO pour TNF-oo comparées a des souris controles (371).
L’étude de la réponse a I'l/R chez des souris KO pour TNF-ot a permis de démontrer le role
important que joue cette cytokine sur la modulation du tonus vasculaire ou du stress-
oxydatif, ce qui sera précisé dans les chapitres qui suivent. Enfin, I'étude de Kurrelmeyer et
al. a montré qu’en réponse a une I/R, la liaison de TNF-o. sur ses récepteurs TNFR1 et TNFR2
permettrait d’orchestrer une réponse du myocarde sous forme de signaux anti-apoptotiques
et cytoprotecteurs afin de limiter les dégats liés a la reperfusion (372). Les auteurs
expliquent ce résultat contradictoire en suggérant que le bénéfice a court terme de TNF-o
pourrait étre perdu si son expression devient excessive ; dans ce cas, I'effet bénéfique de

TNF-o pourrait étre contrebalancé par I'effet négatif et cytotoxique de la molécule (372).
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I.1.ii. ADHESION VASCULAIRE ET I/R

La production, induite par I'l/R, des cytokines pro-inflammatoires et des molécules
d’adhérence vasculaire a pour conséquence majeure d’augmenter de maniéere drastique
I'adhésion leucocytaire, essentiellement des neutrophiles, et leur migration trans-
endothéliale (363,373-377). Suite a I'l/R, les sélectines P et E sont surexprimées (374,378-
379) et participent a augmenter le « rolling » des neutrophiles le long de I'endothélium. En
paralléle, la surexpression d’ICAM-1(366) augmente les liaisons stables des cellules
sanguines via LFA-1 et Mac-1 (374,378,380).

L'utilisation de souris déficientes en molécules d’adhérence vasculaire ou bien
d’anticorps dirigés contre ces molécules met en avant leur implication dans I'adhésion
leucocytaire suite au stress d’I/R. En effet, il a été observé que des souris présentant un KO
pour ICAM-1, P-sélectine, E-sélectine ou L-sélectine présentent une diminution de I'adhésion
des neutrophiles suite a I'l/R (363,373,376,379) ainsi qu’une atténuation de leur infiltration
et de la taille de l'infarctus (378-379). De méme, l'inactivation par des AC spécifiques de
VCAM-1, E- ou P-sélectine ainsi que des intégrines LFA-1 et Mac-1 (374-375,377) limite les
liaisons neutrophiles/endothélium suite au stress d’I/R.

Ainsi, un stress d’I/R provoque une forte augmentation des concentrations en
neutrophile dans l'interstitium des tissus ischémiés/reperfusés (373). Cela entraine des
dommages considérables causés, en partie, par les neutrophiles activés. Ces derniers
induisent une production massive de ROS et libérent le contenu de leurs granules, dont la
myéloperoxydase (360,365,367-368,381-386) fortement oxydative, ce qui participe a la

dégradation des protéines de la MEC et a la nécrose tissulaire (358).

I.1.iii. HEmosTASE ETI/R

Le dernier volet de la réponse inflammatoire a un stress d’I/R est le comportement
vasculaire du point de vue de I’'hémostase. L'adhésion plaquettaire est augmentée en
réponse a I'l/R (387-391) comme on peut I'observer sur la figure 20 (image de droite), ou
I'intensité de fluorescence correspondant aux plaquettes marquées est fortement amplifiée
(figure 20). Cette adhésion cellulaire a I'endothélium semble étre dépendante de la P-
sélectine (plaquettaire et endothéliale) ainsi que de son récepteur PSGL-1 puisque

I'invalidation par KO ou l'inhibition de ces derniers limitent significativement I'adhésion
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plaquettaire (387). Massberg et al. observent cependant que la P-sélectine endothéliale joue
un role plus important que la P-sélectine plaquettaire dans I'adhésion cellulaire (389) et cela
pourrait étre da a la liaison entre la P-sélectine endothéliale et PSGL-1 exprimé au niveau
plaquettaire (387). En paralléle, d’autres études montrent que la molécule d’adhérence
ICAM-1 pourrait aussi jouer un réle dans I'adhésion plaquettaire, en liant le fibrinogene
circulant qui est lui-méme lié par les plaquettes via le récepteur oyf33 exprimé par ces
dernieres (388,390). Enfin, deux molécules participant a I'adhésion plaquettaire sont
augmentées suite a un stress d'I/R: le facteur VvWF(391) et les dépdts de

fibrinogénes (388,390).

08-21 00 07 2184
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Figure 20 : Adhésion plaquettaire observée en microscopie intravitale suite a un stress d’I/R.

Les plaquettes sont marquées a la Rhodamine 6G qui est fluorescente et 'adhérence est observée dans des
veinules postcapillaires de la muqueuse intestinale. A gauche, une souris sham sans I/R et a droite, une image
prise suite a une I/R. Grossissement X450. Images tirée de Massberg et al. (389)

La cascade de coagulation, qui permet la formation de fibrine afin de stabiliser le
caillot plaquettaire, est de méme activée suite a I'l/R (359,392-397). Le TF joue un rble
important dans cette activation puisque lorsque son activité est inhibée, la formation de
fibrinopeptide A (un marqueur de la formation de fibrine) est réduite (392). L’'augmentation
de plusieurs marqueurs et molécules suggérant |'activation de la voie de coagulation
(fibrinopeptide A, TF, PCA -marqueur de l'activité pro-coagulante-, TAT -marqueur de
coagulation et de formation de la thrombine-, PT -marqueur des concentrations en facteurs
de coagulation-) a par ailleurs été observée en réponse a une I/R (359,392-398). De plus, les
dépbts de fibrine augmentent suite a I'l/R (359,395,397-398) tandis que le fibrinogéne

circulant, qui permet de former la fibrine diminue significativement (394).
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En parallele, I'activité fibrinolytique est augmentée dans les 30min-1h apres le début
de la reperfusion, puis réduit fortement (394,396-397). En effet, alors qu’au début de la
reperfusion le tPA (activateur du plasminogéne) et les produits de dégradation de la fibrine
augmentent, ces marqueurs diminuent par la suite (394,396-397). De plus, les
concentrations en ATl (inhibiteur plasmatique de la thrombine et du FXa)
diminuent (394,396-397,399). Ce comportement fibrinolytique pourrait s’expliquer par
I’évolution des concentrations sanguines en PAI-1 (inhibiteur de ['activateur du
plasminogéne-1 comme le tPA). Son activité ne varie pas pendant la 1% heure de
reperfusion, ce qui correspond a I'accroissement de I'activité fibrinolytique observée, puis
augmente, ce qui marque l'inhibition de la fibrinolyse et permet a I'activité pro-coagulante
d’augmenter (396-397).

Enfin, I'adhésion plaquettaire, tout comme I'activité pro-coagulante, semble étre
impliqguée dans le recrutement leucocytaire et I'accumulation de neutrophiles. En effet,
I'inhibition du FXa permet de réduire le recrutement leucocytaire suite a I'l/R (359), tout
comme la déplétion en plaquettes (391). D’aprés Salter et al., la stimulation de P-sélectine
par les plaquettes adhérentes serait impliquée dans la premiere adhésion des leucocytes a

I’endothélium et leur « rolling » suite a un stress d’I/R (400).

Pour conclure, la balance entre activité pro-coagulante et fibrinolyse est rapidement
déséquilibrée durant la reperfusion et permet de consolider les zones d’adhérence
plaguettaire par un maillage de fibrine. Ce mécanisme est doublement impliqué dans les
dégats de reperfusion en favorisant I’'hémostase, ainsi qu’en augmentant le recrutement et

I'infiltration leucocytaire.

I.2. ISCHEMIE/REPERFUSION, STRESS-OXYDATIF ET MODULATION DU TONUS VASCULAIRE

1.2.i. STRESS-OXYDATIF ET I/R

Le stress-oxydatif, au méme titre que la modulation du tonus vasculaire, participe de
maniére importante aux dégats liés a I'l/R et se trouve impliqué dans des dommages
organiques (381,384,401-405). Le comportement des ROS en réponses a I'l/R est sans
équivoque avec une augmentation de la production des radicaux libres 0," (406-407) ainsi

gu’une augmentation des peroxydations lipidiques (360,365,367-368,381,383-385,405-417),
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des oxydations protéiques (384,413,416-419) et des oxydations de I’ADN (420) qui sont
fortement dommageables pour les cellules (tableau 5). Cette importante production de ROS
peut étre expliquée 1) par la stimulation de la XO induite par la reperfusion (403,421) ainsi
que par TNF-o. (364) et 2) par la NADPH oxydase (420-421) présente, entre autre, dans les
neutrophiles activés (358).

En parallele, I'l/R cause une forte diminution des défenses antioxydantes
enzymatiques : une baisse de I'activité de SOD, catalase et GPx est observée dans différents
organes soumis a une I/R expérimentale (365-368,384,405,408-411,413,416-417) tandis que
le substrat de la GPx, la GSH, est elle aussi réduite (365,381). Cela suggére un épuisement
des défenses antioxydantes devant une trop forte production de ROS (tableau 5).

Ainsi, la balance oxydative présente un fort déséquilibre suite a I'l/R avec comme
conséquences une forte production de ROS et peu de défenses antioxydantes pour limiter

les dommages cellulaires.
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Partie 3 : Réponse a I'ischémie/reperfusion dans la drépanocytose

I.2.ii. NOETIR

Suite a un stress d’I/R, un grand nombre d’études montre une augmentation des NOx
(marqueur de l'effet du NO sur la fonction endothéliale (335)) pendant la phase de
reperfusion (360,366-367,382-383,412-414,416-417,423-427). Cette augmentation a en
effet été observée dans quasiment tous les tissus testés (foie, rein, intestin, poumon, coeur,
membre supérieur ou vessie), sur plusieurs modeéles animaux (souris, rat, lapin, hamster) et
suite a des protocoles d’ischémie allant de 45min a 2h et des temps de reperfusion allant de
30min a 36h (tableau 6). Cependant, deux études contredisent ces résultats: dans le
cerveau, Abdallah et al. observent une diminution des concentrations en NOx suite a une
ischémie assez courte (15min) et 60min de reperfusion (365) tandis qu’Ofluoglu et al.
n’observent pas de variation significative des concentrations en NOx suite a une I/R dans le
foie (415). En paralléle, les concentrations ou activités des NOS (iNOS, eNOS, et nNOS)
augmentent avec I'l/R dans la majorité des études (360,367,408,424-425,427-431) hormis
pour trois études (385,425,429) ou elles ne présentent pas de variation entre avant et apres
I'l/R (tableau 6).

L'effet physiologique de cette augmentation des activités/concentrations en NOS et
NOx, est interprétable de deux maniéres différentes selon la littérature. Certaines études
observent un effet protecteur du NO sur les dégats liés a I'l/R tandis que d’autres études
soulignent plutot les effets cytotoxiques du NO, qui participeraient aux dommages cellulaires
liés a I'l/R. Afin de comprendre les effets du NO sur la réponse a un stress d’I/R, les études
ont majoritairement été menées sur des modeles animaux chez qui les effets de I'inhibition
(ex: L-NAME) ou de linvalidation (KO pour iNOS, eNOS) des NOS ont été testés

expérimentalement.

Dans les études ayant utilisé I'inactivation des NOS, l'effet protecteur du NO est
démontré par une augmentation des dégats de reperfusion avec augmentation de la taille
des infarctus (422,430), des dommages cellulaires (432), des oxydations lipidiques (412) et
une diminution du flux sanguin (412) en comparaison a des conditions contréles avec I/R.
Cela suggére que les NOS et donc leur produit final, le NO, pourraient permettre, suite a

I'l/R, de limiter I'importance de la zone d’infarctus, la fragmentation de I’ADN (422) et les
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oxydations lipidiques (412). Les mécanismes de cet effet protecteur du NO ne sont pas
encore connus précisément, mais il semblerait que le NO puisse inhiber la voie de NFKB, trés
impliqué dans l'infiltration cellulaire et les dégats de reperfusion (433). L'autre hypothése
découle de I'action vasodilatatrice du NO qui permettrait d’améliorer le flux sanguin et donc

de limiter I'ischémie tissulaire (433).

Ces observations sont cependant fortement contredites par d’autres études qui
observent que [linhibition des NOS conduit a une diminution des dégats de
reperfusion (413,429), avec une diminution des cedémes cérébraux (434), de la perméabilité
de la barriere hémato-encéphalique (435) ainsi que du « rolling », de I'adhésion (382) et de
Iinfiltration des leucocytes (436). Dans ce cas la, le role des NOS et de son produit final le
NO, semble étre plutdt pathogénique en participant aux dommages observés suite aux I/R.
Plusieurs mécanismes pourraient conduire a la cytotoxicité des NOS et du NO:

% Une augmentation de la formation d’O," est observée suite a I'l/R et peut
conduire a diminuer la biodisponibilité du NO par la formation du peroxynitrite (437). Cette
suggestion est confirmée par une augmentation de la nitrotyrosine, un marqueur de la
formation de ROS par le NO, suite a une I/R (438). Cette augmentation de la production de
ROS par le NO pourrait étre impliquée dans I'augmentation de la fragmentation des
mitochondries et par conséquence I'apoptose cellulaire (437).

**» En favorisant la formation de peroxynitrite et autre ROS, le NO participe a la
stimulation du facteur de transcription NFxB (433), ce qui expliquerait I'implication des NOS

dans le « rolling », I'adhésion et I'infiltration des leucocytes (382,436).

Ainsi, deux réponses semblent s’opposer suite a une surproduction de NO et plusieurs
études expliquent ces réponses opposées en suggérant qu’a faible concentration, le NO
pourrait étre protecteur tandis que lors d’une stimulation importante comme lors de la
reperfusion, les fortes concentrations de NO deviennent alors cytotoxiques et participent

aux dégats tissulaires observés suite a I'l/R (404,429,439).
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Durée du stress Tissu Modeéle

Auteurs o - S
Ischémie | Reperfusion | ischémié | animal

Beasley et al. 1998 (428) | 5-10min 4-6h cerveau

porcelet //////////

NOx

iNOS | eNOS | nNOS | ET-1

2

Cai et al. 2007 (408) 2h 24h cerveau | Rat | //////%%////%%///////j
Miranda et al. 2010 (385) 1h 2-6h foie Rat //// W Z///%
Trocha etal. 2010 (431) | 40min 1h foie Rat ’ 7
Milsom et al. 2010 (429) 30min 24h rein Souris ////////%ny//////%f/////%
Tarin etal. 2011 (430) | 30min 24h cceur | Souris xR @ @ @@
Abdallah et al. 2011 (365)| 15min 1h cerveau Rat QI ////////////////////////
Bertuglia 2008 (412) 30min 30min abajoue | hamster | & /////////////////////////
Ding et al. 2012 (360) 45min 6h intestin | Souris r n///// //
Chen et al. 2009 (383) 2h 24h s'\:'s;‘:zrfr Rat | 2 / // /// /
Guven et al. 2008 (413) 1h 6h rein Rat 7 ///////////////////
Kizilgun et al. 2011 (414) 1h 6h rein Rat 7 /// /// //
Schneider et al.

.2011 (426) 45min 24h rein Rat ? ////
Tr;p;(::r(zze;)al. 1h 6h rein Rat 7 // //
vanarates et ol Ih e // .

Ofluoglu et al. 2006 (415) | 1h 24h foie Rat N @@ .
Yao et al. 2009 (367) 1h30 1-24h foie Rt | A2 | a7 %////%
Bajory et al. 2009 (382) 1h 30min vessie Rat 2 //////// //////// o
Masuda et al. 2010 (424) 2h 36h vessie | lapin | A2 |2 7
Tuncetal. 2009 (416) | 45min 3] intestin | Rat sy W @
Li et al. 2007 (423) 45min | 30min-24h | intestin | Rat D @ @ @ .
Tian et al. 2006 (366) 1h 2h intestin | Rat z )
Miclescu et al. 2010 (425) 12min 30min-3h coeur porcelet - n/////
Hassan et al. 1997 (440) 15min 30min estomac Rat //////////////////////////
Soda et aII. 1292::)9 ((4412)) 60r:in 1-38hh intestin | Rat ///// % % % :
Jeong et al. 4 (44 1 1-4 rein Rat
Goto et al. 1994 (443) 1h 1h rein Rat ////////////////////////// 2
Kurata et al. 2004 (444) | 45min 24h rein Rt V. A
akajima et al. . .
N 20(1)6 (445) 45min 24h rein Rat ///////// 7
Gunal et al. 1997 (419) 1h 24h foie Rt UV ) -
awamura et al. . .
K 1995 (446) | 1h 1-6h foie Chien /////// r
Wiy | | o e [em | } ]
Nagai et al. 2010 (386) 1h30 1-4h foie | souis V2 /@
Seo et al. 2003 (448) allotransplantation de foie cien VA
Tsuchiya et al. 2003 (449) | 1h 6h foie Rt V. &
LeDoux et al. 2008 (450) 1h 4h coeur Cochon ////////////////////////// r
Vago et al. 2004 (451) | 30min 1h30 ceur | chien 77 ) | &
Tableau 6 : Evolution des concentrations et des activités de molécules impliquées dans la modulation du

tonus vasculaire.

NOx : nitrite/nitrate ; NO : oxyde nitric; iNOS: NO synthase inductible ; eNOS: NO synthase endothéliale ;

nNOS : NO synthase neuronale, ET-1 : Endothéline-1.
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1.2.iii. ET-1eTIR

La dilatation étant diminuée suite a une I/R et I'endothélium présentant des
dysfonctionnements, il n’est pas étonnant de constater que les concentrations en ET-1
augmentent dans la majorité des études portant sur I'l/R (386,419,440-451) (tableau 6).

Ces augmentations des concentrations en ET-1 ont des répercussions négatives sur les
tissus et semblent participer aux dégats causés par I'l/R. Ainsi, certaines études ont observé
que suite a I'l/R, 'ET-1 pourrait étre impliquée dans les fibrillations ventriculaires (451), dans
la formation d’infarctus du myocarde (450) et dans 'augmentation de la pression veineuse
dans la veine porte, ce qui contribuerait a des dégats hépatiques (446). Katsuramaki et al.
ont aussi observé que suite a une I/R, les cochons qui ne survivaient pas a 3 jours de
reperfusion présentaient des concentrations en ET-1 significativement supérieures a ceux
qui survivaient (452). En paralléle, I'inhibition de la fixation de I'ET-1 sur son récepteur ETA
induit une limitation du «rolling» et de [I'adhésion des leucocytes ainsi qu’une
augmentation du nombre de capillaires fonctionnels ce qui suggére aussi une implication de

I’'ET-1 dans les dysfonctionnements microcirculatoires (453) (figure 21).

071-18 |bi2d2 032

100 pm 100 pm
D i e

Figure 21 : Images de veinules postcapillaires post I/R obtenues par microscopie intravitale chez le rat.
Observation de VPC dans la couche musculaire de la vessie suite a une I/R chez des rats contrdles (image de
gauche) et chez des rats prétraités avec du BQ610, un antagoniste d’ETA, un récepteur a I'ET-1 (image de
droite). Sur ces images, les leucocytes sont marqués a la rhodamine 6G et une forte diminution de leur
concentration suite au blocage de I'ETA est observée. Les courtes fleches blanches indiquent les leucocytes
roulant tandis que la longue fleche blanche indique les leucocytes adhérant (453)

Ainsi, Bajory et al. ont mis en avant I'importance du récepteur ETA dans les dégats de
reperfusion (453) mais ce n’est pas le seul récepteur a étre impliqué. Climent et al. ont
constaté qu’en condition non ischémique, l'inhibition de I'ETB induisait une augmentation
des vasoconstrictions tandis que suite a une I/R, cette méme inhibition induisait une

diminution des vasoconstrictions (454). Le récepteur ETB semble donc présenter des
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dysfonctionnements suite a I'l/R : normalement, la stimulation de I'ETB permet la libération
de NO et de prostaglandine ; suite a une I/R, il semblerait que cette voie de libération de
vasodilatateurs soit fortement inhibée, ce qui peut participer a augmenter les dégats de

reperfusion.

|l. REPONSE A L'ISCHEMIE/REPERFUSION CHEZ LES DREPANOCYTAIRES ET SOURIS
TRANSGENIQUES DREPANOCYTAIRES

L'organisme des patients drépanocytaires étant, via la récurrence des occlusions
vasculaires, fréquemment soumis a des épisodes de reperfusion, la réponse au stress d’I/R
qui a été étudié ci-dessus pourrait expliquer en partie les CVO ou, du moins, bon nombre des
dommages organiques observés chez ces patients (138-139,455-456). Ainsi, en plus de subir
les dysfonctionnements liés a I’'HbS, I'organisme des sujets drépanocytaires subit des
dommages issus de la reperfusion, ce qui peut participer a amplifier les CVO via la
stimulation de l'inflammation, de I'adhérence vasculaire, du stress oxydatif, de Ia
constriction vasculaire et de I’'hémostase.

Toutes les études citées dans cette partie et traitant des réponses a la reperfusion
dans le cadre de la drépanocytose sont effectuées chez des souris transgéniques
drépanocytaires soumises (i) a une ischémie invasive avec pose d’un clamp sur une
artére puis reperfusion (I/R) (457-458); (ii) a une hypoxie normobarique afin de provoquer
des occlusions vasculaire puis la réoxygénation (H/R) provoquant la reperfusion via

réduction des zones occlusives.

Le stress oxydatif étant une des composantes majeures de la reperfusion, il n’est pas
surprenant d’observer que suite a une H/R, les souris transgéniques drépanocytaires
présentent une augmentation des concentrations en H,0, dans les 30 minutes qui suivent
I'arrét du stress (138) ainsi qu’une augmentation de I’'éthane expiré, qui est un marqueur des
peroxydations lipidiques (139). L’expiration d’éthane suite a I'H/R peut, de plus, étre inhibée
par I'utilisation de I’allopurinol, un inhibiteur de la XO (139). La réoxygénation provoque
donc la stimulation de la XO chez les souris drépanocytaires, ce qui pourrait stimuler la

production de ROS et le stress-oxydatif.
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Quatre heures apres le début de la reperfusion, les concentrations en H,0, diminuent
et, en parallele, une augmentation de [|'adhésion leucocytaire et des migrations
transendothéliales est observée (138). Cela est confirmé par I'augmentation de la
myéloperoxydase, sécrétée par les neutrophiles activés et ayant migré suite a I’'H/R (109). Il
semblerait donc que I"'augmentation du stress-oxydatif soit impliquée dans les mécanismes
d’adhérence et de migration leucocytaire qui sont amplifiés durant la reperfusion (138). Il a
en effet été observé, par microscopie intravitale, et suite a une H/R, une augmentation du
« rolling », de l'adhésion et des migrations leucocytaires (128,138,233,459) (figure 22).
Celles-ci semblent dépendantes de la P-sélectine car I'inhibition de cette derniere limite
fortement les adhérences cellulaires ; a noter que l'inhibition de la E-sélectine ne provoque

pas ce changement (138).

: jas b , i 2 k
Figure 22 : Image prise en microscopie intravitale d’infiltration leucocytaire suite a un stress d’H/R.
Observation de veinule du muscle crémaster apres 3 heures d’hypoxie a 10% d’O, et 18h de réoxygénation
chez (a) des souris WT montrant peu de leucocyte infiltré (pointe de fleche) et (b) des souris [3S montrant un
grand nombre de cellules sanguines ayant migré a travers I'endothélium (pointe de fleche). Les grandes fleches
montrant la direction du flux sanguin. Tiré de Kaul et al. (138)

Cette stimulation des mécanismes d’adhésion vasculaire est a mettre en paralléle avec
l"augmentation de l'inflammation. TNF-o, IL-6 et IL-1o ainsi que les concentrations en
cellules inflammatoires comme les neutrophiles sont stimulés suite a un stress d’H/R dans
les bronches des souris SAD (134). Les concentrations plasmatiques en SAP (serum Amyloid
P-Component), qui est 'homologue murin de la CRP, sont aussi augmentées suite a une I/R
rénale chez des souris S+S-Antilles (458).

Toujours au sujet du stress oxydatif qui semble influer sur beaucoup de mécanismes
participant aux CVO, la nitrotyrosine augmente significativement en réponse a
I'H/R (109,460). Ce résultat suggeére une baisse de la biodisponibilité du NO et pourrait

expliquer, comme le NO est un inhibiteur de I'ET-1, 'augmentation des concentrations en
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ET-1 observée chez les souris SAD suite a I’'H/R (109). Cette augmentation plasmatique de
I’'ET-1 semble alors induire la vasoconstriction responsable d’une diminution du flux sanguin
rénal (109,130,233). La déshydratation érythrocytaire est aussi stimulée par I'ET-1 qui va
participer a I'activation des canaux Gardos lors de la reperfusion (109).

Du point de vue de I’hémostase, I'expression de TF semble augmenter au niveau des
cellules endothéliales de veines pulmonaires et des monocytes en réponse a une
H/R (141,461). Cela pourrait participer a stimuler la cascade de coagulation et amplifier

I'obstruction vasculaire.

Finalement, 'ensemble des mécanismes cités ci-dessus et mis en jeu en réponse a I'l/R
ou I'H/R chez les souris transgéniques drépanocytaires pourraient participer a amplifier
I'intensité de la crise. Une augmentation des dégats cellulaires a en effet été observée chez
ces souris drépanocytaires, suite a un stress d’H/R ou |I/R, aussi bien dans le
poumon (134,458) que les reins (130,457-458) ou le foie (128). L'analyse histologique a
démontré une augmentation des congestions vasculaires, des séquestrations de GR et de la
défaillance rénale avec apoptose cellulaire (460). En paralléle, le nombre de vaisseaux
statiques observés en microscopie intravitale augmente significativement suite a 1h de

reperfusion chez les souris S+S-Antilles (233) (figure 23).
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Figure 23 : Image d’une coupe histologique d’une veinule présentant une obstruction vasculaire suspectée
suite a un stress d’H/R chez une souris drépanocytaire.

Veinule dorsale de la peau observée chez des souris S+S-Antilles suite a 1 heure d’hypoxie a 7% d’0, et 1h de
réoxygénation. Les pointes de fleches blanches montrent les leucocytes qui semblent adhérer a I'endothélium
vasculaire tandis que les fleches blanches pointent les GR déformés. Image de Kalambur et al. (233).
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L’exercice physique aigu, qui est un événement ponctuel, entraine une réponse de
I'organisme dans le but d’effectuer un mouvement. La réalisation de ce mouvement est
accompagnée d’une forte demande métabolique qui conduit a des modifications
physiologiques ayant pour but de maintenir I'homéostasie. Cela inclut notamment
I'activation de voies métaboliques afin de produire de I’ATP, I'activation du systeme
neuromusculaire, une thermorégulation adéquate ainsi qu’une activation ventilatoire et
cardiovasculaire.

La répétition de cet exercice physique jour aprés jour, appelée entrainement physique
ou exercice chronique, conduit a des adaptations cellulaires et moléculaires durables de
I’organisme menant a une nouvelle homéostasie (aussi appelée allostasie). Cela permet la
mise en place de mécanismes pouvant contrer les effets potentiellement délétéres d’un
exercice aigu et a une meilleure réponse physiologique a cet exercice. De plus, ces
adaptations conduisent a une amélioration de la force, de la puissance et de la vitesse de
réalisation du mouvement ainsi qu’a une diminution de la fatigabilité musculaire (462).

Nous verrons dans cette partie de quelle maniéere I'exercice physique aigu et surtout
I’entrailnement peuvent potentiellement influer sur les mécanismes impliqués dans la

physiopathologie drépanocytaire.

|. REPONSE PHYSIOLOGIQUE A L’EXERCICE AIGU ET CHRONIQUE CHEZ LES SUJETS SAINS ET
PATHOLOGIQUES

l.1. EXERCICE ET INFLAMMATION

La réponse inflammatoire a un exercice physique est un sujet trés étudié notamment
dans le cas de pathologies impliquant une hausse de cytokines inflammatoires tels que le
diabéte de type 2, les pathologies cardiaques ou encore le syndrome métabolique. L'intérét
de ces études est de déterminer si un entrainement composé d’exercices physiques réguliers

peut étre bénéfique pour les sujets atteints de ces pathologies.

I.1.i. REPONSE INFLAMMATOIRE A L’EXERCICE AIGU

Il semblerait, d’apres I'hypothése de Petersen et Pedersen qu’un exercice physique

aigu puisse avoir des vertus anti-inflammatoires en induisant I'augmentation plasmatique de
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la cytokine IL-6 qui permettrait de stimuler la libération de molécules anti-inflammatoires
telles qu’lL-1ra et IL-10. Cela est confirmé par la forte augmentation de la cytokine IL-6 en
réponse a un exercice aérobie maximal (123,463) ou sous maximal (464-474). C’'est aussi le
cas pendant la phase de récupération (123,467,475) bien que, a plus faible intensité (30% de
la VO,max), IL-6 n’est pas influencée par I'exercice (474). Il en est de méme pour IL-1ra (468-
469,471-472,476) et IL-10 (465,469-470,476) qui augmentent suite a un exercice sous
maximal. L’exercice anaérobie composé d’exercices en résistance n’induit cependant pas de
variation post exercice en IL-6 plasmatique (474,477), excepté lorsque la charge est
augmentée. Dans ce cas, les concentrations en IL-6 augmentent a I'arrét de I'exercice (474).
Au sujet des cytokines normalement libérées lors d’un processus inflammatoire, TNF-o. et IL-
1B, I'effet de I'exercice sur leur libération est sujet a controverses. En réponse a un exercice
sous-maximal, les auteurs observent des augmentations (468,470,473) ou une absence de
variation (469,471-472) et ce, indépendamment de lintensité de I'exercice. Ainsi, il
semblerait qu’en réponse a un exercice aigu, la cascade inflammatoire mis en jeu soit
différente de celle observé lors d’une infection (TNF-a et IL-1P3). Elle s’apparenterait plus a
celle activé lors d’'une réponse a un traumatisme (163,478). Cette suggestion est confortée
par I'observation d’une relation entre la concentration en IL-6 et les dommages musculaires

engendrés par 'exercice (479).

I.1.ii. MODULATION DES REPONSES INFLAMMATOIRES A L’ENTRAINEMENT

L'effet anti-inflammatoire de I'entrainement pourrait étre la conséquence de la
stimulation réguliére de IL-6 et donc une production fréquente de IL-10 et IL-1ra (163) qui
permettrait une amélioration de I'état inflammatoire des patients atteints de pathologies
impliquant I'inflammation.

Chez les sujets et rats sains, I'exercice physique régulier n’induit pas de diminution, au
repos, des cytokines IL-6, IL-1B3, TNF-o (480-485) bien que la CRP présente des
concentrations plus faibles en fin de protocole d’entrainement (482,486-487). L’absence de
pathologie dans les groupes expérimentaux pourrait expliquer cette absence de variations
en cytokines inflammatoires. Celles-ci n’étant pas stimulées au repos chez ces sujets, les
cytokines sont présentent en faibles concentrations en début de protocole et la marge est

alors trop faible pour observer des variations post entrainement.
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Il en est différemment chez les patients atteints de pathologies inflammatoires. Dans
leur cas, certaines études montrent qu’un entrailnement composé d’exercices réguliers
aérobies et parfois de résistance permet de réduire les concentrations au repos en IL-6, CRP
et TNF-o (488-490), ce qui est confirmé chez I'animal (484-485). Cela est cependant a
contraster avec les résultats d’autres études qui n’observent aucune variation de ces

cytokines au repos apres un protocole d’entrainement (488-489,491-493).

1.2. EXERCICE ET MOLECULES D’ ADHERENCE VASCULAIRE

I.2.i. ADHERENCE VASCULAIRE EN REPONSE A UN EXERCICE AIGU

Un exercice physique est connu pour accroitre, au niveau musculaire, les |ésions
tissulaires et endothéliales conduisant a I'installation d’un processus inflammatoire. De plus,
il augmente la demande musculaire en oxygene ce qui aboutit a un accroissement de la
fréquence cardiaque et des contraintes de cisaillement (494). Ainsi, il n’est pas étonnant
d’observer la stimulation des mécanismes d’adhésion vasculaire suite a un exercice aigu
puisque l'inflammation et les contraintes de cisaillement en sont des activateurs. Cette
activation endothéliale est cependant tributaire de l'intensité et de la durée de I'exercice
(tableau 7).

Alors qu’un exercice anaérobie n’induit aucune variation en molécules solubles
d’adhérence vasculaire chez des sujets sains (475,495), certaines études montrent une
augmentation des concentrations plasmatiques en sICAM-1, sVCAM-1, sP, sL et sE-sélectines
apres des exercices maximaux (496-497) ou sous-maximaux (466-467,498-500) (tableau 7).
Ces résultats sont cependant contrastés par d’autres études n’observant pas de variation de
ces molécules suite a un exercice aérobie (122-123,463,480,496,498-499,501-504) (tableau
7). Les résultats sont sensiblement les mémes chez des sujets atteints de pathologies
cardiaques, métaboliques ou vasculaires. Ces sujets présentent dans de nombreuses études
une hausse des concentrations plasmatiques en molécules d’adhérence solubles suite a ces
différents types d’exercices (466-467,480,499,501-503,505-507) bien que dans certains cas,

I’exercice semble ne pas modifier pas I'expression de ces protéines (499,502-503).

112 |Page



Partie 4 : Exercice physique aigu et chronique, drépanocytose et crises vaso-occlusives

s .
—_ =
W wwoorewrs | 0 1 T
gloeusonenenes |« | [~ v s [
weeewene | <L s 0 L L
o B /////////H/H///H///E
gl owoousosenepes |« |8 (s el
/////H/////%//%///%H///
| e n A §B o %H%
| e / o B O
gl ovsewae | Slelsl 0 0
s a I 0O  §&noianm | O /HH
EEEEEasSS e g B
G oveseweme | <~ ¢ 'l
" I ///////////H/H//ﬂ// . OE

Tableau 7 : Evolution des concentrations en molécules d’adhérence solubles en réponse a différents types

d’exercices physiques aigus chez des sujets sains ou atteints d’une pathologie.

ATex : augmentation des concentrations de la molécule soluble avec I'exercice vs. pré-exercice ; =Tex: absence

de variation entre avant et apres I'exercice.
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Ainsi, ces résultats suggerent que chez des sujets pathologiques ou sains, des exercices
maximaux et sous maximaux pourraient dans certains cas aboutir a une activation
endothéliale accrue, révélée par une augmentation des molécules solubles d’adhérence.
Enfin, il a été montré que suite a un exercice aérobie, le nombre de leucocytes
augmente (471,508) et qu’ils expriment plus d’intégrine LFA-1 (508-510) et Mac-1 (500) ainsi
que plus d’ICAM-1 (lymphocytes) (509). Les leucocytes semblent donc étre, a I'arrét de
I’exercice, dans une bonne disposition pour adhérer a I'’endothélium bien qu’il n’a cependant
pas été observé que l'exercice induisait une augmentation de la capacité a adhérer des

leucocytes (198,511).

I.2.ii. ADHERENCE VASCULAIRE EN REPONSE A UN ENTRAINEMENT PHYSIQUE REGULIER

En réponse a un entrainement en endurance, les résultats des valeurs de repos pré-
post entrailnement sont contrastés chez les sujets sains. Adamopoulos et al. ont observé
suite a 12 semaines d’entrainement une réduction des concentrations plasmatiques basales
en sVCAM-1 et sICAM-1 (512). En revanche, dans 4 autres études le protocole d’activité
physique réguliére n’a pas modifié ces concentrations (483,513-515). Du point de vue de la
capacité a adhérer des GB, des études ont montré que les sujets sains entrainés présentaient

une adhésion in vitro de leurs GB diminuée comparé a des sujets sains sédentaires (511,516).

Les effets d’'un entrainement sur I'adhésion vasculaire sont plus documentés dans le
cas de pathologies comprenant une composante inflammatoire. Des dysfonctionnements
endothéliaux étant présents, I'activité physique réguliere semble alors agir comme un
facteur limitant les concentrations plasmatiques en molécules d’adhérence solubles chez
I'Homme et leur expression endothéliale chez I’animal. Plusieurs études ont en effet observé
une réduction, au repos, des concentrations plasmatiques en sVCAM-1, sICAM-1, sP- et sE-
sélectines en réponse a I'entrailnement chez des sujets souffrant de problemes cardiaques,
de maladie artérielle  périphérique, ou ayant subi une transplantation
cardiaque (488,512,517-518). La encore, d’autres études ne présentent, au repos, aucune
variation post entrainement de ces concentrations (493,507,515,518-520).

Chez I'animal, il a été rapporté dans le cadre de I'asthme, du diabéte ou de hautes
cholestérolémies, que I'entrainement physique des animaux était associé a une diminution

de I'expression endothéliale de ICAM-1, VCAM-1 et P-sélectine (484,521-522) et a une
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diminution de l'adhésion et de linfiltration leucocytaire (522-523). L’activité physique
réguliere permet en outre de limiter 'augmentation de I'expression de ICAM-1 provoquée
par I'occlusion d’une artére cérébrale (524).

Ainsi, les études chez I'animal permettent de confirmer les tendances observées chez
'Homme avec pour certaines études, une baisse des concentrations en molécules
d’adhérence solubles suite a la mise en place d’une activité physique réguliere. Cela confere
donc a l'entrainement un effet « anti-adhésif », limitant I'expression endothéliale des
molécules d’adhérence, exprimées essentiellement dans le cas de pathologies impliquant un

dysfonctionnement endothélial.

1.3. EXERCICE ET HEMOSTASE

I.3.i. HEMOSTASE ET EXERCICE AIGU

L’exercice aigu et intense est associé a des risques de déces accrus (525) bien
qu’atténués par I'exercice régulier (526). Dans 70% des cas de mort subite observés chez des
sujets de plus de 35 ans ayant pour la plupart des infarctus du myocarde liés a I'exercice, la
présence d’occlusion des coronaires par des thrombus riches en plaquettes a été
observé (527). Cela pourrait étre le résultat d’'un déséquilibre entre cascade de coagulation
et fibrinolyse qui pourrait étre constaté chez des sujets non accoutumés a |'exercice
physique et surtout présentant des pathologies impliquant I’'hémostase.

Chez des sujets sains, un exercice sous-maximal induit une augmentation des
concentrations en marqueurs de la cascade de coagulation: facteur de coagulation
FVIII (528) et FVII(529), fragment pro-thrombotique 1.2 (530-533), TAT (thrombine-anti
thrombine ll) (530-533), fibrinopeptide A (530,533) et fibrinogene (528) bien que
I'augmentation de ce dernier soit plus contrastée (525,530). En paralléle, une hausse des
marqueurs de l'activité fibrinolytique est généralement observée aprés un exercice sous-
maximal : augmentation du t-PA(528-530), du PAI-1 (inhibiteur d’activateur de
plasminogéne tel que le t-PA) (530), du PAP (plasmine-anti plasmine) (530,532), des produits
de la dégradation de la fibrine (530) et du D-dimer (528). Du point de vue du comportement
plaguettaire, I'adhésion et I|'agrégation plaquettaire semblent étre dépendantes de
I'intensité de I'exercice puisqu’elles sont augmentés suite a des exercices maximaux ou sous-

maximaux (534-535) tandis qu’un exercice sous-maximal modéré induit plutét une
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diminution de ces parametres (535). Une augmentation du nombre de plaquettes (530-
533,536) et du VWF (528) est aussi observée suite a un exercice d’endurance.

Ainsi, chez des sujets sains, I'exercice aérobie sous-maximal semble activer la cascade
de coagulation (525) et augmenter parallelement I'activité fibrinolytique (527). Cela pourrait

permettre d’équilibrer la balance et donc de réduire les risques de thrombose (530).

1.3.ii. HEMOSTASE ET ENTRAINEMENT

Les effets d’'un exercice régulier sur les marqueurs de I’hémostase semblent étre
bénéfiques en permettant de limiter tout d’abord I'activation, I'agrégation et I'adhésion
plaguettaire ainsi que les concentrations en vVWF chez les sujets sains (513,536-538). Cela est
le cas sur des valeurs prises au repos comme en réponse a un exercice aigu (513,537). Il est
de plus intéressant de noter qu’un désentrainement de plusieurs semaines induit un retour a
des valeurs basales plus hautes chez ces personnes (513,537).

Du point de vue des marqueurs de '"hémostase, les effets d’un entrainement sont plus
contrastés. Chez des sujets sains, 'activité physique réguliére induit une augmentation des
marqueurs de la coagulation et de la fibrinolyse en réponse a un exercice physique
aigu (539) et ne provoque pas de changement de concentration du fibrinogene de

repos (483,514).

Cependant, chez des sujets en moins bonne santé, il en est différemment. Une
augmentation du niveau d’activité physique chez des personnes agées a été corrélée avec
une baisse des concentrations en fibrine, plaquettes, FVIII, FIX pour les marqueurs pro-
coagulants (540). Il en est de méme pour les marqueurs de la fibrinolyse avec des
concentrations plus basses en D-dimer et t-PA chez des sujets agés pratiquant régulierement
une activité physique par rapport a des sujets sédentaires du méme age (540). Cette étude
est confirmée par celles de Suzuki et al. qui montre, chez des sujets ayant subit un infarctus
du myocarde en réhabilitation par l'activité physique réguliere, une diminution des
marqueurs de I'hémostase comparé a des sujets n’ayant pas bénéficié de cette
réhabilitation (541). En revanche, chez des patients insulino-résistants, les concentrations en

fibrinogéne ne varient pas avec I'entrainement (542).
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Il semblerait donc qu’une activité physique réguliere puisse étre favorable pour des
personnes présentant certains troubles de I’"hémostase en limitant |’activation des cascades
de coagulation et la fibrinolyse. Les données étant peu nombreuses et parfois divergentes,

cette conclusion nécessite néanmoins d’étre confirmée par d’autres études.

1.4. EXERCICE ET STRESS OXYDATIF

1.4.i. REPONSE DU STRESS-OXYDATIF A UN EXERCICE AIGU

Comme nous avons pu le décrire précédemment, le stress-oxydatif joue un role
important dans certaines régulations physiologiques (signalisation cellulaire, défense
immunitaire, inflammation). Il est aussi déterminant sur le plan physiopathologique du fait
des dégats occasionnés par les ROS au niveau cellulaire. Une surexposition des cellules aux
ROS suite a un exercice physique aigu pourrait expliquer une partie des dégats occasionnés
par ce dernier sur les cellules et la présence d’une plus forte inflammation et adhérence
vasculaire.

En effet, suite a un exercice physique aérobie sous-maximal ou maximal, la présence
de marqueurs du stress-oxydatif augmente par rapportaux valeurs basales: les
concentrations plasmatiques en MDA et TBARS, deux marqueurs des peroxydations
lipidiques, augmentent souvent avec l'effort physique (543-545). Cependant, certaines
études présentent des données plus contrastées avec une absence de variation de ces
marqueurs (501,546-547). De plus, une augmentation de la production d’anions superoxydes
suite a un exercice sous-maximal (547), ainsi que des protéines carbonylées suite a un
exercice aérobie (546,548) ont été observées. Ces augmentations de ROS et de marqueurs
du stress oxydatif pourraient étre la conséquence de la stimulation de la xanthine oxydase
lors de la réoxygénation qui survient aprés différents types d’exercice aérobie :
maximal (549) et sous-maximal (464,544).

Du point de vue des défenses antioxydantes, I’étude des glutathions montre, suite a un
exercice sous-maximal, une augmentation du glutathion oxydé (GSSG) et une diminution du
glutathion réduit (GSH) (550). Comme le GSH sert de substrat a la GPx qui le transforme en
GSSG afin de catalyser la dégradation de I'H,0,, ces résultats suggerent que pendant ce type
d’exercice, l'intervention du systéme antioxydant GPx pourrait étre augmentée. Cette

hypothése n’a pas été confirmée par I'’étude de Surmen-Gur et al., qui nont observé aucune
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augmentation de l'activité de la GPx en réponse a un exercice incrémental (543). En
revanche, l'activité antioxydante totale est augmentée en réponse a un exercice
maximal (546) ou sous-maximal (551-552). Cela suggere donc, qu’en réponse a un exercice
aigu qui stimulerait la production de ROS, les défenses antioxydantes augmentent afin de
faire face a la production massive de radicaux déléteres pour les cellules, tout en maintenant
un niveau basal de ROS nécessaire aux fonctionnements physiologiques de

I’organisme (545).

I.4.ii. EFFETS DE ’ENTRAINEMENT SUR LE STRESS-OXYDATIF

En réponse a un entrainement physique régulier, le stress-oxydatif se comporte
différemment grace a une adaptation de I'organisme a ces productions répétées de ROS. En
effet, aussi bien chez le rat que chez I'Homme, l'activité des enzymes antioxydantes
SOD (481,553-558) et GPx(553,558) augmente avec I'entrainement. La capacité
antioxydante totale en fait de méme (555). Les effets de I'entrainement sur la catalase sont
plus contrastés : selon les études menés chez I’'Homme et le rat, I'activité de cette enzyme
diminue (554,557), stagne (558-559) ou augmente avec |'entrainement (556) ; I'intervention
de cette enzyme est donc moins bien définie en réponse a un entrainement.

Les conséquences de cette défense antioxydante exacerbée en réponse a
I’entrailnement ne semblent, en revanche, pas avoir beaucoup d’incidence sur les
concentrations en marqueurs de I'oxydation protéiques et/ou lipidiques au repos: les
concentrations plasmatiques basales en TBARS, MDA, protéines carbonylées, anion
superoxyde et H,O, ne varient pas en réponse a l’entrainement régulier (481,555-557).
Toutefois, ces études se placent dans un contexte d’analyse effectuée au repos donc sans
stimulation des ROS. Ainsi, il se peut qu’en réponse a un stimulus tel qu’un exercice aigu, les
concentrations en ROS soient diminuées chez des sujets entrainés comparé a des sujets
sédentaires. De méme que chez des sujets atteints de pathologies caractérisées par un stress
oxydatif élevé, un entrainement physique pourrait diminuer le niveau basal en ROS grace a
cette capacité antioxydant accrue. Cette hypothése a été confirmée chez des rats agés
présentant de fort taux de ROS au repos : suite a un entrainement sur tapis roulant de 8

semaines, les concentrations en ROS ont diminué de 40% (560). Il en est de méme chez des
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rats diabétique de type Il ou considérés comme « fumeurs » ; les concentrations en MDA et

0," diminuent aprés une session d’entrainement (481,556).

I.5. EXERCICE ET MODULATEURS ENDOTHELIAUX DU TONUS VASCULAIRE

I.5.i. ENDOTHELINE-1

L’endothéline-1 joue un rdle dans I'activité physique en intervenant dans la régulation
du tonus vasculaire via son action fortement et durablement vasoconstrictrice. Celle-ci
permet en effet de participer a la redistribution du flux sanguin, via son récepteur ETA, en
faveur des muscles squelettiques en action et au détriment des viscéres qui voient leur flux
sanguin diminuer (561-562). Cette participation de I'ET-1 a la réponse a un exercice physique
aigu sous-maximal est confirmée chez le rat et le cheval ol une augmentation de la protéine
et de son expression génique est observée dans le cceur, le rein et le plasma (563-565). Cela
est moins évident chez les sujets sains, chez qui les concentrations plasmatiques en ET-1
peuvent diminuer suite a un exercice maximal (566-567), ne pas varier (568), ou augmenter
2 heures aprés un exercice sous-maximal (569). Il en est différemment pour les sujets
atteints de pathologies cardiovasculaires ou respiratoires. Chez ces sujets, et en réponse a
un exercice aérobie maximal ou sous-maximal, I'ET-1 augmente sans équivoque (566-568).
Cette production accrue d’endothéline-1 a I'exercice chez ces sujets pourrait contribuer a

aggraver leur état pathologique en réponse a un exercice aigu (566).

Les effets de I'entrainement physique régulier sont relativement peu étudiés mais il
semblerait qu’il puisse limiter I'expression de I'ET-1 au repos. Les concentrations de la
molécule diminuent dans le plasma de sujets sains aprées la session d’entrainement (570-
571) ainsi que chez des sujets agés ou ayant bénéficié d’une transplantation cardiaque (572-
573). En revanche, d’autres auteurs ont observé, chez des sujets sains, qu’une session
d’entrainement en résistance était associée a une augmentation plasmatique basale de I'ET-
1 et qu’un entrailnement endurant n’induisait pas de variation significative de ces
concentrations (574). Ainsi, d’autres études seront nécessaires pour conclure sur les effets

avérés de I’entrainement sur I'expression de I'ET-1.
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I.5.ii. BioDISPONIBILITE DU NO

L'ET-1 et le NO sont étroitement liés dans leur action biologique et leurs régulations. Il
semble en étre de méme au cours de 'exercice. En effet, Maeda et al. ont observé chez des
rats pratiquant un exercice aigu sous-maximal, une augmentation de I'ET-1 plasmatique
associée a une diminution des métabolites du NO (NOx) ainsi que de la eNOS (561). Cela
suggere une baisse de la biodisponibilité du NO et cette tendance est confirmée chez
'Homme avec une diminution des NOx en réponse a un exercice incrémental maximal
(567,575). De plus chez le rat, un exercice aigu sous-maximal induit une augmentation de la
nitrotyrosine plasmatique, un marqueur de la consommation du NO par les ROS (548).
D’autres études montrent en revanche l'inverse, a savoir une augmentation de la NOx en
réponse a un exercice aigu maximal chez des sujets sains et pathologiques (566-567) alors
que chez des rats, I'exercice induit une augmentation de I'expression protéique et de
I'activité des NOS (576-577). Ainsi, une hausse de I'ET-1 et du stress-oxydatif a I'effort
pourrait conduire a une diminution de la synthese et de la biodisponibilité du NO (578) ; il
est aussi possible que l'augmentation des contraintes de cisaillement provoquée par
I’exercice aigu stimule les NOS et donc la production de la NO (579). D’autres investigations
seront nécessaires pour examiner ces deux possibilités en fonction du type d’exercice et de

son intensité.

Les études portant sur les effets de I'entrainement physique régulier sur le
métabolisme du NO sont moins controversées. Dans le cas de personnes atteintes de
pathologies cardiovasculaires ou en fort surpoids, I'entrainement permet d’augmenter les
concentrations plasmatiques des NOx au repos (580-581). Cette augmentation est associée a
une augmentation du flux sanguin (582-583). Cela peut étre la conséquence (i) d’'une baisse
des concentrations en ET-1 parallelement observées en réponse a I'entrainement (570-571),
(ii) d’'une augmentation des défenses antioxydantes qui vont neutraliser les ROS et donc la
consommation du NO (580), ou (iii) d’une augmentation de I’activité des NOS (584). Chez les
sujets sains, l'effet de I'activité physique est associé soit a une augmentation de la
production de NOx (537), soit a I'absence de variation pré-post entrainement (554). Au final,
I’entrainement physique régulier pourrait produire un effet vasodilatateur dans des cas de
pathologies cardiovasculaires en permettant une réduction des dysfonctionnements

endothéliaux (579) et donc une amélioration de la symptomatique.
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I|. EFFETS DE L’EXERCICE AIGU OU CHRONIQUE SUR LES MECANISMES PARTICIPANT AUX CRISES
VASO-OCCLUSIVES CHEZ LES SUJETS PORTEURS D’"HEMOGLOBINE S

Les effets de I'activité physique chez les sujets drépanocytaires sont trés peu étudiés et
décrits dans la littérature car un protocole d’activité physique inadapté peut augmenter les
risques de déclencher des complications chez ces patients. L'exercice est cependant assez
fréquemment utilisé chez les sujets HbSS comme outil de diagnostic de problemes médicaux
non observable au repos (585). En revanche, la littérature portant sur les effets de cette
activité physique chez les sujets porteurs du trait drépanocytaire s’est considérablement
enrichie ces derniéres années. Ce chapitre permet de dresser un état des lieux de I'avancée
des recherches sur |'effet d’un exercice aigu et chronique chez les sujets hétérozygotes ou

homozygotes drépanocytaires.

11.1. EXERCICE AIGU CHEZ LES PORTEURS DU TRAIT DREPANOCYTAIRE

Les sujets porteurs du trait drépanocytaire (PTD) constituent une population
considérée comme asymptomatique. En effet, le pourcentage des PTD pratiquant une
activité physique ou bien étant sportif de haut niveau est équivalent a celui observé dans la
population générale (586-591), traduisant un phénotype non invalidant du trait. De plus, le
suivi de sessions d’entrailnement chez des PTD ne révéle pas la présence de problemes
médicaux chez ces sujets (592).

Cependant, des cas de mort subite sont relatés dans la littérature. L'armée américaine
a été la premiére a révéler des cas chez des sujets PTD : I'autopsie de quatre recrues ayant
succombé a une session d’entrailnement tres soutenue en altitude conclut a des micro-
occlusions diffuses dues a des séquestrations de GR falciformes (113). Ces faits ne sont pas
isolés car Kark et al. estiment le risque de mort subite chez les porteurs du trait
drépanocytaire (PTD) a 28 a 40 fois plus importantes que chez les non PTD (125). Ainsi, il
semblerait que mener un effort physique tres intense dans des conditions extrémes incluant
hypoxie, déshydratation, hyperthermie et/ou acidose puisse favoriser la polymérisation de
I'HbS chez les PTD, induire la falciformation des GR et donc des occlusions micro-
vasculaires (113-114,593-594). Les conséquences incluent la rabdomyolyse, I'insuffisance
rénale, les coups de chaleurs a I'effort, les congestions vasculaires (multi organique) et les

vasoconstrictions coronariennes (111-113,593-601).
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Au niveau expérimental, plusieurs équipes se sont intéressées a la réponse a I'exercice
aigu des PTD tandis que la réponse a I'entrainement n’a pas ou trés peu été investiguée chez
cette population. Du point de vue des réponses ventilatoires et cardiovasculaires, les PTD ne
semblent pas présenter de différences avec les sujets sains, que |'exercice soit mené a
basse (602-605) ou haute altitude simulée (606). Ces résultats sont a mettre en balance avec
ceux de Le Gallais et al., ayant observé une fréquence cardiaque et une ventilation
supérieures chez les PTD pendant un exercice incrémental et maximal ainsi qu’une
consommation d’oxygene plus faible (607). De plus, lors d’'un exercice mené a une haute
altitude simulée ou bien dans des conditions de déshydratation, la falciformation des GR
augmente de fagon drastique (593,608). Cela pourrait expliquer la faible représentativité des
PTD dans des courses menées a haute altitude (4095m pour le point le plus haut) ainsi que

leurs plus faibles performances dans ces épreuves (609).

Il a récemment été montré que le réseau microcirculatoire musculaire des PTD était
remodelé. Ce remodelage vasculaire est caractérisé par une diminution de la tortuosité des
vaisseaux couplée a une augmentation de leur diametre dans le muscle (124). Cela pourrait
étre le reflet de dysfonctionnements hémorhéologiques et circulatoires (124) qui forcent
cette adaptation afin de permettre une meilleure oxygénation tissulaire et contrebalancer la
faible oxygénation due a I’'HbS. Certains parameétres hémorhéologiques sont en effet
anormaux chez les PTD avec des valeurs de viscosité sanguine plus élevées en réponse a
I'exercice (610-612) ainsi que pendant la phase de récupération (117,610-612). L'index de
est supérieur chez les PTD au repos (117,611), 24h apres 'arrét de I'exercice (117,610) et en
condition de déshydratation (613). De méme, I'index d’élongation érythrocytaire, un indice
de déformabilité des érythrocytes, est inférieur chez les PTD comparé aux sujets sains. Ainsi,
les PTD semblent présenter des désordres hémorhéologiques avec des GR moins
déformables se maintenant pendant la phase de récupération et qui pourraient expliquer

I’apparition de complications occlusives dans les heures/jours suivant la fin de I'exercice.

L'étude de marqueurs de l'inflammation chez les PTD montre que la concentration
plasmatique en IL-6 augmente plus fortement chez les PTD que chez les sujets HbAA apres 3
exercices incrémentaux consécutifs ainsi que 1h aprés l'arrét du test (123). En revanche, les

concentrations plasmatiques en TNF-o ne different pas significativement entre les PTD et les
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sujets HbAA suite a un exercice incrémental maximal ou un exercice continu sous-
maximal (121-122). En parallele, sVCAM-1 est significativement plus concentré dans le
plasma des PTD que dans celui des sujets HbAA, et ce aussi bien au repos, que suite a une
épreuve incrémentale et maximale et pendant la récupération (121-122). Cependant,
Tripette et al. ne retrouvent pas cette différence entre sujets PTD et HbAA pour sVCAM-1
suite a une succession de trois exercices incrémentaux (123). Il est cependant intéressant de
noter que dans cette derniére étude, les sujets PTD présentaient une puissance maximale
supérieure a celle des études de Monchanin et al. (121-122) (respectivement 274 + 11 W et
244 + 10 W). Les sujets semblant plus entrainés dans I'étude de Tripette et al, il est possible
qu’une meilleure aptitude physique puisse contribuer a expliquer I'absence de différence
entre PTD et HbAA. En effet, comme nous I'avons précisé précédemment, I'entrainement
semble diminuer I'activation endothéliale et la présence plasmatique de sVCAM-1 chez les
sujets présentant des anomalies cardio-vasculaires (512). Les concentrations plasmatiques
en sICAM-1 ne sont en revanche pas différentes entre les deux groupes. Enfin, sL-sélectine
est plus concentrée chez les PTD pendant la récupération tandis que sP-sélectine est
augmentée plus fortement chez les PTD pendant et a la fin des trois exercices

incrémentaux (123).

Sur le plan du stress oxydatif, aucune différence n’a été observée entre une population
de PTD et de sujets sains, aussi bien au repos que suite a un exercice sous-maximal (612).
Cependant, des études plus récentes montrent qu’un exercice maximal induit une
augmentation significative des concentrations en MDA, un marqueur de 'oxydation lipidique
chez les PTD (614-615). Du point de vue des défenses antioxydantes, des activités
semblables ont été observées entre les PTD et les sujets HbAA pour la SOD, GPx et catalase
au repos (614-616), bien que Das et al. aient préalablement constaté une activité basale de
la GPx significativement inférieure chez les PTD comparé aux sujets sains (616). En réponse a
un exercice incrémental maximal, ces auteurs ont par ailleurs observé une augmentation de
I'activité de la SOD chez les PTD et les sujets HbAA immédiatement a I'arrét de I'exercice.
Cette augmentation persistait chez les PTD mais pas chez les sujets sains pendant la
récupération (616). De plus, I'activité de la GPx n’était pas influencée par I'exercice aigu chez
les PTD alors gu’elle augmentait chez les sujets HbAA (616). Il semblerait donc que dans

certains cas les PTD puissent présenter, en réponse a un exercice, une production plus
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importante de H,O, par la SOD dont l'activité augmente. L'absence d’augmentation de
I'activité de la GPx pourrait alors entrainer une moindre dégradation de I’'H,0, et donc
augmenter la production de ROS. Ces conclusions sont cependant a confirmer avec d’autres
études.

Du point de vue de la biodisponibilité du NO, les concentrations en NOx et
nitrotyrosine ne different pas entre PTD et sujets HbAA au repos (612,614-615). En réponse
a un exercice incrémental et maximal, les concentrations plasmatiques en NOXx
n’augmentent ni ne difféerent entre PTD et sujets HbAA. Cependant, les concentrations en
nitrotyrosine augmentent chez les PTD mais pas chez les HbAA (614). Lorsque les sujets PTD
porteur de I'a-thalassémie sont exclus, le méme type d’exercice incrémental provoque une
diminution des NOx immédiatement apres 'arrét de I'exercice chez les PTD comparés aux
sujets HbAA et la nitrotyrosine ne varie pas entre les deux groupes (615). Enfin, I'exercice
sous maximale ne semble pas influencer les concentrations en NOx chez les PTD et
HbAA (612). Ainsi, un exercice maximal pourrait provoquer une baisse de la biodisponibilité

du NO chez les PTD (615), ce qui n’est pas le cas d’un exercice sous maximal (612).

L’étude de la cascade de coagulation chez les PTD par Beltan et al. suggére que les PTD
et les HbAA ne présentent pas de différence dans I’activation de la coagulation au repos et
observe méme que les PTD présentent une moindre activation de la cascade de coagulation

en réponse a l'exercice (617).

Ainsi, les PTD semblent présenter, en réponse a l'exercice, des anormalités
hémorhéologiques, d’activation endothéliale (via les molécules d’adhérence solubles) ainsi
gu’une élévation du stress oxydatif probablement liée a une diminution des défenses
antioxydantes. Toutes ces altérations semblent susceptibles de majorer le risque
d’adhérence endothéliale et/ou de crise vaso-occlusive. Elles pourraient alors expliquer, au
moins en partie, la fréquence plus élevée des accidents vaso-occlusifs observée chez les PTD
suite a un exercice physique aigu. Il en résulte la suggestion de Ajayi de reclassifier le trait
drépanocytaire comme une état pathologique et non comme un phénotype bénin et
asymptomatique (115).

Enfin, une revue de littérature récente suggere que les morts subites observées chez
les PTD pourraient étre la conséquence d’une hyperkaliémie (618). Celle-ci serait causée par

I’exercice aigu stimulant I’'hypoxie locale, I'acidose, I’hyperthermie et la déshydratation des
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GR, qui eux-mémes entraineraient une défaillance métabolique des muscles squelettiques
ainsi qu’une falciformation des GR et des occlusions vasculaires. La conséquence étant une
fuite de potassium des GR, des muscles squelettiques et des CMLV, qui iraient se concentrer
au niveau plasmatique et causer les défaillances menant a la mort subite (figure 24) (618).
Cette hypothese nécessite cependant d’étre vérifiée mais il a tout de méme été observé que
dans certains cas de mort subite chez les PTD, les concentrations en potassium étaient

élevées (618).

7 réponse locale
inflammatoire

Exercice soutenu

Effet

. /1 expression des
direct

molécules d’adhérence
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Figure 24 : Mort subite et drépanocytose, I’hypothése de I’hyperkaliémie.
Figure traduite de Loosemore et al. (618)

11.2. EXERCICE AIGU ET/OU CHRONIQUE CHEZ LES SUJETS DREPANOCYTAIRES HOMOZYGOTES

11.2.i. L’EXERCICE AIGU COMME OUTIL DE DIAGNOSTIC

L'exercice aigu est avant tout utilisé chez les drépanocytaires comme outil de
diagnostic de certaines symptomatiques développées en réponse a la mutation HbS. Il
existe, entre autre, un test fréquemment utilisé appelé « test de marche de 6 minutes » qui
consiste a réaliser pendant 6 min une marche dans un couloir de 30m de long en

moyenne (619). La comparaison de la distance parcourue entre deux tests permet de fournir
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des indications sur I'effet d’'une intervention thérapeutique ou bien sur la récupération
d’une opération par des tests pré/post (619). Il s’agit de plus d’un test fiable et reproductible
avec un faible coefficient de variation (619).

Chez les patients drépanocytaires, ce test est fréquemment utilisé dans des études
comme indicateur d’une hypertension artérielle pulmonaire (HTAP). Une corrélation
négative entre une diminution de la distance au test de marche et I'augmentation de la
vélocité de régurgitation tricuspide (VRT) est en effet fréquemment observée (620-623). Ce
dernier marqueur (VRT) correspond a une augmentation de la pression systolique dans
I'artere pulmonaire et tend a révéler un facteur de risque pour I'HTAP lorsqu’elle est
supérieure a 3 m/s (624). De plus, le test de marche, couplé a des analyses spirométriques,
permet aussi de mettre en évidence des probléemes respiratoires tels que I'asthme,
I’hyperréactivité des bronches (625) ou bien encore un défaut dans la diffusion pulmonaire
du monoxyde de carbone impliquée dans les dyspnées (626). Enfin quelques études ont
utilisé ce test de marche en pré/post intervention pour évaluer I'effet d’'un médicament sur

I'amélioration de I'état de santé des drépanocytaires (627-629).

11.2.ii. REPONSE A L’EXERCICE AIGU ET CHRONIQUE CHEZ LES SUJETS DREPANOCYTAIRES
HOMOZYGOTES

La réponse a I'exercice aigu des sujets drépanocytaires homozygotes est relativement
peu étudiée. Cela s’explique probablement par les risques de crise vaso-occlusive encourus
par le patient si la session d’exercice est inadaptée. Il existe cependant des études menées
sur des patients présentant une absence ou peu de complication de la maladie soumis a un

exercice aigu, généralement sous maximale. lls observent que :

X/

% L’exercice sous-maximal de 20min n’affecte pas I'hématocrite, la viscosité
sanguine et les marqueurs de la cascade de coagulation tels que le fibrinogéne et la pro-
thrombine. En revanche, une augmentation de la proportion de GR denses couplée avec une
baisse des GR moins denses a été observée chez les patients drépanocytaires en réponse a
ce type d’exercice. Ces changements hématologiques ne sont cependant pas accompagnés
de désordres cliniques et de complication médicale (630). Cette augmentation de la
proportion de GR denses suite a I'exercice confirme une étude assez ancienne de Platt qui

montrait que, suite a un exercice consistant a monter lentement 4 étages d’escalier, les
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sujets drépanocytaires présentaient une hémolyse accrue. Celle-ci serait due a la présence

de GR déshydratés beaucoup plus sensibles a la lyse cellulaire (631) ;

+» L'exercice peut étre associé a des altérations cardio-ventilatoires chez les
sujets drépanocytaires: suite a un exercice sous-maximal de 3 a 5 min, le segment ST est
déprimé chez les sujets HbSS ayant des concentrations en Hb <8,5 g/dl, suggérant une baisse
de I'approvisionnement en oxygéne du myocarde. Cette baisse est certainement causée par
une diminution de la concentration en Hb des GR, ce qui diminue la quantité d’O,
transporté. Cette hypothése semble validée par le fait que seuls les sujets HbSS ayant des
concentrations en Hb inférieur a 8,5g/dl présentent une dépression du segment ST (632). De
plus, pour le méme type d’exercice, Pianosi et al. ont montré une augmentation de la
réponse ventilatoire chez les sujets HbSS causée par une augmentation de I'espace mort
alvéolaire. Cela serait aussi dii a de plus faibles concentrations en Hb, ce qui diminuerait la

quantité d’O, pris en charge au niveau des capillaires pulmonaires (633).

Les sujets drépanocytaires présentent, en outre, des performances sportives
inférieures a celles des sujets HbAA avec, pour un exercice de méme intensité, un stress
physiologique accru qui cause une augmentation de la fréquence cardiaque, ventilatoire, des
concentrations en lactate (630,634) et une baisse de la saturation artérielle en
oxygene (635). En outre, plus la distance a parcourir est importante, plus les écarts de
performances se creusent entre sujets HbAA et HbSS (636). Ces performances limitées chez
les sujets drépanocytaires pourraient s’expliquer par une puissance maximale aérobie
inférieure causée par la pathologie ainsi qu’une activité physique habituelle moins
importante que chez les sujets sains (630). L’étude de Sachdev et al. rapporte cependant que
la distance au test de marche est corrélée négativement aux concentrations en ferritine
(molécule piégeant le fer libre et donc marqueur d’hémolyse) et a une fréquences
d’épisodes douloureux supérieurs a 2/an (620). Ainsi, ces plus faibles performances
observées chez les sujets HbSS pourraient aussi étre la conséquence de la présence d’HbS et
des complications qu’elle induit sur I‘organisme des patients. La désaturation de I’"HbS plus
importante, leurs plus faibles concentrations en Hb, 'anémies chroniques, les syndromes
thoraciques aigus ayant altéré la fonction pulmonaire ou les micro-occlusions vasculaires

pouvant ralentir I'oxygénation tissulaire pourraient expliquer cela (585,637).
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Les exercices de faible durée et/ou d’intensité adaptée aux capacités des patients
semblent étre cependant bien tolérés par les patients qui ne présentent pas de
complications suite a ces tests (172,630,634). En effet, les concentrations en TNF-o, CRP, IL-6
et ET-1 ne semblent pas étre influencées par 30 min de marche sur tapis roulant a 65-75% de
la fréquence cardiaque maximale tandis que la NOx augmente en réponse a un exercice
sous-maximal chez les sujets HbSS mais pas chez les HbAA suggérant une augmentation du

NO disponible pour la vasodilatation (172).

Enfin, deux études ont mené des sessions de réhabilitation par I'activité physique chez
des patients drépanocytaires hospitalisés pour des crises vaso-occlusives. La premiére étude
rapporte une diminution de la durée d’hospitalisation faisant suite a une CVO (comparé a la
durée de la derniére hospitalisation pour le méme patient) ainsi qu’une diminution de la
quantité d’analgésique prescrite suite a des sessions de fluidothérapie, des exercices
d’endurance et des étirements (638). L'autre étude a porté sur I'observation, chez une
femme drépanocytaire, des effets de 5 semaines d’exercices (aérobie, en eau chaude,
étirements et relaxation) a raison de 2 sessions par semaine. Une diminution des douleurs a
été rapportée, ainsi qu'un meilleur étirement des muscles respiratoires et une meilleure
qualité de vie (639). Bien que ces études souffrent de limites méthodologiques importantes,
il se pourrait donc que des sessions d’activité physique, menées dans un cadre médical strict

et encadré, puissent favoriser la récupération des patients drépanocytaires suite a des CVO.
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Hypothése et problématique

Cela fait maintenant quelques décennies que la thématique activité physique aigue et
sujets porteurs d’'HbS homozygotes ou hétérozygotes a fait son apparition dans la littérature
scientifique. Ces études ont essentiellement utilisé I'exercice aigu comme un outil de
diagnostique chez les sujets drépanocytaires homozygotes et pour mieux comprendre les
accidents/morts subites a I'effort observés chez les sujets PTD. Elles ont, de plus, permis de
mettre en avant des dysfonctionnements dans la réponse a |'exercice de ces sujets porteurs
d’HbS. Chez les sujets PTD, bien que I'exercice soit trés bien toléré, une augmentation de la
falciformation des GR en altitude (606,608), des dysfonctionnements hémorhéologiques et
circulatoires (117,124,610-612), une augmentation des dysfonctions endothéliales —
augmentation de sVCAM-1 (121-122), diminution de NOx (615) — et enfin des augmentations
possibles du stress oxydatif (614-615) ont été rapportés. Chez les sujets drépanocytaires,
I’exercice aigu sous-maximal conduit a une augmentation de la proportion des GR
denses (630), a une hémolyse accrue (631), a une baisse de I'approvisionnement en O, du
myocarde lorsque les concentrations en Hb sont trop faible (632), ainsi qu’a une
augmentation de la réponse ventilatoire (633). De plus, la connaissance des mécanismes
vaso-occlusifs permet de se rendre compte qu’un exercice aigu trop intense, en stimulant
I'inflammation, le stress-oxydatif, 'adhésion vasculaire et la coagulation sanguine (cf. A.
partie 4), peut rapidement conduire a provoquer la mise en place d’occlusions vasculaires
(figure 19). Ainsi, toutes ces constatations rendent plus compréhensible I'absence de
recommandations en faveur d'une activité physique réguliere chez les sujets

drépanocytaires.

Cependant, comme a permis de le démontrer la revue de littérature portant sur les
effets de I'entrainement chez des sujets sains et atteints de pathologies non drépanocytaires
(cf. A. partie 4), il semblerait qu’une activité physique réguliére puisse :

«» augmenter les défenses antioxydantes et donc diminuer le stress oxydatif ;
«*» cette baisse du stress-oxydatif semble avoir des répercutions positives sur la

biodisponibilité du NO et pourrait limiter I'expression des molécules d’adhérence vasculaire

par une moindre stimulation de la voie NFKB ;

130|Page



C. Contribution Personnelle

s stimuler les mécanismes anti-inflammatoires induisant la libération de
cytokines anti-inflammatoires telles que IL-10 ou IL-1ra ;

«» limiter la coagulation sanguine et la formation de thrombus.

Ainsi, ce travail de thése repose sur I’hypothése qu’en limitant certains facteurs
participant a la mise en place des crises vaso-occlusives drépanocytaires (inflammation,
adhésion vasculaire, stress-oxydatif, coagulation, modulation anormale du tonus
vasculaire, falciformation), I’activité physique réguliére pourrait étre bénéfique a ces

sujets en diminuant I'occurrence et/ou I'importance de ces crises.

Cette hypothése est résumée dans la figure 25 qui permet de discerner les points
pouvant étre limités par I'activité physique réguliere dans le mécanisme de la CVO et qui a

servi de base de travail a nos études.

Afin d’apporter des éléments de réponses a cette hypothese, plusieurs études ont été
menées:
< Etude n°1: elle a eu pour but de réaliser une premiére approche dans le
domaine de la drépanocytose et de I'entrainement et d’observer si la réponse endothéliale a
un exercice aigu pouvait étre modifiée par I'activité physique réguliére. Pour cela, le choix
s’est porté sur une population de PTD afin de pouvoir disposer d’une population déja
entrainée et ne présentant pas de contre-indication a la pratique sportive tout en étant
porteuse de la mutation HbS. L’évolution des molécules plasmatiques sVCAM-1, sICAM-1,
sP- et sE-sélectine et des molécules de l'inflammation a été observée avant et apres un

exercice incrémental et maximal sur bicyclette ergométrique chez des sujets sains et PTD,

sédentaires ou entrainés.
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Figure 25: Effets supposés de I’entrainement sur les paramétres pouvant intervenir dans la crise vaso-
occlusive chez les patients drépanocytaires.

En bleu foncé sont identifiés les facteurs que la revue de littérature a permis d’identifier comme étant limités
avec |'activité physique réguliere. En orange foncé sont identifiés les facteurs qui sont augmentés par |'activité
physique réguliere. En bleu clair sont identifiés les paramétres qui pourraient hypothétiquement étre limités de
maniére indirecte car les facteurs les stimulants sont limités par I'activité physique réguliére. L'influence de
I'activité physique réguliere a été étudiée sur des populations de sujets sains et atteints de pathologies non
drépanocytaires et le plus souvent a composante inflammatoire.
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+» Etudes n°2-3-4 : ces études ont toutes les trois été effectuées sur des souris
avec comme but final de procéder a une investigation plus poussée des effets de
I’entrailnement sur les mécanismes pouvant conduire aux crises vaso-occlusives. Pour cela,
notre choix s’est porté sur un modéle de souris transgénique drépanocytaire SAD chez qui
nous avons testé les effets d’une session de 8 semaines d’activité physique volontaire en
roue d’activité sur les réponses induites par un stress d’hypoxie/réoxygénation (étude 4).
Cette étude a nécessité des pré-expérimentations (étude 2 et 3) décrites ci-dessous et a ainsi

donné lieu a trois publications acceptées ou a soumettre.

» Etude n°2: cette étude a permis de tester un protocole d’activité
physique réguliere en roue d’activité volontaire sur des souris C57BI/6. Le but était de
vérifier que ce protocole induisait bien des modifications anatomiques et fonctionnelles
dans le cceur ainsi qu’enzymatiques dans les muscles, comme cela est le cas chez les athletes
soumis a un entrainement physique régulier. Pour cela, nous avons fait appel a la technique
d’imagerie a résonance magnétique nucléaire (IRM) pour obtenir des images cardiaques,

ainsi qu’a des analyses ex vivo, notamment des mesures enzymatiques musculaires.

» Etude n°3: cette étude a permis de tester la réponse du modele de
souris drépanocytaire SAD a un stress d’hypoxie/réoxygénation sensé stimuler les occlusions
vasculaires. Le but était alors de disposer de marqueurs moléculaires de la crise vaso-
occlusive afin d’y tester les effets du protocole d’activité physique volontaire. Les
mécanismes observés concernaient essentiellement |'adhérence vasculaire avec
I'observation de I'expression endothéliale de VCAM-1, le stress-oxydatif, I'inflammation, des
marqueurs de la coagulation et des molécules impliquées dans la modulation du tonus

vasculaire en réponse ou non a ce stress d’H/R chez des souris C57BI/6 et SAD.

» Etude n°4 : grace aux deux publications précédentes, nous disposions de
protocoles d’activité physique volontaire et d’H/R validés. Cela a permis de déterminer si la
réponse endothéliale a ce stress vaso-occlusif pouvait étre limitée chez les souris SAD
physiqguement actives en comparaison a celles n’ayant pas bénéficié de roue d’activité. Pour
cela, des marqueurs de I'adhérence vasculaire (VCAM-1), du stress-oxydatif (MDA, AOPP,
GPx, SAD et catalase) et de 'hémolyse (LDH) ont été étudiés chez les souris C57BI/6 ou SAD

soumises ou non a la roue d’activité et au stress d’H/R.

133 |Page



C. Contribution Personnelle

Etude n°1 : Activité physique réguliere et activation endothéliale chez les
porteurs du trait drépanocytaire

E. Aufradet, G. Monchanin, S. Oyonno-Engelle, L. Feasson, L. Messonnier, A. Francina, L.
Bezin, L.D. Serpero, D. Gozal, M. Dodogba, D. Wouassi, V. Banimbeck, B. Djoda, P. Thiriet et
C. Martin.

Publié dans Medicine and Science in Sports and Exercise en 2010.

Volume 42; pages 1987-1994.

Cet article fait suite aux études réalisées au laboratoire par Monchanin et al. portant
sur les effets de I'exercice aigu chez des sujets PTD (121-122). Il y était rapporté qu’en
réponse a un exercice aigu incrémental et maximal ou endurant (60min a 70% de la
puissance maximale), les sujets PTD présentaient des concentrations en molécules solubles
d’adhésion sVCAM-1 supérieures a celles des sujets sains et ce aussi bien au repos qu’en
réponse a lI'exercice ou pendant les 24 premiéres heures de récupération. Ainsi, les PTD
pourraient présenter des dysfonctionnements dans I'adhérence vasculaire qui pourraient
favoriser la formation d’agrégats cellulaires et donc des perturbations microcirculatoires en
réponse a I'exercice.

Dans ce contexte, les sujets PTD apparaissaient comme une population intéressante
pour tester I'hypothése d’un effet bénéfique de I'entrainement sur les parametres
d’adhérence vasculaire puisque ceux-ci étaient augmentés chez ces sujets. Ainsi, pour cette
étude, des sujets PTD et sains entrainés et sédentaires ont été recrutés. L’analyse
plasmatique des molécules solubles d’adhérence vasculaire (sVCAM-1, sICAM-1, sP-sélectine
et sE-sélectine) ainsi qu’inflammatoire (IL-4 IL-5, IL-8, IL-10, TNF-o.) a été effectuée au repos
comme en réponse a un exercice incrémental et maximal. Les résultats montrent que les
sujets PTD entrainés présentent des concentrations en sVCAM-1 significativement
inférieures a celles des sujets PTD sédentaires et similaires a celles des sujets sains. Ces
résultats se vérifient au repos comme en réponse a I'exercice aigu. De plus, les
concentrations plasmatiques en sP-sélectine augmentent, en réponse a |'exercice maximal,
seulement chez les sujets sédentaires. Les autres molécules solubles d’adhérence vasculaire
ainsi qu’inflammatoire ne sont pas différentes entre PTD sédentaires et entrainés. Ces

résultats suggérent que I'activité physique réguliére pourrait limiter I'activation endothéliale,

134 |Page



C. Contribution Personnelle

voire I'expression endothéliale de VCAM-1, dont sVCAM-1 est considéré comme le reflet
plasmatique, en réponse a un exercice aigu chez les sujets PTD.

Ces résultats sont complétés par une autre étude menée au laboratoire par Chirico et
al. (Annexe 1) du point de vue du stress-oxydatif et reposant sur les méme sujets et
échantillons plasmatiques. Dans cette étude, les oxydations lipidiques (MDA exprimé en
pourcentage des valeurs de repos) et protéiques (AOPP et protéines carbonylées) sont
supérieures chez les sujets PTD sédentaires comparées a celles des PTD entrainés et sains en
réponse a l'exercice aigu. En paralléle, les activités antioxydantes de la SOD (en réponse a
I’exercice) et de la GPx (1h aprés l'arrét de I'exercice) sont supérieures chez les sujets
entrainés par rapport a celles des sujets sédentaires. Enfin, la biodisponibilité du NO semble
améliorée chez les sujets PTD entrainés puisque les concentrations de NOx sont supérieures
a celles des sédentaires et les concentrations de nitrotyrosine sont inférieures chez les PTD
entrainés par rapport a celles des PTD sédentaires.

Ces deux études présentent ainsi des conclusions similaires sur les effets de
I’entrailnement sur la réponse a un exercice aigu maximal chez des sujets PTD. La premiere
étude a en effet montré une possible limitation de I'expression de VCAM-1 chez les PTD
entrainés tandis que la deuxiéme étude tend a montrer que I’entrainement physique
pourrait limiter le stress oxydatif grace entre autre a une amélioration des capacités
antioxydantes. Cela pourrait ainsi avoir des répercussions positives sur la réponse a
I’exercice des PTD entrainés en améliorant la biodisponibilité du NO et en limitant
I'activation endothéliale (dont VCAM-1) via une moindre stimulation de NFkB par le stress-
oxydatif. Ainsi, bien que ne présentant pas de contre-indications a la pratique sportive ni de
CVO en réponse a l'exercice aigu — sauf rare cas d’accident — comme c’est le cas chez les
sujets drépanocytaires homozygotes, les sujets PTD physiqguement entrainés semblent
bénéficier d’adaptations physiologiques susceptibles de limiter le déclenchement de
plusieurs facteurs impliqués dans les CVO. Ces résultats vont donc dans le sens de
I’hypotheése formulée dans cette these et nécessitent maintenant d’étre approfondis dans un
protocole incluant un modele plus sévére pouvant présenter la formation d’occlusions

vasculaires.
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ABSTRACT

AUFRADET, E., G. MONCHANIN, S. OYONNO-ENGELLE, L. FEASSON, L. MESSONNIER, A. FRANCINA, L. BEZIN, L. D.
SERPERO, D. GOZAL, M. DODOGBA, D. WOUASSI, V. BANIMBECK, B. DJODA, P. THIRIET, and C. MARTIN. Habitual
Physical Activity and Endothelial Activation in Sickle Cell Trait Carriers. Med. Sci. Sports Exerc., Vol. 42, No. 11, pp. 1987-1994,
2010. Purpose: It remains unclear whether habitual physical activity in sickle cell trait (SCT) carriers modulates the levels of resting
and postexercise vascular adhesion and inflammatory molecules. Methods: Plasma levels of pro-inflammatory (interleukin (IL)-4,
IL-5, IL-8, sCD40L, and tumor necrosis factor @) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines and adhesion molecules (soluble vascular
cell adhesion molecule-1 (sVCAM-1), soluble intercellular adhesion molecule-1 (sSICAM-1), sP-selectin, or sE-selectin) were assessed
at rest and in response to an incremental exercise to exhaustion in untrained (UT: no regular physical activity) and trained (T: soccer
players, 8 h-wk ™! minimum) SCT and control (CON) subjects (n = 8 per group; age = 23.5 + 0.35 yr). Results: sVCAM-1 levels were
significantly higher in the UT-SCT group than that in T-SCT group (+43.5%) at rest, at the end, and at 1, 2, and 24 h after the end of the
exercise. For the other molecules, no differences emerged among the groups at rest, but in response to exercise plasma, sSICAM-1,
sVCAM-1, sE-selectin, and sCD40L increased in all groups, and sP-selectin only increased in the UT group. All values that increased
with the acute exercise returned to their respective baseline levels 1 h after the end of the exercise. Conclusions: A physically active
lifestyle in SCT carriers may decrease endothelial activation and may limit the risk for vascular adhesion events in the microcircula-
tion of SCT subjects. Key Words: VASCULAR CELL ADHESION MOLECULES, CYTOKINES, SELECTINS, MAXIMAL
EXERCISE, HEMOGLOBINOPATHY

ickle cell disease (SCD) is the most common genetic
disease in the world and is caused by a unique mu-
tation in the sixth codon of the B-globin gene (he-
moglobin A (HbA) into hemoglobin S (HbS)) (31). This
mutation leads to polymerization of HbS and to sickling of
red blood cells (RBC) in response to physical stresses such
as hypoxia, acidosis, dehydration, or hyperthermia (20).
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Recurrent painful vaso-occlusive crises because of an ac-
cumulation of low deformable RBC in the microcircula-
tion are among the major symptoms of the SCD (20). In
SCD, the severity of these crises is related to endothelial
dysfunction. SCD endothelium is characterized by a higher
expression of vascular adhesion molecules (namely, endo-
thelial activation), the most important being vascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-1), intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1), E-selectin, and P-selectin (23). This
activation is mediated by some pro-inflammatory cytokines
such as interleukin-8 (IL-8), which mediates the inflamma-
tion through enhanced leukocyte adhesion (23), or tumor
necrosis factor a (TNF-o), which up-regulates the expres-
sion of VCAM-1 (23).

Sickle cell trait (SCT), the heterozygous form of SCD,
is characterized by <45% of HbS. Although SCT is usually
asymptomatic and usually considered a benign condition (29),
an increasing number of studies have reported diminished
exercise tolerance (13), impaired RBC deformability (26),
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existence of hypercoagulable states (41), and higher circu-
lating levels of adhesion molecules in basal conditions and in
response to exercise among SCT carriers (27,28). Some au-
thors have in fact recently proposed to reclassify the SCT as
a disease (3) because in some circumstances, such as phys-
ical exercise or hypoxic stress, SCT subjects may develop
vaso-occlusive painful crises and other complications that
can ultimately lead to death (11).

Soluble VCAM-1 (sVCAM-1) is the plasma circulating
form of VCAM-1 and reflects endothelial activation (34).
Monchanin et al. recently reported that SCT carriers exhibit
a higher level of plasma sVCAM-1 at rest and during re-
covery from a progressive and maximal exercise (27) or
endurance exercise (28) compared with normal hemoglobin
(HbAA) subjects. The endothelial activation and the po-
tential existence of underlying vascular dysfunction raised
further questions about the risk for blood cells/endothelium
interactions and for vaso-occlusive events during and
several hours after exercise. Indeed, several studies have
shown that exercise training improves endothelial function
in healthy men (9) as well as in patients with chronic heart
failure (1,2) or type 2 diabetes (43). The beneficial roles of
physical training were further demonstrated by significant
reductions in circulating levels of major inflammatory cyto-
kines (1), soluble ICAM-1 (sSICAM-1) (43), and sVCAM-1
(2). However, we are not aware of any studies on the effects
of regular physical activity on circulating pro-inflammatory
cytokines and soluble vascular adhesion molecules in SCT
carriers. On the basis of aforementioned considerations, we
hypothesized that endothelial activation/inflammation would
be attenuated by physical activity in SCT carriers that con-
sequently should reduce the risks for vascular adhesion and
for the potential vaso-occlusive pathologies sometimes ob-
served in this population. To test this hypothesis, the aim of
this study was therefore to investigate whether habitual phys-
ical activity affects the plasma levels of pro-inflammatory
(IL-4, IL-5, IL-8, and TNF-«) and anti-inflammatory (IL-10)
cytokines, sCD40L, and adhesion molecules (sVCAM-1,
sICAM-1, sP-selectin, or sE-selectin) at rest and in response
to a progressive and maximal exercise in SCT carriers.

METHODS

Subjects. The study population consisted of 16 SCT
carriers (HbAS, SCT, 34.5% HbS + 0.81) and 16 subjects
with normal Hb (HbAA, CON). Subjects were male
students of the University of Yaound¢ II (Soa, Cameroon).
Each group was divided into two subgroups on the basis of
their habitual physical activity: eight CON and eight SCT
who did not engage in regular physical activity for the two
preceding years were assigned to “untrained” (UT) sub-
groups (eight UT-CON and eight UNT-SCT). Eight CON
and eight SCT who practiced soccer regularly (8 h-wk '
minimum for several years) were included in the “trained”
(T) subgroups (eight T-CON and eight T-SCT). All the sub-
jects were volunteers and gave their written informed con-

sent before participation in the study. The definite enrolment
of the subjects took place only after a complete medical
examination, including height and weight measurements and
a venous blood test to detect SCT and HIV. Exclusion crite-
ria included the presence of known chronic disease (hyper-
tension, HIV), stroke, or recent malaria crisis. SCT subjects
did not report previous sickle cell crisis or other incident
related to their hemoglobinopathy.

Protocol and exercise test. The protocol was ap-
proved by the local ethics committee of Cameroon and was
in accordance with the guidelines set by the Declaration of
Helsinki. All the experiments took place at the General
Hospital of Yaoundé¢ (Cameroon). The day before the ex-
ercise test, the subjects were asked to avoid strenuous ex-
ercise. On the experimental day, all subjects performed an
incremental maximal test exercise on a cycle ergometer
(Monark, 818E, Stockholm, Sweden). The test began after a
5-min warm-up at 30 W. The initial 70-W work rate was
increased every 3 min by 35-W steps until volitional ex-
haustion and therefore allowed assessment of the maximal
aerobic power (MAP; W) and HR,,, (beatsmin'). HR
was displayed throughout the incremental exercise using a
chest belt (Polar Electro, Kempele, Finland). MAP was
determined by linear interpolation from the HR versus work
rate curve. Blood samples were drawn from a catheterized
antecubital vein of the nondominant arm and collected at
rest (Tres), immediately at the end of the exercise test (7ey),
and after 1, 2, and 24 h of recovery (71, Ton, To4n, respec-
tively) in EDTA tubes. The samples were used to measure
levels of blood cells (at rest), soluble adhesion molecules
(sVCAM-1, sICAM-1, sP-selectin, and sE-selectin), sCD40L,
and cytokines (TNF-a IL-4, IL-5, IL-8, and IL-10) at all blood
sampling time points.

SCT confirmation, a-thalassemia detection, and
hematological parameters. For SCT confirmation,
blood samples were collected in the EDTA tubes at rest,
and the various Hb were isolated and quantified by ion-
exchange high-performance liquid chromatography (Vari-
ant I, Beta Thal Short Program; Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA). Positive test results for SCT were deter-
mined by the presence of HbS but <50% of the total Hb. To
study the coexistent presence of a-thalassemia, the tech-
nique described by Chong et al. (7) was used. The only
form of a-thalassemia found in some SCT carriers was
the heterozygous one marked by a depletion of 3.7 kb
of DNA, containing one of the two linked a-globin genes
(a/—7"). Blood for the hematological measurements
was sampled at rest in EDTA tubes and was analyzed using
a hematology analyzer (Abbott Cell Dyn 1800 hematology
analyzer; Block Scientific, Bohemia, NY).

Adhesion molecules and cytokines assessment.
The blood samples collected at Trest, Tex, 11, Ton, and Togp
were centrifuged, and plasma was aliquoted and stored
at —80°C until analysis. The measurements of plasma
sVCAM-1, sICAM-1, sE-selectin, and sP-selectin were done
with the use of enzyme-linked immunoabsorbent assay kits
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(Diaclone Systems, Besangon, France) according to the
manufacturer’s instructions. All samples were determined in
triplicate, and the sensitivity limits were 0.6 ng-mL ™'
(sVCAM-1), 0.1 mgmL~' (sICAM-1), 0.5 ng'mL™'
(sE-selectin), and 1.06 ng-mL_1 (sP-selectin). Cytokines were
quantified at Ty, Tex, and Tsy, using a Luminex® fluorescent
bead-based immunoassay kit (Luminex Corporation, Austin,
TX) to simultaneously measure interleukin (IL)-4, IL-5, IL-8,
IL-10, sCD40L, and TNF-a. The R&D Fluorokine MAP
Human Cytokine Multiplex Panel was used for this purpose
(R&D Systems, Minneapolis, MN). The detection limits
were 1, 4,4, 1,16, 64, and 1 pg-mLfl, respectively.
Statistics. Results are expressed as means = SE and
analyzed with Statistica (Version 5.5; StatSoft, Tulsa, OK).
The anthropometric characteristics, the hematologic find-
ings, the HR,,,.x, and the MAP were compared using two-
way ANOVA procedures followed by post hoc tests (UT/T
and CON/SCT). Plasma levels of soluble adhesion mole-
cules and cytokines were compared between the four groups
and at different times using two-way ANOVA with repeated
measurements followed by post hoc tests. Paired r-tests
were used when appropriate to determine where significant
differences occurred. Differences between values were
considered to be statistically significant for P < 0.05.

RESULTS

Anthropometric, hematologic, and MAP charac-
teristics. As shown in Table 1, although the age was
not different among the four groups, UT-CON subjects
were significantly shorter than UT-SCT and T-CON sub-
jects and significantly lighter than that in the three other
groups (P < 0.05). In addition, UT-SCT subjects’ height
was significantly higher than that in the T-SCT group
(P < 0.05). The HR,;,x values and the hematologic pa-
rameters were similar among the four groups, except for the
following: 1) the mean corpuscular volume was significantly

TABLE 1. Anthropometric, hematologic, and MAP characteristics.

lower in the SCT groups than that in their CON count-
erparts, and ii) the platelet concentrations were significantly
higher in the T groups compared with the UT subjects
(P <0.05). A coexistent a-thalassemia was detected in three
UT-SCT and in five T-SCT subjects. MAP (W) and rela-
tive MAP (Wkg™') were significantly higher in T sub-
jects than that in their UT counterparts (215.05 £ 7.0 W
vs 1749 + 6.2 W, P < 0.001, and 3.2 + 0.09 vs 2.74 +
0.09 Wkg™!, P < 0.005, respectively).

Plasma cytokines and soluble adhesion mole-
cules at rest and after maximal exercise. The plasma
concentrations of 1L-4, IL-5, IL-8, IL-10, or TNF-« did not
significantly differ at rest and after the incremental exercise
between the four groups (Table 2). Furthermore, no sig-
nificant variations in these cytokines concentrations were
obtained at 7,, and 7>, compared with T, Although no
significant intergroup differences were observed, sCD40
ligand concentrations were significantly increased at 7y
compared with T, and 75, in all the subjects (+59.7%,
P < 0.05) (Table 2).

Basal plasma concentrations of sICAM-1, sP-selectin,
and sE-selectin were not statistically different among the
four groups (Table 3). For sVCAM-1, ANOVA revealed
that UT-SCT subjects exhibited higher concentrations than
their T counterparts (1738 + 98 vs 1248 + 131 ngmL ™,
respectively, P < 0.05; Fig. 1). This was also the case at T,
and T]h, Tzh, and T24h.

Furthermore, sVCAM-1 plasma concentrations were sig-
nificantly more elevated in UT-SCT than that in UT-CON
(P < 0.05; Fig. 1), whereas no significant difference was
observed between T-SCT and T-CON subjects (P = 0.89).
Plasma sICAM-1, sVCAM-1, and sE-selectin increased sig-
nificantly in all groups at the end of the strenuous exercise as
compared with resting levels (+8.2%, +12.0%, and +12.2%,
respectively, P < 0.05) and returned to their baseline value
1 h after the end of exercise (7). When plasma sE-selectin
concentrations were expressed relative to the resting values,
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CON SCT CON SCT
Age (yr) 22706 23.7+£1.2 245+04 23+0.7
Height (cm) 169 + 1.25* 178 + 1.81 173.73 + 1.65t 172.64 +1.03*
Weight (kg) 60.3 + 1.88 68.43 + 1.88t 69.18 + 1.461 66.64 + 2.021
WBC (10° cellsul ") 5.65 + 0.68 4.96 + 0.62 5.57 +0.48 5.95 + 0.63
Lymphocytes (10° cells-ul ™) 2.87 £ 0.5 249 £ 0.41 2.59 £ 0.12 2.65 = 0.39
Granulocytes (10° cells-uL ™) 1.93 £ 0.29 1.56 + 0.16 2.14 +0.32 2.46 + 0.26
RBC (10° cells'ul ) 5.23 +0.22 5.38 + 0.18 512 +0.14 5.46 + 0.16
[Hb] (g<dL") 1417 + 0.49 14.23 + 0.3 12.88 + 0.87 14.01 + 0.3
Hematocrit (%) 44.37 +1.39 43.8 +1.07 42.9 +0.86 42.99 + 0.89
MCV (fL) 85.18 + 1.44 81.61 +1.6% 84.04 +1.5 79 + 1.15%
MCH (pg) 2718 + 0.43 26.54 + 0.65 27.04 + 0.56 25.75 + 0.43
Platelets (10° cellsuL ™) 172 + 25.54 159.43 + 30.02 206.55 + 28.7§ 266.73 + 15.66§
% HbS — 3571 +1.15 — 33.73 +1.07
a-Thalassemia - 3/8 — 5/8
MAP (W) 168.89 + 7.9 182,57 £ 9.7 214.64 + 11.25§ 215.45 + 9.87§
Relative MAP (W-kg™") 2.79 £0.12 2.67 +0.12 3.11 £ 0.16§ 3.23 £ 0.12§
HRmax (beats'min ") 185+5 183 + 4 174 + 3 189+ 4

Values are presented as means + SE.

* Significant difference from UT-SCT; t significant difference from UT-CON group; ¥ significant difference between the sickle cell trait (SCT) and the control (CON) groups; § significant
difference between the UT and the T groups (P < 0.05).

WBC, white blood cells; RBC, red blood cells; [Hb], hemoglobin concentration; MCV, mean corpuscular volume; MCH, mean corpuscular hemoglobin; MAP: maximal aerobic power.
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TABLE 2. Plasma concentrations of IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, TNF-«, and sCD40L in UT and T CON and SCT subjects at rest, at the end of the incremental exercise test, and after

2 h of recovery.

Vi Trest Tex Ton
Ll IL-4 (pgmL") UT-CON 157.4 + 66.2 124.8 + 65.3 168.9 + 75
O UT-SCT 1491 + 54 169.2 + 68.4 159.5 + 62.2
=z T-CON 212.7 £ 94.9 359 + 131.2 352.7 +124.4
LLJ T-SCT 151.3 + 50.6 163 + 63.2 166.4 + 60.4
] IL5 (pgmL ") UT-CON 116 = 6.4 86+ 6.6 75+ 41
wn UT-SCT 13+73 11.4+72 147 + 8.5
| T-CON 78+54 14+71 151 +79
< T-SCT 74+24 6.4+36 58+3
@) IL-8 (pgmL") UT-CON 29.7 +10.4 279 +12.2 322 +12.1
= UT-SCT 46.4 £17.2 29.8 + 14 33.7+11.2
Z T-CON 292 +11.2 56.8 + 20 43 +13.4
— T-SCT 342 +153 12+11.8 412 +125
v IL-10 (pg-mL ") UT-CON 55 + 206 36.7 + 149 62 + 25
UT-SCT 216 +15 217 +1.6 224 +19
T-CON 38.8 +14.8 46.7 £ 18.5 42.8 +16.5
T-SCT 456 +11.7 46.1 +14.8 57.4 +20.2
TNFa (pg-mL") UT-CON 6.9+42 71+42 83+5.1
UT-SCT 15.2 + 9.6 177 + 11,6 16.2 £ 10.5
T-CON 84+73 155 +8.8 152 £ 8.6
T-SCT 13.1 £5.6 129 £6.5 154 £ 6.3
sCD40L (pg-mL’1) UT-CON 3699.1 + 762.9 6208.1 + 2510* 44485 + 11245
UT-SCT 3613.3 £ 904.4 4799.8 + 883.2* 3487.6 + 729.7
T-CON 3675.5 £ 1117.1 7884.6 + 1576.9* 5034.6 + 977.8
T-SCT 4317.4 £ 7921 6217.3 + 944 .4* 5012.8 + 908.3

Values are presented as means + SE.

* Significant difference compared with Tiest and Top, (P < 0.05).
IL, interleukin; TNF-c, tumor necrosis factor .

the return to the baseline was confirmed at 77, in T subjects
(Fig. 2), whereas it occurred only 2 h after the end of ex-
ercise (i.e., at T»y,) in UT subjects (Fig. 2).

Although incremental exercise did not statistically change
sP-selectin concentrations in the T groups, a significant in-
crease in these concentrations was measured in the UT
groups between Ti.s and Tk (+167%, P < 0.005). These
concentrations returned to basal values 1 h after the end of
exercise (Table 3, Fig. 3).

DISCUSSION

The present study examined whether the training status
of CON or SCT subjects affected the plasma concentrations
of inflammatory and soluble adhesion molecules at rest
and in response to an incremental maximal exercise. The
main findings of our study were that 1) sVCAM-1 plasma

concentrations were significantly lower in the T-SCT sub-
groups compared with the UT-SCT subgroups at rest, im-
mediately (T.y), and 1 h (T}y), 2 h (T5), and 24 h (Th4n)
after the end of exercise; 2) sP-selectin significantly in-
creased at the end of the exercise in UT, whereas no
changes were observed among T group subjects; and 3) the
postexercise decrease kinetics of plasma sE-selectin was
faster in T than that in UT.

As shown in previous studies (27,28,40), MAP was not
different among the SCT and the control subjects. However,
MAP was significantly higher in the T group than that
in the UT group (+23%, P < 0.001). In addition, UT-CON
subjects were smaller and lighter by comparison with the
three other groups. Therefore, as UT-CON and UT-SCT
were matched for MAP and relative MAP; this difference
should be of no consequence to the inflammatory and vas-
cular adhesion findings.

TABLE 3. Plasma concentrations of the soluble adhesion molecules sICAM-1, sE-selectin, and sP-selectin in UT and T CON and SCT subjects at rest, at the end of the incremental
exercise, and after 1, 2, and 24 h of recovery.

Tresl Tex T1h Tzn T24h
sICAM-1 (ng-mL ™) UT-CON 547.5 + 95.2 594.5 + 98.6* 545.6 + 96.51 526.2 + 90.61 516.4 + 94.61
UT-SCT 565.4 + 108.5 609.6 + 126.3* 565.8 + 125t 575.1 + 118.2t 579.3 + 125.2t
T-CON 389.2 +40.9 424.4 + 54.8* 366.4 + 43.5t 370.4 + 37.51 433.9 + 63.5t
T-SCT 483.39 + 90.64 528.5 + 98.66* 476.27 + 93.881 503.8 + 98.49t 489.08 + 97.011
sE-selectin (ng»mL") UT-CON 52.9 + 8.1 59.2 + 8.5 53.5 + 5.9t 50 + 6.41 47.4 + 591
UT-SCT 52.9+98 59.5 +12.3 57.7 £9.7% 51.9 + 8.3t 50.3 + 10.11
T-CON 59.9 £129 67.3 +15.5 58.4 + 1571 58.3 + 14.61 62 + 181
T-SCT 522 +88 60.7 + 9.7 48.7 + 8.7t 47 + 8.5t 46.2 + 7.4t
sP-selectin (ng<mL") UT-CON 70.4 +£10.1 291.9 + 112.9% 591 +8.8 68.4 +10.4 491 + 7.4%
UT-SCT 90.9 = 18.6 121.3 + 20.3% 98.2 £ 22.6 116.6 + 18.2 75.6 £21.5
T-CON 119.8 + 19.1 175.8 + 19.7 236.7 + 76.9 157.9 + 22 124 + 17.3§
T-SCT 119.2 + 37 105.8 + 11.8 117 £ 249 128.3 + 36 87.5 + 23.4§

Values are presented as means + SE.
* Significant differences compared with T in all groups; t significant differences compared with T, in all groups; $ significant differences compared with T, for the UT groups
only; § significant difference compared with T, for the T groups (P < 0.05).
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FIGURE 1—Effect of a maximal and incremental exercise on plasma
concentrations of sSVCAM-1 in untrained (UT, SCT and CON) or in
trained (T, SCT and CON) groups at rest (7,.s), at the end of the
exercise (7.y), and during the recovery (T1y, Tpn, and Ts4p). Values are
presented as means + SE. *Significant difference between the UT-SCT
and the three other groups (P < 0.05); §significant difference compared
with T for all the groups.

No differences were found at rest between the four
groups for hematological parameters, except for the mean
corpuscular volume, which was significantly lower in the
SCT carriers. This can be explained by the coexistence in
half of SCT subjects (SCT-aT subjects) of a-thalassemia
mutation (Table 1), which is known to diminish the RBC
volume (38). Also and in accordance with Singh et al. (37),
the T subjects exhibited a higher level of circulating plate-
lets than the UT.

Effect of habitual physical activity on circulating
inflammatory and adhesive molecules at rest. The
baseline levels of all the studied molecules were similar
between the four groups except for sVCAM-1. Whereas
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FIGURE 2—Effect of a maximal and incremental exercise on plasma
concentrations of sE-selectin in untrained (UT, SCT and CON) or in
trained (T, SCT and CON) groups at rest (7,.s), at the end of the
exercise (7.x), and during the recovery (T, Tp, and T54p). Values are
presented as means + SE. Values are expressed as the percentage of the
resting values. §Significant difference compared with 7.y for all the
groups (P < 0.05); *significant difference compared with 7., for the T
groups; fsignificant difference compared with 7., and Ty, for the UT
groups (P < 0.05).
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FIGURE 3—Effect of a maximal and incremental exercise on the
plasma concentrations of sP-selectin in untrained (UT, SCT and CON)
or in trained (T, SCT and CON) groups at rest (7,.s), at the end of the
exercise (7,y), and during the recovery (Tyy, T>p, and T»y4y). Values are
presented as means = SE. *Significant difference compared with 7.
for the UT groups; fsignificant difference compared with 7., for the
UT groups; {significant difference compared with 75, for the T groups
(P < 0.05).

sVCAM-1 concentrations were significantly more elevated in
UT-SCT subjects than that in their CON counterparts
(P < 0.05), those concentrations were similar between the
two trained groups (T-SCT and T-CON). The present results
are in accordance with those reported by Tripette et al. (40),
who did not observe significant sVCAM-1 difference in
trained SCT subjects compared with subjects with normal
hemoglobin (HbAA). Conversely Monchanin et al. (27,28)
observed significant higher sVCAM-1 concentrations in a
trained SCT population compared with a healthy trained
population at rest. Our results are difficult to compare with
those of Monchanin et al. (27,28) and Tripette et al. (40)
because i) our subjects were not experienced in cycle
ergometer (that explains the poor measured MAP) and
i) several SCT carriers presented the double mutation
a-thalassemia/SCT (63.6% for the T-SCT and 42.8% for
the UT-SCT), which might be considered as beneficial for
this population (26-28). Because plasma sVCAM-1 is re-
duced in SCT-aT subjects compared with SCT-only
subjects (27,28), this might explain the variability of
sVCAM-1 concentrations in our cohort and the discrepan-
cies between our findings and those of Monchanin et al.
(27,28) (Fig. 1).

Nevertheless, this study is the first to show a differen-
tial effect of habitual physical activity on sVCAM-I
concentrations in SCT carriers. Higher sVCAM-1 concen-
trations were observed in the UT-SCT compared with the
T-SCT subjects (Fig. 1). The present results extend those
of Adamopoulos et al. (2), who found, in healthy subjects
and in patients with chronic heart failure, that baseline
sVCAM-1 plasma concentrations were reduced after an
exercise training program (30 min of cycling at 70%—-80%
VOomax per day, 5 dwk™' during 12 wk). Furthermore,
Shiu et al. (34) showed that soluble adhesion molecules at
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rest reflect the degree of endothelium vascular activation;
thus, the present results suggest that the vascular endothe-
lium is less activated in the T group compared with the UT
group. Because VCAM-1 is involved with very late antigen-4
(VLA-4) in the interactions between leukocytes (17) and
reticulocytes/endothelial cells (37,34), increased endothelial
expression of VCAM-1 should lead in SCT carriers to an
increased risk of blood cell aggregation and thrombus for-
mation, that is, vaso-occlusive events (15,31). We propose
that the risk for such vaso-occlusive events might be more
pronounced among the SCT subjects who do not engage in
regular physical activity. Because high sVCAM-1 has been
associated with pulmonary hypertension, organ failure, and
mortality in SCD (19), further investigations will be required
to determine the potential effects of physical activity in ho-
mozygous HbS carriers.

It is now well established that physical exercise disturbs
homeostasis and that one of the main results of physical
training is to attenuate these perturbations. Thus, among
SCT carriers, known factors that promote sickling, such as
increased pH, could be less influential and contribute to
limiting the polymerization process after training compared
with before training. Consequently, endothelial activation
and sVCAM-1 expression (33,34) as suggested in the pres-
ent study would be accordingly attenuated. A putative alter-
native explanation would be that because training is known
to restrict the inflammatory response induced by an acute
exercise bout (by limiting pro-inflammatory responses and
increasing the anti-inflammatory cytokine release) (32),
exercise training might limit vascular activation by its anti-
inflammatory pathway (32,39). This has been suggested by
Tripette et al. (40), who showed increased postexercise IL-6
concentrations in trained SCT subjects. This cytokine has
been demonstrated to exert anti-inflammatory effects
through an inhibition of the production of TNFa and IL-1
and a stimulation of the production of IL-1ra and IL-10
(32). Further studies will have to confirm the possibility
that an elevated physical activity may limit the adhesive
potential in HbS carriers.

Effects of training on incremental exercise and
recovery of circulating inflammatory and adhesion
molecules. A significant increase in sVCAM-1, sE-selectin,
SICAM-1, and sCD40L plasma concentrations was ob-
served in the four groups in response to incremental ex-
ercise (Tables 2 and 3). Although these findings are in
accordance with several previous studies in healthy sub-
jects or in patients with peripheral arterial disease or SCT
carriers (5,27,28,35,36), they contrast with other findings
obtained in healthy subjects or in SCT carriers (27,40,42).
The use of the endothelial circulating molecules to observe
the effects of an acute exercise on the endothelial activation
is because at rest, soluble molecules reflect the level of
underlying endothelial activation (34). A postexercise in-
crease in plasma adhesion molecules is thought to result
from the shedding of these molecules from the cell surface,
possibly as a result of inflammation or increase in shear

stress induced by exercise (24). As shown in Figures 1 and
2, plasma sVCAM-1 and sE-selectin concentrations were
raised in response to incremental exercise. These molecules
are known to reflect endothelial dysfunction and mediate
the interaction between leukocytes and platelets/endothelium
(5) and between leukocytes and reticulocytes/endothelium
(34), respectively. Similarly, the marked increase in sCD40L
could reflect increased CD40L expression, primarily on lym-
phocytes’ surface (8) but also on platelets, endothelial cells,
smooth muscle cells, macrophages, dendritic cells, fibro-
blasts, and mast cells (42). The rise of sCD40L has been
associated to the pathogenic processes of chronic inflam-
matory disease (42) and to the presence of increased pro-
thrombotic activity (22). The present findings thus suggest
that incremental exercise might be responsible for endothe-
lial activation in HbAA as in HbAS subjects, independent of
their habitual physical activity levels. Of note, the rise of
the soluble form of ICAM-1 is difficult to interpret because
ICAM-1 is expressed in many types of cells, including en-
dothelial cells, fibroblasts, epithelial cells, and multiple cells
of hematopoietic lineage (36), such that it is impossible to
ascertain whether the present increase of sICAM-1 indeed
results from an increase in endothelial ICAM-1. The latter
possibility is unlikely because no significant increases in
SICAM-1 have been reported after maximal exercise in SCT
subjects (27) or in HbAA subjects (4). The sSICAM-1 increase
reported by Akimoto et al. (4) after endurance or downbhill
exercise may be attributed to muscular damage and inflam-
mation induced by these types of exercise.

Although widely used, assessment of soluble molecules
to indirectly evaluate the endothelium expression immedi-
ately after an acute exercise is controversial. Tripette et al.
(40) recently argued that the postexercise increase in adhe-
sion molecules observed in several studies may be accounted
for by an exercise-induced hemoconcentration. Although
water loss during a 15-min incremental exercise should be
rather minor in our population (30), the “hemoconcentra-
tion hypothesis” should not be dismissed altogether. Thus,
the postexercise changes described heretofore should be
viewed as the result of both exercise-induced physiological
responses (endothelial activation) and hemoconcentration.

No significant changes in plasma interleukins (TNF-c,
IL-4, TIL-5, IL-8, and IL-10) were observed in response to
exercise. These results were unexpected because I1L-4,
IL-8, and TNF-« are pro-inflammatory cytokines that are
responsible for endothelial activation and adhesion mole-
cule expression (23,34). It is thus possible that alternative
pathways such as oxidative stress (18) may be recruited.

Differential effects of habitual physical activity
on exercise-induced variations of soluble P- and
E-selectin. The different temporal trajectories among T
and UT groups in sE-selectin and sP-selectin after an acute
exercise are of remarkable interest. First, in accordance
with some authors (10,35), a significant rise in sP-selectin
was observed at the end of the incremental exercise in the
UT subjects only (+167%). However, despite the present
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statistically significant finding concerning the sP-selectin in-
crease, when we observe the individual results, two UT
populations are distinguished. Six of the 16 UT subjects ex-
hibit more than 50% postexercise increase (high responders).
The 10 other subjects are characterized by 13%-50% post-
exercise sP-selectin increase (low responders). As sP-selectin
is an important marker of platelet activation (42,43), our
results suggest that platelet activation in response to an
acute exercise is characterized by an important interindivid-
ual variability and is more pronounced in subjects with low
physical activity than that in their trained counterparts. This
is in agreement with the observation of Kestin et al. (21),
who showed in a healthy population that strenuous exercise
resulted in both platelet activation and platelet hyperactivity
in sedentary subjects but not in physically active subjects.
These authors further strengthened the link between platelet
activation/aggregation and ischemia and emphasized the fact
that sedentary subjects are more vulnerable to death during
exercise (21). Chronic exercise is also known to increase fi-
brinolysis and to reduce platelets aggregation and activation
(24), all of which may contribute to limit the thrombus for-
mation in response to an acute exercise in T-SCT subjects.
However, our hypothesis contrasts with those of Connes
et al. (14), who did not find differences in the coagulation
markers (prothrombin time, activated partial thromboplastin
time, and antithrombin III activity) between SCT carriers
and sedentary subjects in response to a maximal exercise.
These authors hypothesized that the clinical complications
observed in some SCT carriers during exercise are not the
consequence of increased blood coagulation activity (14). In
addition, no difference between T and UT was observed
concerning sCD40L plasma concentrations, which are con-
sidered as prothrombotic activity marker (22). To resolve
these discrepancies, the effects of habitual physical activity
on platelet metabolism need to be further examined, particu-
larly in SCT carriers.

A significant increase in sE-selectin was also observed in
response to graded exercise in all groups. However, when
sE-selectin is expressed relative to its resting values, slower
recovery kinetics was observed in the UT group (2 h) as
compared with the T subjects (1 h). This finding is in ac-
cordance with Boos et al. (6), who found that sE-selectin
increased immediately after exercise in subjects with car-
diovascular disease, without any decrease 30 min later (6).
We hypothesize that the differences in the recovery pro-
cess between the T and the UT groups might be accounted
for either by better clearance of sE-selectin in the T subjects
or by faster recovery of the basal plasma volume in the
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Etude n°2 : Effets in vivo de I'effet de la roue d’activité chez la souris sur
I’'anatomie et la fonction cardiaque : étude en imagerie par résonance
magnétique nucléaire.

E. Aufradet, A. Bessaad, H. Alsaid, F. Schafer, M. Sigovan, G. De Souza, E. Chirico, C. Martin et

E. Canet-Soulas.

Publié dans Experimental Biology and Medicine en 2012.
Volume 237; pages 263-270.

Cet article a un double but : le premier est de valider un protocole d’entrainement en
roue d’activité chez la souris afin qu’il soit utilisé chez la souris SAD. Le deuxieme est de
valider une méthode de caractérisation de I'hypertrophie cardiaque in vivo chez le petit
animale par IRM. La fréquence respiratoire élevée des souris, couplée a leur petite taille,
rend |'observation par IRM de I'anatomie cardiaque assez difficile a mettre en ceuvre. Cette
étude se proposait ainsi de tester |'utilisation d’un systéme de synchronisation cardio-
respiratoire en parallele a I'acquisition non invasive des images cardiaques par IRM. Les
images n’étant acquises que lors de la phase expiratoire du cycle respiratoire, cela permet
de s’astreindre des mouvements de la cage thoracique. Afin de valider la méthode, les
mesures cardiaque effectuées in vivo ont été comparées a des analyses ex vivo comprenant
la pesée du cceur et des muscles que sont le soléaire et le tibialis antérieur (TA) ainsi que le
dosage d’activités enzymatiques (cytochrome c oxydase — COX —, citrate synthase — CS —, et
succinate deshydrogénase — SDH). La comparaison a été effectuée chez des souris saines
C57BI/6 soumises ou non a 12 semaines d’activité physique volontaire en roue d’activité. En
réponse a cette session d’activité physique réguliére, les données ex vivo montrent une
augmentation de la masse du cceur, du ventricule gauche, du soléaire et du TA ainsi que de
I'activité de la COX dans le soléaire. En parallele, les analyses in vivo par IRM montrent un
accroissement de la masse du ventricule gauche associé a une augmentation des volumes
télédiastolique, télésystolique et du volume d’éjection systolique. Toutes ces augmentations
suggerent une hypertrophie cardiaque associée a I'entrainement physique, comme cela a
déja été démontré chez 'homme (640) ou I’'animal (641). De plus, la masse cardiaque pesée
ex vivo et celle obtenue in vivo par imagerie sont significativement corrélées. Cette étude

valide donc d’une part le protocole d’imagerie, mais aussi le protocole d’activité physique. Le
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relevé hebdomadaire de la distance parcourue par les souris, présenté dans I'article, montre
gu’au fur et a mesure des semaines, cette distance décroit et ce essentiellement dans les
dernieres semaines. Cela nous a donc amené a raccourcir le protocole d’activité physique
volontaire a 8 semaines au lieu de 12 afin de maintenir un niveau de course relativement

stable tout au long du protocole.
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Abstract

Physical activity is frequently used as a strategy to decrease pathogenesis and improve outcomes in chronic pathologies such
as metabolic or cardiac diseases. In mice, it has been shown that voluntary wheel running (VWR) could induce an aerobic
training effect and may provide a means of exploring the relationship between physical activity and the progression of
pathology, or the effect of a drug on locomotor activity. To the best of our knowledge, in vivo magnetic resonance imaging
(MRI) and other non-invasive methods had not been investigated for training evaluation in mice; therefore, it was proposed
to test an MRI method coupled with a cardiorespiratory gating system on C57BI/6 mice for in vivo heart anatomical and
functional characterization in both trained and untrained animals. Twenty mice were either assigned to a 12-week VWR
program or to a control group (CON - no wheel in the cage). At week 12, MRI scans showed an increase in the left
ventricular (LV) wall mass in the VWR group compared with the CON group. The ex vivo measurements also found an
increase in the heart and LV weight, as well as an increase in oxidative enzyme activities (i.e. cytochrome ¢ oxidase [COXx]
in the soleus). In addition, correlations have been observed between ex vivo LV/body weight ratio, COx activity in the
soleus and in vivo MRI LV wall mass/body weight. In conclusion, mouse cardiac MRI methods coupled with a cardio-
respiratory gating system are sufficiently effective and feasible for non-invasive, training-induced heart hypertrophy
characterization, and may be used for longitudinal training level follow-up in mouse models of cardiovascular and
metabolic diseases.
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Introduction physical training level, which is known to be associated

Magnetic resonance imaging (MRI) is an increasingly used
imaging modality in animal experiments as it offers a non-
invasive option for observation of tissues and cells. For
example, MRI has been used for in vivo organ characterization
(heart, spleen, brain)' as well as for cellular observation using
macrophage or adhesion molecule nanoparticle targeting
strategies.” The key benefits of non-invasive MRI protocols
include (1) a reduction in the number of animals used and
sacrificed due to the possibility of longitudinal follow-up;
(2) the option of using the same animal as a control; and (3)
a reproducible and sufficiently sensitive method for the sim-
ultaneous assessment of multiple markers.>?

The purpose of this study was to perform an in vivo MRI
heart characterization in mice in order to evaluate their
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with an increase in cardiac mass. Indeed, the prevalence
of chronic pathologies such as diabetes, metabolic disease,
heart failure, and cardiovascular disease or neuronal
degeneration has led to the addition of regular physical
training as an important strategy for the prevention or the
treatment of these diseases. Physical activity is known to
elicit physical and metabolic adaptations in cardiac* and
skeletal muscle,” and may therefore decrease the pathogen-
esis of these diseases.’™"”

Moreover, exercise activities are used in clinical trials as a
readout parameter to explore the benefits of novel pharma-
cological or molecular agents for the treatment of heart
failure or diabetes.'*'®> Therefore, the preclinical develop-
ment of such agents will benefit significantly from the
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development of a non-invasive MRI preclinical protocol to
evaluate therapies in vivo in a serial manner.

Murine models are frequently used to study pathophy-
siology or the effects of therapeutic strategies in heart
failure,'®'” metabolic and genetic diseases,'® and voluntary
wheel running (VWR) is among the most commonly used
exercise training procedure in these animals. Its effects are
characterized by cardiac hypertrophy'® and an increase in
some oxidative (COx - cytochrome ¢ oxidase)®* > or
Krebs cycle (CS - citrate synthase; SDH - succinate dehy-
drogenase)**°~?* enzyme activities. In this context, it may
be interesting to develop a non-invasive, robust and repro-
ducible marker of the training level in mice.

To evaluate the training level in these animals, the
authors rely on activity data (such as mean daily or
weekly running distance and/or time) or ex vivo measure-
ments (such as muscle enzyme activities or heart weight).
To our knowledge, no in vivo procedure has ever been
described to determine the physiological impact of a train-
ing program in mice. MRI offers the possibility of examining
the heart in vivo, but it is associated with technical difficul-
ties in small animals because of the high frequency of respir-
atory movements. In the present study, we propose to
validate an in vivo method in order to evaluate the training
level in mice by measuring the anatomical and functional
left ventricular (LV) parameters. For this purpose, we used
a non-invasive MRI method coupled with a cardiorespira-
tory gating system in order to acquire images during the
expiration phase of the respiratory cycle and prevent arti-
facts due to respiratory perturbation.

Methods

Animals

To avoid a gender effect, 12-week-old male C57BL/6 mice (n
= 20) (Charles River, L’Arbresle, France) were randomly
assigned to a control group (CON; n = 10) or VWR group
(n=10). After reception and one week of acclimation,
mice were assigned to housing at two per cage with or
without running wheels. After a two-week wheel adap-
tation period, mice were assigned to an individual cage.
All animals were maintained on a 12 h light-dark cycle
and were supplied with food and water ad libitum. One
week before the dissection, a cardiac MRI was performed
on six mice per group. Body weight, food and water con-
sumption were recorded weekly. The ACSM animal care
standards for experimental procedures were followed and
all animal protocols were approved by the regional animal
care committee (Rhones-Alpes, France).

Voluntary wheel-running protocol

All animal houses were equipped with a mouse 12.5-cm
metal wheel (Hagen-61700; Montreal, QC, Canada). The
number of completed revolutions was monitored by a mag-
netic switch affixed to each wheel and data were captured
using a digital magnetic counter (model BC906; Sigma
Sport, Neustadt, Germany). During the 12-week experimen-
tal period, the total running distance, total running time and

average speed were recorded before the counter was reset
each week.

In vivo cardiac MRI

Imaging was performed on a 4.7 Tesla Oxford magnet inter-
faced to a Bruker console (Bruker Biospin GmbH,
Rheinstetten, Germany) equipped with a 10-cm diameter
actively shielded gradient set (250 mT/m). A homemade
Alderman and Grant volume coil (30 mm length and
26 mm inner diameter) was used to obtain optimal RF
homogeneity over the volume of interest.

Eleven weeks after the beginning of the running protocol,
cardiac MRI was performed on 12 mice randomly selected
(6 VWR and 6 CON) using a homemade double
cardiorespiratory gating system following the procedure of
Alsaid et al.*® Mice were anesthetized with continuously
inhaled isoflurane at 1.5-2% in ambient air for maintaining
a stable respiratory rate. The body temperature was main-
tained in the magnet using a circulating water heating
blanket (37°C). Following a tripilot gradient-echo image, a
2D-FLASH sequence was used to acquire two long-axis
slices (in the coronal and sagittal planes) using the following
parameters: TR/TE = 124/4 ms, matrix = 256 x 256, field of
view (FOV) =135 x 35 mm, slice thickness=1mm and
number of average (NAV) = 2. Perpendicular to the long
axis, a 2D-FLASH sequence was used to acquire short-axis
cine images (5-6 contiguous slices covering the entire left
ventricle): TR/TE =10/3 ms, flip angle =20°, matrix =
128 x 128, FOV =20 x 20 mm, slice thickness =1 mm,
NAV =8 and 15-17 frames (images) were constructed to
cover each phase of the entire cardiac cycle (R-R) of the
animal.

MR image analysis

All images were analyzed using Image ] Software (Wayne
Rasband, National Institute of Mental Health, Bethesda,
MD, USA). LV function was evaluated using short-axis
images in end diastole and end systole. The endocardial
(LV inner border) and epicardial borders (LV outer border)
were manually traced and end-diastolic volume (EDV), end-
systolic volume (ESV), stroke volume (SV), ejection fraction
(EF) and LV myocardial mass (LV wall mass) were computed
from the traced borders. To calculate the LV myocardial
mass, the end-diastolic myocardial volume (EDV outer
border minus EDV inner border) was multiplied by the
specific density of the myocardium (1.05 g/cm?). The LV
remodeling index (LV myocardial mass/EDV) was calcu-
lated in order to determine the pattern of ventricular remo-
deling in the two groups. An increased remodeling index is
consistent with concentric hypertrophy, whereas a reduced
remodeling index is indicative of isolated cavitary dilation.””

Muscle isolation and heart weight

After waiting one week for the imaged mice to completely
recover from anesthesia, all the mice were anesthetized
with an intraperitoneal injection of pentobarbital (50 mg/kg;
Dolethal®, Vétoquinol, Lure, France) and transcardially
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perfused for 70 s with 9%. NaCl (Sigma, St Louis, USA). The
heart was removed, rinsed in saline, dried with a paper
towel and weighed, and the left ventricle was dissected
and weighed separately.

Soleus and tibialis anterior (TA) muscles were dissected,
weighed and immediately frozen in liquid nitrogen and
stored at —80°C.

Mitochondrial enzymatic activities

Lower limb muscles are among the most relevant to evaluate
the physical training response on mitochondrial enzymatic
activities.”?>?®?° Thus, one TA or two soleus muscles were
cut into thin pieces and homogenized on ice at 10% with a
buffer (225 mmol/L mannitol; 75 mmol/L sucrose; 10 mmol/L
Tris-HCI, 0.1 mmol/L EDTA, pH 7.2). Homogenates were
then centrifuged for 20 min at 2500g (4°C). Supernatants
were frozen at —80°C. Protein concentrations were deter-
mined spectrophotometrically (Biophotometre, Eppendorf,
Germany) using a BCA kit (Sigma).

COx activity

The complex IV activity was measured in the soleus and
TA, as previously described,™ by spectrophotometric
observation (at 550 nm) of the cytochrome c (C-7752;
Sigma) oxidation kinetics.

CS activity

CS activity was measured in the soleus and TA by the
method of Shepherd and Garland.*" Briefly, the citrate syn-
thesis rate from acetyl coenzyme A and oxaloacetate was
determined according to a coupling reaction between coen-
zyme A and DTNB (5,5-dithiobis [2-nitrobenzoic acid]).
This coupling reaction was spectrophotometrically
measured at 412 nm during 45 s.

SDH activity

SDH activity was measured in the soleus and TA by DCIP
reduction kinetics (2,6-dichloroindophenol; D1878; Sigma)
at 600 nm as previously described.*

All the enzymatic activities were measured with a spec-
trophotometer (InfiniteM200; Tecan, Mannedorf,
Switzerland) at 37°C and expressed in nanomoles of
product formed per minute and per milligram of protein.
All products were purchased from Sigma.
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Statistical analysis

All statistical analyses were performed using STASTISTICA
(Tulsa, OK, USA) on six mice per group for the MRI
parameters and on 10 mice per group for the ex vivo
parameters. The data are expressed as mean + SE. To
determine the significance of parameter changes, the
Mann-Whitney U test was performed between the CON
and VWR groups. Spearman correlation coefficients were
used to describe the linear association between variables.
Probability (P) values of <0.05 were considered statistically
significant.

Results
Animal characteristics and running wheel activity

Quantitative results for the food and water consumptions
and the exercise activities are summarized in Table 1.
Weekly consumption of food and water was significantly
higher (+22.9% and +18.7%, respectively) in the VWR
group compared with the CON group. However, as all
weights were similar in both groups at the beginning of
the study (CON: 23.47 + 0.67 g and VWR: 23.93 + 041 g),
this increase was not associated with any changes in body
weight in either group. Mice housed in a cage equipped
with a running wheel ran an average distance of 37.46 +
2.35 km per week over 35 h 19 min + 6 h 22 min.

The exercise phenotype, including the average distance
run over the 12 weeks in the VWR group, is shown in
Figure 1. Mice reached a maximal distance during the
third week (+26% compared with the average distance of
the 12 weeks) once isolated in an individual cage.
Through the fourth and fifth week, the running distance
was still greater than the average distance (+16.4% and
+9.6%, respectively, compared with the average distance
of the 12 weeks). In the sixth week, the running distance pla-
teaued for three weeks (distance run is equal to the average
distance) and was significantly lower than the distance run
at week 3. Finally, the shortest running distance was reached
in the 11th week (—49% compared with the average dis-
tance of the 12 weeks).

Heart parameters

During MRI, the heart rate was maintained and no differ-
ence was observed between the CON and VWR groups
(414.1 £ 104 and 417.2 4+ 16.2 bpm respectively; P = 0.62).
Figure 2a depicts short-axis MR images acquired in the
center of the heart in CON and VWR mice. Quantitative

Table 1 Animals characteristics in control (CON) or voluntary wheel running (VWR) mice during the 12-week protocol

CON (n =10) VWR (n = 10) P
Body weight (g) 26.66 + 0.36 26.95 + 0.29 0.680
Water consumption/week (g) 32.00 + 1.03 41.53 +1.22 0.0003*
Food consumption /week(g) 31.06 + 0.57 38.21 + 1.11 0.0002*
Distance run/week (km) - 37.46 + 2.35 -

Time run/week (h:min:s) -

35:19:14 + 06:22:09 -

Values are means + SE
*P < 0.05 (VWR versus CON)
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Figure 1

MRI results for the cardiac morphometric and functional
indices are summarized in Figure 2b. The LV wall mass
and LV wall mass/body weight (BW) ratio were signifi-
cantly higher in the VWR group (92.11 + 3.06 mg and
3.44 + 0.13 mg/g, respectively) compared with the control
mice (77.61 +4.58 mg and 296 + 0.17 mg/g, P < 0.05).
The EDV, ESV and SV also presented higher values for
the running wheel mice compared with the control
mice (+20.32% for EDV; +44.9% for ESV; + 17.1% for SV;
P < 0.05). However, the EF (Figure 2b, P=0.12) and the
LV remodeling index (1.91 4+ 0.11 for CON mice and
1.80 + 0.08 g/mL for VWR mice, P = 0.52) did not differ
among the two groups.

Postmortem analysis, as presented in Figure 3, showed
significant increases in the heart weight to body weight
ratio (HW/BW) and in the LV weight to body weight ratio
(LVW/BW) in the VWR group compared with the CON
group (+12.4% and +20.8%, respectively).

Muscle characteristics and enzyme activities

Table 2 shows the skeletal muscle enzyme activities and
weight from the soleus and TA in the two groups.
Measurements were performed on 10 mice per group,

Week

Distance ran per week in voluntary wheel running C57BI/6 mice (n = 10). Values are means + SE. *P < 0.05 (versus previous week)

except for the exclusion of one CON soleus muscle due to
a technical problem during the dissection. An increase in
muscle weight and the muscle weight/body weight ratio
was observed in the VWR group compared with the CON
group in the soleus as well as in TA (P < 0.05; Table 2).
Furthermore, whereas no differences in SDH activity in
both the muscles and in COx activity in the TA were
observed between the two groups, VWR mice exhibited
higher COx activity in the soleus compared with the CON
mice (+28.8%; P < 0.05).

Relationships between MRI and biochemical
parameters

The relationships between the enzymology, MRI heart par-
ameters (LV wall mass/BW and EDV) and heart, and
muscle postmortem parameters (LVW/BW and soleus
weight/BW) are shown in Figure 4. A positive correlation
was observed between the MRI LV wall mass and the post-
mortem LVW (P = 0.719 and 0.005; data not shown) as well
as between the MRI LV wall mass/BW ratio and the post-
mortem LVW/BW (r=0.671; P =0.017; Figure 4a). The
MRI EDV tended to be related to the postmortem soleus
weight/BW ratio (r=0.663; P =0.026; Figure 4b) and
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Figure 2 Representative short-axis midventricular magnetic resonance images acquired in control (CON; n = 6) and voluntary wheel running (VWR; n = 6) mice.
The VWR heart in (a) is characterized by an enlarged LV chamber volume and a greater myocardial mass (b) (92.11 + 3.06 mg for the VWR group compared with
77.61 + 4.58 mg for the CON group). Values are means + SE. VWR, voluntary wheel running; EDV, end-diastolic LV chamber volume; ESV, end-systolic LV
chamber volume; SV, stroke volume; EF, ejection fraction; LV, left ventricle; BW, body weight. * P < 0.05 (VWR versus CON)
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Figure 3 Postmortem heart and LV weights in control (CON; n = 10) or volun-
tary wheel running (VWR; n=10) C57BI/6 mice. Values are means + SE.
HW/BW, heart weight/body weight; LVW/BW, left ventricular weight/body
weight. *P < 0.05 (CON versus VWR)

additionally, the COx activity in the soleus and was statisti-
cally related to the MRI LV wall mass/BW (r=0.718; P =
0.013; Figure 4c) and to the postmortem LVW/BW ratio
(r=0.556; P = 0.016; Figure 4d).

Discussion

The purpose of the study was to validate an in vivo cardiac
MRI method in order to evaluate the training level of mice.
Following the 12-week running wheel session, it was
observed that exercise training induced physiological modi-
fications in heart and lower limb muscles, and that MRI was
sufficiently sensitive to detect these variations in the heart.
Indeed, it was observed that there was: (1) an increase in
the postmortem whole heart, left ventricle, soleus and TA
weights; (2) an increase in MRI heart parameters such as
LV wall mass, EDV, ESV and SV; (3) an increase in enzy-
matic activities such as that of COx; and (4) COx activity
in the soleus and LVW/BW were correlated to LV wall
mass/BW obtained with MRL

As cardiovascular adaptations are among the most impor-
tant responses to physical activity,*'>>? we chose to evaluate
heart anatomical and functional changes using proton MRI.

Physical activity, MRI and heart hypertrophy 267

MRI offers the possibility of examining in vivo organs but is
often associated with additional technical difficulties in
mice, as opposed to rats,>* because of the frequency of their
cardiorespiratory movements. The double realtime cardiore-
spiratory gating system used here and developed by Sabbah
et al.' and Alsaid et al.,?® allowed us to reconstruct high-
resolution heart images throughout the cardiac revolution.'
Other options using self-gated MRI methods® and parallel
imaging techniques®™ may further facilitate manipulation
for longitudinal MRI follow-up in mice.

Our results show that the LV wall mass measured with
MRI was increased in VWR mice compared with CON mice
and was related to both the COx activity in the soleus and
to the postmortem LVW/BW ratio (Figures 4a-c). In
addition, the cardiac work capacity notably evaluated by
MRI (EDV) was related to the soleus weight and the soleus
weight/BW ratio (Figure 4b). The increase in COx activity
and organ weight (heart, LV, soleus and TA) are often used
as markers of the training level in many models.*'%1%3%3¢37
Therefore, the existence of a significant correlation between
the postmortem markers and the in vivo MRI measurement
supports cardiac MRI as a sensible choice of technique for
the detection of cardiac adaptations to exercise training in
mice. Indeed, the MRI LV mass was slightly but not signifi-
cantly higher than the postmortem LV mass (84.9 + 3.4 and
81.7 + 6.1 mg, respectively), as was already observed in
other animal models.*®?

The first major interest in using this technique is that it
allows for the evaluation of the cardiovascular effects of
exercise training in mice without euthanasia, making it
possible to continue the training protocol if adaptations
are not significant. Adaptation to exercise training is
known to differ between mouse strains,***! so the present
MRI technique could be applied to determine the
unknown adaptive capacity of numerous cardiovascular
transgenic mouse models to habitual exercise. It can also
be used to explore, in vivo, the benefits of novel pharmaco-
logical agents on mouse running capacity. Another interest
is that this method makes it possible to decrease the number
of animals sacrificed per study as observed by us and
others.>*~?°> Whereas 10 animals per group were necessary
to obtain a significant difference between the VWR and the
CON mice using ex vivo measurements (enzymology, organ
weight), only six animals per group were used according to

Table 2 Soleus and tibialis anterior (TA) mass and enzymatic characteristics in control (CON) or voluntary wheel running (VWR) C57BI/6 mice

CON VWR % increase P
Muscle mass (mg) Sol 15.75 + 0.79 19.61 +£1.32 +19.69% 0.013*
TA 35.93 + 3.15 47.94 + 410 +25.05% 0.044*
Ratio muscle mass/BW (mg/g) Sol 0.59 + 0.03 0.73 +0.05 +19.35% 0.038*
TA 1.35+0.13 1.79+£0.16 +24.39% 0.011*
COx activity (nmol/min/mg prot) Sol 771.7 + 56.5 1105.7 + 78.7 +28.8% 0.047*
TA 637.8 + 64.4 737.4 +59.3 +13.5% 0.34
CS activity (nmol/min/mg prot) Sol 21.5+15 23.6 +3.2 +4.9% 0.33
TA 8.1+0.3 8.4+0.3 +3.41% 0.46
SDH activity (hnmol/min/mg prot) Sol 2.37 +£0.17 3.66 + 1.29 +35.3% 0.68
TA 1.16 + 0.08 1.22 + 0.09 +4.8% 0.83

BW, body weight; COx, cytochrome ¢ oxydase; CS, citrate synthase; SDH, succinate dehydrogenase; Sol: Soleus (CON: n =9 and VWR: n = 10); TA: tibialis

anterior (CON and VWR: n = 10)

Values are means + SE. *P < 0.05 (CON versus VWR)
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Figure 4 Correlations between parameters measured in control (CON) or voluntary wheel running (VWR) C57BI/6 mice. (a) MRI LVM/BW related to the postmor-
tem LVW/BW ratio (n = 6); (b) end-diastolic volume (LV chamber) related to soleus weight/BW ratio; (c) MRl LVM/BW related to COx activity in soleus muscle;
(d) postmortem LVW /BW ratio related to the COx activity in soleus muscle. MRI LVM/BW, magnetic resonance imaging left ventricular wall mass/body weight
(CON and VWR: n = 6); LVW/BW, left ventricular weight/body weight (CON and VWR: n = 10); EDV, end-diastolic volume (CON and VWR: n = 6); SolW/BW,
soleus weight/body weight (CON: n = 9 and VWR: n = 10); Sol COx, cytochrome ¢ oxydase activity in soleus (CON: n =9 and VWR: n = 10)

the in vivo MRI method. This kind of animal experiment is
in accordance with the recommendations of the inter-
national animal care committees. Moreover, as six of the
10 mice performed MRI, we further showed that anesthesia
had no effect on the enzymatic results, i.e. in each group,
there was no significant difference between mice with MRI
and those without.

In this study, the use of VWR in mice was chosen because
it is a widely used and approved method to obtain a trained
mouse model. This voluntary training model is often pre-
ferred to swimming exercise or forced treadmill training
because the latter is associated with chronic stress including
the releasing of stress hormones.** Several authors have
shown that in free wheel activity, mice run sufficiently to
produce physiological adaptations observed with aerobic
training, such as cardiac hypertrophgf‘ma19 and better
muscle oxidative capacity.>?°~*?#2>?%2% This is confirmed
in the present study where 12 weeks of physical activity
were associated with heart and LV hypertrophy (Figure 2)
as well as musculoskeletal changes (Table 2). The left ventri-
cle hypertrophy observed in trained mice was defined as
‘symmetric’ because the LV remodeling index was similar
between the CON and VWR mice. The definition of this
characteristic is an increase in cavity dimension and
volume accompanied by an increase in thickness and mass
of the ventricles without modification of LV geometry.”
This is in agreement with studies on elite triathletes,
soccer players and rowers where there was no difference
between their control and trained groups.”***

Wheel running in mice was shown to increase muscle
mass (TA and Sol), muscle mass/BW ratio and the COx
activity in soleus. Because soleus is an oxidative muscle,**
the increase in COx activity in the soleus implies that the
wheel running was responsible for enhancing the efficiency
of the COx activity and consequently the oxidative
capacity,” but not the amount of functional mitochondria.
Indeed, CS and SDH, Krebs cycle enzymes which reflect
the amount of functional mitochondria, did not increase.*
The oxidative capacity of the TA does not seem to be influ-
enced by the wheel running either. Our results are in con-
trast with Allen et al.* who observed, in the TA, a shift of
the muscle fibers from the glycolytic IIb and IId fibers to
the more oxidative Ila fibers after only four weeks of
wheel running, which should have modified the oxidative
capacity of the muscle.* These discrepancies could be
explained by the average running distance and running
intensity. A longer running distance, as presented in the
Allen et al. s’cudy,4 is sufficient to induce a shift in the TA,
while a running intensity inferior to 50% of maximal
oxygen consumption, as suggested by Dudley et al.,*> may
not elicit an adaptation in mitochondrial content, particu-
larly in fast-twitch like TA. These combined observations
may explain our results.

This study had several limitations. First, there were no
baseline MRI measurements before the eight weeks of
VWR. As C57Bl6 are inbred, it is well accepted that at the
same age, the variability in weight and organic develop-
ment is very low (as observed in the present study in
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CON mice). In addition, mice from the two groups were
randomly divided at the beginning of the protocol to over-
come this issue. The second limitation is the use of 1.5-2%
isoflurane during MRI. Kober et al.** showed that with iso-
flurance levels between 1.25% and 2%, myocardial blood
flow changes may modulate the heart hemodynamics. For
MRI acquisition considerations (i.e. 15-17 frames per
cardiac cycle), we chose to adjust isoflurane concentration
to maintain comparable heart rate between mice. As they
were inbred mice, we hypothesized that they need approxi-
mately the same isoflurane concentration. Indeed, there was
no difference between groups in isoflurane concentration to
maintain stable heart rate during acquisition. However, as
the heart rate was artificially maintained by isoflurane,
this measurement could not be used as a physiological par-
ameter enabling to calculate cardiac output.

In conclusion, we have demonstrated that in vivo MRI
results are related to ex vivo anatomical and biochemical
adaptations to exercise training. As a result, MRI seems to
be a valid methodology that could allow researchers to both
reduce the number of animals required, and to perform a
longitudinal follow-up of the heart hypertrophy/training
level coupled with other organic characteristics by MRI.
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Etude n°3 : Le stress d’hypoxie/réoxygénation stimule certains marqueurs
impliqués dans la crise vaso-occlusive chez les souris drépanocytaires SAD

E.Aufradet, G.DeSouza, V.Bourgeaux, A.Bessaad, Y.Campion, E.Canet-Soulas, EN.Chirico,
AM.Chevrier, Y.Godfrin and C.Martin.

A soumettre dans British Journal of Haematology en 2012.

La souris SAD présente une physiopathologie de la drépanocytose peu sévére a I'état
stable expliquée par une concentration en HbS d’environ 19%, ce qui est assez éloigné des
95% d’HbS chez les sujets drépanocytaires. Cependant, comme cela est décrit dans la revue

AP constitué de I'assemblage de trois

de littérature ( A. partiel.lll.1.i; p 37), le transgéne
mutations, augmente la sévérité de la mutation HbS et rend les GR beaucoup plus sensibles
a la désoxygénation (127). Cela provoque chez les souris SAD le développement de crises
vaso-occlusives lorsque I'animal est soumis a un stress d’hypoxie/réoxygénation. C'est dans
ce cadre que cette expérimentation a été mise en place. Le but de cette étude était donc de
s’assurer que le stress d’H/R permettait bien la mise en place de perturbations vasculaires
pouvant mener aux CVO et d’identifier quels marqueurs de I'adhérence vasculaire et du
stress-oxydatif pouvait étre influencés par ce stress d’H/R. Ainsi, des souris SAD ou contréles
C57BI/6 ont été soumises ou non a un stress d’H/R consistant en 4h d’hypoxie a 6,5% d’0O,
suivi par 2h ou 6h de réoxygénation. Les deux temps de réoxygénation ont été choisis afin de
déceler des différences dans I’évolution des marqueurs de la CVO. Le stress d’H/R a abouti a
une diminution de I’hématocrite, du volume globulaire moyen et de la quantité de
réticulocytes couplée a une augmentation de la LDH aprés 6h de réoxygénation. Ces
résultats suggerent une augmentation de I'"hémolyse chez les souris SAD. De plus, nous
avons observé que les souris SAD, en réponse au stress d’H/R, présentaient: une
augmentation de [I'expression endothéliale de VCAM-1, du stress oxydatif, des
concentrations plasmatiques en TNF-o et IL-6 ainsi que des ARNm codant pour VCAM-1,
ICAM-1, IL-1B, ET-1, eNOS et TF. En parallele, les activités antioxydantes de la GPx et de la
catalase étaient diminuées. Le stress d’"H/R semble donc déclencher des dysfonctionnements
endothéliaux et systémiques chez les souris SAD. L’hémolyse accrue pourrait étre impliquée
dans la production délétére de ROS pouvant participer a 'augmentation du stress-oxydatif,

de I'inflammation et a une activation endothéliale anormale. Le stress d’H/R utilisé permet
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donc de stimuler, chez les souris SAD, des mécanismes moléculaires participant a la
formation des CVO. Celles-ci n‘ont cependant pas été observées au niveau tissulaire,
probablement du fait d’'une durée d’H/R est trop courte pour arriver a des modifications
anatomiques. Des congestions rénales et pulmonaires ont en effet été observées pour des
durées d’hypoxie de 18 a 48h a 8% d’oxygene et un temps de réoxygénation de 1h a
2h (130,134,642). Ce type de stress hypoxique n’a cependant pas été choisi dans nos études
car il induisait une trop grande hétérogénéité de réponse chez nos souris du point de vue de
I’expression des ARNm.

Cette étude nous permet donc de disposer d’'un modeéle de souris transgénique
drépanocytaire présentant des dysfonctionnements endothéliaux impliqués dans les CVO
suite a un stress d’H/R. Ce protocole a été par la suite utilisé pour déterminer les effets de
nouveaux procédés thérapeutiques sur le développement de la CVO : nous avons ainsi testé
les effets de I'activité physique volontaire (étude 4) et de l'injection de GR encapsulant de
I'Inositol HexaPhosphate (IHP, un effecteur allostérique de I’'Hb) chez les souris SAD. Les

résultats de ce dernier travail sont présentés dans I'article en annexe 2.
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Hypoxia/reoxygenation stress increase markers of vaso-occlusive crisis in sickle SAD
mice

E.Aufradet’, G.DeSouza®, V.Bourgeauxz, A.Bessaad’, Y.Campionz, E.Canet-Soulas®, EN.Chirico™?,

AM.Chevrier?, Y.Godfrin? and C.Martin®

'EA 647 Center of Research and Innovation on Sports, University Claude Bernard Lyon 1, University of Lyon,
Lyon, France; 2 ERYTECH Pharma, Lyon, France; *INSERM U1060, Laboratory CarMeN, University Claude
Bernard Lyon 1, University of Lyon, Lyon, France.

Abstract: The sickling of the red blood cells (RBCs) in sickle cell disease (SCD) participates in
vascular occlusion. Other factors such as inflammation, vascular adhesion, oxidative stress,
coagulation, and vascular tone modulation are also involved in vasoocclusive crisis (VOC). SAD mice
are sickle transgenic models, in which VOC are triggered by a hypoxia/reoxygenation (H/R) stress.
The aim of this study was to further characterize the molecular response of factors involved in VOC
during a hypoxic stress followed by two length of reoxygenation (2 or 6h) in SAD mice. Results in SAD
mice show: 1) a decrease in reticulocytes count, hematocrit, and mean corpuscular volume as an
increase of LDH and sickled cell proportion after 6h of post-hypoxia reoxygenation; 2) a significant
increase in lung mMRNA encoding for VCAM-1, ICAM-1, IL-1b, ET-1, eNOS, and TF after 2h of
reoxygenation associated with a continuous increase in VCAM-1 expression on lung endothelium
(baseline<2h<6h); 3) a rise in oxidative stress with increased lipid oxidation and decreased anti-
oxidant enzyme activities, and 4) an increase in plasma TNF-o and IL-6 after 6h of reoxygenation and
a decrease in plasma ET-1 during the reoxygenation time. In SAD mice, H/R stress induces hemolysis
that, together with oxidative stress, inflammation, vascular adhesion molecules and coagulation, may
induce vascular occlusion and consequently RBC sickling. The present results give the kinetics of VOC
molecular markers in SAD mice enabling us to test the efficiency of new therapeutical processes

against VOC.
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Introduction:

Sickle cell disease (SCD) is a genetic disorder caused by a single mutation on the B—globin
gene (1). The deoxygenation of sickle hemoglobin (HbS, in contrast to normal hemoglobin: HbA) by
hypoxia, acidosis or dehydration leads to the sickling of red blood cells (RBCs) (1). Vaso-occlusive
crisis (VOC) is one of the most important and problematic symptom of this hereditary disease and
seems to be caused by a multifactorial process which involve inflammation, vascular adhesion,
oxidative stress, coagulation, and abnormal vascular tone modulation (2). This may lead to episodes
of stroke, acute chest syndrome, osteonecrosis, or painful crises which may be very disabling for the
SCD subjects (2-4).

In the case of clinical or fundamental research, the use of transgenic SCD mice is helpful in
both understanding the VOC mechanisms and testing the effects of some therapeutic processes on
the vascular occlusion development. Experimentally, this means that VOC have to be induced in the
SCD mice, with many studies selecting a hypoxia/reoxygenation stress. This choice is made for two
reasons: 1) hypoxia stimulates the sickling of the RBCs, which is the first event involved in the
vascular occlusion formation and leads to decreased blood flow and tissue oxygenation (5) and 2) the
reoxygenation period activates stressful reperfusion mechanisms. During reperfusion, restoration of
blood flow and oxygenation is known to stimulate oxidative stress (6-8), inflammation (9-10),
vascular adhesion (7,11-12), coagulation (13-14), and an abnormal modulation of vascular tone (15-
18). Thus, H/R stress activates the main factors involved in the VOC in SCD (2).

In the sickle SAD mice model (19), H/R stress is a known inductor of VOC. Consequently, some
organic damages have been observed in the lungs with thrombi and vascular congestion, in the liver
with hepatocellular damages, and in the kidney with decreased blood flow velocity suggesting VOC
and vascular congestion (20-24). However, molecular mechanisms and kinetics of VOC associated
markers developed in SAD mice during H/R stress are still poorly evaluated. Thus, the aim of this

study was to characterize the response to an acute hypoxic stress followed by two reoxygenation
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durations in SAD mice. Blood and tissue markers participating in VOC were analyzed in the field of

inflammation, vascular adhesion, oxidative stress, coagulation and modulation of the vascular tone.
Materiel and Methods:

Animals: The Guide for the care and use of laboratory animals provided by the Institute for
Laboratory Animal Research (National Academy of Sciences, USA) were followed and all animal
protocols were approved by the regional animal care committee (Rhone-Alpes, France).

SAD mice (10-15 weeks old) and C57BI/6J (13 weeks old) were used in this study. SAD mice

humang SAD) containing three sickle mutations: D-

express the human hemoglobin SAD transgene (o,
punjab (B'*'GIn), Antilles (B*lle) and B° {B°Val) which confer =19% of HbSAD (19). This transgene
leads the SAD mice to mimic the hypoxia-induced vasoocclusive events of human SCD (20). The
C57BI/6J mice (Charles River, L'Arbresle, France), which are the background of the SAD mice, were

used as controls in this experimentation. During the protocol, mice were maintained on a 12h light-

dark cycle with food and water ad libitum.

Experimental protocol: SAD and C57BI/6 mice were divided into 3 groups for each strain (7
mice/group): one normoxic (SADn or C57n) and two hypoxic groups which were exposed to an acute
hypoxia (6.5% oxygen during 4h) followed by 2 hours (SAD-2h or C57-2h) or 6 hours (SAD-6h or C57-
6h) reoxygenation in ambient air. Hypoxia was induced by placing mice in a chamber (Biospherix,
Redfield, NJ, USA) equipped with an oxygen (O,) sensor system (Pro-ox, Biospherix, USA) controlling
the pure nitrogen gas distribution (Nitrogen 4.5, Linde Gaz s.a, St Priest, France). Oxygen proportion
in the chamber was progressively (within 30min) decreased from 21% to 6.5% after the entrance of

the mice and then maintained at 6.5%.

Tissue sampling: After the end of the reoxygenation period, mice were anesthetized with an
intraperitoneal injection of pentobarbital (50mg/Kg, Dolethal®, Vétoquinol, Lure, France) and blood
was collected by a retro-orbital venipuncture into EDTA tube for hematologic and plasma analysis.

Mice were transcardially perfused during 70 seconds with 0.9% NaCl (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
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USA). The inferior right lung and the heart were quickly dissected and immediately frozen in liquid
nitrogen for RT-qPCR and oxidative stress analysis, respectively. The left lung was dissected and

specifically treated for the immunohistologic analysis (see below).

Hematologic analysis: Hematocrit (Htc), red blood cells (RBCs), mean corpuscular volume
(MCV), white blood cells (WBCs), and platelets were measured in whole blood using an ABX
automate (Horiba, Montpellier, France). The proportion of reticulocytes was assessed by flow
cytometry using thiazole-orange staining (BD Retic reagent, BD Pharmingen, Oxford, UK). The
proportion of sickled cells in whole blood was blindly (two experimenters) counted in 25 pl of the
suspensions fixed on plastic glass Kova-slides (Dutscher, Brumath, France) with deoxygenated
phosphate-buffered glutaraldehyde (2%). The percentage of sickled cells was estimated using at least
500 cells at a magnification x 40 using an Olympus-CX31 microscope (Revol, Lyon, France). Cells that

were not biconcave were considered to be sickled.

RT-gPCR : Total mRNA from the inferior right lung was isolated using Trizol reagent (Tri
Reagent LS, Euromedex, Souffelweyersheim, France) according to the manufacturer instructions,
purified with the Ambion® TURBO DNA-free™ (Ambion, Austin, TX, USA) and concentrated at 80
ng/uL. 1000ng per sample of total MRNA were reverse transcribed to cDNA with the reverse
transcriptase RNase Hminus (Promega, Madison, WI, USA) using oligo (T)is. RT calibration was done
in the presence of 80 pg of a synthetic external and nonhomologous poly(A) Standard RNA (SmRNA)
used to normalize the reverse transcription of mRNAs of biological samples (Morales and Bezin,
patent W02004.092414). Real-time gPCR analysis was performed on a LightCycler® System (Roche,
Penzberg, Germany) by using the Quantitect SYBR®green PCR kit (Qiagen, Venlo, Netherlands). The
thermal profiles consisted of 15min at 95°C for denaturing followed by 45 cycles of amplifications (15
sec at 94°C for denaturation, 30 sec at 58°C for annealing and 6 sec at 72°C for extension). Results
obtained for the targeted mRNAs were normalized against the SmMRNA. The primer pairs used were:

Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1; NM_011693.2) forward 5 TGG TGA AAT GGA ATC TGA
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ACC 3’, reverse 5’ CCC AGA TGG TGG TTT CCT T 3’ (86 bp); Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1 ;
NM_010493.2) forward 5° CCC ACG CTA CCT CTG CTC 3’, reverse 5" GAT GGA TAC CTG AGC ATC ACC
3’ (72 bp); Interleukine-1/ (IL-13; NM_008361.3) forward 5’ TTG ACG GAC CCC AAA AGA T 3’, reverse
5" AGC TGG ATG CTC TCA TCA GG 3’ (73 bp); Endothelin-1 (ET-1; NM_010104.2) forward 5’ TTC TCC
AGG AAA ACT AAC CAA AA 3, reverse 5" CCA CAA TGA TGA GTG TTT CTC C 3’ (85 bp); Tissue factor/
coagulation factor Il (F3) (TF; NM_010171.3) forward 5 TTC TCC AGG AAA ACT AAC CAA AA 3/,
reverse 5° CCA CAA TGA TGA GTG TTT CTC C 3’ (94 bp); Endothelial nitric oxide synthase (eNOS;
NM_008713.4) forward 5° CC AGT GCC CTG CTT CAT C 3, reverse 5' GCA GGG CAA GTT AGG ATC AG

3’ (66 bp).

Immunohistology: Slides were prepared from the left lung. Tissues were pre-treated after
dissection with a tracheal injection of 1/3 cryomatrix (thermoFisher scientific, Waltham, MA, USA)
diluted in PBS 1X (VWR, West Chester, PA, USA). Afterward, lung were fixed in 4% paraformaldehyde
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) in 0.1M phosphate buffer solution (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) during 2h, then incubated 24h in 25% sucrose (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) for
cryoproctection and rapidly frozen in -40°C isopentane (VWR, West Chester, PA, USA) before being
stored at -80°C. VCAM-1 immunostaining was performed on 7um frozen sections of the left lung
using a Rat monoclonal anti-mouse VCAM-1 diluted at 1:40 (MCA2297GA, serotec AbD, Kidlington,
UK). After washes, the sections were then incubated with a Biotinilated Donkey anti-Rat (712-485-
153, Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) diluted at 1:500. The revelation was performed with the
avidin-biotinylated enzyme complex (vectastain Elite ABC standard peroxydase Kit, Vector Lab,
Burlingame, CA, USA) and its substrate 3’,3-diaminobenzidine (DAB Peroxidase Substrate Kit, Vector
Lab, Burlingame, CA, USA). Expression of VCAM-1 was semi-quantified by visual observation of the
blood vessels from a slide: for each vessel, a score from 1 to 4 (1: no VCAM-1 immunostaining, 2: less
of 25% VCAM-1 expression, 3: less of 50% of VCAM-1 expression, 4: more than 50% of VCAM-1
expression). The VCAM-1 score was, for each mouse, the mean of each vessel score from a slide.
Analysis was blindly performed by two investigators under a light microscope (Leitz DIAPLAN
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Microscope, Leica, Wetzlar, Germany), and images were captured with a video camera 3CCD (DXC-

930P, Sony, Tokyo, Japan) coupled to an image analysis system (Visilog® 6.3, Noesis, ).

Plasma analysis: Plasma analysis were performed in the SAD-6h and C57-6h mice with 3
successive retro-orbital blood collections: at baseline before the H/R stress, after 2h of reoxygenation
and after 6h of reoxygenation before sacrifice. Molecular assays were done with commercial kits for
IL-1b (Mouse 1I-1B ELISA Max™ Set Standard, Biolegend, San Diego, CA, USA), interleukine-6 (IL-6;
Mouse II-6 ELISA Max™ Set Standard, Biolegend, San Diego, CA, USA), tumor necrosis factor-o. (TNF-
o; Legend Max™ Mouse TNF-o ELISA kit, Biolegend, San Diego, CA, USA), ET-1 (Endothelin-1 ELISA
kit, Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA) and lactate dehydrogenase (LDH; QuantiChromTM LDH
Kit, BioAssay Systems, Hayward, CA, USA). The detection limits were 31.3 pg/mL, 7.8 pg/mL, 15.6

pg/mL, 0.41 pg/mL and 2 IU/L, respectively.

Oxidative stress: The heart was homogenized (10%, w/v) in PBS 1X + EDTA 0.5mM in liquid
nitrogen. A first centrifugation at 1,500g for 4 min at 4°C permitted to collect the supernatants for
malondialdehyde acid (MDA) and protein measurements. A second centrifugation was performed at
12,000g for 10 min at 4°C and the resulting supernatants were used for gluthatione peroxydase (GPx)
and catalase activity assays. Homogenate aliquots were stored at -80°C. Protein concentrations in
lungs were determined using the BCA protein assays Kit (Novagen, Darmstadt, Germany) in
accordance to the manufacturer’s instructions.

All the products used for oxidative stress measurements came from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO,
USA). Concentrations of baseline plasma MDA were determined as thiobarbituric-reactive substances
as previously described (25). The pink chromogen was extracted with n-butanol and MDA
concentration was calculated using 1,1,3,3- tetraethoxypropane as standard. GPx activity was
determined by the modified method of Paglia and Valentine (26) with hydrogen peroxydase as
substrate and reflects the rate of NADPH to NADP+ oxidation after addition of the gluthatione

reductase, reduced gluthatione and NADPH. Catalase activity was determined as previously
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described (27), using hydrogen peroxide as a substrate, and formaldehyde as a standard: activity was
determined by the formation rate of formaldehyde induced by the reaction of methanol and H,0,
using catalase as enzyme. Spectrophotometry was done with the TECAN Infinite 2000 (Mannedorf,

Switzerland) and results were reported per mg of total protein.

Statistics: All statistical analyses were performed using STASTISTICA v10 (Tulsa, OK, USA). To
determine the use of parametric or non-parametric test, normality (Kolmogorov-Smirnov) and
variance homogeneity (Fisher) tests were performed. Lung VCAM-1 immunostaining was compared
between groups with two-ways ANOVA followed by Fisher post-hoc test. The significant differences
among the other non-parametric parameters at the different time points were tested thanks to non
parametric Mann-Whitney test. A “p” value inferior to 0.05 was considered statistically significant

and the data are expressed as mean + SE.

Results:

Hematological characteristics. At baseline, while hematocrit, RBCs and MCV were lower in the
SAD group, WBCs, reticulocytes and platelets were significantly higher in SAD mice than in their C57
counterparts. After hypoxia, hematocrit values tended to decrease after 2h of reoxygenation and 6h
of reoxygenation in C57 (p=0.078) and SAD (p=0.11) mice, respectively. The same variations were
observed concerning MCV: C57 mice decreased at 2h and 6h compared to C57n, while SAD mice
decreased at 6h compared to SADn (p=0.13) and SAD-2h (p<0.05). H/R stress did not induce any
WABCs variations in the C57 group but a WBCs decrease was observed in SAD-2h mice compared their
SADnN counterparts. Reticulocyte proportion inversely changed in response to 6h reoxygenation as it
significantly decreased (-28% vs. SADn; p<0.05) and increased (+26% vs C57n; p<0.05) in SAD and C57
mice, respectively. RBCs and platelet concentrations were not different after H/R in the SAD group. In
C57 mice, 6h reoxygenation increased the platelets concentrations. Sickled cell percentage, specific

to SAD mice, was increased after H/R stress at 6h of reoxygenation (+136% vs SADn; p<0.05).
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Plasma markers of inflammation, vasoconstriction and hemolysis. Six hours reoxygenation
after hypoxia induced higher plasmatic concentrations of pro-inflammatory cytokines IL-13 (p=0.1)
and TNF-o. (p<0.05) in SAD mice compared to C57 mice (Figure 1). Moreover, TNF-o. concentrations
increased significantly in the SAD-6h by comparison with SAD-2h. Plasma IL-6 concentrations were
lower in the SAD groups compared to their C57 counterparts after 2h or 6h of reoxygenation.
However, in both groups, IL-6 increased at 6h by comparison with the 2h and normoxic conditions
(p<0.05). Endothelin-1 (ET-1), one of the most potent endothelium-derived vasoconstrictor which
participates in the VOC processes, was more concentrated in SAD groups compared to control groups
at baseline (p=0.07) and 2h after hypoxia (p<0.05). Moreover, the plasma ET-1 concentrations
significantly decreased after the H/R stress in SAD mice only compared to normoxia values (-30% at
2h and -47% at 6h; p<0.05). Lactate dehydrogenase (LDH), a plasma marker of hemolysis, tended to
increase after 6h reoxygenation in SAD (vs. SADn, p=0.08 and SAD-2h, p=0.1) and C57 (vs. C57-2h,

p<0.05) groups (Figure 1).

Oxidative stress. Baseline results (Table 2) show no statistical difference between C57n and
SADn groups for MDA and Catalase but GPx activity was higher in the SAD group compared to C57
group (+25%; p<0.05). Results in figure 2 are expressed as percent increase from baseline values and
after the H/R stress. Plasma MDA significantly increased in SAD mice after 2h of post-hypoxia
reoxygenation compared to SADn while these concentrations decreased in C57 mice after 6h of
reoxygenation compared to baseline values (p<0.05 vs C57n and p=0.08 vs C57-2h). Moreover, MDA
more importantly increased in SAD-2h and SAD-6h than C57-2h and C57-6h, respectively (Figure 2).
Regarding the anti-oxidant enzymes, GPx and catalase activities increased after 6h of reoxygenation
compared to 2h (p=0.11) in C57 mice, while the contrary was observed in SAD mice: GPx activity
tended to decrease 6h post-hypoxia compared to SADn and SAD-2h (p=0.08) and catalase activity
decreased after 2h of reoxygenation vs. SADn (p<0.05). Furthermore, GPx and catalase activities
were lowest in the SAD-6h group compared to the C57-6h group (p<0.05 and p=0.08, respectively)
(Figure 2).
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Effect of H/R stress on lung mRNA expression of molecules participating in VOC. After 2h of
reoxygenation, the transgenic SCD mice presented similar variations in several genes encoding for
adhesion molecules (VCAM-1, ICAM-1), pro-inflammatory cytokine (IL-1b), coagulation molecule (TF)
and vascular tone modulators (eNOS and ET-1) (Table 3 and Figure 3). The number of mRNA copies of
these genes significantly increased compared to SADn and SAD-6h (p<0.05). Furthermore, after 6h
reoxygenation, these transcripts in SAD mice were higher than in the normoxic conditions except for
VCAM-1 (p=0.14). In C57 mice and compared to baseline values, H/R was also associated with an
increased number of mRNA encoding for ICAM-1, IL-1, TF, eNOS (in C57-2h only) and VCAM-1
(p=0.09), ICAM-1 and IL-1f (in C57-6h only). ET-1 in C57 mice was the only gene which was increased
at 6h post-hypoxia compared to C57n and C57-2h.

VCAM-1 immunostaining in the lung after H/R stress. The results of VCAM-1 expression on the
lung vessel walls are presented in figure 4. An increase in VCAM-1 immunostaining was observed in
C57 and SAD mice in response to H/R. In control C57 mice, expression of VCAM-1 was only increased
after 6h of post-hypoxia reoxygenation (+42% compared to C57n and +48% compared to C57-2h;
p<0.05). In SAD mice, this increase was progressive and related to the duration of reoxygenation:
VCAM-1 staining in SAD-2h group was significantly higher than in SADn (+58%) and SAD-6h expressed
more VCAM-1 than SADn (+121%) and SAD-2h (+40%, p<0.05). Moreover, compared to C57 mice in
the same conditions, VCAM-1 expression was higher in SAD mice after 2h and 6h of post-hypoxia

reoxygenation (Figure 4).

Discussion:

Vaso-occlusive crisis is @ major symptom of SCD and can be very disabling for those with this
disease. In order to further characterize an animal model to study this condition, we have examined
the dynamic molecular responses of VOC markers to H/R stress in the sickle SAD mice. Association
between hypoxic stress and reperfusion mechanisms stimulates VOC in SAD mice. The main results

obtained in the present study show that the hematologic disturbances induced by H/R are associated
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with plasma and tissue over-expression of mRNA and/or proteins involved in inflammation (IL-1f,
TNF-o, IL-6), vascular adhesion (VCAM-1, ICAM-1), oxidative stress (MDA, GPx and catalase),
coagulation (TF), and vasoconstriction (ET-1).

Hypoxia/reoxygenation stress is involved in some modifications of hematologic variables in
SAD mice (essentially RBCs). After 6h of post-hypoxia reoxygenation, the decrease proportion of
reticulocytes was associated with reductions in hematocrit (p<0.11) and MCV, and with the increase
in LDH, a marker of hemolysis. These results suggest a delayed negative effect of hypoxia on the RBCs
during the reoxygenation period characterized by an increase in hemolytic processes. Hemolysis is
very destructive because it induces the release of hemoglobin and heme into the blood. In addition,
the released iron is known to catalyze reactive oxygen species (ROS) production and may contribute
to vascular occlusion formation (5). Moreover, an increase in sickled cell proportion after 6h of
reoxygenation suggest local hypoxia, probably caused by vascular occlusion, which could stimulate
HbS polymerization and RBC sickling.

Hypoxia/reoxygenation induced differential oxidative stress responses in SAD and in C57BI/6
mice as MDA concentrations increased in SAD and decreased in C57 mice after H/R. In SAD mice,
these results may be explained in part by the decrease in anti-oxidant enzyme activities, as observed
2h post-hypoxia for catalase and 6h post-hypoxia for GPx. The increased oxidative stress in SAD mice
may be caused either by hemolysis as discussed above or by reperfusion stress which is known to be
highly oxidative and to reduce the enzymatic defenses (6-8,28). The present results confirm those of
two studies in other models of sickle mice, where H/R stress induced a rise in oxidative stress (29-30).
This may involve vascular adhesion and occlusion (29-30), as oxidative stress is known to stimulate
the NFkB pathway implicated in cytokine and cell adhesion molecule expression (5).

Vaso-occlusive crisis is due to complex mechanisms which involve many factors including
inflammation, vascular adhesion, coagulation, and vascular tone modulation (2). The interesting
result of this study is that H/R stress in SAD mice contributes to some of these factors, including a rise

in lung VCAM-1 mRNA and protein expression. VCAM-1 is located on the endothelial surface and
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contributes to VOC by linking VLA-4 receptors expressed on the WBCs (31) and on stressed
reticulocytes (32). Stressed reticulocytes are immature RBCs that are rapidly formed by the bone
marrow in response to hemolysis (32). Moreover, mRNA encoding for ICAM-1 was also increased
after H/R. ICAM-1 has been demonstrated in SCD to trigger the adhesion of WBCs on the
endothelium via the receptors Mac-1 and LFA-1 expressed on the leucocytes surface (31). These
increases in cell adhesion molecules (CAM) may generate stasis zones due to increased blood cell
adhesion. The increase in cell adhesion can increase RBC transit time, thereby promoting HbS
polymerization, sickling of RBCs, and vaso-occlusive episodes (33). The present study supports this as
demonstrated by the rise of sickled cell proportion after 6h of reoxygenation. Several studies in SCD
mice models using intravital microscopy have observed an increase of the leucocytes/endothelium
adhesion after H/R stress (23,30,34). The present VCAM-1 and ICAM-1 data could account for those
results. Other CAM, such as selectins, can participate in blood cell adherence to the endothelium. In
SCD mice, P-selectin seems to play an important role on leucocytes adhesion, particularly on the
initiation of adhesion, i.e. “rolling”. In fact, intravital microscopy observations demonstrate that
inhibition or invalidation of P-selectin in transgenic SCD mice permit to significantly reduce the
leucocytes adhesion after H/R stress (30,35).

In parallel to this CAM increase, a significant increase in plasma TNF-a and IL-6 was observed
after 6h of reoxygenation while IL-13 remained stable and tended to be higher than the C57 groups.
These results confirm those of De Franceschi et al. who observed an increase of TNF-¢, IL-10t, and IL-
6 in the bronchoalveolar fluid after H/R stress (22). TNF-o. is a important cytokine involved in
reperfusion damage with a cytotoxic effect for stimulating other chemokines (36). Moreover, it
participates, along with IL-1, to the activation of the transcription factor NFkB, which is involved in
cell adhesion molecule expression (36-37). The IL-6 cytokine is described as a pro-inflammatory
cytokine but it was recently suggested that this molecule should be classified as an anti-inflammatory
cytokine because it activates some anti-inflammatory cytokines such as IL-10 or IL-1ra (38). In our

study, the H/R stress induced a more significant rise in plasma IL-6 in C57 than in SAD mice. This
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effect seen in SAD mice could result in a weaker stimulation of anti-inflammatory mediators after the
H/R stress, increasing the inflammatory response, reperfusion stress, and endothelial activation in
these mice compared to control mice.

The results presented in this study also indicate a rise of lung TF, eNOS, and ET-1 transcripts
and a decrease of plasma ET-1 concentration that nonetheless remain higher after 2 h of
reoxygenation in SAD mice compared to C57 mice. We thus confirm the results of two previous
studies conducted in other mice models of SCD which observed a rise of endothelial TF expression
probably induced by the NFkB(p50) pathway after an H/R stress (39-40). Plasma concentrations and
mRNA of the vasoconstrictor ET-1 have not evolved in the same direction after H/R. The plasma ET-1
decrease associated with the ET-1 mRNA increase in lung during reoxygenation could be explained by
an inhibition in the translation of mMRNA to protein. It could be hypothesized that the inhibition of ET-
1 expression is due to nitric oxide (41), a powerful vasodilator produced by eNOS (42). As eNOS
MRNA were up-regulated in the present study, one may speculate that NO production was further
increased in SAD mice in response to H/R, leading to a decrease in ET-1. However this hypothesis
seems unlikely as it has been shown that during VOC nitric oxide bioavailability decrease in sickle
mice (42-43) and plasma ET-1 expression increase in SCD patient (44-45). Moreover, in SAD mice, the
pharmacologic antagonist of ET-1 receptor, namely bosentan, has been proven to restore blood flow
after H/R stress (24), suggesting an involvement of ET-1 in the blood flow disturbances observed in
SCD. However, after 2h of post-hypoxia reoxygenation, SAD mice presented higher ET-1
concentrations than C57 mice. This result highlights the fact that vascular tone may be further
altered compared to “baseline” conditions, which in combination with other modified factors as seen
in this study, could lead to vaso-occlusive

The use of two periods of reoxygenation highlights the importance of adjusting the
reoxygenation time after hypoxia according to the observed molecule and to precisely respect this
period for each mouse. Indeed, the increase of mRNA encoding for VCAM-1 after 2h of

reoxygenation and the increase of VCAM-1 immunostaining after 2h then 6h of reoxygenation
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demonstrate the importance of the marker kinetic and a disregard for the period of reoxygenation

may mask some effects of the H/R stress.

In conclusion, this model of H/R stress in SAD mice activates certain factors involved in VOC as
RBCs sickling, hemolysis, and reperfusion increase the upregulation of pro-inflammatory cytokines,
vascular adhesion molecules, oxidative stress, and coagulation factor. Further clarification was
necessary to determine how the vascular tone participates in this process. Therefore, this study
demonstrates specific VOC markers in this experimental model of SCD that could be used to test new

therapeutical approaches and their efficacy in the modulation of VOC intensity in SCD.
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Hematocrit RBCs MCV Reticulocytes Sickled cells WBC Platelets

(%) (10°/ul) (f1) (%) (%) (10°/ul) (10°/ul)
C57n 439+1.3 9.6+0.3 45.7+0.3 25+0.1 - 1.0+0.1 676 £41
C57-2h 39.1%+2.1a 86+0.4 45.2+0.3§ 2.5+0.2 - 1.3+0.2 637 £ 29
C57-6h 41.0+1.3 9.2+0.2 447+0.4§ 3.2+0.18# - 1.5+04 930 £ 53 §#
SADn 384+09* 87+0.2* 441+0.4c 52+04* 43+0.9 76+08* 1173+66*
SAD-2h 382+10* 86+0.2%* 445+04* 5.1+04*% 9.4+4.0 32+06*§ 1136+84*
SAD-6h 345+2.0*b 81+0.6* 42.7+0.6*#d 3.7+04%*§e 145+24§ 58+17* 1073+126*

Table 1: Hematologic parameters under normoxia (C57n; SADn) and under hypoxia followed by 2h
or 6h reoxygenation in C57BI/6 (C57-2h; C57-6h) and SAD mice (SAD-2h; SAD-6h). *: p<0.05 vs.
C57n ; §: p<0.05 vs. normoxic group of the same species; #: p<0.05 vs. 2h of the same species; a:
p=0.078 vs. C57n; b: p=0.11 vs. SADn and SAD-2h; c: p=0.063 vs. C57n; d: p=0.13 vs. SADn; e: p=0.063
vs. SAD-2h. Values are means + SE.

MDA GPx Catalase
C57n 19.64 £ 0.83 0.100 + 0.004 26.22 £+5.43
SADn 17.93+1.29 0.134 £ 0.007 * 35.09 + 2.55

Table 2: Normoxia oxidative stress values and antioxydant activities in C57Bl/6 and SAD mice
(C57n; SADn). MDA concentrations are expressed in umol/L/mg protein; GPx and Catalase activities
are expressed in pmol/mL/min/mg protein.*: p<0.05 vs. C57n. Values are means * SE.

IL1-B mRNA TF mRNA eNOS mRNA ET-1 mRNA
C57n 93+13 160+ 18 33+5 260 £ 32
C57-2h 629+ 120§ 298+37§ 49+6§ 218 £ 22
C57-6h 573+136§&§ 217 + 27 35+4 449 + 62 §#
SADn 69 + 25 113 + 68 22+12 304 + 149
SAD-2h 1489 +454 § 30378+4811§ 1855+292¢§ 16233+2410§
SAD-6h 414 +139 §# 4304 £2599 §# 205+94 &# 3515+2033 &#

Table 3: mRNA expression under normoxia (C57n; SADn) and hypoxia followed by 2h or 6h
reoxygenation in C57BI/6 (C57-2h; C57-6h) and SAD mice (SAD-2h; SAD-6h) in the lung. §: p<0.05
vs. normoxic conditions in the same species; #: p<0.05 vs. 2h of the same species. Values are means +
SE.
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Figure 1: Effect of H/R stress on plasma kinetic of IL-1B, IL-6, TNF-a, ET-1 and LDH concentrations
respectively under normoxia (C57n; SADn) and under hypoxia followed by 2h or 6h reoxygenation
in C57BI/6 (C57-2h; C57-6h) and SAD mice (SAD-2h; SAD-6h). Results are obtained in the C57-6h
(dark circle) and SAD-6h (white circle). *: p<0.05 between C57 and SAD mice for the same sampling
time; #: p<0.05 in the same strain compared to normoxic condition; §: p<0.05 in the same strain
compared to 2h condition (“p” values for tendency are reported in parentheses). Values are means +
SE.
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Figure 2: Oxidative stress under normoxia (C57n; SADn) and under hypoxia followed by 2h or 6h
reoxygenation in C57BI/6 (C57-2h; C57-6h) and SAD mice (SAD-2h; SAD-6h).MDA : Malondialdehyde
acid, GPx: Glutathione peroxidase activity. *: p<0.05; § : p<0.05 versus C57-2h; #: p<0.05 versus C56-
6h; a: p=0.08 versus C57-6h. Values are means + SE.
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Figure 3: Lung VCAM-1 and ICAM-1 transcripts expression under normoxia (C57n; SADn) and under
hypoxia followed by 2h or 6h reoxygenation in C57BI/6 (C57-2h; C57-6h) and SAD mice (SAD-2h;

SAD-6h).*: p<0.05; a: p<0.05 compared to SAD-2h. Values are means * SE.
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Figure 4: VCAM-1 immunostaining on the lung endothelial surface. A) Immunohistological slides
were semi-quantified for VCAM-1 thanks to the staining intensity and a score describe in the material
and methods. *: p<0.05; §: p<0.05 versus C57-2h; #: p<0.05 versus C57-6h. Values are means + SE. B)
Staining for VCAM-1 in the blood vessel of lung in the C57BI/6 and SAD mice before H/R stress and

after 6h of reoxygenation. Magnification X270.
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Etude n°4 : ’activité physique volontaire en roue d’activité prévient
I’activation endothéliale et le stress oxydatif en réponse au stress
d’hypoxie/réoxygénation chez les souris drépanocytaires SAD

E.Aufradet, G.DeSouza, V.Pialoux, A.Bessaad, V.Bourgeaux, EN.Chirico, L.Bezin, A. Francina et

C.Martin.

A soumettre dans Haematologica en 2012.

Le but de cette étude était de déterminer les effets de I'activité physique chez les
souris drépanocytaires en réponse a un stress d’hypoxie/réoxygénation. Pour cela, des souris
contréles C57BI/6 et SAD ont effectué 8 semaines de roue d’activité physique volontaire
avant d’étre soumises a un stress d’H/R de 4h a 6,5% d’02 suivi de 2 ou 6h de réoxygénation.
L'analyse de certains parameétres observés dans I'étude n°3 a permis de montrer
que l'activité physique réguliere permet de réduire I'expression endothéliale de VCAM-1 et
le stress oxydatif en réponse a un stress d’H/R chez les SAD. L’augmentation de I'activité
antioxydante de la GPx observée chez les souris SAD entrainées au repos pourrait expliquer
cette baisse du stress oxydatif. De plus, nos résultats montrent une absence de variation de
la LDH chez les souris SAD ayant participé a I'activité physique réguliére, contrairement aux
souris « inactives » qui semblent présenter une hémolyse accrue en réponse au stress d’H/R.
Cette moindre hémolyse chez les souris SAD « actives » pourrait contribuer a réduire le
stress-oxydatif. Ainsi, alors que le stress d’H/R induit, chez les souris SAD contréles, des
dysfonctionnements endothéliaux qui pourraient étre responsable de désordres
microcirculatoires menant aux CVO, les souris SAD ayant participé a I'activité physique
réguliére présentent une atténuation marquée de ces anomalies endothéliales. Elles sont
caractérisées par une moindre activation endothéliale et un moindre stress oxydatif.

L'activité physique réguliere pourrait ainsi étre bénéfique chez les souris
drépanocytaires SAD, en réduisant I’expression de facteurs impliqués dans les CVO. D’autres
études doivent cependant étre menées pour confirmer ces résultats par des observations
plus directes de la CVO (analyses histologiques, microscopie intravitale) et sur des modeéles

murins plus séveres de la pathologie.
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Physical activity prevents endothelial activation and oxidative stress in sickle cell SAD
mice

E.Aufradet’, G.DeSouza®, V.Pialoux', A.Bessaad®, V.Bourgeaux?, EN. Chirico™, L.Bezin®, A. Francina’,
and C.Martin'

'EA 647, Center of Research and Innovation on Sports, University of Lyon, Lyon, France; > ERYTECH Pharma,
Lyon, France; 3 Inserm, U1028 — CNRS, UMR 5292, Translational and Integrative Group in Epilepsy Research,
University of Lyon, Lyon, France; * INSERM U1060, Laboratory CarMeN, University of Lyon, Lyon, France; > Unit
of Hemoglobin Molecular Pathology, Edouard Herriot Hospital, Lyon, FRANCE.

Abstract: Sickle cell disease (SCD) is a genetic pathology which is characterized by painful vaso-
occlusive crises (VOC) mainly triggered by hypoxia and subsequent accumulation of rigid red blood
cells (RBCs) in the vascular bed. Inflammation, vascular adhesion, hemolysis and oxidative stress are
among the major factors involved in RBCs trapping and can therefore accentuate the
pathophysiological conditions leading to the VOC crisis by increasing local hypoxia. Since chronic
physical activity is known to decrease these factors in healthy subjects and in inflammatory
pathologies, it could be beneficial in SCD by decreasing factors involved in vascular occlusions. This
study proposes to compare, in sickle SAD mice, the effect of 8 weeks of increased physical activity
(PA) by voluntary wheel running compared to untrained (CON) on the response to an acute
hypoxia/reoxygenation (H/R) stress inducing endothelial activation and oxidative stress. The main
results of this study showed that after the H/R stress there was a positive effect of PA in SAD mice
with a significant decrease in VCAM-1 immunostaining in lungs and in lipid and protein oxidations in
the heart. This possible improvement of endothelial activation and oxidative stress may be caused by
a better antioxidant activity at rest or by a limitation of hemolysis (plasma lactate dehydrogenase
was found to be higher in SADcoy than SADp,). This study thus suggests that physical activity could

blunt some deleterious effects of H/R stress in SAD mice and be protective against VOC.
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Introduction:

Sickle cell disease (SCD) is a genetic pathology characterized by a single mutation in hemoglobin
(Hb) gene (1). During periods of deoxygenation (promoted by hypoxia, acidosis or dehydration), this
abnormal Hb (HbS) leads to HbS-polymer formation and sickling of red blood cells (RBCs) (1). Vaso-
occlusive crisis (VOC) is one of the most common detrimental complications of SCD. Vaso-occlusion
results from many pathophysiological mechanisms including sickling of RBCs, hemolysis,
inflammation, vascular adhesion, oxidative stress and impaired nitric oxide bioavailability (2). All
these mechanisms interact together to trap blood cells. This accentuates the local blood flow
decrease and subsequent hypoxia which in turn intensifies the symptoms of the disease throughout a
vicious circle leading to painful crisis and eventually to stroke, acute chest syndrome or

osteonecrosis (2-4).

Recently, some studies were interested in the role of acute and chronic physical activity in
SCD (5-6). Indeed, chronic exercise or physical training can develop physiologic and molecular
adaptations including anti-inflammatory effects (7-9), oxidative stress limitations via the increase of
the enzymatic antioxidant activity (9-11) or vascular adhesion limitations (12-14) as observed in
healthy subjects or in inflammatory pathologies. Taken together these results suggest that habitual
physical activity could be beneficial for SCD subjects by limiting physiological factors involved in the
VOC. To our knowledge, this hypothesis has not been tested in SCD. Only two studies have tested the
effects of a physical rehabilitation in SCD patients hospitalized for VOC. They showed in small
patients cohorts that regular physical exercise decreased the length of hospitalization, decreased
pain and improved quality of life (15-16). Nevertheless, from a clinical view, physicians are reluctant
to recommend physical activity in these patients because it can increase the risk of VOC via
augmented dehydration and acidosis (6). In previous studies, we tested the effects of habitual
physical activity in heterozygous carriers of HbS, namely sickle cell trait (SCT) carriers (17-19). These
studies reported some beneficial effects of habitual physical training on the endothelial function of
SCT carriers including reduction of plasma soluble vascular adhesion molecule (sVCAM-1)(17),
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blunting of oxidative stress markers (lipid and protein oxidations) and increase of the antioxidant
activity (18-19). Finally, these results strengthen the hypothesis that habitual activity could reduce

endothelial activation and oxidative stress in SCD.

The aim of the present study was therefore to investigate the effects of habitual physical activity
in SCD. For that purpose, 8 weeks of a voluntary wheel running protocol was conducted in sickle cell
disease SAD mice. Before sacrificing the animals, a hypoxia/reoxygenation (H/R) stress was used to
stimulate the pathophysiological parameters involved in VOC triggering and determine whether

physical activity can modulate them.

Material and methods:

Animals: Healthy (C57BI/6J) and SAD male mice (13 weeks old) were used in this study. SAD colony
express the human SAD hemoglobin transgene (o,™™",*") containing three sickle mutations: D-
punjab (B**'GIn), Antilles (B**lle) and B® (B°Val) which confer =19% of HbSAD (20). This transgene aims
to reproduce the hypoxia-induced vasoocclusive events of human SCD in SAD mice (21). C57Bl/6)
mice (Charles River, L’Arbresle, France), which are the background of SAD mice, were used as control
animal of the experimentation. The Guide for the care and use of laboratory animals provided by the
Institute for Laboratory Animal Research (National Academy of Sciences, USA) were followed and all
animal protocols were approved by the regional animal care committee (Rhéne-Alpes, France).

Experimental protocol: Thirty two SAD mice and thirty seven C57BI/6 (C57) mice were divided into 6
groups in each strain, as detailed in table 1. Mice were housed in standard mouse cages (CON) or in
cages equipped with running wheels allowing increased physical activity (PA) during 8 weeks. After 8
weeks, mice were euthanized either after normoxic conditions (Nx) or after exposure to an acute 4h
hypoxic stress at 6.5% oxygen followed by 2 hours (2h) or 6 hours (6h) of reoxygenation in ambient
air. The oxygen level was regulated in a hermetic cage (Biospherix, USA) with an oxygen sensor
system (Pro-ox, Biospherix, USA) using pure nitrogen gaz (Nitrogen 4.5, Linde Gaz s.a, St Priest,

France).

179 | Page



C. Contribution Personnelle

Physical activity: During the 2 first weeks of the training, mice were housed at two per cage with (PA)
or without running wheels (CON) to stimulate each other for running (22). After this period, mice
were assigned to an individual cage for 6 weeks. All PA animals’ cages were equipped with a 12.5 cm
mouse metal-wheel (HAGEN-61700, Montreal, Canada). The number of completed revolutions was
monitored by a magnetic switch affixed to each wheel and data were captured using a digital
magnetic counter (model BC906; Sigma Sport, Neustadt, Germany). During the experimental period,
total running distance and mice weight were recorded each week. Mice were maintained on a 12h

light-dark cycle with food and water ad libitum.

Tissue sampling: After the end of the reoxygenation period, mice were anesthetized with an
intraperitoneal injection of pentobarbital (50mg/Kg, Dolethal®, Vétoquinol, Lure, France) and blood
were collected by a retro-orbital venipuncture into heparinized tube for hematologic and plasma
analysis. Mice were sacrificed by exsanguination with a 0.9% NaCl transcardial perfusion during
1min10. The soleus muscle (Sol), heart and lung were dissected. Then, cardiac left ventricle (LV) and
soleus were weighted and immediately frozen in liquid nitrogen for respectively oxidative stress and
enzymatic activity measurements. The lung was treated with a specific protocol (described below) for

the immunohistologic analyses.

Hematology: Hematocrit (Htc), RBCs, white blood cells (WBCs) and platelets were measured in whole
blood using an ABX automate (Horiba, Montpellier, France). The proportion of reticulocytes was
assessed by flow cytometry using thiazole-orange staining (BD Retic reagent, BD Pharmingen, Oxford,
UK). Plasma lactate dehydrogenase (LDH) was measured with commercial kit (QuantiChromTM
Lactate Dehydrogenase Kit, BioAssay Systems, Hayward, CA, USA) according to the manufacturer’s

instructions and the detection limit was 2 IU/L.

Immunohistology: Slides were prepared from the left lungs. Those tissues were pre-treated after
dissection with a tracheal injection of 1/3 cryomatrix (thermoFisher scientific, Waltham, MA, USA)
diluted in PBS 1X (VWR, West Chester, PA, USA). Afterward, lung were fixed in a 4%
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paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) in a 0.1M phosphate buffer solution (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA) during 2h, then incubated 24h in 25% sucrose (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA) for cryoproctection and finally rapidly frozen in -40°C isopentane (VWR, West Chester, PA,
USA) before being stored at -80°C. VCAM-1 immunostaining was performed on 7um frozen sections
of left lung using a Rat monoclonal anti-mouse VCAM-1 antibody diluted at 1:40 (MCA2297GA,
serotec AbD, Kidlington, UK). After washes, the sections were then incubated with a biotinilated
Donkey anti-Rat antibody (712-485-153, Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) diluted at 1:500. The
revelation was performed with the avidin-biotin enzyme complex (Vectastain Elite ABC standard
peroxydase Kit, Vector Lab, Burlingame, CA, USA) and his substrate 3,3’-diaminobenzidine (DAB
Peroxidase Substrate Kit, Vector Lab, Burlingame, CA, USA). Expression of VCAM-1 was semi-
quantified by estimation of percentage of blood vessels immunostained from one slide: for each
vessel, a score from 1 to 4 was attributed (1: no VCAM-1 immunostaining, 2: less of 25% VCAM-1
staining, 3: less of 50% of VCAM-1 staining, 4: more than 50% of VCAM-1 staining). For each mouse,
the VCAM-1 score was the mean of each vessel score from a slide. Analysis was blindly performed by
two investigators under a light microscope (Leitz DIAPLAN Microscope, Leica, Wetzlar, Germany), and
images were captured with a video camera 3CCD (DXC-930P, Sony, Tokyo, Japan) coupled to an

image analysis system (Visilog® 6.3, Noesis).

Oxidative stress: The LV was homogenized (10%, w/v) in PBS 1X + EDTA 0.5mM in ice. A first
centrifugation at 1,500g for 4 min at 4°C permitted to collect the supernatants for malondialdehyde
acid (MDA) and protein measurements. A second centrifugation was performed at 12,000g for 10
min at 4°C and the resulting supernatants were used for the other measurements. Homogenate
aliquots were stored at -80°C. Protein concentrations in LV were determined using the BCA protein
assays Kit (Novagen, Darmstadt, Germany) in accordance to the manufacturer’s instructions. All the
products used for oxidative stress measurements come from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, USA) and
spectrophotometric measurements were performed on TECAN Infinite 2000 plate reader

(Mannedorf, Switzerland). Results were standardized per mg of total protein.
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Concentrations of MDA were determined as thiobarbituric-reactive substances as previously
described (23). The pink chromogen was extracted with n-butanol and MDA concentration was

calculated using 1,1,3,3- tetraethoxypropane as standard.

Advanced oxidation protein products (AOPP) were determined using the semi-automated
method described by Witko-Sarsat et al. (24). Briefly, AOPP reaction with acetic acid were measured
by spectrophotometry on microplate reader and were calibrated with chloramine-T solutions that in
a presence of potassium iodide absorb at 340 nm and were expressed as micromoles per liter of

chloramine-T equivalents.

Gluthatione peroxydase (GPx) activity was determined by the modified method of Paglia and
Valentine (25) with hydrogen peroxydase as substrate. It reflects the rate of NADPH to NADP*

oxidation after addition of gluthatione reductase, reduced gluthatione and NADPH.

Catalase activity was determined as previously described (26), using hydrogen peroxide as a
substrate and formaldehyde as a standard: activity was determined by the reaction of methanol and

H,0, using catalase as enzyme which lead to formaldehyde formation.

Superoxide dismutase (SOD) activity was determined using the Oberley and Spitz
method (27) and reflects the degree of inhibition of the reaction between superoxide radicals,

produced by a hypoxanthine - xanthine oxydase system, and nitroblue tetrazolium.

Mitochondrial oxidative activity in soleus: The two soleus muscles were cut into thin pieces and
homogenized on ice at 10% with a mannitol buffer. Homogenates were then centrifuged for 20 min
at 2500g (4°C). Supernatants were frozen at -80°C. Protein concentrations were determined
spectrophotometrically using a BCA kit (Novagen, Darmstadt, Germany). Cytochrome c oxidase (COX)
activity was determined using spectrophotometric observation (at 550 nm) of the cytochrome c (C-

7752, Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) oxidation kinetics, as previously described (28).
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Statistics: All statistical analyses were performed using STASTISTICA (Tulsa, OK, USA). All variables
were tested for normality and variance homogeneity. GPx and catalase activities, MDA and AOPP
contents, relative heart and left ventricle weights and reticulocyte counts were compared with non-
parametric tests (Mann-Whitney). The other variables were compared using factorial ANOVA
followed by Fischer post-hoc test. A p inferior to 0.05 was considered statistically significant and the

data were expressed as means * SE.

Results:

Voluntary wheel running. Independently of wheel running, SAD mice were characterized by higher
heart weight/body weight (HW/BW) and left ventricle weight/body weight (LVW/BW) ratio and
lower total body weight compared to C57 mice (Table 2). No significant difference in running
distance was observed between C57,, and SADps mice. In both strains, physical activity was
associated with a significant increase in HW/BW and LVW/BW and a significant decrease of the body
weight compared to CON groups. In the soleus muscle, COX activity did not differ between CON and
PA C57 mice. In SAD mice, soleus COX activity was significantly higher in control conditions than in
C57 mice. After the wheel running training, this activity tended to decrease for SAD mice (p=0.08,

SADCON 'S SADPA) (Table 3)

Hematological characteristics. Compared to C57 mice, SAD mice exhibited higher reticulocytes, WBCs
and platelets concentrations and lower hematocrit and RBCs values (Table 3). The responses to H/R
stress were different in SAD mice concerning RBCs and reticulocytes: while increased reticulocyte
count and no RBCs concentration variation were observed after 6h of reoxygenation in C57 mice,
these values significantly decreased in the same condition in SAD mice. In both C57 and SAD mice 6h
of reoxygenation also induced a significant decrease of hematocrit compared to 2h of reoxygenation
or normoxia condition. In all conditions, no effect of physical activity was observed for all studied
parameters (Table 3). However, LDH concentrations were significantly affected by physical activity in

SAD mice only (Figure 1): LDH was significantly increased after H/R stress in the SAD¢oy group (versus
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SADconNx: +55% for SADcon2H and +109% for SADcon6H; p<0.05) whereas no significant variation was
observed in the SADp, group. Moreover, LDH concentration in SADpa6H was significantly lower than

in SADcon6H (Figure 1).

VCAM-1 lung immunostaining. No significant difference in VCAM-1 immunostaining was observed
between C57 and SAD, CON or PA mice in normoxic conditions (Figure 2). Whereas VCAM-1 staining
did not differ between CON and PA after H/R stress in C57 mice, it was significantly increased only in
sedentary SAD mice in response to hypoxia followed by 2h of reoxygenation (versus Nx). Moreover,
SAD;, presented a significant lower VCAM-1 staining after 2h of reoxygenation compared to SADcoy (-
18%; p<0.05). After 6h of reoxygenation, VCAM-1 expression was reduced in all the groups compared

to normoxia and 2h of reoxygenation conditions (Figure 2).

Oxidative stress in the heart. As shown in table 4, MDA content in normoxic conditions was higher in
PA mice compared to CON mice without genotype effect while AOPP concentrations did not
significantly differ between control C57 and SAD mice. Moreover AOPP concentrations were higher
in C57p, compared to C57on (p<0.05) (Table 4). In response to H/R stress MDA significantly increased
in control SAD mice (+25%; p<0.05 at 6H), whereas it decreased in PA SAD mice and in C57 (PA and
CON) (Figure 3). Similarly, whereas AOPP either did not change (2H) or increased (6H) in SADcoy, it
decreased in SADps mice. Finally, variations of MDA and AOPP contents were significantly different

and lower in the SADp, group compared to the SADcoy group (Figure 3).

Enzymatic antioxidant activities. Figure 4a shows that baseline GPX activity was significantly higher in
the SADp, group compared to their control counterparts (+96%; p<0.05). After the H/R stress (Figure
4b), whereas GPx activities did not change in C57 mice, these activities significantly increased in
SADcoy and decreased in SADps (SADcon2H-6H vs. SADpa2H-6H: -50%; p<0.05). Catalase and SOD
activities are presented in Table 5. SADpp2H tended to express a lower catalase activity than
SADcon2H (-16%; p=0.07). It was also observed that catalase activity decreased after 6h of

reoxygenation compared to 2h and/or Nx in all the groups except in SADps mice. SOD activities did
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not statistically differ in the SAD mice groups with respect to PA or oxygen conditions. In C57 mice,
SOD activity was significantly increased after 2h of reoxygenation compared to Nx and 6H in PA mice

only (p<0.05).

Discussion:

The aim of this study was to determine the impact of habitual physical activity on the endothelial
activation and oxidative stress response to a vaso-occlusive H/R stress in a mouse model of SCD. This
SAD mice model was chosen because they develop significant VOC in response to H/R stress due to
their B**° transgene (21). Moreover, the exercise protocol was very well tolerated, and no adverse

event was noted in PA or CON SAD mice.

The main result of this study was, in response to H/R stress, a reduction of endothelial VCAM-1
lung expression concomitantly with a limitation of oxidative stress and an increased baseline
antioxidant activity in the heart in the SAD mice who experienced voluntary wheel running.
Decreased LDH concentrations were also evident in mice undergoing PA. Voluntary wheel running
has been chosen because it is a valid training method in mice which promote physical activity
adaptations without any additional stress compared to forced treadmill running (29). Weekly report
of the distance performed by mice confirm that physical activity was similar in both mice strains
(mean of 26.5 Km/week), in accordance with mean distances covered by mice of the same genetic
background (30-31). The increase in HW/BW and LVW/BW in PA groups are valid markers of the
efficiency of physical activity in C57 as in SAD mice. Habitual physical activity has previously been
associated with cardiac hypertrophy with an increase in cavity volumes, thickness and mass of the
ventricle (22). Independent of the PA protocol, SAD mice presented a higher cardiac weight than C57
mice. These results confirm previous studies conducted on other mice models of SCD (32) or in SCD
patients (33) that reported an increase in heart weight. The increase of blood volume as an adaptive

response to chronic anemia causing may enlarge the heart volume (33).
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Cytochrome c oxidase activity in soleus muscle was higher in SAD mice than in C57 mice. This
result suggests an enhancement of the oxidative capacity of the respiratory chain and/or of the
amount of functional mitochondria in SAD mice. As suggested by Sakkas et al., who showed that COX
activity was increased in the more anemic dialysis patients, hypoxia exposure may improve the
oxidant enzyme activities in order to counteract the reduction of oxygen supply (34). However, while
no soleus COX activity difference was observed between C57 PA and CON mice, COX activity tended
to be lower in SADp, than in SADcoy (p=0.08). This result is puzzling as oxidative enzymes usually
increase with physical activity (28,35), including after running wheel programs in mice (22). One may
hypothesize that the decreased COX activity observed in the present study could be due to a
reduction in hemolysis-induced anemia, resulting in reduced peripheral hypoxia. However RBCs and
Ht were not affected by PA in SAD mice. Thereby, other enzymatic analysis and more qualitative
assays of oxygen transport capacity (as Hb and Hb mass) should be performed on sickle cell mice or

SCD subjects in order to confirm and explain these surprising COX activity results.

In control SAD mice, H/R stress was associated with an increase in VCAM-1 lung expression and
increased lipid and protein oxidations in the heart. These results suggest that HbS mutation is likely
involved in the increased endothelial activation and oxidative stress, as these phenomenons were
not observed in C57 mice. These results are in agreement with previous studies which reported

increased oxidative stress and cell adhesion after H/R stress in other sickle mice models (36-38).

However, our study shows that physical activity blunted these pathophysiological responses to
H/R stress. On the contrary to control SAD mice, VCAM-1 expression was not increased by H/R stress
in the PA group, suggesting that PA protocol can limit endothelial activation in the lungs. These
results confirm previous studies performed on cardiac pathologies (12-13) and SCT carriers (17)
where plasma sVCAM-1 expression was decrease after a training session. Endothelial activation has
been shown to be mediated by inflammation, ROS, hemolysis and decreased NO bioavailability,

mainly via the NFKB pathway (38-39). The effects of PA on lung inflammation and oxidative stress in
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these mice model should be measured in future studies. VCAM-1 is known to bind leukocytes and
immature reticulocytes via the VLA-4 receptor expressed on the cells surface (38,40). It may be
speculated that a decreased cell adhesion on the vascular wall after PA may limit vascular occlusions
risks. However, a study performed on SAD mice show that before or after a hypoxic stress,
expression of VLA-4 on immature reticulocytes was undetectable (41). Consequently, measurement
of VLA-4 expression in responses to physical training in leucocytes of SAD mice or in reticulocytes in
other SCD models may bring new information regarding the modulatory effects of PA on the

physiological pathway of vascular adhesion

In the heart, oxidative stress in response to H/R stress was increased compared to baseline
values in control SADcoy mice, while it was reduced or unchanged in SADps mice as well as C57 mice.
This suggests that physical activity could likely abolish the oxidative stress increase observed in this
SCD model. Oxidative stress results from the balance between ROS production and antioxidant
defenses. The higher baseline GPx activity in physically active SAD mice compared to SADcon may
explain this decreased oxidative stress as an improved antioxidant system can better neutralize
ROS (42). However, as already observed in the literature (43-45), catalase and SOD were not affected
by PA. This higher GPx activity could be explained by higher baseline MDA content in the PA group
compared to control group. The higher level of resting MDA in PA mice could be related to the ability
of oxidized lipids to activate antioxidant enzyme expression and to improve cellular tolerance against
ROS attacks (46). It is therefore possible that the higher MDA in baseline may result in a physiological
antioxidant adaptation to physical training (47-48), such as we saw for GPX, which is likely needed to

maintain the oxidant/antioxidant homeostasis in response to acute exercise (48-49).

A decreased ROS production independent of the antioxidant status may also explain the blunted
oxidative stress by PA. Although ROS production was not measured in this experiment, it has already
been demonstrated that physical training in old, diabetic or smoking rat models (9-11) was

associated with a decreased ROS generation. It may be therefore hypothesized that similar
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adaptations occur in SAD mice. The decreased hemolysis observed by lower LDH in PA SAD mice after
the vasoocclusive H/R stress compared to CON mice supports this hypothesis. In response to RBCs
lysis, the arginase and cell-free hemoglobin released in the plasma (4,50) have been shown to be
involved in ROS production in SCD via eNOS uncoupling (42,51). Cell-free hemoglobin is also
responsible for iron release into the endothelial cell membrane where it induce endothelial
activation along with cell adhesion molecule expression and ROS production (51). Consequently, if PA
decreases hemolysis, less cell-free hemoglobin could have been released into plasma thus limiting
ROS production. However, this hypothesis has to be tempered because no variations in hematocrit,
RBCs and reticulocytes concentrations were observed in PA SAD mice. The lower GPx and catalase
(p=0.07) activity in response to H/R stress in PA mice, may also play a part in this reduced ROS
production hypothesis in SAD mice. Indeed, a decreased ROS production during H/R stress in SADpa

likely understimulated the antioxidant enzymes release.

In conclusion, this study is the first to demonstrate the beneficial effects of habitual physical
activity on the response to a vasoocclusive stress in SCD mice. Voluntary wheel running protocol has
been well tolerated by the sickle SAD mice. More importantly, physical activity reduced H/R-induced
endothelial activation in the lungs. Cardiac oxidative stress was likely reduced due to an
improvement of the antioxidant GPx activity and of a reduction of hemolysis. As a consequence,
physical activity in SAD mice may be an interesting way to reduce oxidative and endothelial
complications related to vaso-occlusive crises as it was already shown in SCT subjects (17-18). Further
studies performed on more severe SCD mice models and in SCD subjects will have to verify the

efficiency and/or the benefits of PA in SCD.
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C57con C57pa SADcon SADpp
Normoxia (Nx) n=7 n=7 n=6 n=6
Hypoxia + Z.h of n=7 n=8 n=6 n=6
reoxygenation (2h)
Hypoxia + 6.h of n=4 n=4 n=4 n=4
reoxygenation (6h)
Table 1. Mice distribution.
HW/BW LVW/BW Body weight COX activity Distance run
(mg/g) (mg/g) (g) (nmol /min/mg prot)  (km/week)
C57con 4,99 +£0,11 3,98 + 0,08 30,15+ 0,40 0,373+0,057 # -
C57pa 5,45+0,10 * 4,29 £0,09 * 29,08+0,51a 0,394+0,040# 24,77 £3,18
SADcon 6,12+ 0,20 4,70 + 0,21 29,40 + 0,43 0,692+0,100 -
SADp, 7,05+0,30 * 5,24 +0,22 * 27,68+0,29* 0,415+0,076 b 28,49 +2,93
C57vs. SAD  p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 -
CON vs. PA p<0.05 p<0.05 p<0.05 - -

Table 2. Characteristics of animals after physical activity protocol (PA) in wild type (C57) and SAD
mice. Values are means = SE. CON: control mice; HW/BW: heart weight /body weight; LVW/BW: left
ventricular weight /body weight; COX: cytochrome c oxidase. *: p<0.05 vs. CON of the same group;

#: p<0.05 vs. SADcon; a: p=0.07 vs. C57¢on ; b : p=0.08 vs. SADcon.
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Hematocrit (%) RBCs (10°/ul) Reticulocytes () WBCs (10°/ul) Platelets (10°/ul)
Nx 459+0.9* 9.36+0.28 230+£0.25* 2.16 £0.45 813+ 44
C57con 2H 46.1+0.7 * 9.94 +0.31 2.26+0.27 * 0.96+0.24 # 906 + 13
6H 41.0+1.3 9.18+0.24 3.15+0.06 1.45+0.38 930+53
Nx 46.8+1.2* 9.65+0.37 1.94+0.32* 2.08£0.31 866 +40 *
C57p0 2H 439+0.4* 9.12+0.10 2.30+£0.29* 1.02+0.17 # 761 +87 *
6H 38.8+2.4 8.54+0.71 4.53+1.08 1.30+0.30 1038 +99
Nx 39.2+1.0% 8.72+0.35 5.67+1.18a 5.16 +0.74 1218 +107
SADcoy 2H 40.2+0.8* 9.04+0.23* 5.61+1.33 3.92+0.86 1370+ 117
6H 345120 8.10+0.56 3.73+0.39 5.75+1.74 10731126
Nx 39.7+09* 9.20+0.21* 5.83+0.97* 4.68 £0.95 1304 + 107
SADpy  2H 38.0+1.8 8.79+0.28* 499+1.24 3.32+0.34 1528 +196
6H 31.8+1.6 7.39+0.27 3.58+0.13 4.10+1.15 1302+52
C57 vs. SAD p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05
6H vs. Nx/2H p<0.05 p<0.05 - - -

Table 3. Hematologic parameters in wild type (C57) and SAD mice exposed to a hypoxia/
reoxygenation stress (2H or 6H) after a physical activity protocol (PA). Values are means + SE. CON:
control mice; Nx: Normoxia condition; RBCs: red blood cells; WBCs: white blood cells. *: p<0.05 vs.
6H of the same group; #: p<0.05 vs. normoxic of the same group; a: p=0.14 vs. SAD¢on6H.

MDA AOPP
C57con 18,5+1,4 9,210,2
C57pa 206+1,3 11,104 *
SADcon 17,0+ 1,2 10,7+0,8
SADp, 204+1,1 10,7 £ 0,5
CONvs. PA  p<0.05 -

Table 4. Malondialdehyde (MDA) and advanced oxidation protein products (AOPP) in normoxic
conditions after a physical activity protocol (PA) in wild type (C57) and SAD mice in the heart left
ventricle. Values are means + SE. CON: control mice. MDA is expressed in pumol/L/mg protein and
AOPP in umol/L of chloramines-T equivalents/mg protein. *: p<0.05 vs. C57con.
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Catalase SOD
Nx 21,9+1,2 27,1+2,4
C57c0n 2H 21,8+1,1a 27,1+1,3
6H 18,7+1,4 23,3+2,1
Nx 22,6+2,1b 27,0t1,6*
C57ps 2H 22,7+1,7# 34,3+4,6
6H 17,5+1,8 254+1,5%*
Nx 24,6 0,7 # 23,5+2,3
SADcoy 2H 25,7+1,4# 24,8+1,6
6H 19,4+0,9 21,9+1,6
Nx 22,5+1,3 25,2+2,5
SADps  2H 21,6+1,4§ 256+1,4
6H 19,7 +0,7 23,3+2,4
C57 vs. SAD p=0.1 p<0.05

Table 5. Antioxidant activity in wild type (C57) and SAD mice exposed to hypoxia/reoxygenation
stress (2H or 6H) after a physical activity protocol (PA) in the heart left ventricle. Values are means
+ SE. CON: control mice; Nx: Normoxia condition; SOD: superoxyde dismutase. Catalase is expressed

in umol/L/min/mg protein and SOD in nmol/L/min/mg protein. #: p<0.05 vs. 6H of the same group; §:
p=0.07 vs. SADcon2H; *: p<0.05 vs. C57pa2H; a: p=0.08 vs. C57con6H; b: p=0.08 vs. C57px6H.
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Figure 1. Plasma concentrations of lactate dehydrogenase (LDH) after a voluntary wheel running
program followed by H/R stress in C57BI/6 (C57) and SAD mice. CON: control mice; PA: physical
activity mice; Nx: Normoxia; 2H: hypoxia + 2h of reoxygenation; 6H: hypoxia + 6h of reoxygenation;

LDH: lactate dehydrogenase. *: p<0.05. Values are means + SE.
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Figure 2. Effect of a physical activity protocol on VCAM-1 immunostaining in the lung. A)
Immunohistologic slides were semi-quantified for VCAM-1 with the staining intensity and a score
described in material and methods. CON: control mice; PA: physical activity mice; Nx: Normoxia; 2H:
hypoxia + 2h of reoxygenation; 6H: hypoxia + 6h of reoxygenation. *: p<0.05; #: p<0.05 versus
SADcon2H. Values are means + SE. B) Staining for VCAM-1 in the blood vessel of lung in the SAD mice
in function of wheel running and after hypoxia and 2h of reoxygenation. Magnification X270.
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Figure 3. Malondialdehyde (MDA) and advanced oxidation protein products (AOPP) variations after
hypoxia followed by 2h or 6h reoxygenation in the heart left ventricle of physical activity (PA) or
control (CON) C57BI/6 (C57) and SAD mice. MDA and AOPP were expressed in percentage of the
normoxic values. CON: control mice; PA: wheel running mice; Nx: Normoxia; 2H: hypoxia + 2h of
reoxygenation; 6H: hypoxia + 6h of reoxygenation. *: p<0.05; #: p<0.05 versus normoxic conditions in
the same group; §: p<0.05 versus C57con6H; *: p<0.05 versus C57p,6H. Values are means + SE.
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Figure 4. Glutathione peroxidase (GPx) activity after 8 weeks of physical activity protocol followed
by H/R stress in C57BI/6 (C57) and SAD mice in the heart left ventricle. A) Normoxic baseline values
in the 4 groups expressed in pmol/min/L/mg of protein. B) GPX activity variations in response to the
H/R stress. Results were expressed in percentage of the normoxic values. CON: control mice; PA:
physical activity mice; Nx: Normoxia; 2H: hypoxia + 2h of reoxygenation; 6H: hypoxia + 6h of
reoxygenation. *: p<0.05; #: p<0.05 versus normoxic conditions in the same group; §: p<0.05 versus
C57con6bH; ~: p<0.05 versus C57p42H. Values are means * SE.
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Conclusion générale

L’objectif de ce travail de these était de développer un nouvel axe de recherche, dans
le cadre de la drépanocytose, portant sur les effets de I'activité physique réguliére chez les
sujets porteurs de la mutation HbS (homozygotes et hétérozygotes). A travers une étude
menée chez les sujets porteurs du trait drépanocytaire puis chez les souris transgéniques
drépanocytaires SAD, nous avons montré qu’a linverse de I'exercice physique aigu,
susceptible de favoriser le développement des CVO chez les patients drépanocytaires s'il est
pratiqué de facon intense, la pratique réguliere d’une activité physique pourrait étre

bénéfique pour ces sujets.

Ainsi, la réalisation d’une activité physique réguliére chez les sujets PTD permet de
limiter les concentrations en sVCAM-1 et ce, aussi bien au repos qu’en réponse a un exercice
aigu. Cela pourrait suggérer une adaptation endothéliale a I'exercice répété et une moindre
expression de VCAM-1 sur la paroi vasculaire de ces sujets. L’étude de Chirico et al. menée
chez des PTD entrainés en réponse a un exercice aigu permet de proposer gu’en limitant le
stress-oxydatif et en améliorant la biodisponibilité du NO (614), I'activité physique réguliere
pourrait participer a cette moindre expression de VCAM-1. Cela grace a une moindre
stimulation de la voie NFKB par un stress oxydatif limité et une biodisponibilité du NO
accrue.

L’entrainement physique régulier pourrait ainsi permettre de réduire les adhésions
cellulaires a I'endothélium qui jouent un réle majeur dans la formation des occlusions
vasculaires (92). Bien qu’étant généralement asymptomatiques au repos comme a
I’exercice, les PTD peuvent présenter des altérations endothéliales et systémiques
(adhérence vasculaire, stress-oxydatif, diminution de la biodisponibilité du NO) en réponse a
I’exercice aigu (121-122,614-615). Ces altérations n’ont pas de conséquences fonctionnelles
en situation standard. Cependant, on ne peut exclure de possibles implications déléteres de
ces parametres lors de situations environnementales particulierement stressantes pour
I'organisme et dans ce cas, la pratique réguliére d’une activité physique pourrait s’avérer
bénéfique. De plus, sVCAM-1 étant, chez les sujets drépanocytaires, associé a de
I’hypertension artérielle pulmonaire, a des défaillances organiques et a une mortalité
accrue (249), une limitation de cette molécule pourrait étre bénéfique pour ces patients et

encourage a étudier les effets de I'activité physique réguliére chez ces sujets.
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L’expérimentation animale nous a permis d’amorcer cette réflexion. Nous avons ainsi
pu observer les effets de 8 semaines d’activité physique volontaire en roue d’activité sur
I’évolution de facteurs impliqués dans les CVO lors d’un stress d’H/R. Les résultats observés
sont encourageants et confirment, de plus, ceux observés chez les PTD entrainés en réponse
a un exercice aigu : I'expression, cette fois-ci endothéliale, de VCAM-1 pulmonaire ainsi que
le stress oxydatif dans le coeur sont limités en réponse au stress vaso-occlusif d’H/R chez les
souris SAD ayant participé a I'activité physique. De plus, les souris SAD physiquement actives
semblent présenter une amélioration de I'activité antioxydante de base ainsi qu’une
réduction de I'hémolyse. Lactivité physique réguliere semble donc limiter plusieurs
marqueurs impliqués dans |’activation endothéliale et le stress oxydatif qui participent a la
formation d’agrégats cellulaires et par conséquence a des occlusions vasculaires. Ces
résultats sont bien entendus a confirmer par d’autres études incluant I'observation directe
d’une réduction de I'importance des CVO par I'activité physique réguliere.

Cependant, ils sont encourageant car pris tels quels, et appliqués a I’'Homme, ils
signifieraient que des patients drépanocytaires soumis a un entrainement physique régulier
et adapté pourraient bénéficier d’une réduction de I'occurrence et/ou I'importance des CVO.
En effet, dans des situations favorisant les CVO tels que I’hypoxie, la chaleur, I'exercice
physique aigu etc... les adaptations induites par I’entrainement tels que des effets
« antiadhésif » et antioxydant pourrait enrayer les mécanismes menant aux CVO. De plus, la
pratique d’un entrainement physique régulier est connue pour améliorer la qualité de vie
des patients, ce qui a été démontré par Tinti et al. chez une patiente drépanocytaire soumise
a une réhabilitation post-CVO par I|'exercice physique (relaxation, étirement, exercice

aérobie) (639).
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Perspectives

Ce travail n’en étant qu’a ses prémices et les résultats observés étant en cohésion avec
I’hypothese formulée dans cette these, plusieurs perspectives peuvent étre envisagées afin
de poursuivre les investigations dans ce domaine. Ces perspectives naissent de la diversité
des mécanismes impliqués dans la pathologie drépanocytaire tels que I'adhésion vasculaire
et le stress-oxydatif déja appréhendés dans cette thése mais aussi I'inflammation, la
modulation du tonus vasculaire impliquant notamment le NO et I'ET-1 et la formation de

thrombus incluant I'adhésion plaquettaire et la cascade de coagulation.

Ainsi, dans des perspectives a court terme, il pourrait étre intéressant, pour compléter
I’étude 4, d’étudier les mécanismes listés ci-dessus et non analysés pour le moment chez les

souris SAD ayant une activité physique réguliere.

» Du point de vue de la modulation du tonus vasculaire, deux molécules
s’opposent et s’inhibent, il s’agit de I'ET-1 et du NO. La premiere, via son action fortement
vaso-constrictrice sur I'endothélium et la deuxieme en stimulant la vasodilatation (287).
Ainsi, comprendre laguelle domine chez les souris SAD soumises a une activité physique
réguliere pourrait aider mieux comprendre les effets de I'entrainement chez les
drépanocytaires. Cependant, le mécanisme d’expression et/ou d’action de chaque molécule
doit étre étudié avec soin car le dosage seul de la molécule ne peut permettre de conclure
entiérement sur son action.

Pour I'ET-1, son action biologique sur les CMLV s’effectue par la liaison a ses
récepteurs ETA, ETB; et ETB,. ETA et ETB, sont connus pour stimuler la contraction des CMLV
tandis qu’ETB1, situé sur les cellules endothéliales induit un effet opposé avec la stimulation
du NO ayant pour effet la vasodilatation (297). Ainsi lors d’'un dosage de I'ET-1, prendre en
compte l'expression des différents types de récepteurs a I'endothéline-1 permettrait
d’affiner la conclusion quant au type d’action induite par la molécule.

En paralléle, comprendre le métabolisme du NO implique beaucoup d’analyses. Les
NOS sont impliquées dans la synthese du NO; la quantification de leurs expressions et
activités pourrait offrir un bon indicateur de la formation du NO, a coupler avec le dosage de
la L-citrulline formée en méme temps que le NO par les NOS (301). Cependant, les NOS

peuvent étre découplés en absence de substrat, et produire de ’02" & la place du NO (301).
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Le plus souvent, I'arginase libérée lors de I’'hémolyse des GR entre en compétition avec la L-
arginine, un des substrats limitant des NOS (86). Ainsi, un dosage de l’arginase pourrait
donner un premier indicateur de I'état des NOS. Ensuite, une fois le NO produit, il peut (i)
induire une action vasodilatatrice révélée par le dosage Nitrite/nitrate (NOx) (335), (ii) réagir
avec I’02" et conduire a la formation du ROS peroxinitrite, ce qui peut étre observé par le
dosage de la nitrotyrosine (643) ou encore (iii) réagir avec le fer issu de I’"hémolyse ce qui
réduira sa biodisponibilité (299). Le dosage de plusieurs composantes incluant des
marqueurs de I’'hémolyse (LDH, arginase), I'expression et |'activité des NOS, la L-citrulline et
la L-arginine, les NOx et la nitrotyrosine permettrait alors de disposer d’un bon point de vue
général pour discuter de I'état de la biodisponibilité du NO chez les souris SAD physiquement

actives (644).

» L’analyse de la thrombogenése en réponse a une activité physique réguliere
est aussi un bon marqueur de I'effet positif ou non de ce dernier sur le développement des
CVO. En effet, en stimulant la formation de thrombus, la thrombogenese peut contribuer
fortement a I'occlusion vasculaire (273) et favoriser les phénoménes d’ischémie/reperfusion.
Ainsi, observer [lactivation de la cascade de coagulation, de la fibrinolyse et de
I’adhésion/agrégation plaquettaire serait un bon moyen d’appréhender ce mécanisme via le

dosage de marqueurs plasmatiques de ces mécanismes (273).

Dans une perspective plus fondamentale, I'étude 1 mené durant cette thése souleve

une question mécanistique qui pourrait étre intéressante a appréhender.

L'effet bénéfique de I'entrainement dans cette étude est suggéré grace a une
limitation de la molécule soluble sVCAM-1 censé étre le reflet endothélial de VCAM-1, nous
interrogent sur la signification biologique de ces molécules solubles. Elles semblent, certes
étre le reflet de I'expression endothéliale des CAM comme le montre la revue de littérature
effectuée dans cette thése (A. Partie2.ll.1.iv; p57) et les résultats menés chez la SAD qui
confirment ces variations. Cependant, quels réles jouent-elles ? Ne pourraient-elles pas étre
des molécules protectrices de I'adhésion vasculaire ayant pour but de masquer les sites de
fixation au niveau des cellules sanguines et de ce fait limiter 'adhérence cellulaire ?

Une étude montre, in vitro, que les P-sélectines solubles auraient plutét pour effet de

stimuler I'adhésion leucocyte-plaquette via les récepteurs PSGL-1 (206). Cependant la P-
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sélectine a un mode d’expression différent de celui des CAM puisqu’elle peut étre
dégranulée par les corps de Weibel-palade indépendamment de la voie NFKB et initier
I’adhésion au contraire des CAM qui en assurent les liaisons fortes cellules/endothélium.
Ainsi il est possible d’imaginer des effets différents entre les molécules plasmatiques sP-
sélectine et sVCAM-1/sICAM-1.

Il peut étre envisagé que suite a la stimulation des CAM par la voie des NFxB (via
cytokines pro-inflammatoires, ROS...), il se développe en parallele I'activation d’un
mécanisme de protection. Celui-ci pourrait alors stimuler 1) le clivage d’une partie des CAM
de I'endothélium ou 2) la synthese de CAM solubles par épissage alternatif. Il en résulterait
une augmentation des CAM solubles qui, en se liant aux intégrines (VLA-4, LFA-1, Mac-1)
situé sur les cellules sanguines, limiterait fortement I'adhésion cellulaire. Cette hypothese
pourrait étre vérifiée par des études mené in vitro et in vivo afin d’observer 1) par une
cinétique de I'expression des CAM endothéliales et des CAM solubles afin de déterminer si
I’apparition de I'une peut étre liée a la disparition/ atténuation de 'autre ; 2) si la liaison des
molécules solubles sur les cellules sanguines entraine une réduction de I'adhésion
cellules/endothélium et 3) si la stimulation de la voie NFkB entraine une augmentation

d’ARNm codant pour des CAM solubles ou des protéines participant au clivage des CAM.
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L'entrainement physique atténue le stress oxydatif chez les porteurs du trait
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The aim of this study was to analyze the effects of exercise training on
oxidative stress in sickle cell trait carriers. Plasma levels of oxidative
stress [advanced oxidation protein products (AOPP), protein carbonyl,
malondialdehyde (MDA), and nitrotyrosine], antioxidant markers
[catalase, glutathione peroxidase (GPX), and superoxide dismutase
(SOD)], and nitrite and nitrate (NOx) were assessed at baseline,
immediately following a maximal exercise test (Tex), and during
recovery (Tin, Tan, Tzan) in trained (T: 8 h/wk minimum) and
untrained (U: no regular physical activity) sickle cell trait (SCT)
carriers or control (CON) subjects (T-SCT, n = 10; U-SCT, n = §;
T-CON, n = 11; and U-CON, n = 11; age: 23.5 = 2.2 yr). The trained
subjects had higher SOD activities (7.6 = 5.4 vs. 5.2 = 2.1 U/ml, P =
0.016) and lower levels of AOPP (142 = 102 vs. 177 £ 102 uM, P =
0.028) and protein carbonyl (82.1 = 26.0 vs. 107.3 £ 30.6 nm/ml,
P = 0.010) than the untrained subjects in response to exercise. In
response to exercise, U-SCT had a higher level of AOPP (224 = 130
vs. 174 = 121 pM, P = 0.012), nitrotyrosine (127 = 29.1 vs.70.6 =
46.6 nM, P = 0.003), and protein carbonyl (114 % 34.0 vs. 86.9 =
26.8 nm/ml, P = 0.006) compared with T-SCT. T-SCT had a higher
SOD activity (8.50 = 7.2 vs. 4.30 £ 2.5 U/ml, P = 0.002) and NOx
(28.8 = 11.4 vs. 14.6 = 7.0 pmol-1” min~!, P = 0.003) in response
to exercise than U-SCT. Our data indicate that the overall oxidative
stress and nitric oxide response is improved in exercise-trained SCT
carriers compared with their untrained counterparts. These results
suggest that physical activity could be a viable method of controlling
the oxidative stress. This could have a beneficial impact because of its
involvement in endothelial dysfunction and subsequent vascular im-
pairment in hemoglobin S carriers.

antioxidants; physical activity; hemoglobin

SICKLE CELL DISEASE (SCD) is a hemoglobinopathy resulting
from a single mutation in the 3-globin chain gene, inducing the
substitution of valine for glutamic acid at the sixth amino acid
position. This mutation leads to the production of abnormal
hemoglobin (HbS). The pathogenesis of SCD occurs due to
the polymerization of deoxygenated HbS, eventually lead-
ing to the rigidity and sickling of red blood cells (RBC). The
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most deleterious pathophysiological effects of sickling in-
clude endothelial dysfunction, inflammation, and vaso-oc-
clusion (65). All these events can be traced back to an
increase in oxidative stress, defined as a damaging imbal-
ance between the production of oxidants and antioxidants
(63, 66). Endothelial dysfunction, which can cause in-
creased adhesion in the vessels leading to vaso-occlusion,
hypoxia, and hemolysis, is notably due to the impairment of
nitric oxide bioavailability (1, 35). Vaso-occlusion and
hypoxia can generate superoxide, whereas hemolysis can
inhibit NO production while generating more reactive oxy-
gen species (66).

Subjects who present both normal [hemoglobin A (HbA)]
and sickled hemoglobin (HbS) are identified as sickle cell trait
(SCT) carriers. SCT is usually considered to be a benign and
asymptomatic condition (20). However, several authors sug-
gest that SCT should be reclassified as a disease state (9, 10,
32). In fact, SCT has been linked as a cofactor for morbidity
and mortality (32, 60, 69) due to complications at rest (69) and
during exercise (30, 31, 34) particularly in hypoxic conditions
(31). An increasing number of studies have reported exercise-
related sudden deaths in SCT carriers (14, 20, 31, 34). The high
incidence of exercise-related deaths in SCT could be a result of
RBC abnormalities, such as decreased RBC deformability (32,
68) and endothelial damage (69), associated with an increase in
oxidative stress (13, 23). This hypothesis is supported by the
fact that /) RBC sickling may increase during exercise in SCT
carriers (6), 2) sickle erythrocytes overproduce reactive oxygen
species (ROS) (13, 23), 3) SCT carriers increase RBC oxida-
tive stress during exercise (12), and 4) ROS induce a cascade
of events including endothelial dysfunction and adhesion po-
tentially leading to vascular occlusion (1). Taken together,
these results lead to the hypothesis that oxidative stress could
be involved in exercise-related complications through the vas-
cular dysfunction mechanism seen in SCT.

In various situations, exercise training has been shown to
decrease oxidative stress through an upregulation in the anti-
oxidant system, thereby halting the overproduction of oxidants
(28, 53-55). In turn, this may improve cardiovascular function
by reducing endothelial dysfunction, inflammation, and adhe-
sion (24, 35). A recent paper by Aufradet et al. (3) demon-
strated that the increased endothelial activation commonly
occurring in SCT (47, 48) was attenuated in trained SCT
carriers compared with the untrained carriers. This effect on
adhesion molecules, which are regulated by nitric oxide and
stimulated by ROS (33), suggests that a training effect could be
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under the control of oxidative stress. However, to our knowl-
edge there are no studies dealing with the effects of regular
exercise training on oxidative stress and nitric oxide metabo-
lism in SCT carriers.

The aim of the present study is to test the hypothesis that
regular training improves NO metabolism and decreases oxi-
dative stress, adhesion, and endothelial dysfunction in SCT
subjects.

METHODS
Ethical Approval

The protocol was approved by the local ethics committee of
Cameroon and was in accordance with the guidelines set by the
Declaration of Helsinki. All of the subjects were volunteers and gave
their written informed consent before participating in the study.

Subjects

Eighteen SCT carriers (34.5 = 0.8% HbS) and 22 subjects with
normal hemoglobin (CON) participated in the study. All subjects were
male students attending the University of Yaounde II (Soa, Camer-
oon). SCT and CON groups were divided into two subgroups on the
basis of their fitness level. The 11 CON and 8 SCT who reported no
regular physical activity for the two previous years were assigned to
untrained (U) subgroups (U-CON and U-SCT). The 11 CON and 10
SCT who practiced soccer on a regular basis (>8 h/wk minimum for
several years) were assigned to trained (T) subgroups (T-CON and
T-SCT). The group categorization of trained and untrained was
confirmed by fitness level measured by relative maximal aerobic
power as described in the results. Subjects completed a medical
examination that included height and weight measurements, as well as
a venous blood test to detect SCT and HIV. Exclusion criteria
included the presence of a known chronic disease (hypertension,
HIV), stroke, or recent malaria episode. No previous sickle cell crisis
or other incident relating to hemoglobinopathy was reported in any
subject.

Exercise Protocol

All the experiments took place at General Hospital of Yaoundé
(Cameroon). The subjects were asked to avoid any strenuous exercise
the day before the test. All meals before and after the exercise test
were provided at the hospital and water was available ad libitum to
ensure proper nutrition and hydration. An incremental maximal exer-
cise test was performed on a cycle ergometer (Monark, 818E, Stock-
holm, Sweden). The test began with a 5-min warm up at 30 W,
followed by a work rate of 70 W that was continuously increased by
35 W every 3 min until volitional exhaustion was reached. Heart rate
(HR) was collected throughout the exercise using a chest belt monitor
(Polar Electro, Kempele, Finland). Maximal HR (HRnax; beats/min)
was considered the highest recorded heart rate during the test. Max-
imal aerobic power (MAP; W) was assessed by linear interpolation
from the HR vs. work rate curve. Blood samples were drawn from a
catheterized antecubital vein on the nondominant arm and were
collected at baseline (Base), immediately at the end of the exercise test
(Tex), and after 1 h, 2 h, and 24 h of recovery (Tin, Tzn, T24n,
respectively) in EDTA tubes. The samples were used to measure
levels of oxidative stress [advanced oxidation protein products
(AOPP), protein carbonyl, malondialdehyde (MDA), and nitroty-
rosine], antioxidant [catalase, glutathione peroxidase (GPX), and
superoxide dismutase (SOD)], and NO metabolism (NOx) markers,
and adhesion molecules (P-selectin and E-selectin).

SCT Confirmation, a-Thalassemia, and Hematological Parameters

To test for SCT, blood samples were collected in EDTA tubes at
rest and the various Hb were isolated and quantified by ion-exchange
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high-performance liquid chromatography (HPLC) (Variant I, Beta
Thal Short Program: Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Positive
test results for SCT were determined by the presence of HbS, but only
if <50% of total Hb. To test for the coexistence of «-thalassemia, the
technique described by Chong et al. (8) was used. The only type of
a-thalassemia found in some SCT carriers was the heterozygous form
marked by a deletion of 3.7 kb of DNA, containing one of the two
linked a-globin genes (aa/—a*7). No other genetic Hb abnormality
was found in this population. Blood for the hematological measure-
ments was collected at rest in EDTA tubes and was analyzed using a
hematology analyzer (Abbott Cell Dyn 1800 hematology analyzer,
Block Scientific, NY).

Oxidative Stress and Antioxidant Assessment

The blood samples collected at baseline, Tex, Tin, Ton, and Toan
were centrifuged, and the aliquoted plasma was stored at —80°C until
analysis. All samples were assessed within the same time period.

Plasma AOPP. AOPP were determined in blood plasma using the
semi-automated method developed by Witko-Sarsat et al. (70), as
previously described (55). AOPP were measured by spectrometry on
a microplate reader (TECAN Infinite M200, Mannedorf, Switzerland)
and were calibrated with a chloramine-T solution that absorbs at 340
nm in the presence of potassium iodide. The absorbance of the
reaction was immediately read at 340 nm on the microplate reader
against a blank containing 200 pl of PBS. AOPP activity was
expressed as micromoles per liter of chloramines-T equivalents.

Protein carbonyl. Measurements of protein carbonyls can be used
as an index of oxidative injury. Protein carbonyls were measured by
spectrophotometry at 380 nm using 2,4-dinitropenylhydrazine accord-
ing to a method of Levine et al. (43).

Catalase. Catalase activity in the plasma was determined by the
method of Johansson and Borg (29), using hydrogen peroxide (H>O>)
as a substrate and formaldehyde as a standard. Catalase activity was
determined by the formation rate of formaldehyde induced by the
reaction of methanol and H>O» using catalase as enzyme.

GPX. GPX in the plasma was determined by the modified method
of Paglia and Valentine (52), using H>O, as a substrate. GPX was
determined by the rate of oxidation of NADPH to NADP™* after
addition of glutathione reductase (GR), reduced glutathione (GSH),
and NADPH.

MDA. Although MDA assay shows methodological limitations
(42), it is the most common lipid peroxidation marker and it is still
widely used as marker of oxidative stress. Concentrations of plasma
MDA were determined as thiobarbituric reactive substances by a
modified method of Ohkawa et al. (51), as previously described (53).

NOx. The end-products of endothelium nitric oxide and NOx were
measured in the plasma using reagents purchased from Sigma-Aldrich
based on methods previously described (45). The sum of nitrite and
nitrate in the plasma (NOXx) is considered an index of nitric oxide
production (23).

Nitrotyrosine. Concentrations of plasma nitrotyrosine, as end prod-
uct of protein nitration by ONOO' ™, were measured as previously
described (19). Nitrotyrosine was measured using reagents purchased
from Sigma-Aldrich.

SOD. The quantitative determination of the SOD activity was
performed using the Beauchamps and Fridovich’s method (5), slightly
modified by Oberley and Spitz (50). SOD activity was determined by
the degree of inhibition of the reaction between superoxide radicals,
produced by a hypoxanthine-xanthine oxidase system, and nitroblue
tetrazolium.

Adhesion molecule assessment. sP-selectin and sE-selectin were
assessed by ELISA according to the manufacturer’s instructions
(Diaclone Systems, Besancon, France).
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Statistical Methods

The results are presented as mean * SD. Anthropometric and
hematologic characteristics were compared using a two-way ANOVA
with Fisher least significant difference (LSD) post hoc. The data
related to oxidative stress markers and antioxidants were compared
between groups using a two-way repeated-measures ANOVA with
Fisher LSD post hoc. Pearson’s coefficient correlations were used to
determine the associations between markers of oxidative stress and
NOXx, nitrotyrosine and adhesion markers, respectively. Statistical
significance was determined by a P value of <0.05. Analyses were
conducted using Statistica (version 8.0, Statsoft, Tulsa, OK).

RESULTS
Anthropometric and Hematologic Characteristics

Data for anthropometric, hematologic, and training measure-
ments are detailed in Table 1. Compared with the untrained
subjects, the exercise trained group had a significantly higher
absolute and relative MAP (169 = 50 vs. 214 = 34 W, P =
0.002 and 2.78 = 0.4 vs. 3.17 = 0.5 W/kg, P = 0.006, for U
and T, respectively). Furthermore, there is no differences in
absolute or relative MAP among the U and T subgroups, i.e.,
between U-SCT and U-CON (nonsignificant: NS) and between
T-SCT and T-CON (NS). There were no significant differences
in %HDbS between U-SCT and T-SCT. Whereas no significant
differences appeared in age, RBC count, or maximal heart rate
among the four groups, U-SCT was taller and U-CON was
lighter than the other three groups (P < 0.05). T-SCT subjects
had a significantly higher platelet count than U-SCT and
U-CON (see Table 1).

Oxidative Stress Markers at Baseline and After Maximal
Exercise

AOPP. AOPP concentrations were not different among the
four groups at baseline (NS) but were significantly higher at
Tex than at baseline when the four groups were pooled (P <
0.001; Table 2). Furthermore, AOPP concentrations were sig-
nificantly higher in U-SCT than in the three other groups
(training X hemoglobin crossed effect, P < 0.05).

MDA. At baseline, trained subjects had higher levels of
MDA than untrained subjects (P = 0.014), whereas there were
no differences between SCT carriers and CON subjects. MDA
concentrations were significantly increased at Tex, T1n, and Top
compared with baseline in U-SCT subjects, whereas they were
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decreased at Tyn, Ton, and Taap in trained subjects (Table 2).
The percentage increase from baseline was significantly higher
in U-SCT than the three other groups at Tex, T1n, T2n, and Taan
(Fig. 1).

Protein carbonyl. There was no difference in protein car-
bonyl content among groups at baseline (NS). Protein carbonyl
was significantly higher in all four groups at T.x compared with
baseline (U-CON: +117%, P = 0.0002; U-SCT: +124%, P <
0.0001; T-CON: +77%, P < 0.0001; T-SCT: +71%, P =
0.0005). U-SCT protein carbonyl concentrations were signifi-
cantly higher than in the other three groups at Tex (P = 0.003
vs. T-CON; P = 0.036 vs. U-CON; and P = 0.005 vs. T-SCT).
Protein carbonyl levels at Ty, Ton, and Taa, Were not signifi-
cantly different from baseline values regardless of the group
(Table 2).

Nitrotyrosine. Nitrotyrosine levels were not different at
baseline among the four groups (NS). An overall training effect
(ANOVA trained vs. untrained independently to time point)
was observed with higher nitrotyrosine concentrations in un-
trained subjects compared with their trained counterparts (P =
0.01). U-SCT was the only group with a significant increase in
nitrotyrosine at T.x compared with base (P = 0.001). Thus
U-SCT had higher nitrotyrosine concentrations at Ty than the
other three groups (P = 0.048 vs. U-CON; P < 0.0001 vs.
T-CON; and P = 0.003 vs. T-SCT). At T1n, U-CON, U-SCT,
and T-CON exhibited higher nitrotyrosine concentrations than
at baseline (Table 2).

Antioxidant Markers at Baseline and After Maximal Exercise

SOD. No significant inter-group difference was observed in
baseline SOD activity. Compared with baseline, a significant
increase of SOD activity was observed at Tex (P < 0.0001) and
Tin (P = 0.002) in trained subjects, whereas no significant
variations were observed in their untrained counterparts (Table 3).
Furthermore, SOD activity was significantly higher in the trained
subjects than in the untrained ones at Tex (P = 0.015; Fig. 2).

Catalase. A training effect was observed at baseline with
significantly higher catalase activities in trained subjects than
their untrained counterparts (P << 0.001). Trained subjects
expressed lower activities of catalase at Tex (P < 0.001), Tap
(P < 0.001) and Ta4n (P < 0.001) than at baseline (Table 3).

GPX. No significant inter-group differences were observed
at baseline for GPX activity. Regardless of the training or

Table 1. Anthropometric, hematologic, and training measurements of the study population

Untrained Trained

CON SCT CON SCT
J%0HDbS N/A 36.2 = 3.1 N/A 332 +32
«a-Thal N/A 3/8 N/A 7/10
Age, yr 227+ 1.8 23.5+3.0 246 £ 14 23.10 £ 2.3
Height, cm 169.2 = 3.8%* 178.0 = 44 173.7 £ 5.5% 172.1 £ 3.1*
Weight, kg 60.1 5.7 69.5 = 5.5% 69.2 £ 4.87 65.6 £ 6.17
RBC 52*+0.7 53*0.5 5.1 *=0.1 55*02
Platelets 164.1 = 81.0% 172.7 = 82.5% 206.6 £ 95.2 266.9 £ 54.7
MAP, W 154.1 = 16.7% 1904 = 11.5% 2146 £ 11.3 2125 £ 104
Max HR, beats/min 185 =5 183 =4 174 £ 3 189 = 4
Relative MAP, W/kg 2.81 + 0.36% 2.73 = 0.35% 3.11 =£0.53 324 +0.43

Values are presented as means = SD. CON, healthy subjects; SCT, carriers of sickle cell trait; MAP, maximal aerobic power; %HbS, percent of S hemoglobin.
*Significant difference compared with untrained (U)-SCT (P < 0.05); fsignificant difference compared to U-CON (P < 0.05); #significant difference compared

to trained subjects (CON and SCT, P < 0.05).
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Table 2. Plasma AOPP, MDA, nitrotyrosine, and protein carbonyl at Base, immediately after a maximal T, and during
Tin Ton, Toay in U-CON, U-SCT, T-CON, and T-SCT

Untrained Trained
CON SCT CON SCT Time Effect

AOPP, uM

Base 61.2 =247 78.7 = 53.6 80.9 = 48.5 64.4 = 16.5

Tex 127.7 = 49.6 214.0 = 136.9 1104 = 66.9 123.7 = 65.4 a

Tin 734 =593 125.8 = 81.6 76.9 = 54.5 574 =494

Ton 99.5 £ 87.6 136.5 = 87.3 69.9 = 54.1 88.3 = 64.1

Taan 86.0 = 30.7 124.2 = 96.6 1313 =755 125.6 = 69.2 a
Hb X training effect e
MDA, uM

Base 23420 20.5 6.2 274 £ 6.2f 27.3 £ 6.5¢

Tex 241 %55 32.1 £9.3? 272 £ 6.6 313 £52

Tin 252 *44 294 = 5.1 19.8 = 5.6*¢ 23.7 £ 5.2%¢

Ton 25454 28.1 = 6.5* 23.0 = 4.1*¢ 22,7 = 4.3»¢

T24n 227 2.0 264 £52 232 £ 3.82¢ 21.3 = 5.92¢
Protein carbonyl, puM

Base 50.5 = 12.0 492+ 114 46.8 = 14.4 51.8 =10.3

Tex 89.5 = 12.0° 111.4 = 36.6 81.6 = 16.0° 84.8 = 25.0F a

Tin 40.8 = 21.9 53.6 =21.3 62.6 = 19.3 52.8 = 15.8

Ton 36.3 £ 6.9 435+9.6 525+ 15.6 39.8 = 11.6

Toan 37.1 =74 46.7 = 184 46.2 = 13.8 41.8 =103
Nitrotyrosine, nM

Base 82.8 = 28.7 67.6 = 20.8 654 =213 952 =294

Tex 943 = 38.2 132.7 = 27.7%¢ 97.1 = 39.1 75.1 =51.2

Tin 130.5 = 22.32¢ 115.6 = 32.9* 104.9 = 24.42 92.0 = 27.0

Ton 102.1 = 27.5 95.6 = 43.4 97.3 =343 80.0 = 30.1

Taan 76.7 = 25.1 83.4 £37.0 47.0 =29.7 52.0 =29.8 c,d
Training effect g g

Values are presented as means = SD. AOPP, advanced oxidation protein products; MDA, malondialdehyde. “Significant difference compared with BASE;
bsignificant difference compared with the other times; “significant difference compared with Tex. 9Significant difference compared with Tin and Ton; significant
difference compared with the 3 other groups; ‘significant difference compared with U-SCT (P < 0.05); &significant difference compared with untrained subjects

(P < 0.05).

hemoglobin status, GPX was significantly higher at Tex, Tin,
and T, compared with baseline (baseline: 46.3 * 18.8 vs. Tex:
111.6 = 31.7, P < 0.0001, vs. Tip: 102.9 = 21.6 P < 0.0001,
and vs. Top: 77.9 £ 21.6, P < 0.0001; 4 groups pooled). At Ty
GPX was significantly higher in the trained subjects than in

Fig. 1. Effect of a maximal exercise test on the plasma
malondialdehyde (MDA) in trained sickle cell trait
carriers and controls (T-SCT and T-CON) and untrained
(U-SCT and U-CON) subjects compared with baseline
(Base) at the end of exercise (Tex), and during recovery
(T1n, Tan, T24n). Values are presented as means = SD.
§Significant difference from other 3 groups (P < 0.05).

MDA (% increase from baseline)

their untrained counterparts (112.0 = 14.7 vs. 87.7 £ 9.5,
respectively, P = 0.041; Table 3).

NOx. No significant inter-group difference was observed in
baseline NOx. NOx was significantly higher in trained sub-
jects, whatever their hemoglobin status (i.e., T-SCT or T-CON)

B U-CON DOU-SCT

OT-CON BT-SCT

250
§ ]
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§ T §
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Table 3. Plasma anti-oxidant enzyme activities and NOx at Base, immediately after a maximal exercise test (T,.), and
during recovery (T; p, T2 p, T24 1) in U-CON, U-SCT, T-CON, and T-SCT

Untrained Trained
CON SCT CON SCT Time X Training Effect
SOD, pmol-ml~!-min~!
Base 5620 50+1.2 35+23 34+14
Tex 6.0+ 13 43 %25 6.5 £ 2.7* 8.7 = 7.7* ¥
Tin 57+14 7.8 1.2 5.9 + 1.9* 6.3 = 1.4%
Ton 5.8+34 53+1.9 4819 42+ 14
Taan 5015 50+ 1.8 5.0%2.0 4.0=x1.7
Catalase, pmol-ml~'-min~!
Base 38+ 1.0 4.0+ 1.8 5.0*0.9 6.1 = 1.6 T
Tex 34 +0.8 43 %15 3.5 = 1.6% 4.4 + 1.2%
Tin 4.6 £0.8 43+1.2 4.6 1.7 5.0+ 1.1
Ton 4.1+ 1.1 3.7+ 1.1 3.9 = 1.0% 37+ 1.2%
Taan 3.6 0.6 3.5+0.6 3.5 +0.8* 3.8 = 0.5%
GPX, pmol-ml~!+min~!
Base 28.1 £2.6 37.8 £19.8 54.9 =256 54.0 £ 20.7
Tex 117.5 = 31.6* 100.0 = 36.2* 126.5 = 8.4* 104.4 + 38.2%*
Tin 92.3 + 7.9% 83.1 = 16.1* 122.9 = 9.2% 104.8 = 19.7* T
Ton 82.0 = 22.1* 68.5 + 19.0%* 88.8 + 26.0* 73.2 = 17.2%
Taan 549 = 32.5 60.3 £ 11.3 293 +29 54.9 +£24.0
NOx, pmol.I™!
Base 20.5 29 19.7 £ 6.9 22.0=*59 19.8 £ 3.1
Tex 20.6 £ 3.6 14.6 £7.0 26.6 = 8.0* 28.8 = 11.4% T
Tin 209 6.2 22.8 £ 18.0 18.5 £ 9.1 21.5+93
Ton 24.0 +10.7 36.1 £ 14.5%% 212 +7.7 19.7 £ 7.6
Taan 20.8 £ 7.6 20.5 = 10.0 21.5+9.1 19.9 £ 6.7

Values are presented as means *= SD. SOD, superoxide dismutase; NOX, nitric oxide metabolites; GPX,glutathione peroxidase. *Significant difference
compared with BASE (P < 0.05); tsignificant difference compared with untrained (P < 0.05); #significant difference compared to the three other groups (P <

0.05).

at Tx compared with baseline (P = 0.037), whereas NOx
remained unchanged in untrained subjects. Consequently,
trained subjects had significantly higher NOx values than
untrained subjects at Tex (P = 0.001). Moreover, NOX in
U-SCT significantly increased at T, compared with baseline
(P = 0.0005) and was significantly higher than the three other
groups (P = 0.017 vs. U-CON; P = 0.002 vs. T-CON, and
P = 0.006 vs. T-SCT).

U T

SOD (pmol/mL/min)
N

—
4
2
0 T T T 1
Base Tex Tin Ty Toan
TIME

Fig. 2. Effects of a maximal exercise test on the plasma activity of superoxide
dismutase (SOD) in untrained (U) or trained (T) subjects at Base, at Tex, and
Tin, Tan, and T24n. Values represented as means = SD. *Significant difference
between exercise and Base (P < 0.003); §Significant difference between U and
T at Tex (P = 0.016).

Adhesion Molecules

To better understand the correlations between oxidative
stress and adhesion molecules, the adhesion data previously
presented by Aufradet et al. (3) are summarized in this para-
graph. Briefly, basal plasma concentrations of sP-selectin and
sE-selectin were not statistically different among the four
groups. Plasma sE-selectin significantly increased in all groups
at the end of the exercise compared with baseline levels and
returned to baseline value 1 h after the end of exercise (Tp).
Although incremental exercise did not statistically modulate
sP-selectin concentrations in T subjects, a significant increase
in these concentrations was measured in their untrained coun-
terparts between Base and Tex. These concentrations returned
to basal values 1 h after the end of exercise.

Correlations

Significant correlations were observed between markers of
oxidative stress, nitric oxide, and markers of adhesion. The
correlations on the pooled subjects are presented in Table 4.
We also found significant relationships between changes (Base
vS. Tex, T1n, or Top) in oxidative stress and sE- and sP-selectins
or NO metabolism (Table 4). Finally, percentage of HbS
was negatively correlated with the NOx increase between
baseline and T.x (r = —0.59, P = 0.021), i.e., the more the
HbS content, the lower the increase in NOx in response to
exercise.

DISCUSSION

The aim of this study was to investigate the impact of regular
physical activity on plasma markers of oxidative stress in SCT
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Table 4. Correlations between oxidative stress and adhesion
markers (pooled subjects)

Variables Timepoint Pearson’s Correlation P Value

NOx with

AOPP Baseline —0.6988 0.000

GPX Baseline vs. Tin 0.4093 0.031

MDA Baseline vs. Ex —0.3968 0.036

AOPP Baseline vs. Tin —0.4762 0.007
Nitrotyrosine with

Catalase Exercise —0.5694 0.002

Carbonyl Baseline vs. Ex 0.5787 0.002

AOPP Baseline vs. Tan 0.5671 0.004
E-selectin with

Catalase Exercise —0.3977 0.020

MDA Baseline vs. Tin 0.3615 0.050
P-selectin with

AOPP Exercise 0.4274 0.008

Carbonyl Tan 0.3459 0.039

AOPP Baseline vs. Ex 0.3591 0.029

Values are presented as Pearson’s correlation coefficients and corresponding
P values.

carriers. In support of our hypotheses, the results of the present
study demonstrated that regular physical activity /) blunted the
increase in oxidative stress and the decrease in NO metabolism
observed in SCT and 2) upregulated the antioxidant enzymes
activities (SOD and GPX) in response to exercise in SCT. In
addition, we reported a strong association between changes in
various oxidative stress markers in response to exercise and the
corresponding changes in sP- and sE-selectins. Although no
causality can be assumed, these correlations strengthen the
hypothesis that ROS may be involved in endothelial adhesion
in HbS carriers.

General Considerations on the Effects of Hemoglobin and
Training Status on Hematologic and Training Measurements

Maximal aerobic power was similar between SCT and con-
trol subjects, as supported by previous studies. Conversely,
MAP was higher in the trained subjects compared with the
untrained subjects. In agreement with several authors (15, 64),
we found that trained subjects had a higher platelet count than
untrained subjects. The T-SCT subjects had nonsignificantly
higher platelet counts than the other three groups. Although an
increased platelet count is a risk factor for vaso-occlusive
crises in SCD (62), this increase was not significant and is
probably due to a training effect rather than a hemoglobin
effect.

General Considerations on the Effects of Maximal Exercise
and Training on Oxidative Stress and Antioxidant Markers
in Healthy Subjects

Regarding the results obtained in CON, the present study is
in complete agreement with data reported in the literature.
First, the overall increase in various markers of oxidative stress
observed in response to the maximal exercise test is consistent
with the results of previous studies (7, 41). Second, strong
evidence indicates that exercise training can have a beneficial
effect on oxidative stress (21, 28, 41). As supported by Mi-
yazaki et al. (46), trained subjects have an improved ability to
endure the stress of a maximal exercise bout. A lower level of
oxidative stress was also evident in the trained subjects of our
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study. In fact, T-CON subjects had a reduced increase in all
markers of oxidative stress in response to the maximal exercise
test compared with their untrained counterparts.

It has been reliably shown that individuals partaking in
exercise training have higher levels of antioxidant enzymes and
exhibit greater protection against exercise-induced oxidative
stress (27, 61). The reactive oxygen species produced during
exercise training can result in a stimulation of antioxidant
defense (39, 57). The exercise-trained subjects in our study
produced a significant increase in SOD and GPX, which was
accompanied by lower oxidative stress. This decrease in oxi-
dative stress likely occurs due to the improved antioxidant
adaptation. Our results are in agreement with several other
studies that found an improved antioxidant response relating to
exercise training (25, 53).

Our study also shows higher baseline levels of MDA in our
trained subjects (16, 21). The high level of resting MDA in
trained subjects could be related to the ability of lipid peroxi-
dation products to regulate and modulate cell signaling and
gene expression (49). Oxidized lipids can interact with recep-
tors that are known to activate antioxidant enzymes such as
catalase and SOD (22) and can improve cellular tolerance
against pro-oxidant attacks (49). It is therefore possible that
higher levels of lipid peroxidation products, such as MDA, are
needed to maintain antioxidant status, such as we saw for
catalase and GPX (even if nonsignificant).

Exercise Training Blunts Oxidative Stress in SCT Carriers

HbS, which represents ~80% of total hemoglobin in SCD
patients, can generate a twofold greater quantity of ROS than
HbA (2, 23). In SCT carriers, in whom HbS represents ~40%
of total hemoglobin, we found that oxidative stress varied little
at baseline from healthy subjects. This is in agreement with
other studies that found no difference between SCT carriers
and healthy subjects at baseline (3, 12, 67). However, in
response to acute exercise, SCT carriers can experience higher
oxidative stress (12, 36). Our study reinforces this idea as it
shows that U-SCT had a significantly greater increase in MDA
and AOPP in response to a maximal exercise bout than the
healthy subjects. The increased morbidity or mortality in SCT
could be attributed to higher levels of oxidative stress (32).

However, the main finding of the present study is that the
well-known benefits of exercise training in healthy subjects are
well translated in the SCT subjects. In response to the maximal
exercise test, T-SCT subjects /) exhibited lower AOPP, MDA,
nitrotyrosine, and protein carbonyl levels than U-SCT, and 2)
responded similarly to the T-CON subjects with regard to the
protein carbonyl, MDA, and AOPP. In addition to the fact that
these results mimic those already seen in many other disease,
such as cardiovascular disease (17), diabetes (56), and meno-
pause (53), they emphasize the beneficial effects of exercise
training on oxidative stress in SCT carriers.

Antioxidant Defense System is Improved in Exercise-Trained
SCT Carriers

The improvement in the antioxidants defense system seen in
exercise training is due to a ROS-generated stimulation trig-
gering antioxidant enzyme activation (39, 57). The maximal
exercise test that normally increases oxidative stress was met
by a concomitant increase in antioxidant enzyme defenses, in
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all but the U-SCT carriers. Repeated habitual exercise can
cause antioxidants to increase in response to the repeated
oxidative stress. This has been supported in vitro where the
treatment of pro-oxidants stimulated a significant increase in
antioxidants (18). Interestingly, this did not occur in U-SCT
subjects, as they had a delayed response of SOD and a reversed
response of catalase. This supports studies that showed levels
of SOD and catalase decrease in proportion to disease severity
(13, 59). The response to SOD and catalase could indicate an
impaired antioxidant status, meaning a reduced ability to buffer
the excess oxidative stress.

The trait by itself can result in an increase in oxidative stress
and impairment in NO, and when paired with an acute stress
such as a maximal exercise test, this response is augmented, as
observed with U-SCT. However, exercise training is able to
stimulate antioxidants to respond to the overload of oxidative
stress. This improved response to oxidative stress allows SCT
carriers to respond similarly to CON subjects, as demonstrated
by our study. This indicates that, as far as oxidative stress is
concerned, training can override the negative consequence of
SCT, rendering these subjects as controls.

Nitric Oxide

Nitric oxide, an important mediator of vasodilation, has been
shown to be amplified in response to exercise training (21, 40,
41, 44). The present study supports these findings, as the SCT
and CON trained subjects significantly increased NOx imme-
diately after the exercise test, whereas the untrained subjects
slightly decreased. Our study suggests that exercise training
may inhibit NO degradation through an upregulation of anti-
oxidants and a decrease in ROS. We found that the percent
change (%A) of NOx levels were positively correlated with
GPX levels at T; and were negatively correlated with MDA
levels (%A) at Tex and AOPP levels (%A) at Ty, Nitrotyrosine,
which represents the nitration activity of peroxynitrite
(ONOO™) produced through the reaction of NO and superox-
ide anion (O "), tended to increase in the untrained subjects
compared with the trained subjects (P = 0.055) and was
significantly higher in the U-SCT carriers compared with
T-SCT carriers (P = 0.003). This is in accordance with other
studies that found a decrease in nitrotyrosine levels in exercise-
trained subjects (37, 53). Although our correlations do not
suggest causality, these results /) could indicate a reduced O, -
production and 2) suggest an increase in NO bioavailability as
a result of reduced oxidative stress (21, 53) in trained SCT
carriers than in their untrained counterparts.

The improvement in NOx levels in response to physical
activity level is reflected in the SCT subjects as well. T-SCT
subjects had a similar improvement in NOx response as the
T-CON subjects. Interestingly, the U-SCT had a delayed peak
in NOx at T, which was associated with an elevation in
oxidative stress. These results emphasize the overall impair-
ment in response to an exhaustive exercise bout. An impaired
NO bioavailability is associated with an increase in ROS,
hemolysis (58), eNOS uncoupling due to hemolysis-induced
arginase, and cell adhesion (35). Because NO has potent
anti-adhesive properties which downregulate adhesion mole-
cule expression maintaining proper endothelial cell function
and vasodilation, a NO impairment can increase cell adhesion
(35). This is supported by Aufradet et al. (3), who found a
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significant increase in VCAM-1 levels in untrained SCT sub-
jects immediately after exercise (U-SCT: 1,738 = 98 ng/ml
vs. T-SCT: 1,248 = 131 ng/ml; P < .05)—the exact same
time point as the decreased NOx response in U-SCT carri-
ers. As ROS markers were positively correlated with sP- and
sE-selectins and negatively correlated with antioxidant mark-
ers, these data suggest that a NO-induced increase in oxidative
stress could exacerbate endothelial and/or platelets activation.
However, it should be noted that there were no differences
between sP-selectin and sE-selectin in the different subjects.
Therefore, the training-induced decrease in oxidative stress and
increase in NO bioavailability could be favorable for the health
of SCT carriers involved in regular exercise by dampening risk
of sickling, morbidity, and mortality.

This study suggests that exercise training can improve the
response to oxidative stress in SCT carriers. However, at this
time, most studies involving different intensities and durations
of exercise have found conflicting results in relation to coag-
ulation activity, RBC deformability, inflammation, and adhe-
sion in SCT [see review by Connes et al. (11)]. However, these
events may be compounded by other factors such as heat stress,
dehydration, and poor physical conditioning. Baskurt and
Meiselman (4), suggested that exercise utilizes the vascular
autoregulatory reserve to maintain homeostasis, yet even minor
vascular and hemorheologic perturbations in SCT carriers may
be augmented in response to exercise.

Conclusion

In conclusion, we found that although there is relatively little
difference between SCT carriers and healthy subjects at rest, a
maximal exercise test can inundate the oxidative stress re-
sponse in U-SCT subjects. We also found that training can
reduce the oxidative stress in response to exercise of SCT
carriers. Training improves antioxidant and NO availability
that can thereafter regulate ROS production. These effects
could result in decreased endothelial activation. This study
does not allow us to make definitive conclusions about the
direct causality between exercise training and oxidative stress
and NO improvements. Further information could be con-
cluded using longitudinal studies which focus on mechanistic
pathways and more directly evaluate endothelial dysfunction
using methods such as flow mediated dilation.

Finally, we believe that the beneficial effects seen in SCT
carriers in this study could translate well in SCD patients as
well. Although there are large clinical differences between
SCT and SCD, both are overwhelmed by an increase in
oxidative stress. Because we have shown that exercise training
can decrease oxidative stress and improve antioxidant and
nitric oxide responses, we believe that the complications
known in SCD, such as vaso-occlusion crisis, that are linked to
oxidative stress (26, 38) could potentially be reduced. There-
fore, an adapted exercise training program could be a relevant
option to control the cardiovascular complications of this
pathology.
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Summary

Patients with sickle cell disease (SCD) can present several severe symptoms
during their lifetime, including painful events due to vascular occlusion
(VOCQ). Even though multiple factors are involved in VOC, hypoxia is the
most important triggering factor. Inositol hexaphosphate (IHP) reduces the
oxygen-haemoglobin affinity thus improving the oxygen release in the
blood stream and in the tissues. Thus, IHP-loaded homologous red blood
cells (IHP-RBCs) could be able to reduce disorders in SCD. The effective-
ness of treatment was assessed in two types of SCD transgenic mice (BERK
and SAD). The administration of four repeated injections of IHP-RBCs in
BERK mice resulted in an improved survival rate and brain development,
prevention of severe anaemia and a greatly lowered risk of VOC. After one
injection of IHP-RBCs, SAD mice were subjected to acute hypoxic stress.
Analysis of the lungs revealed significantly decreased mRNA levels of mole-
cules involved in intravascular disorders. Our results showed that transfu-
sion of homologous IHP-RBCs, by increasing the oxygen delivery, reduces
SCD disorders in sickle transgenic mice.

Keywords: erythrocytes, sickle cell disease, blood transfusion, transgenic

mice model, oxygen affinity, cellular therapies.

Sickle cell disease (SCD) is a blood disorder characterized by
abnormal haemoglobin S (HbS). Under hypoxic conditions,
HbS polymerizes inducing distortion of RBCs into rigid
sickle-shaped cells. Homozygous SCD patients (SS) may
experience painful episodes such as acute chest syndrome
(ACS), vaso-occlusion (VOC) or strokes during their lifetime
(Stuart & Nagel, 2004; Steinberg, 2008; Rees et al, 2010).
Blood transfusions are currently the most studied and
accepted therapy for those patients. Chronic red blood cell
(RBC) exchanges are effective in preventing the recurrence of
strokes or VOC (Wayne et al, 1993; Pegelow et al, 1995;
Adams et al, 1998; Miller et al, 2001; Josephson et al, 2007)
while simple blood transfusions are usually used in case of
severe anaemia or ACS (Hirani et al, 2011). For chronic and
acute transfusions, the goal is to increase the oxygen carrying
capacity and to dilute abnormal SS-RBCs in whole blood.
Hypoxia is a crucial factor in the onset of sickle cell-
related events. In VOC processes, complex aggregates of sick-
led reticulocytes and platelets interact with the endothelium
(Conran & Costa, 2009) reducing blood velocity, creating
local hypoxia and enhancing sickling. The mechanism is
quite similar for ACS. Constriction of pulmonary blood ves-
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sels promoted by oxygen deprivation produces sequestration
of circulating cellular components (Stuart & Nagel, 2004). As
for stroke, although genetic predispositions may place some
SCD patients at high risk, cerebral hypoxaemia is recognized
as an intermediate risk factor (Kirkham & Hogan, 2004).

One way to provide a substantial oxygen supply for a long
period and to boost the effectiveness of existing transfusion
therapy could be to transfuse SCD patients with homologous
RBCs loaded with Inositol Hexaphosphate (IHP). IHP is an
allosteric effector that binds tightly to Hb (1000 times more
than the natural effector 2,3-DPG) and reduces Hb affinity
for oxygen. IHP-loaded RBCs (IHP-RBCs) have enhanced
oxygenation properties. On the contrary to packed normal
RBCs, IHP-RBCs, once transfused to patients, should be able
to release oxygen more rapidly and more extensively than
SS-RBCs, thus preventing sickling. In a previous article, we
reported the ability of IHP-RBCs to significantly decrease in
vitro sickling of RBCs from homozygous SCD patients
(Bourgeaux et al, 2010). Treatment was seven times more
effective than normal RBCs, reducing the proportion of
sickled RBCs by 35% when IHP-RBCs were mixed with 50%
of patient RBCs.

doi:10.1111/1.1365-2141.2012.09077 .x
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These encouraging results led us to investigate the poten-
tial of IHP-RBCs with in vivo studies, under the hypothesis
that THP-RBCs, by inhibiting sickling, may also act on the
whole cascade of events leading to VOC (Fig. 1). Among
available transgenic mouse models of the disease (Trudel
et al, 1994; Nagel & Fabry, 2001), BERK and SAD mice were
selected. BERK mice, which express exclusively o and BS
human globin chains, exhibit the specific feature of spleno-
megaly (Paszty et al, 1997; Manci et al, 2006) suggesting that
this model is more representative of human SCD in child-
hood. Indeed, SCD children often display hypersplenism and
sequestration crisis, requiring them to undergo prophylactic
splenectomy, while most of the time adults with SCD show
atrophy of the spleen. Because most chronic RBC exchange
therapies are performed in children, BERK mice were used
to evaluate effectiveness of chronic IHP-RBCs transfusions in
the prevention of sickling events. Unlike BERK mice, SAD
mice express a very mild pattern of sickle cell syndrome,
characterized by sickling but with no evidence of anaemia or
exuberant reticulocytosis. However, SAD mice, which are
very sensitive to hypoxia/reoxygenation, represent a relevant
model for acute sickling events (de Franceschi et al, 2003)
and thus were used to investigate the effectiveness of a sim-
ple transfusion of IHP-RBCs. Both in vivo studies showed
the potential of IHP-RBCs over conventional transfusion.

Materials and methods

The Institutional Animal Care and Use Committee of
the Rhone-Alpes district of France approved the in vivo
protocols.

Preparation of IHP-RBCs and control suspensions

IHP was loaded into murine C57BL/6] or OF1 RBCs (Charles
River laboratories, L’Arbresle, France) using the reversible
hypotonic lysis method. Briefly, IHP was added to packed
RBC:s at a final concentration of 115 £ 1 mmol/l leading to a
suspension of 65% haematocrit (Hct). The poration of RBCs
was performed at 2 ml/min against a hypotonic buffer of
80 mosmol/kg running at counter-current (15 ml/min) into
the column. The RBCs were then resealed by incubation (10%
v:v) in a hypertonic solution (Bourgeaux et al, 2010). The final
product was re-suspended in decomplemented autologous
plasma and adjusted to a haematocrit of 60%. Control RBCs
consisted of native C57BL/6] or OF1 RBCs. However, because
most transfusion centres use leucoreduced human RBCs with
associated 2,3-DPG depletion when transfusing SCD patients,
murine control RBCs were further processed with three washes
(0-9% NaCl, v:/v) for leucocyte removal and 25 + 1 h incuba-
tion at room temperature to allow 2,3-DPG depletion. IHP-RBCs
and control RBCs were fluorescently labelled with carboxyfluo-
rescein diacetate succinimidyl ester (CFDA-SE; Invitrogen,
Cergy Pontoise, France) to allow traceability of injected cells.
Prior to injections, suspensions were diluted to 50% Hct.
Methods used to assess entrapped IHP, the oxygen partial pres-
sure required to achieve 50% haemoglobin saturation (Ps),
oxygen saturation at 100 mmHg, Hct and haematological
parameters were described previously (Bourgeaux et al, 2010).

Evaluation of RBC half life

IHP-RBCs or control RBCs were administered intravenously
in the caudal vein of OF1 mice (n = 21) at a dosage of 8 ml/

Transfusion of
IHP-RBCs =
enhanced oxygenation
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Fig 1. IHP-RBCs as preventive therapy in SCD: mechanism of action. Inositol hexaphosphate-loaded red blood cells (IHP-RBCs) increase oxygen
release thus reducing hypoxia. Once transfused, IHP-RBCs provide tissues and SS-RBCs with oxygen, and consequently may reduce intravascular

events including adhesion, inflammation and vaso-constriction.
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kg body weight. At each time point, ranging from 15 min to
27 days post-transfusion, three mice were sacrificed after
blood collection. The proportion of fluorescent RBCs was
assessed by flow cytometry (FC500; Beckmann Coulter, Paris,
France). The 24-h post-transfusion survival was determined
taking the 15-min time point as the reference for 100%. The
in vivo half-life (t;,,) was determined using t,, = (In 2)/
K-1.

Study in BERK mice

Progenitor trios were supplied by Jackson Laboratories, Bar
Harbor, ME, USA. Criteria for inclusion of mice in the
study were (i) homozygosity for the Hba and Hbb Knock-
out (ii) a positive response to the transgen Tg(Hu-mini-
LCRa1Sy*y3p%) (iii) and a high reticulocyte count
(>30%). Males and females (68 weeks old) were divided
into three groups: untreated (n =13), control RBCs
(n=11) and IHP-RBCs (n = 10). Chronic RBC exchanges
scheduled every 2 weeks (Ty, T,, Ty, Ts) were performed
retro-orbitally (8 ml/kg of body weight) with isovolemic
compensatory blood collection. Seven weeks after the first
injection, surviving mice were challenged with hypoxia
(8%0,, 2 h) in a chamber (Biospherix, Redfield, NJ, USA)
regulated by addition of nitrogen (Linde Gas, Saint Priest,
France) automatically controlled by the Pro-Ox system
(Biospherix). After 15 min of reoxygenation, mice were
anesthetized for whole blood collection, then the mice
were sacrificed. Lungs, spleen, liver, heart and brain were
rapidly dissected, weighed and stored under appropriate
conditions for organ analysis. One slide of each tissue was
stained with haematoxylin and eosin (H&E) or Masson tri-
chrome. Histological analysis was performed under a light
microscope (Diaplan; Leitz, Nanterre, France); immuno-
staining of vascular cell adhesion molecule-1 (VCAMI1) in
the lung was performed using a rat monoclonal anti-
VCAMI antibody diluted at 1/40 (MCA2297; AbD Serotec,
Oxford, UK). Hb, Hct and platelets in whole blood were
measured using an ABX automat (Horiba, Montpellier,
France). The proportion of reticulocytes was assessed by
flow cytometry using thiazole-orange staining (BD Retic
reagent; BD Pharmingen, Oxford, UK). Molecular detection
in the plasma was performed using commercial kits: serum
amyloid protein (SAP; Gentaur, Kampenhout, Belgium),
mouse thrombospondin-1 (THBS1; Cusabio, Newark, DE,
USA), Endothelin-1 (EDN1; Enzo Life Sciences, Farming-
dale, NY, USA) and secretory phospholipase A2 (sPLA2;
USCN Inc, Wuhan, China).

Study in SAD mice

Transgenic HbYS SAD mice (De Paepe & Trudel, 1994; Tru-
del et al, 1994) (males and females, 6-8 weeks old) included
in the protocol were divided into three groups: untreated
(n=19), control RBCs (n =10) and IHP-RBCs (n = 15).

© 2012 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology
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Injection of 28 ml/kg was performed retro-orbitally with
compensatory blood collection of 16 ml/kg. After a period of
19 £ 2 h following the transfusion, mice were exposed to
hypoxia (6:5% O,, 4 h) followed by 6 h of reoxygenation.
The mice were then anesthetized and sacrificed. The lungs
and the hearts were rapidly dissected, frozen in liquid nitro-
gen, and stored at —80°C. mRNA encoding for ICAMI,
VCAMI, BCAM (Lu), haem-oxygenase-1 (HMOX1), tissue
factor (F3), EDNI1 and interleukin 1p (IL1B) were quantified
by real-time quantitative polymerase chain reaction (qRT-
PCR) using the Quantitect SYBR®green PCR kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France) and the Light Cycler™ System (Roche
Diagnostics, Meylan, France). The protein concentration of
malondialdehyde (MDA) and advanced oxidation protein
product (AOPP), markers of lipid and protein oxidations
respectively, were determined using the bicinchoninic acid
(BCA) protein assays Kit (Novagen, Darmstadt, Germany).
Concentrations of MDA were determined as thiobarbituric-
reactive substances and measured at 532 nm by spectropho-
tometry. AOPP were assayed in the lung homogenate using
the method described by Witko-Sarsat et al (1996). All the
reagents were purchased from Sigma (St Quentin-Fallavier,
France).

Evaluation of safety profile in healthy mice

Free THP injected intravenously at massive dosage to mice
induces rapid plasmatic calcium depletion, leading to con-
vulsions and death of animals (Gersonde & Weiner, 1981).
In order to investigate the safety profile of treatment, male
OF1 mice were injected with control RBCs (n = 12), THP-
RBCs (n = 12), and free IHP solutions: 2 mmol/l (n = 12),
5 mmol/l (n=6), 10 mmol/l (n=6), 20 mmol/l (n=6)
intravenously in the caudal vein at a dosage of 8 ml/kg
body weight. Eight untreated mice were taken as the refer-
ence for physiological values. QuantichromTM assay Kits
(Gentaur) were used to measure plasma levels of blood urea
nitrogen (BUN), creatinine, calcium, and alanine transami-
nase (ALT). In order to check whether IHP-RBCs transfu-
sions impair nitric oxide (NO) bioavailability or not,
nitrite/nitrate (NOx) levels were assayed colourimetrically
using a commercial kit (760871; Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, USA). All parameters were measured 1 h or
24 h post-transfusion.

Statistics

Values are expressed as means + standard error of the mean
(SEM). Kaplan—Maier survival curves were used for survival
study. Differences between two experimental groups were
analysed with Student #-test or with the Kruskal-Wallis test
followed by Mann—Whitney U-test. All the calculations were
made with Statistica (Version 10-0; Statsoft, Tulsa, OK,
USA). Differences between groups were considered to be sig-
nificant when P < 0-05.
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Results

Characteristics of murine IHP-RBCs

ITHP-RBCs displayed decreased mean cell volume (40-7 + 0-1
vs. 467 £ 0-1 um3 ), mean cell haemoglobin concentration
(308 £ 02 vs. 316 + 02 g/I) and mean corpuscular haemoglo-
bin (12-1 + 0-5 pg vs. 14:7 = 0-0 pg) as compared to native
RBCs (P < 005, Table 1). Murine IHP-RBCs entrapment
(approximately 11-6 umol IHP/g Hb) was characterized by an
increased Ps, (47 + 2 mmHg) compared with native RBCs
(35 £ 1 mmHg, P < 0-02) but, more importantly, compared
with BERK mice SS-RBCs (35 + 3 mmHg, P < 0-:02) and SAD
mice HbS-RBCs (38 mmHg) (Blouin et al, 2000). Extracellular
Hb (<10 g/1) and extracellular IHP fraction (<20%) showed
high stability of suspension after overnight storage. The mur-
ine control suspension, consisting of C57BL/6] whole blood
further processed with washes and 25°C incubation, presented
the same haematological modifications as human packed RBCs
when compared to human whole blood: the leucocyte count
was greatly reduced (149 £ 02 10° cells/l vs. 89 + 0-25
10° cells/l for C57BL/6] whole blood) and 2,3-DPG levels were
significantly decreased (4-0 + 1-3 vs. 31-4 + 1-2 pmol/g Hb for
C57BL/6] whole blood) (Table 1). In vivo, IHP-RBCs exhibited
lower stability than control suspension RBCs, with a signifi-
cantly decreased cell survival at 24 h post-transfusion
(70 + 3% vs. 86 £ 1% respectively, P < 0-05) and a reduced
half-life (10-5 and 12-8 days respectively).

Effect of chronic IHP-RBCs transfusions in BERK mice

Chronic RBC exchanges allowed progressive accumulation of
injected RBCs in the circulation of BERK mice, reaching a

Table 1. Haematological characteristics of red blood cell suspensions.

mean proportion of 21 + 1% and 29 + 3% for THP-RBCs
and control RBCs, respectively, at the time mice were sacri-
ficed.

Mice survival. During the study, some mice died from
severe complications of the disease. As expected, chronic
transfusions with control RBCs improved the survival rate
compared with untreated mice (75% vs. 40%, Fig. 2), con-
firming the well-known positive effects of transfusion ther-
apy. However, when chronic transfusion was performed with
[HP-RBCs, the benefit was even greater than for control
RBCs (86%).

Organ development. Due to a lack of data collected for male
mice, interpretation of results on organ pathology was based
only on female mice. The relative weights (organ weight/
body weight ratio) of the spleen, liver and heart were signifi-
cantly higher in BERK mice while their brain relative weight
was lower compared to C57BL/6] mice (P < 0-05, Table 2).
The relative brain weight of mice who received IHP-RBCs
(Fig. 3A) was higher than that of untreated mice and mice
who received control RBCs (P < 0-05) and did not signifi-
cantly differ from that of wild mice (P > 0-05). In the spleen,
the constant removal of abnormal sickled cells from the cir-
culation and filtration by the red pulp produced massive
RBC sequestrations and a complete loss of the splenic lym-
phoid architecture (Fig. 3B). As a result, the red pulp-white
pulp ratio was strongly increased in BERK mice (Fig. 3B).
Both IHP-RBCs and control RBCs decreased spleen weight/
body weight ratio, with a significant effect observed with
control RBCs (36 £ 0:2% vs. 6:0 £ 0-8% for untreated
BERK mice). However, IHP-RBCs treatment produced a

C57BL/6] C57BL/6] C57BL/6]

whole control [HP-loaded BERK SAD

blood suspension RBCs SS-RBCs HbS-RBCs
Number of batches n=28 n =22 n =28 n=3 n=34
MCH, pg 147 + 00 151 + 01 12:1 + 0-5* ND ND
MCV, um® 467 + 01 47-6 + 0-2 407 £ 0-1% ND ND
MCHC, g/ 316 £ 2 318 £ 2 308 + 2* ND ND
Leukocytes, 10%/ml 89 £ 05 1:9 £ 0-2 — ND ND
Extracellular Hb, g/l NA 35+ 02 64 +£0.4 ND ND
Entrapped IHP, pmol/g Hb NA NA 116 £ 0-3 ND ND
Extracellular IHP, % NA NA 72 £26 ND ND
2,3-DPG, pmol/g Hb 3114 £ 12 40+£13 17-5 £ 1-9* 295 (n=1) 32-1F
P50, mmHg 35+ 1 21 47 £ 2% 35+ 3 38+
Oxygen saturation at 100 mmHg, % 93+0 97 £ 0 76 £ 1* 95 +1 ND
24 h post-transfusion survival NA 86 + 1% 70 £ 3% ND ND
In vivo half-life NA 12-8 days 10-5 days ND ND

*Indicates P < 005 (paired Student’s #-test compared to C57BL/6] whole blood).

FData from the literature (Blouin et al, 2000).

IHP, Inositol Hexaphosphate; MCH(C), mean cell haemoglobin (concentration); MCV, mean cell volume; 2,3-DPG, 2,3-diphosphoglycerate; NA,

not applicable; ND, not done.

© 2012 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology
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Fig 2. Survival of BERK SCD mice after chronic transfusions with
control-RBCs or ITHP-RBCs. Male and female mice (10 untreated
mice, seven mice treated with IHP-RBCs and eight mice treated with
control RBCs) were followed over a period of 7 weeks. During this
period, some mice died from severe complications of the disease
allowing plotting of Kaplan—Maier survival curves. After hypoxic
stress, surviving mice were voluntarily sacrificed for blood and organ
analysis. AA-RBCs, control red blood cells; IHP-RBCs, Inositol hexa-
phosphate-loaded red blood cells.

Table 2. Organ weights expressed as a percentage of total body
weight in 13 to 15-week-old untreated female BERK mice and female
C57BL/6] mice

Relative weight (% of total body weight)

Organ BERK (n = 3) C57BL/6] (n = 5)
Spleen 6:00 = 0-77 0-45 + 0-03F
Kidneys 0-89 + 0-09 0:66 + 0-02
Liver 7-63 + 0-43 5-05 + 0-11F
Brain 1-89 + 0-08 2:17 £ 0-03*
Heart 0-75 + 0-05 0-64 £ 0-08

*Indicates P < 0-05.
FIndicates P < 0-01.

3-fold lower red pulp-white pulp ratio in comparison with
untreated mice (Fig. 3B, P < 0:05). Concerning the other
organs, the differences between treated and untreated mice
did not reach statistical significance.

Anaemia and acute sequestration events. From T, to T,
untreated mice became severely anaemic as evidenced by the
Hb level, dropping from 90 + 6 g/l to 55 = 6 g/l (P < 0-05)
associated with a huge fall in haematocrit (from 32 + 2% to
22 £ 2%). In addition, acute hypoxic stress to which mice
were subjected at T, promoted sequestrations of sickled
RBCs in organs, as illustrated in the liver (Fig. 4A), and thus
worsened anaemia. Due to the low surviving rate of animals
in the group of untreated mice, statistical analyses were only
performed between treated mice. At T7, mice transfused with
control RBCs maintained satisfactory Hct and Hb level under

© 2012 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology
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normoxic conditions (26 + 2% and 71 + 4 g/l respectively)
but were highly affected by acute hypoxia, with the Hct and
Hb level significantly falling to 21 + 1% and 59 + 4 g/l
(Fig. 4B, P < 0-05). In contrast, in mice receiving IHP-RBCs,
Hct and Hb level did not significantly decrease after hypoxia
(26 + 2% and 70 + 6 g/l, Fig. 4B—C) with Hct value remain-
ing significantly elevated as compared to mice treated with
control RBCs (P < 0-05). The circulating platelet count in
untreated BERK mice tended to peak between T, and Tg
before decreasing at T, and further decreased after hypoxic
stress (Fig. 4D). Mice that received IHP-RBCs tended to dis-
play higher circulating platelets at T, than mice that received
control RBCs under normoxic conditions (1400 =+ 233 vs.
991 + 229 10°/mm?> respectively, P = 0-08, Fig. 4E). The
same tendency was observed after hypoxia.

Investigation of VOC risk factors. Adhesion to the endothe-
lium occurs at the onset of VOC. To evaluate the risk of
adhesion to the blood vessel wall, we measured the propor-
tion of circulating reticulocytes (most adhesive RBCs (Kaul
et al, 2009)) and the plasma levels of THBS1, the main pro-
tein responsible for bridging between reticulocytes and endo-
thelial cells (Fig. 5A,B). Whereas the treatment with control
RBCs tended to slightly decrease circulating reticulocytes
(P > 0:05), transfusions of ITHP-RBCs significantly reduced
this proportion (26 + 3% vs. 42 + 2% for untreated mice,
P < 0-01). THBS1 plasma level tended to be lower in THP-
RBCs mice compared to untreated mice (P = 0-052) and was
significantly reduced compared to mice treated with control
RBCs (P < 0-05). In addition, histological analysis of the
lungs revealed a tendency of IHP-RBCs transfusions to
reduce the immunostaining of VCAMI1 as compared to con-
trol RBCs transfusions (Fig. 5C,D). The plasma level of vaso-
constrictor EDN1 tended to decrease with IHP-RBCs and to
increase with control RBCs transfusions (P < 0-05 between
IHP-RBCs and control RBCs, Fig. 5E). The levels of acute
phase response proteins SAP and sPLA2 were measured at
the steady state to investigate the effect of treatment on
inflammation. Chronic transfusions exhibited no effect on
SAP levels (P > 0-1 for both control RBCs and IHP-RBCs,
data not shown). However, unlike control RBCs, IHP-RBCs
treatment tended to reduce sPLA2 levels (5563 + 1057 pg/ml
vs. 8207 + 1652 pg/ml for untreated mice, Fig. 5F, P = 0-2).

Effect of a single IHP-RBCs transfusion in SAD mice

Adhesion molecules. A single THP-RBCs administration to
mice 19 + 2 h before acute hypoxia (4 h) produced a 7-fold
reduction in lung Vecaml mRNA levels after hypoxia/reoxy-
genation (H/R) compared to mice who received control
RBCs (P < 0-05, Fig. 6). The measurement of Icaml and
Bcam mRNA levels in the lung showed no improvement with
I[HP-RBCs but highlighted a significant up-regulation of
those adhesion molecules mRNA with control RBCs in
response to H/R (Fig. 6).
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Fig 3. Relative brain weight and spleen histology in BERK SCD mice after chronic transfusions with control-RBCs or IHP-RBCs. (A) Brain devel-
opment in female BERK mice expressed as brain weight compared to total body weight. n = 2 mice for control RBCs. (B) Typical histological
sections (original magnification x40, haematoxylin & eosin staining) of the spleen of C57BL/6]J, untreated BERK mice, and BERK mice treated
with IHP-RBCs showing significant splenic enlargement and increase in the red pulp/white pulp ratio in transgenic BERK mice; far right: red

pulp/white pulp ratio in untreated and treated BERK mice. *P < 0-05.

Vascular tone, intravascular haemolysis and tissue factor
(F3). THP-RBCs treatment had a tendency to lower lung
mRNA expression of F3, HmoxI and Ednl compared to
untreated SAD mice but, more importantly, significantly
reduced these gene expressions compared to normal RBCs
(P < 005, Fig. 6).

Inflammation. Both control RBCs and IHP-RBCs produced
inflammation in the lungs of mice with increased Il116 mRNA
levels (Fig. 6).

Oxidative stress. Both IHP-RBCs and control RBCs signifi-
cantly reduced lung MDA and AOPP concentrations com-
pared to untreated SAD mice (P < 0-05).

Safety profile of IHP-RBCs transfusion in healthy mice

Serum calcium was measured to detect any chelating effect
due to IHP. In untreated mice, calcium levels ranged
between 1-92 to 2:97 mmol/l. The transfusion of IHP-RBCs
loaded with approximately 2-:8 mmol/l THP did not lower
calcium concentrations at 1 and 24 h post-transfusion
(2:52 £ 015 and 2-50 + 0-15 mmol/l respectively), neither

did the injection of 2 and 5 mmol/l IHP (Fig. 7). Indeed,
toxicity relative to ITHP was observed with much higher
amounts. Mice injected with free IHP at concentrations of 10
and 20 mmol/l died from convulsions within 2 min follow-
ing the transfusion, allowing estimation of intravenous LDs,
(dose that killed 50% of the mice) of IHP between 5 and
10 mmol/l. Unconjugated bilirubin significantly increased
1 h after IHP-RBCs and control RBCs transfusion compared
to untreated mice. ALT, measured to evaluate hepatocellular
injury, also tended to increase 1 h after the transfusion of
IHP-RBCs. However, normalization of values was observed
24 h after transfusion. BUN and creatinine measured to eval-
uate renal function showed similar levels in all experimental
groups (P > 0-05). In untreated mice, NOx ranged between
102 pmol/l  and 560 pmol/l.  Those levels
unchanged after transfusion of IHP-RBCs or control RBCs
(P > 0-05).

remained

Discussion

Entrapment of IHP in transfused RBCs to increase blood-
stream oxygenation was hypothesized to reduce SCD pathol-
ogy. Among the natural and synthetic effectors of Hb, ITHP

© 2012 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology
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was the most suitable molecule for therapeutic application in
SCD. Indeed, its polyanion chemical structure produces sta-
ble trapping in transfused RBCs. This is not the case for
other effectors, such as myo-inositol trispyrophosphate
(ITPP), a synthetic compound derived from myo-inositol
hexakisphosphate (IP6) or bezafibrate analogs with lipophilic
structures which have the drawback of permeating RBCs.
After transfusion of RBCs loaded with ITPP or bezafibrate to
patients, a significant fraction of those effectors may leak
from transfused RBCs, penetrate SS-RBCs and promote sick-
ling. The best candidate, IHP, was thus entrapped in murine
RBCs using a similar method to that for human RBCs
(Bourgeaux et al, 2010). The entrapment process did not
alter the ability of RBCs to carry oxygen as evidenced by ele-
vated mean cell haemoglobin concentration values (>300 g/
1). Resulting ITHP-RBCs exhibited a significant rightward shift
of P5y compared with RBCs of SCD transgenic mice (APs, of

© 2012 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology

12 and 9 mmHg in BERK and SAD mice models, respec-
tively), suggesting a similar mechanism of action of IHP-
RBCs in mice as that in human patients. Besides, despite the
well-known fragility of murine RBCs compared to human
RBCs, THP-RBCs displayed satisfactory in vivo stability. All
these findings validated the use of murine transgenic models
for the proof of concept of IHP-RBCs in SCD.

The first study conducted in BERK mice investigated the
effect of IHP-RBCs as chronic treatment. Chronic transfusion
programmes in humans aim to reduce HbS below 30%,
which requires approximately 5-6 units of packed RBCs
every month. But, with emerging problems of blood avail-
ability, the difficulty in finding cross-matched blood to avoid
allo-immunization (Wahl & Quirolo, 2009) and the increas-
ing number of SCD patients, clinicians are likely to encoun-
ter increasing difficulties in conducting those programmes
under the same conditions and may have to reduce the
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volume of transfusions. Therefore, to check whether IHP-
RBCs with increased oxygenation properties may potentiate
transfusion therapy at lower dosage, HbS levels in BERK
mice were diluted to only approximately 70%. The benefit of
THP-RBCs over conventional transfusion under those condi-
tions was observed in different aspects of pathophysiology:
(i) the chronic replacement of SS-RBCs with THP-RBCs
improved the survival rate of mice (ii) IHP-RBCs improved
the splenic lymphoid architecture and corrected impaired
brain development (iii) IHP-RBCs prevented anaemia under
both normoxic and hypoxic conditions and reduced symp-
toms of sequestration events (iv) IHP-RBCs lowered the risk
of VOC. Throughout the study, BERK mice died from severe
anaemia and multiple sequestration crises. Usually, these
mice present wide inter-individual variability of SCD symp-
toms and experience approximately 20% mortality between
weaning and the age of 14 weeks. However, in the present
study, the specific criterion for mice inclusion based on ele-
vated reticulocytosis led to the selection of only animals that
displayed splenomegaly and severe SCD symptoms. As a
result, mortality was increased. Although IHP-RBCs were in
a lower proportion in the circulation of mice than control

RBCs, a continuous oxygen supply enabled a decrease in the
mortality rate of the mice. As initially observed by Paszty
et al (1997), BERK mice are severely anaemic when adults.
Our results (at T,) confirm these observations. One interest-
ing point in the present study is that anaemia worsened in
untreated mice from T, to T, (without any hypoxia expo-
sure). This was less obvious in mice treated with IHP-RBCs.
Our results thus suggest that THP-RBCs treatment could
limit the development of anaemia in BERK mice. Chronic
RBC exchanges with normal RBCs also corrected anaemia
under normoxic conditions, but were ineffective in prevent-
ing the dramatic Hb loss produced by acute hypoxia. Similar
sudden Hb loss (10-20 g/1) is usually observed in SCD chil-
dren suffering from acute splenic or hepatic sequestrations
(Araujo, 2009) characterized by a pooling of sickled RBCs
and platelets in the affected organ. In BERK mice, hypoxic
stress may have artificially induced those sequestration
events, as evidenced by a dramatic decrease in Hb level and
circulating platelets. This Hb and platelet loss was strongly
inhibited in mice that received IHP-RBCs under the hypoth-
esis of an increased lifespan of SS-RBCs due to IHP-RBCs
induced oxygenation and reduced sickling. The therapeutic

© 2012 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology
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benefit of IHP-RBCs on the lifespan of SS-RBCs was also evi-
denced by a lower red pulp-white pulp ratio in the structure
of the spleen, which suggests reduced RBC sequestration
(Trudel et al, 1994; Manci et al, 2006; Pestina et al, 2009).
Regarding organ pathology, SCD children may experience
delayed brain volumetric growth (Steen et al, 2005), partially
explained by abnormal oxygen delivery to the brain and
recurrent silent brain infarcts (Hogan et al, 2006). We found
that 3-5-month-old BERK mice shared the same defect in
brain development. The brain is one of the organs most
affected by hypoxaemia. IHP-RBCs
appeared to effectively correct impaired brain development

chronic treatment
in BERK mice (80% improvement of brain weight defect ver-
sus only 20% in mice treated with control RBCs, Fig. 3A).
Taken together, our results suggest that IHP-RBCs treatment
in BERK mice was associated with a reduction of organ
pathology, possibly resulting in the increased survival rate
observed.

IHP-RBCs, by modulating blood cell components and
probably improving the vascular tone, may also have reduced
the risk of VOC, the most devastating complication of SCD.
Adhesion processes are widely involved in the onset of blood
vessel obstruction and THBSI is one of the major promoters

© 2012 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology

of sickle reticulocyte adhesivity (Sugihara et al, 1992; Gupta
et al, 1999). Therefore, the concomitant reduction of reticul-
ocytosis and THBSI bridging protein in the circulation of
mice that received IHP-RBCs may lower the risk of adhesion
to the endothelium. Vasoconstriction, which greatly contrib-
utes to VOC, was investigated with the measurement of
plasma EDNI, a peptide produced by endothelial cells in
response to hypoxia (Ergul et al, 2004). As expected, ITHP-
RBCs transfusions reduced the expression of the vascular
tone modulator in BERK mice but surprisingly, a deleterious
effect of conventional transfusion therapy with increased
EDNI values was observed. A similar overproduction of
EDNI1 following blood transfusion has already been reported
in healthy premature infants, suggesting that conventional
transfusions may lead to tissue injury through endothelin-
induced oxygen radical formation (Sasai-Takedatsu et al,
1994). EDN1 was also reported to slightly increase in thalas-
during the first
although it substantially declined 7 days later (Viprakasit

semia patients 24 h  post-transfusion,
et al, 2002). In our study, increased EDNI1 levels in mice
receiving normal RBCs were observed after the hypoxic
stress. One hypothesis for this deleterious effect is that
hypoxia-induced RBC haemolysis in mice that received
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normal RBCs decreased NO bioavailability. As NO modulates
the expression of endothelin receptors, a decrease of NO
during a SCD crisis could have upregulated EDN1 expression
(Reiter & Gladwin, 2003; Bartolucci et al, 2007; Gladwin &
Kato, 2007; Wood et al, 2008). The benefit of IHP-RBCs
over normal RBCs in BERK mice was also observed on
inflammatory processes. Indeed, the acute phase response
protein PLA2 is widely activated upon hypoxia, inducing the
secretion of low molecular weight in the extracellular med-
ium (Portilla et al, 1992; Choi et al, 1995). IHP-RBCs, by
continuously inhibiting mild hypoxia at the steady state,
tended to prevent the secretion of sPLA2. In addition, sPLA2
has been described as an accurate and specific predictor of
ACS (Styles et al, 2000; Naprawa et al, 2005), suggesting the
benefit of IHP-RBCs in preventing lung injury. This hypoth-

10

esis was supported by the observation of a significantly
reduced VCAMI expression in the lungs of mice treated with
IHP-RBCs. All those results show that low proportions of
IHP-RBCs (approximately 21% in the circulation) effectively
reduced the pathophysiology of BERK mice. This therapy
could offer a powerful alternative for overcoming problems
associated with future management of long-term preventive
transfusions in human SCD.

The second study aimed to evaluate the effectiveness of a
single IHP-RBCs transfusion to prevent acute lung injury in
SAD mice. Indeed, many SCD patients suffer from lung
injury with ACS and the management of this complication is
not optimal. Patients who experience VOC crisis that can
progress to ACS are first treated with analgesics for pain con-
trol and closely monitored with regular chest radiographs

© 2012 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology



over a period of 24-48 h to detect any complication with
thrombosis. Transfusions are performed only after this per-
iod in cases of persistent pain and thrombus formation as
seen on chest radiographs. The aim of transfusions is to rap-
idly reverse hypoxia and to prevent progression to ACS. Pub-
lished data have shown the effectiveness of transfusions in
reversing hypoxia, with PaO, values increasing from 63 to
71 mmHg (Walters et al, 2002). However, IHP-RBCs trans-
fusions could further improve the partial pressure of oxygen,
since at 63 mmHg, IHP-RBCs can release 30% of their oxy-
gen versus only 10% for control RBCs (Bourgeaux et al,
2010). In SAD mice, several factors, including vascular adhe-
sion molecules (ICAM1, VCAM1) (Belcher et al, 2005), were
found to be overexpressed in the lungs after subjecting the
animals to an acute hypoxic/reoxygenation stress (de France-
schi et al, 2003). Therefore, our study was designed with
SAD mice that were artificially stressed in an oxygen-reduced
atmosphere and that were voluntarily sacrificed 19 +2 h
after transfusion to evaluate the effectiveness of treatment in
preventing lung injury within a short period of time. As
expected, IHP-RBCs tended to prevent acute lung injury with
lowered mRNA levels of molecules involved in adhesion and
vaso-constriction processes as well as coagulation activation.
The major effect of IHP-RBCs compared to untreated mice
was observed on oxidative stress prevention with significantly
reduced levels of the oxidative biomarkers MDA and AOPP.
However, the most significant and relevant results of this
study were observed between IHP-RBCs and control RBCs
treated mice. Indeed, the present experiment highlighted
some major deleterious effects when transfusing control
RBCs to mice with increased lung levels of mRNA encoding
for adhesion molecules ICAM1 and BCAM and EDN1 vaso-
constrictor. Several hypotheses may explain these side effects
of conventional blood transfusions in SAD mice: (i) The
incomplete replenishment of 2,3 DPG in transfused control
RBCs at the time the mice were killed may have delayed the
therapeutic benefit of blood transfusion. Indeed, to fully
mimic blood units used in human transfusion, control mur-
ine RBCs were 2,3-DPG depleted, which decreased their Ps,
value far below the P, of SS-RBCs in SAD mice (22 mmHg
vs. 38 mmHg, respectively, Table 1). Given that it takes a
minimum time of 24-48 h to regenerate the 2,3-DPG metab-
olite in vivo, control RBCs may pump oxygen from SS-RBCs
within the first 24 h following the transfusion, worsening the
pathophysiology rather than acting as effective oxygen sup-
plier. In contrast, IHP-RBCs, which are specifically designed
to induce rapid oxygenation of the bloodstream and tissues
(Pso of 47 mmHg) could be more effective in preventing
lung injury immediately after the transfusion. (ii) Slight hy-
perviscosity of blood induced by the transfusion may have
led to complications in mice transfused with normal RBCs.
Indeed, it is strongly recommended that the Hct should be
maintained below 35-40% when transfusing patients, since
oxygen distribution decreases at higher Hct. SAD mice are
not anaemic and display Hct values around 40%. Therefore,

© 2012 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology
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the transfusion of 28 ml/kg with only hypovolaemic compen-
satory blood collection (16 ml/kg) may have further
increased the Hct in mice who received control RBCs and
[HP-RBCs. For mice treated with control RBCs, this proba-
bly increased viscosity may have worsened lung injury com-
pared to untransfused SAD mice. On the contrary, THP-
RBCs transfusion, by limiting the hypoxic environment in
pulmonary blood vessels, prevented the increase of molecules
responsible for pathological events and may have counterbal-
anced the deleterious effects due to potential hyperviscosity
(iii) haemolysis of most fragile RBCs following the transfu-
sion may participate in endothelium activation. Even though
haemolysis is increased in case of IHP-RBCs, again, the dele-
terious effect may be counterbalanced by the benefits of
improved oxygenation. All these findings suggest that replac-
ing control RBCs by IHP-RBCs in particular may be appro-
priate for the treatment of acute sickle events, such as ACS,
requiring rapid and efficient oxygenation to reverse hypoxia.
For a clinical application, the development of relevant bio-
logical parameters, such as sPLA2, as a clinical predictor of
ACS (Styles et al, 2000; Naprawa et al, 2005) allows a delay
of 24-48 h before transfusing patients, which is fully compat-
ible with IHP-RBCs blood unit manufacture and delivery to
hospital.

Another feature of SCD pathology is the reduced availabil-
ity of the vaso-dilatator, NO, due to RBC haemolysis. An
investigation of the impact of IHP-RBCs transfusion on NO
bioavailability has not revealed any detectable effect.

In terms of safety, a single intravenous administration of
THP-RBCs did not produce any apparent toxicity in healthy
mice. Only moderate haemolysis was observed after transfu-
sion with increased serum bilirubin and transaminase levels
but those parameters returned to normal within 24 h. The
fact that unbound bilirubin was found at higher levels 1 h
post-transfusion in the IHP-RBCs treated group is explained
by the reduced 24 h-post transfusion survival of THP-RBCs
compared with control RBCs (Table 1). Regarding THP tox-
icity, the extracellular IHP present in murine IHP-RBCs sus-
pension was at least 10 times less than the LDs, of IHP. In
extremely rare cases of a delayed haemolytic reaction follow-
ing the transfusion, IHP concentrations released in the
plasma of mice would be approximetely 2:8 mmol/l, which is
insufficient to induce calcium chelation and is two times less
than the LDs, of IHP. In addition, it has been reported that
the toxic manifestations of intravenous IHP could be signifi-
cantly reduced by lowering the infusion rate (Gersonde &
Weiner, 1981). Therefore, considering a therapeutic applica-
tion in humans, potential toxicity associated with IHP could
be avoided by reducing the transfusion rate of IHP-RBCs to
SCD patients and by oral supplementation with calcium to
chelate free IHP. But, long-term toxicity as well as toxicity of
repeated transfusions remain to be investigated.

In summary, the present study provides evidence in two
different sickle cell mice models that entrapment of IHP in
transfused RBCs could be a powerful tool to prevent acute

1
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or chronic manifestations of SCD. IHP-RBCs, by increasing
the oxygen supply, seem to act not only on sickling but also
on the different vascular events involved in the sickle cell
crisis. In chronic therapy, the use of IHP-RBCs could
reduce the number of RBC units to be transfused but also
the frequency of transfusions, thus improving patient quality
of life. In addition, with the recent improvements in scoring
acute of SCD, IHP-RBCs may potentiate simple transfusion
in the treatment of chest syndromes by acting more rapidly
and more efficiently. Upscaling human packed IHP-RBCs to
current good manufacturing practice (cGMP) is currently
under validation, making it possible to conduct the proof of
concept in sickle cell patients in the near future.
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Résumé: La drépanocytose est, sous sa forme grave, une pathologie tres invalidante pour les personnes qui
en sont porteuses. Elle est rythmée par la récurrence de crises vaso-occlusives (CVO) et autres symptomatiques qui
en découlent (accident vasculaire cérébral, syndrome thoracique aigu, hypertension pulmonaire, etc...). En
participant, chez des sujets sains et pathologiques, a la limitation de certains facteurs impliqués dans les CVO
(inflammation, adhésion vasculaire, stress-oxydatif), I'entrainement physique régulier pourrait hypothétiquement
étre bénéfique au sujets drépanocytaires et participer a améliorer leurs qualités de vie. C'est I'hypothése qui a été
étudiée durant ce travail de thése chez des sujets porteurs du trait drépanocytaire (PTD) puis sur un modeéle de
souris transgéniques drépanocytaires, les souris SAD.

La premiere étude a permis de montrer que des sujets PTD entrainés présentaient, au repos et en réponse a
un exercice incrémental maximal, des concentrations en molécules solubles d’adhérence vasculaire (sVCAM-1)
inférieures a celles des sujets PTD sédentaires. Ces concentrations sont par ailleurs comparables a celles de sujets
sains. Ce résultat allant dans le sens d’une limitation de I'activation endothéliale par I’entrainement chez les PTD, des
études plus poussées ont été réalisées sur les souris SAD. Deux études de caractérisation ont été nécessaires pour
mettre en place notre expérimentation sur les souris SAD. La premiére a permis de valider un protocole de 8
semaines en roue d’activité physique volontaire sur des souris saines C57BI/6. La deuxiéme a permis de caractériser
le déclenchement de la CVO chez des souris SAD a I'aide d’un protocole d’hypoxie/réoxygénation (H/R) du point de
vue de l'inflammation, I'adhérence vasculaire et du stress-oxydatif. Ces deux études ont alors permis la mise en
place du dernier protocole de cette these : I'entrainement par roue d’activité physique volontaire des souris SAD.
Huit semaines d’activité physique ont induit, chez les souris SAD entrainées, une limitation des dysfonctionnements
endothéliaux induit par le stress d’H/R et observé chez les souris SAD sédentaires. Cette thése tend donc a montrer
que l'activité physique réguliére pourrait étre bénéfique pour les souris SAD en limitant certains facteurs impliqués
dans la CVO. D’autres études seront nécessaires sur d’autres modeles murins drépanocytaires plus séveres et dans
un plus long terme chez I’'Homme pour adapter ces conclusions au sujets drépanocytaires.

Mots clés: drépanocytose, souris transgéniques SAD, roue d’activité physique volontaire, hypoxie/
réoxygénation, crise vaso-occlusive, adhésion vasculaire, stress-oxydatif.

Sickle cell disease and physical activity: consequences on the mechanisms involved in the vascular
adhesion, inflammation and oxidative stress.

Abstract: Sickle cell disease is, in its severe form, a very disabling disease. It is punctuated by recurrent vaso-
occlusive crisis (VOC) which may induce other symptomatics (stroke, acute chest syndrome, pulmonary
hypertension, etc ...). By participating, in healthy and pathological subjects, in the limitation of some factors involved
in the VOC (inflammation, vascular adhesion, oxidative stress), habitual physical training could hypothetically be
beneficial in subjects with sickle cell disease and participate in improving their quality of life. This hypothesis has
been investigated during this thesis on sickle cell trait (SCT) carriers and on a transgenic sickle mice model, SAD mice.

The fist study showed that trained SCT carriers displayed, at rest as in response to an incremental and
maximal exercise, lower plasma vascular cell adhesion molecules (sVCAM-1) compared to sedentary SCT carriers.
Moreover, these concentrations were similar to that of healthy subject. These results confirm a possible limitation of
endothelial activation in SCT carriers. This potential benefic effect has further been investigated in sickle SAD mice.
Two characterization studies were necessary to establish our experiments on SAD mice: the first permitted to
validate a 8 weeks voluntary wheel running (VWR) protocol on healthy C57BI/6 mice while the second characterized
the VOC induced by a hypoxia/reoxygenation (H/R) stress in SAD mice from the inflammation, vascular adhesion
molecule and oxidative stress points of view. Thanks to these studies, a 8 weeks VWR protocol has been performed
in SAD mice. Thus, physical activity permitted to reduce in VWR SAD mice the endothelial dysfunction induced by the
H/R stress and observed in sedentary SAD mice. This thesis shows that habitual physical activity may be beneficial in
sickle SAD mice in limiting some factors involved in VOC. Further studies will be necessary, on more severe sickle
mice models and in a longer term in Humans, to adapt these findings to SCD subjects.

Key words: sickle cell disease, transgenic sickle SAD mice, voluntary wheel running, hypoxia/reoxygenation,
vasoocclusive crisis, vascular adhesion, oxidative stress.
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